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INTISARI

Pemilihan kombinasi pelarut yang tepat dapat mempegaruhi senyawa yang
tersari. Daun rambutan memiliki kandungan senyawa flavonoid yang bermanfaat
sebagai antioksidan. Penelitian ini bertujuan untuk mengatahui kombinasi pelarut
yang optimal dalam menyari flavonoid sehinga didapatkan kadar flavonoid total
dan aktivitas antioksidan serta pengaruh komposisi pelarut optimal dengan kadar
flavonoid total dan aktivitas antioksidan ekstrak daun rambutan (Nephelium
lappaceum L.).

Daun rambutan diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan 8
formula pelarut selanjutnya diukur kadar flavonoid total menggunakan metode
kolorimetri dan aktivitas antioksidan menggunakan metode ABTS. Penentuan
formula optimal menggunakan metode simplex lattice design. Uji verifikasi
dilakukan menggunakan SPPS One Sample T-Test. Analisis pengaruh komposisi
pelarut optimal dengan kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan
menggunakan korelasi pearson.

Hasil identifikasi senyawa menunjukkan ekstrak daun rambutan
mengandung senyawa flavonoid, fenol, alkaloid dan saponin. Didapatkan
komposisi pelarut air 0% dan etanol 100% pada formula optimal. Hasil penetapan
kadar flavonoid total dan aktivitas antiosidan dari formula optimal bertutut-turut
sebesar 12,28 + 0,062 % QE, 12,25 + 0,116 % QE, 12,20 + 0,025 % QE dan 7,14
+ 0,047 ppm, 7,07 £ 0,05 ppm, 7,17 0,02 ppm dengan hasil statistik one sample
t-test p>0,05 dan koefisien korelasi -0,947.

Kata kunci : Kombinasi pelarut, Nephelium lappaceum L., Flavonoid,
Antioksidan, Optimasi.
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ABSTRACT

The selection of the right combination of solvents can affect the abstracted
compounds. Rambutan leaves contain flavonoid compounds that are useful as
antioxidants. This study aims to know the optimal solvent combination in
flavonoids so that total flavonoid levels and antioxidant activity are obtained and
the influence of optimal solvent composition with total flavonoid levels and
antioxidant activity of rambutan leaf extract (Nephelium lappaceum L.).

Rambutan leaves extracted by maceration method using 8 solvent

formulas further measured total flavonoid levels using the method of colorimetry
and antioxidant activity using the ABTS method. Determination of optimal
formula using the simplex lattice design method. The verification test is
conducted using the SPPS One Sample T-Test. Analysis of the influence of
optimal solvent composition with total flavonoid levels and antioxidant activity
using pearson correlation.

The results of the identification of the compound showed rambutan leaf
extract contains flavonoid compounds, phenols, alkaloids and saponins. Obtained
the composition of water solvent 0% and ethanol 100% in the optimal formula.
The results of determining the total flavonoid levels and antiosidant activity of the
optimal formula are 12.28 + 0.062% QE, 12.25 £+ 0.116 % QE, 12.20 £ 0.025 %
QE and 7.14 + 0.047 ppm, 7.07 = 0.05 ppm, 7.17 +0.02 ppm with statistical
results of one sample t>0.05 and correlation coefficient -0.947.

Keywords: Combination of solvents, Nephelium lappaceum L., Flavonoids,
Antioxidants, Optimization.
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BAB |
PENDAHULUAN
A. Latar Belakang Masalah

Pada era globalisasi ini perubahan pola hidup masyarakat berdampak negatif
bagi kesehatan yang dapat memicu munculnya berbagai penyakit degeneratif.
Penyakit degeneratif merupakan salah satu kategori penyakit tidak menular,
mempunyai durasi yang panjang dan umumnya berkembang secara lambat.
Penyakit degeneratif utama menurut World Health Organization (WHO) yaitu
penyakit kardiovaskular (penyakit jantung koroner dan stroke), kanker, penyakit
pernapasan kronis (asma dan penyakit paru obstruksi kronis), dan diabetes
(Erwianto, 2013).

Penyakit degeneratif berhubungan dengan radikal bebas (Hunter dan Reddy,
2013). Radikal bebas merupakan molekul, atom atau gugus yang memiliki satu
atau lebih elektron yang tidak berpasangan pada kulit terluarnya sehingga sangat
reaktif dan radikal seperti radikal bebas turunan oksigen reaktif atau Reactive
Oxygen Species (ROS). Radikal bebas yang keberadaannya paling banyak dalam
sistem biologis tubuh adalah ROS dan Reactive Nitrogen Species (RNS) (Parwata,
2016). Radikal bebas yang berikatan secara kovalen dengan enzim atau reseptor
dapat menyebabkan kerusakan pada senyawa yang diserang dan membentuk
senyawa radikal bebas yang baru. Radikal bebas akan mengadakan reaksi
berantai, apabila terjadi di dalam tubuh akan menimbulkan kerusakan yang
berlanjut dan terus-menerus. Jumlah radikal bebas dapat meningkat akibat faktor

stress, radiasi, asap rokok dan polusi lingkungan. Radikal bebas dapat ditangkal



atau diredam dengan adanya antioksidan (Aji, 2014).

Senyawa antioksidan alami pada umumnya dapat diperoleh dengan cara
mengonsumsi buah dan sayuran yang mengandung vitamin A, C, E, asam folat,
antosianin, senyawa fenolik dan flavonoid (Parwarta, 2016). Flavonoid
merupakan senyawa metabolit sekunder pada tanaman yang memiliki aktivitas
farmakologi salah satunya sebagai aktioksidan. Hal ini disebabkan karena gugus
OH dan ikatan rangkap dua (C=C) (Fessenden dan Fessenden, 1986; Muraay dkk.,
2009).

Senyawa flavonoid yang berpotensi sebagai antioksidan alami salah satunya
berasal dari daun rambutan (Nephelium lappaceum L.). Daun rambutan
mengandung senyawa metabolit sekunder fenol, flavonoid dan tanin (Yuda dkk.,
2015). Hasil uji fitokimia terhadap kandungan senyawa kimia dalam daun
rambutan telah terbukti bahwa ekstrak etanol mengandung alkaloid, tannin,
flavonoid, dan saponin (Ulfah, 2016).

Kandungan flavonoid total dan fenolik total dalam ekstrak etanol 70% daun
rambutan telah diteliti sebesar 16,7 + 0,01 mg RUE/g dan 19,6 + 0,04 mg GAE/g
(Chigurupati dkk., 2019). Ekstrak etanol 70% dan ekstrak air dari kulit dan biji
rambutan memiliki kandungan flavonoid total 63,36 + 7,17 hingga 163 + 1,88 mg
QE/g (Yunusa dkk., 2018). Aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol 70% daun
rambutan telah dibuktikan dari beberapa penelitian yang ditandai dengan nilai
ICso sebesar 25,47 ppm dengan menggunakan metode DPPH (Pangaribuan dkk.,
2016) dan 1,295 £ 0,05 pg/ml dengan menggunakan metode ABTS (Chigurupati

dkk., 2019). Dalam penelitian ini, kadar flavonoid total dinyatakan dalam gercetin



equivalent (QE) dimana flavonoid-flavonoid yang memiliki sturktur atau atom
inti seperti kuersetin merupakan senyawa yang bersifat semi polar. Falvonoid
mmerupakan senyawa yang bertanggung jawab terhadap aktivitas antioksidan
(Parwata, 2016). Hasil penelitian ini digunakan sebagai dasar untuk melakukan
optimasi pelarut ekstraksi daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) agar
mendapatkan ekstrak yang baik dilakukan sesuai dengan prinsip ekstraksi yaitu
like dissolve like perolehan senyawa metabolit sekunder didasarkan pada
kesamaan sifat kepolaran terhadap pelarut yang digunakan (Harbone, 1987).
Berdasarkan peraturan Badan Pengawasan Obat dan Makanan nomor 32 tahun
2019 tentang persyaratan keamanan dan mutu obat tradisonal, pelarut air dan
etanol dapat digunakan untuk ekstraksi dalam pengembangan obat tradisional
(BPOM, 2019) karena memiliki sifat non toksisitas dalam pengaplikasiannya
(Yunusa dkk., 2018). Air sebagai pelarut polar umumnya akan melarutkan
senyawa golongan gula, asam amino, protein, poliglikosida, tanin, garam alkaloid
dan polifenol (Paresmeswari dan Widjanarko, 2014). Adanya gula yang terikat
pada flavonoid cenderung menyebabkan flavonoid lebih mudah larut dalam air
dan merupakan pelarut yang lebih baik untuk glikosida (Markham, 1988). Etanol
dengan polaritas yang lebih rendah daripada air, dapat melarutkan senyawa
alkaloid, diglikosida, fenolik, flavonoid dan sedikit minyak atsiri (Prameswari dan
Widjanarko, 2014).
Campuran air-etanol diharapkan dapat menelusur keberadaan senyawa aktif
yang berpotensi sebagai obat tradisional berdasarkan sifat kelarutannya pada

berbagai penyari dengan perbedaan polaritas. Air dan etanol merupakan pelarut



universal karena dapat melarutkan berbagai macam zat kimia, namun dalam
penggunaan air sebagai pelarut tunggal dapat memicu pertumbuhan kapang dan
kuman dengan cepat. Sedangkan etanol merupakan pelarut yang lebih efektif
karena kapang dan kuman sulit tumbuh dalam etanol (Saadah dan Nurhanaswati,
2015) sehingga dilakukan kombinasi campuran air dan etanol. Optimasi pelarut
air dan etanol dilakukan agar diperoleh perbandingan formula pelarut optimum
sehingga dapat dihasilkan ekstrak daun rambutan yang baik. Optimasi pelarut air
dan etanol dilakukan menggunakan metode Simplex Lattice Design yang memiliki
kelebihan metode optimasi dengan campuran yang paling sederhana, serta dapat
digunakan untuk optimasi campuran antara bahan (Fauzan, 2019).

Optimasi pelarut ekstrak daun rambutan dalam pencarian literatur belum
pernah dilakukan, maka berdasarkan uraian latar belakang masalah perlu
dilakukan penelitian tentang optimasi pelarut ekstrak daun rambutan terhadap
kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan. Kadar flavonoid total dilakukan
dengan menggunakan metode kolorimetri. Aktivitas antioksidan dilakukan dengan
menggunakan metode ABTS (2,2’-Azinobis [3-ethylbenzoathiazoline-6-sulfonic
acid]-diammonium salt) karena ABTS dapat larut dalam air maupun pelarut
organik (Karadag dkk., 2009). Metode ABTS dikatakan lebih stabil karena dapat
digunakan pada berbagai level pH, sampel bereaksi dengan cepat dengan ABTS
mencapai kondisi stabil dalam 30 menit (Shalaby dan Shanab, 2013). Hal ini
dapat memberikan informasi untuk penelitian selanjutnya tentang potensi

flavonoid dan antioksidan ekstrak daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) agar



dapat dikembangkan sebagai sediaan obat tradisional menggunakan formula

pelarut yang optimal.

B. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang masalah di atas maka dirumuskan suatu

permasalah sebagai berikut:

1.

Bagaimana pengaruh perbandingan pelarut terhadap kadar flavonoid total dan
nilai 1Csy dalam optimasi pelarut ekstraksi daun rambutan (Nephelium
lappaceum L.)?

Berapakah komposisi formula pelarut yang paling optimal dalam ekstraksi
daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) dengan menggunakan metode
simplex lattice design ?

Berapakah kadar senyawa flavonoid total dan nilai 1Csy dari cairan penyari
yang optimal dalam ekstraksi daun rambutan (Nephelium lappaceum L.)?

C. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk:

1.

Mengetahui pengaruh perbandingan pelarut terhadap kadar flavonoid total
dan nilai 1Cs; dalam optimasi ekstraksi daun rambutan (Nephelium
lappaceum L.)

Mengetahui komposisi formula pelarut yang paling optimal dalam ekstraksi
daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) dengan menggunakan metode
simplex lattice design

Mengetahui kadar flavonoid total dan nilai 1Cso dari optimasi cairan penyari

yang optimal dalam ekstraksi daun rambutan (Nephelium lappaceum L.)



D. Manfaat Penelitian
Penelitian ini bermanfaat untuk:
1. Menambah sumber data ilmiah untuk penelitian selanjutnya mengenai kadar
flavonoid total dan aktivitas antioksidan dari hasil optimasi pelarut ekstraksi
daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) dengan menggunakan metode

simplex lattice design.

2. Data yang didapatkan dapat digunakan untuk pengembangan obat tradisional.



BAB Il
METODE PENELITIAN
A. Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan rancangan eksperimental dimana terdapat variabel
bebas (air dan etanol) dengan tujuan untuk mendapatkan yang optimum dengan
melihat melalui parameter kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan yaitu
mencari komposisi pelarut (air dan etanol) yang optimum dalam formula pelarut
ekstraksi daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) dengan menggunakan metode
simplex lattice design kemudian dilakukan uji verifikasi dengan menggunakan
one-sample t-test.

B. Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari 2021 di laboratorium Teknologi
Farmasi Bahan Alam dan Sintesis Obat dan Kimia Instrumental STIKES
Nasional.

C. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah rotary evaporator (IKA HB
10 basic), Neraca analitik (Acis BC 500), cawan porselin (Herma), bejana
maserasi (Maxi), gelas beker (Pyrex), batang pengaduk (Herma), blender
(Philips), pipet volume (Pyrex), waterbath, moisture balance, spektrofotometer
UV-Vis (Shimadzu UV mini-1240), kuvet (Herma), mikropipet (Pyrex), tabung
reaksi (Herma), rak tabung reaksi (Mitra), labu ukur (Pyrex)

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah simplisia daun rambutan

yang diperoleh dari Desa Jurangjero, Karanganom Klaten, Etanol absolute p.a

26
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(Medika), aquadest (Medika), ABTS (E. Merck), ABTS (E. Merck), Kuersetin

(Sigma Alrich), AICI; (E. Merck), Kalium asetat (Chemist), serbuk Mg, HCI,

Dreagendroff.

1.

2.

3.

D. Variabel Penelitian
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah perbandingan air dan etanol
absolute p.a sebagai pelarut ekstraksi daun rambutan (Nephelium lappaceum
L.) dalam optimasi.
Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah kadar flavonoid total dan
aktivitas antioksidan dari optimasi pelarut ekstrak daun rambutan (Nephelium
lappaceum L.).
Variabel kendali dalam penelitian ini adalah pemilihan bahan yang
digunakan, suhu pengeringan simplisia, suhu rotary evaporator, metode
ekstraksi, metode penetapan kadar flavonoid total dan antioksidan daun
rambutan (Nephelium lappaceum L.)

E. Definisi Operasional

Definisi operasional yang digunakan dalam penelitian ini adalah:

1.

Daun rambutan yang digunakan merupakan jenis Rapiah diperoleh dari Desa
Jurangjero, Karanganom, Klaten dipanen dengan teknik purposive.

Kadar flavonoid total merupakan kadar flavonoid dalam sampel yang
dinyatakan sebagai ekuivalen kuersetin (QE). Kadar flavonoid total
didapatkan dari perhitungan menggunakan rumus total flavonoid, dimana

kadar flavonoid dalam sampel (sumbu Xx) dapat diketahui dengan
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memasukkan absorbansi sampel ke dalam sumbu y pada persamaan regresi
linier kuersetin.
Inhibitor Concentration 50% (ICso) yaitu konsentrasi sampel yang dapat
meredam radikal ABTS sebanyak 50%. Nilai 1Csy yang digunakan untuk
menentukan aktivitas antioksidan dihitung menggunakan rumus persamaan
regresi.
. Optimasi pelarut terhadap kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan
ditentukan dengan menggunakan metode simplex lattice design dan
diverifikasi menggunakan uji t.

F. Jalannya Penelitian
Determinasi Daun Rambutan (Nephelium lappaceum L.)

Daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) yang akan digunakan
dideterminasi terlebih dahulu di Laboratorium Biologi Fakultas Keguruan dan
lImu Pendidikan Universitas Muhammadiyah Surakarta.

Penyiapan Simplisia Daun Rambutan (Nephelium lappaceum L..)

Daun rambutan yang berwarna hijau tua dicuci terlebih dahulu dengan air
mengalir hingga bersih kemudian ditiriskan. Daun rambutan yang sudah
ditiriskan dipotong-potong kemudian dikeringkan menggunakan oven dengan
suhu 40° C. Daun rambutan yang sudah kering dihancurkan dengan blander
sampai terbentuk serbuk kemudian disaring menggunakan ayakan mesh 40

(Wicaksono dan Ulfah, 2017).
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3. Penetapan Susut Pengeringan
Penetapan susut pengeringan serbuk daun rambutan dilakukan dengan

menggunakan alat moisture balance. Serbuk simplisia ditimbang sebanyak 2
gram dimasukkan ke dalam moisture balance pada suhu 105°C sampai nilai
susut pengeringan muncul pada alat dalam satuan persen (%) terhadap bobot
awal (Wicaksono dan Ulfah, 2017).

4. Ekstraksi Daun Rambutan (Nephelium lappaceum L.)

Tabel 1. Perbandingan pelarut untuk optimasi ekstrak daun

rambutan (Nephelium lappaceum L.)

Formula (%)
Pelarut Run Run Run Run Run Run Run Run
| 1 11 AV \Y VI Vi VI

Air 50 100 75 50 0 100 25 0
Etanol 50 0 25 50 100 0 75 100
absolute p.a

Serbuk daun rambutan ditimbang sebanyak 100 gram kemudian
dimasukan kedalam 8 bejana yang berbeda. Masing-masing bejana diisi
dengan pelarut sebanyak 750,0 ml sesuai dengan perbandingan pelarut pada
tabel 1 dengan perbandinganl:7,5 yaitu 1 bagian simplisia dimasukkan dalam
7,5 bagian cairan penyari didiamkan selama 5 hari dengan dilakukan
pengadukan satu kali dalam sehari. Hasil maserat disaring dengan kain
flanel. Residu masing-masing bejana direndam kembali dengan pelarut
sebanyak 250,0 ml sesuai dengan perbandingan pelarut pada tabel 1 (Depkes

RI, 1979). Filtrat disaring dan dipekatkan menggunakan rotary evaporator
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dengan kecepatan 200 rpm pada susu 40°C sehingga diperoleh ekstrak kental
(Chigurupati dkk., 2019).

Ekstrak etanol yang diperoleh kemudia dihitung rendemennya dengan
menggunakan rumus:

bobot yang diperoleh
% Randemen = X 100%
bobot bahan awal

5. Skrining Fitokimia
a. Flavonoid
100,0 mg ekstrak kental ditimbang seksama dan dilarutkan dalam
10 ml pelarut etanol 70% kemudian 1 ml ekstrak cair diuapkan hingga
kering, ditambahkan 2-3 tetes etanol, kemudian ditambahakan sedikit
serbuk magnesium dan beberapa tetes HCI 5M. Warna merah hingga
merah lembayung yang timbul menandakan adanya senyawa flavanon,
flavonol, flavanonol dan dihidroflavonol (Hanani, 2015)
b. Fenol
100,0 mg ekstrak kental ditimbang seksama dan dilarutkan dalam
10 ml pelarut etanol 70%. Larutan uji sebanyak 2 ml dan ditambahkan 5
tetes FeCls;. Warna biru tua atau hitam kehijauan menunjukkan adanya
tanin dan polifenol (Robinson, 1991).
c. Alkaloid
100,0 mg ekstrak kental ditimbang seksama dan dilarutkan dalam
10 ml pelarut etanol 70%. Larutan uji sebanyak 2 ml diuapkan diatas

cawan porselen hingga diperoleh residu. Residu dilarutkan dengan 5 ml
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HCI 2N dan ditambahkan dengan 3 tetes pereaksi dragendroff.
Terbentuknya endapak jingga menunjukkan adanya alkaloid (Farnsworth,
1966).

d. Saponin

100,0 mg ekstrak kental ditimbang seksama dan dilarutkan dalam
10 ml pelarut etanol 70%. Larutan uji sebanyak 10 ml dalam tabung
reaksi dikocok secara vertikal selama 10 detik kemudian dibiarkan selama
10 detik. Terbentuknya busa setinggi 1-10 cm yang stabil selama tidak
kurang dari 10 menit menunjukkan adanya saponin. Pada penambahan 1
tetes HCI 2N, busa tidak hilang (Depkes RI, 1995).
6. Pengukuran Kadar Flavonoid Total

a. Pembutan reagen untuk penetapan kadar flavonoid total
1) Pembutan Larutan AlICIl3;10%

Serbuk AICI; sebanyak 1,0 gram ditimbang seksama dan
dimasukkan ke dalam beker glass kemudia dilarutkan dengan
sebagain aquadest hingga larut sempurna, dimasukkan ke dalam labu
ukur 10,0 ml dan ditambahkan aquadest hingga tanda batas.

2) Pembuatan Kalium Asetat 1 M

Kalium asetat ditimbang seksama sebanyak 0,9814 gram
dimasukkan ke dalam beker glass kemudian dilarutkan dengan
sebagian aquadest hingga larut sempurna, dimasukkan labu ukur 10,0

ml dan ditambahkan aquadest hingga batas tanda.
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Pembuatan Larutan Blangko

Etanol 95% p.a 3 ml, aluminium klorida 10% sebanyak 0,2 ml, 0,2
ml kalium asetat 1M dimasukkan dalam labu ukur 10,0 ml dan
ditambahkan aquadest hingga tanda batas.
Pembuatan Larutan Baku Induk Kuersetin 1000 ppm

Baku standar kuersetin ditimbang seksama sebanyak 100,0 mg
dilarutkan dalam etanol p.a hingga volume 100,0 ml.
Pembuatan Larutan Baku Kerja Kuersetin 100 ppm

Larutan baku induk 1000 ppm diambil sebanyak 1,0 ml kemudian
dicukupkan volumenya sampai 10,0 ml dengan etanol pa.
Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan baku kerja kuersetin konsentrasi 100 ppm diambil
sebanyak 0,1 ml ditambahkan dengan 1,5 ml etanol 95% p.a, 0,1 ml
AICI; 10%, 0,5 ml kalium asetat 1M dan 2,8 ml aquadest. Diukur
serapan dengan spektrofotometri Uv-Vis pada rentang panjang
gelombang 370-450 nm. Panjang gelombang yang menunjukkan nilai
serapan tinggi merupakan panjang gelombang maksimum
(Asmorowati dan Lindawati, 2019). Kemudia panjang gelombang
maksimum yang didapatkan digunakan untuk menentukan Operating
Time (OT).
Penentuan Operating Time (OT)

Larutan baku kerja kuersetin konsentrasi 100 ppm sebanyak 0,5 ml

ditambahkan dengan 1,5 ml etanol 95% p.a, 0,1 ml AlICI510%, 0,1 ml
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kalium asetat 1M dan 2,8 ml aquadest. Diukur pada panjang
gelombang maksimum yang didapatkan dengan interval waktu 2
menit hingga diperoleh absorbansi yang stabil. Diamati kurva
hubungan antara absorbansi, waktu dan ditentukan operating time
(Asmorowati dan Lindawati, 2019).
8) Pembuatan Kurva Baku Kuersetin
Larutan baku induk kuersetin 1000 ppm dipipet sebanyak 0,2 ml,
0,3ml, 0,4 ml, 0,5 ml, 0,6 ml dimasukkan kedalam labu ukur 5 ml dan
ditambahkan etanol p.a tanda batas sehingga didapatkan deret
konsentrasi 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm, 100 ppm dan 120 ppm. Masing-
masing konsentrasi dari larutan seri baku kuersetin dipipet 0,1 ml
kemudian ditambahkan 0,1 ml AICIl; 10%, 0,1 ml kalium asetat 1M
dan 2,8 ml aquadest kemudian didiamkan selama operating time.
Absorbansi yang diperoleh dari pengukuran dengan menggunakan
spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang maksimum saat
terjadi operating time (Asmorowati dan Lindawati, 2019).
b. Penetapan Kadar Flavonoid Total
Masing-masing ekstrak ditimbang seksama sebanyak 100,0 mg dan
dilarutkan dengan etanol p.a sampai volumenya 100,0 ml. Masing-masing
larutan diambil sebanyak 0,5 ml kemudian ditambahkan dengan 0,1 mi
AICl; 10% dan 0,1 ml kalium asetat 1 M dan 2,8 ml aquadest. Sampel

didiamkan selama operating time. Absorbansi ditentukan dengan



C.

34

menggunakan spektrofotometri Uv-Vis pada panjang gelombang
maksimum yang diperoleh (Chang dkk., 2002).

Kadar flavonoid dihitung menggunakan persamaan regresi linear
berdasarkan kurva baku hasil pembacaan spektrofotometer UV-Vis. Data
absorbansi yang diperoleh dimasukkan ke dalam persamaan regresi linear
sebagai y dan konsentrasi larutan baku sebagai x.

Persamaan regresi linear dinyatakan dengan :

y=bx+a
Keterangan: y = absorbansi

X = konsentrasi (ppm)

b = slope

a = intersep

Hasil absorbansi dari pengukuran sampel dimasukkan ke dalam

persamaan regresi linear. Absorbansi sampel dinyatakan sebagai Y,
sehingga kadar flavonoid total yang diperoleh dinyatakan sebagai % yang

setara kuersetin.

konsentrasi (%)

X fp

Kadar flavonoid total =
Berat sampel

Perhitungan KV (Koefisien Variasi)

Koefisien variasi digunakan untuk mengetahui kesesuaian analisis
satu dengan hasil analisis lain dari suatu seri pengukuran yang diperoleh
dari sampling acak secara berulang dari sampel homogennya. Koefisien

variasi yang baik adalah kurang dari 2% (Harmita, 2004).
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Standar deviasi

% KV = x 100%

Rata—rata kadar sampel

7. Pengukuran Aktivitas Antioksidan

a. Pembuatan Reagen Untuk Pengukuran Aktivitas Antioksidan

1)

2)

3)

4)

Pembuatan Larutan Baku Induk Kuersetin 1000 ppm

Baku standar kuersetin ditimbang seksama sebanyak 100,0 mg
dilarutkan dalam etanol p.a hingga volume 100 ml.
Pembuatan Larutan Baku Kerja Kuersetin 100 ppm

Larutan baku induk 1000 ppm diambil sebanyak 1 ml kemudian
dicukupkan volumenya sampai 10 ml dengan etanol pa.
Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan radikal ABTS dipipet sebanyak 1, ml dan dicukupkan
dengan PBS pH dalam labu ukur 25 ml kemudian diukur serapan
dengan spektrofotometri Uv-Vis pada rentang panjang gelombang
700-750 nm. Panjang gelombang yang menunjukkan nilai serapan
tinggi merupakan panjang gelombang maksimum (Chigurupati, 2019).
Kemudia panjang gelombang maksimum yang didapatkan digunakan
untuk menentukan Operating Time (OT).
Penentuan Operating Time

Larutan baku kerja kuersetin 6 ppm diambil sebanyak 0,5 ml
ditambahkan dengan 0,5 ml larutan radikal ABTS diukur serapan pada
panjang gelombang maksimum yang didapatkan dengan interval

waktu 2 menit hingga diperoleh absorbansi yang stabil. Diamati kurva
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hubungan antara absorbansi, waktu dan ditentukan operating time
(Chigurupati., 2019).
Pembuatan Kurva Baku Kuersetin

Larutan baku kerja kuersetin 100 ppm dipipet sebanyak 0,2 ml, 0,4
ml, 0,6 ml, 0,8 ml, 1,0 ml dimasukkan kedalam labu ukur 10 ml dan
ditambahkan etanol p.a tanda batas sehingga didapatkan deret
konsentrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm dan 10 ppm. Masing-masing
konsentrasi dari larutan seri baku kuersetin dipipet 0,5 ml kemudian
ditambahkan 0,5 ml larutan radikal ABTS diinkubasi selama operating
time dan diukur serapannya menggunakan spektrofotometri UV-Vis
(Chigurupati dkk., 2019).
Larutan ABTS 7 mM

ABTS ditimbang seksama sebanyak 18 mg dilarutkan ke dalam
aquadest dalam labu ukur 5 ml.
Larutan K,S,05 2,45 mM

Kalium persulfat ditimbang seksama sebanyak 13 mg dilarutkan ke
dalam aquadest sampai 20 ml.
Larutan PBS pH 7,4

Natrium klorida ditimbang seksama sebanyak 0,8 gram, kalium
klorida sebanyak 0,02 gram, natrium hidrogen fosfat sebanyak 0,142
gram, kalium dihidrogen fosfat 0,024 gram dilarutkan dalam aquades
sampai 100,0 ml.

Larutan Radikal ABTS
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Sebanyak 5,0 ml larutan ABTS diambahkan 5 ml larutan kalium
persulfat, diinkubasi dalam ruang gelap dengan suhu 22-24°C selama
12-16 jam sebelum digunakan, dihasilkan larutan ABTS dengan warna
biru gelap. Larutan tersebut digunakan sebagai larutan kontrol.

10) Larutan Blanko

Sebanyak 5 ml kalium persulfat ditambahkan dengan 5 ml
aquadest, diinkubasi dalam ruang gelap dengan suhu 22-24°C selama
12-16 jam (Chigurupati dkk., 2019).

. Pengukuran Aktivitas Antioksidan

Ekstrak daun rambutan masing-masing ditimbang seksama
sebanyak 50,0 mg dilarutkan dengan etanol p.a dalam labu ukur 50,0 ml
sebagai larutan sampel baku induk 1000 ppm. Larutan sampel baku kerja
100 ppm dibuat dari larutan sampel induk yang dipipet 1 ml dan
diencerkan dengan etanol p.a dalam labu ukur 10,0 ml. Larutan sampel
kurva baku dibuat dari larutan baku kerja 100 ppm dipipet sebanyak 0,2
ml, 0,4 ml, 0,6 ml, 0,8 ml, 1,0 ml dimasukkan kedalam labu ukur 5 ml
dan ditambahkan etanol p.a tanda batas sehingga didapatkan deret
konsentrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm dan 10 ppm. Masing-masing
konsentrasi dari sampel dipipet 0,5 ml kemudian ditambahkan 0,5 ml
larutan radikal ABTS diinkubasi selama operating time dan diukur
serapannya menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum saat terjadi operating time (Chigurupati dkk.,

2019).
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Hasil uji penangkal radikal bebas metode ABTS pada ekstrak daun
rambutan (Nephelium lappaceum L.) dipaparkan sebagai hasil penelitian,
sehingga didapatkan jumlah persen penangkal antioksidan (Cholisoh dan
Utami, 2008). Pengukuran presentase aktivitas antioksidan dihitung

menggunakan rumus:

Absorbansi kontro—absorbansi sampel
. x 100 %
absorbansi kontrol

%Inhibisi =

Keterangan:
Absorbansi kontrol = absorbansi larutan radikal ABTS

Absorbansi sampel = absorbansi larutan sampel ditambah radikal
bebas ABTS

Perhitungan nilai 1Cso menggambarkan konsentrasi larutan uji yang
dapat menangkal radikal bebas sebesar 50 % melalui persamaan regresi
linear yang menyatakan hubungan antara konsentrasi larutan uji (X)
dengan % ihnibisi (y). Nilai 1Csy diperoleh dengan mensubtitusikan Y

sebagai % inhibisi sebesar 50% dan x sebagai I1Csy (Molyneux, 2004).

Y=Bx+A

S0=Bx+A
_50-4 _

X—T—1C5o

d. Perhitungan KV (Koefisien Variasi)
Koefisien variasi digunakan untuk mengetahui kesesuaian analisis satu
dengan hasil analisis lain dari suatu seri pengukuran yang diperoleh dari
sampling acak secara berulang dari sampel homogennya. Koefisien

variasi yang baik adalah kurang dari 2% (Harmita, 2004).
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Standar deviasi

% KV = x 100%

Rata—rata kadar sampel

8. Penentuan Formula Pelarut Optimum

Optimasi pelarut air dan etanol absolute p.a dilakukan dengan
menggunakan aplikasi Design Expert 12 dengan parameter respon kadar
flavonoid total dan aktivitas antioksidan. Semua formula pelarut yang
diperoleh diformulasi berdasarkan urutan run 1-8 lalu diuji kadar flavonoid
total dan aktivitas antioksidannya, diolah menggunakan Design Expert
dengan metode Simplex Lattice Design menggunakan 2 faktor. Faktor yang
diteliti yaitu air sebagai faktor A sebesar 0-100% dan etanol absolute p.a
sebagai faktor B sebesar 0-100%. Formula optimal ditentukan dari nilai yang
optimal (desirability) yaitu mendekati 1 untuk melihat formula optimal.

9. Verifikasi Formula Optimum

Verifikasi dilakukan dengan cara pengukuran kadar flavonoid total dan
aktivitas antioksidan dari ekstrak formula pelarut optimal sebanyak 3 kali
replikasi dan dibandingkan dengan nilai prediksi dari software Design Expert
versi 12. Analisis statistik untuk verifikasi menggunakan program SPSS one
sample t-test dengan taraf kepercayaan 95% untuk mengetahui apakah
prediksi yang dihasilkan oleh software Design Expert versi 12 menghasilkan
data yang berbeda signifikan atau tidak terhadap ekstrak hasil percobaan

(Riyanto, 2011).



G. Analisis Data
1. Kategori Antioksidan

Tabel 2. Penggolongan Tingkat Antioksidan (Mardawati dkk., 2008).
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No Nilai 1Cso (ppm) Tingkat Aktivitas
1. 151 - 200 Lemah
100 - 150 Sedang
50 -100 Kuat
<50 Sangat Kuat

2. Koefisien Variasi

Koefisien variasi yang baik adalah kurang dari 2%
Uji Korelasi Kadar Flavonoid Total dan Aktivitas Antioksidan
Parameter yang digunakan meliputi kadar flavonoid total dan aktivitas
antioksidan. Analisis statistik yang digunakan untuk uji korelasi pearson
menggunakan program SPSS untuk mengetahui hubungan antara variabel
yang berjenis numerik, mengetahui derajat/keeratan hubungan berdasarkan
nilai koefisien korelasinya (r) (Riyanto, 2011).
Penentuan Formula Pelarut Optimum
Dalam penentuan komposisi formula pelarut dilakukan menggunakan
metode Simplex Lattice Design dengan aplikasi program Design Expert
versi 12. Didapatkan hasil formula pelarut yang optimum jika nilai

desirability mendekati 1, dimana semakin tinggi nilai desirability
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(mendekati 1) berarti formula optimum yang dihasilkan semakin mencapai
respon yang dikehendaki (Prastianto, 2016).
5. Uji Verifikasi

Parameter yang digunkan meliputi kadar flavonoid total dan aktivitas
antioksidan. Analisis statistik yang digunakan untuk verifikasi menggunakan
program SPSS one sample t-test dengan taraf kepercayaan 95% untuk
mengetahui apakah prediksi yang dihasilkan oleh software Design Expert
versi 12 menghasilkan data yang berbeda signifikan atau tidak terhadap

ekstrak hasil percobaan (Riyanto, 2011).
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H. Alur Penelitian

Determinasi tanaman daun rambutan

Sortasi basah, pencucian, pengeringan,

sortasi kering

Y
Simplisia kering daun rambutan

Diblender dan diayak menggunakan

ayakan mesh 40

A 4
Serbuk simplisia

Maserasi  dengan  masing-masing
perbandingan pelarut air dan etanol
absolute p.a (1;7,5)

Remaserasi dengan pelarut yang sama
(1;2,5) filtrat dipekatkan dengan

rotary evaporator

A 4

Penapisan fitokimia flavonoid

v
v v
Penetapan kadar flavonoid Pengujian aktivitas antioksidam
total dengan metode ABTS
v v
v
Analisis data

Gambar 7. Alur Penelitian



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN
A. Kesimpulan

Peningkatan konsentrasi etanol dapat meningkatkan kadar flavonid total dan
aktivitas antioksidan.
Komposisi pelarut air 0% dan etanol 100% menghasilkan komposisi formula
pelarut optimum dalam ekstraksi daun rambutan (Nephelium lappaceum L).
Kadar flavonoid total dan nilai 1Csy dari ekstrak daun rambutan formula
pelarut optimum masing-masing sebesar 12,28 + 0,062 % QE, 12,25 + 0,116
% QE, 12,20 £ 0,025 % QE dan 7,14 + 0,047 ppm, 7,07 £ 0,05 ppm, 7,17
0,02 ppm.

B. Saran
Dilakukan standarisasi ekstrak daun rambutan
Dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai kadar kadungan senyawa
metabolit sekunder dalam ekstrak daun rambutan yang dapat bertanggung
jawab sebagai antioksidan
Dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap ekstrak daun rambutan dalam
pengembangan sediaan obat berbentuk cream tabir surya dengan basis bahan

alam.
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