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ABSTRAK

Nama : Ahmad Reza
Program Studi : Teknik Kimia
Judul : Pemanfaatan Gelombang Mikro dalam Proses Ekstraksi Daun Simpur

(Dillenia indica) untuk Memperoleh Senyawa Antioksidan

Antioksidan merupakan penghambat oksidasi sehingga dapat digunakan
sebagai pengawet bahan makanan. Selama ini antioksidan yang banyak digunakan
adalah antioksidan sintetik, seperti BHAutylated hydroxyanisojeatau BHT
(butylated hydroxytoluena Antioksidan ini tidak baik untuk kesehatan manusia
sehingga diperlukan pengganti antioksidan sintetik dengan antioksidan alami yang
dapat diperoleh dari bahan alam, seperti d8uifenia indica Pada penelitian
sebelumnya, terbukti bahwa daun dan biakenia indica mempunyai aktivitas
antibakteri dan antioksidan.

Penelitian ini menggunakan metode ekstraksi dengan bantuan gelombang
mikro (Microwave-Assisted Extractipnuntuk mengekstrak dauBillenia indica.

Untuk mendapatkan aktivitas antioksidan optimum, maka dilakukan variasi terhadap
volume pelarut etanol dan waktu ekstraksi. Aktivitas antioksidan diuji dengan
menggunakan metodearotene bleachingMetode carotene bleachingnerupakan
metode untuk mengevaluasi aktivitas antioksidan berdasarkan pada kemampuan
antioksidan untuk mencegah peluruhan warna jingga karoten akibat oksidasi dalam
sistem emulsi minyak goreng dan karoten.

Aktivitas antioksidan optimum yang didapatkan adalah 92,51% dengan
volume pelarut etanol 100 mL dan waktu ekstraksi 8 menit. Aktivitas antioksidan
optimum yang didapatkan dari metode ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro,
sonikasi, dan tekanan tinggi dibandingkan dengan analisis ragam (ANOVA). Hasil uji
ANOVA menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan ekstrak dBilenia indica
dipengaruhi oleh metode ekstraksi dan kondisi operasi yang digunakan pada saat
ekstraksi (volume pelarut, ukuran serbuk daun, waktu ekstraksi, suhu, dan tekanan).

Kata kunci :Dillenia indicg Aktivitas Antioksidan, Microwave Assisted-ExtractidnAE), Carotene
Bleaching ANOVA
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ABSTRACT

Name : Ahmad Reza
Study Program: Chemical Engineering
Title . Utilization Microwave in Extraction Process of Simpulighia

indica) Leaves to Get Antioxidant

Antioxidants are oxidation inhibitor so it can be used as food preservatives.
Antioxidant synthetic widely used for food preservatives like BHA (butylated
hydroxyanisole) and BHT (butylated hydroxytoluena). This antioxidant is not good
for human health so it is necessary to replace antioxidant synthetic with natural
antioxidant that get from nature, likgllenia indicaleaves. Based on prior study, it's
proved thaDillenia indicafruits and leaves had antibacterial and antioxidant activity.

This study use microwave-assisted extraction (MAE) method to extract
Dillenia indica leaves. Ethanol volume and extraction time will be evaluated to get
optimum antioxidant activity. The antioxidant activity was assayed based on the beta
carotene bleaching method. Carotene bleaching assay is a method to evaluate
antioxidant activity based on capability of antioxidant to prevent discoloration of beta
carotene caused by oxidation in emulsion system oil and carotene.

The optimum antioxidant activity is 92,51% by 100 milliliters ethanol volume
and 8 minutes extraction time. Then the optimum antioxidant activity by microwave
assisted extraction, sonication, and high pressure method will be compared with
analysis variance (ANOVA). The result shows that antioxidant activity of extract
Dillenia indica leaves is influenced by extraction method and operation condition
when extraction process occurred (solvent volume, size of leaves powder, extraction
time, temperature, and pressure).

Key word: Dillenia indica, Antioxidant Activity, Microwave-Assisted Extraction (MAE), Carotene
Bleaching, ANOVA
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Senyawa antioksidan merupakan inhibitor penghambat oksidasi. Cara kerja
senyawa antioksidan adalah bereaksi dengan radikal bebas reaktif membentuk radikal
bebas tak reaktif yang relatif stabil (chem-is-try.org,2008). Antioksidan menstabilkan
radikal bebas dengan melengkapi kekurangan elektron yang dimiliki radikal bebas,
dan menghambat terjadinya reaksi berantai dari pembentukan radikal bebas yang
dapat menimbulkan stres oksidatif. Stres oksidatkidative stress adalah
ketidakseimbangan antara radikal bebas (prooksidan) dan antioksidan yang dipicu
oleh dua kondisi umum, yaitu kurangnya antioksidan dan kelebihan produksi radikal
bebas.

Senyawa antioksidan banyak dimanfaatkan untuk mengawetkan makanan
karena kemampuannya menghambat reaksi oksidasi. Antioksidan yang disintesis
melalui reaksi kimia seperti BHA dan BHT yang kini umum digunakan dalam
makanan dikhawatirkan memiliki efek samping bagi kesehatan. Oleh karena itu,
diperlukan alternatif pengganti senyawa antioksidan sintetik dengan antioksidan
alami dari bahan alam. Bagian dari tumbuhan seperti buah, daun, akar, biji, dan kulit
pohon dilaporkan memiliki senyawa fenolik dengan aktivitas antioksidan pada
umumnya (Pratt,1990).

Simpur merupakan salah satu contoh bahan alam yang mengandung senyawa
antioksidan. Simpur atau bernama lddillenia indica L bersinonim dengabillenia
speciosamerupakan tumbuhan asli Asia. Tumbuhan ini tersebar di beberapa tempat
seperti China — Yunnan, Subkontinen India (India dan Srilangka), Indocina (Thailand
dan Vietnam) serta Melayu (Indonesia dan Malaysia) (ars-grin.gov,2008).
Berdasarkan penelitian Iffa dan Lina, ekstrak buah simpur memiliki aktivitas
antibakteri dan antioksidan (Iffa dan Lina, 2004). Adapun senyawa antioksidan yang
teridentifikasi dalam buah simpur adalah BHT dan 1-dotriacontanol (Astrid,2005).

Seperti halnya dengan buah, ekstrak daun simpur juga terbukti memiliki aktivitas
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antioksidan (Utami,2007). Keberadaan daun simpur yang lebih melimpah
dibandingkan buah menyebabkan penelitian selanjutnya akan difokuskan untuk
mengekstrak daun..

Untuk mengisolasi senyawa antioksidan dari daun simpur dapat dilakukan
dengan proses ekstraksi, seperti metode soklet, sonikasi, tekanan tinggi, dan
Supercritical Fluid ExtractionSFE). Metode soklet memiliki prinsip yang hampir
sama dengan distilasi, simplisia dimasukkan ke dalam refluks lalu diberi kalor
sehingga uap hasil pemanasan selanjutnya dikondensasi untuk mendapatkan pelarut
yang telah mengandung senyawa aktif yang ingin diambil. Kelemahan dari metode
ini adalah proses ekstraksi yang membutuhkan waktu 4-24 jam dan pelarut dengan
volume 250-500 mL setiap ekstraksi (Dean,1998). Metode selanjutnya adalah
sonikasi yang merupakan modifikasi dari metode maserasi. Metode ini memanfaatkan
gelombang ultrasonik yang dapat menghancurkan sel daun sehingga mempercepat
proses perpindahan massa senyawa bioaktif dari dalam sel ke pelarut. Walaupun
waktu ekstraksi cukup singkat 3-15 menit, sonikasi relatif banyak menggunakan
pelarut yaitu 150-300 mL (Dean,1998).Selain itu, metode sonikasi tidak otomatis
sehingga peneliti perlu memantau ekstraksi secara intensif.

Kemudian metode SFE merupakan ekstraksi yang memanfaatkan fluida super
kritis untuk mengekstrak bahan organik. Fluida superkritis memiliki kemampuan
yang cepat untuk mengekstrak bahan organik dari bahan alam. Selain itu, fluida
superkritis memiliki viskositas rendah dan koefisien difusi yang tinggi, sehingga
perpindahan massa pada fluida superkritis lebih cepat dan mengurangi waktu
ekstraksi (Dean,1998). Peralatan yang digunakan dalam metode ekstraksi ini sangat
mahal. Metode tekanan tinggi merupakan penyederhanaan dari metode SFE. Namun,
metode ini memiliki kelemahan yaitu preparasi alat yang lama dan sulit untuk
mencapai kondisi operasi.

Pada penelitan ini akan digunakan metode ekstraksi dengan bantuan
gelombang mikro atawMicrowave Assisted Extraction (MABE)ntuk mengatasi
berbagai kelemahan dari metode tersebut. Metode ini pertama kali digunakan pada

tahun 1975 oleh Abu Samra untuk analisis logam dari contoh biologi dan
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dikembangkan oleh Ganzler pada tahun 1986 untuk mengekigicss antinutritives

dan pestisida dari tanah, benih dan makanan (Mandal,2007). Metode ekstraksi dengan
bantuan gelombang mikro memanfaatkan energi yang ditimbulkan oleh gelombang
mikro yang merupakan bentuk radiasi non-ionisasi elektromagnetik. Ekstraksi dengan
bantuan gelombang mikro lebih sedikit menggunakan peladf mL dan
mempersingkat waktu ekstraksil0-15 menit dengan ekstrak yang didapatkan lebih
banyak serta relatif lebih murah (Dean,1998). Selanjutnya, aktivitas antioksidan
optimum yang diperoleh dari metode ekstraksi dengan batuan gelombang mikro akan
dibandingkan dengan metode sonikasi dan tekanan tinggi dengan menggunakan
analisis ragam (ANOVA).

1.2.Rumusan Permasalahan
Berdasarkan latar belakang yang telah dijelaskan sebelumnya, maka dapat
dikemukakan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Bagaimana pengaruh volume pelarut dan waktu ekstraksi terhadap aktivitas
senyawa antioksidan dengan menggunakan metode ekstraksi dengan bantuan
gelombang mikro?

2. Bagaimana pengaruh persentase berat ekstrak daun simpur terhadap aktivitas
antioksidan?

3. Apakah metode ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro mempengaruhi
aktivitas antioksidan ekstrak daun simpur jika dibandingkan dengan metode

sonikasi dan tekanan tinggi?

1.3.Tujuan Penelitian
Tujuan yang ingin dicapai dari penelitian ini adalah:

1. Mendapatkan pengaruh volume pelarut dan waktu ekstraksi terhadap aktivitas
senyawa antioksidan dengan menggunakan metode ekstraksi dengan bantuan
gelombang mikro.

2. Mendapatkan persentase berat ekstrak optimum terhadap aktivitas

antioksidan.
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3.

Membandingkan aktivitas senyawa antioksidan dari metode ekstraksi dengan
bantuan gelombang mikro dengan metode tekanan tinggi dan sonikasi dengan

menggunakan uji anova.

1.4.Batasan Masalah

Dalam penelitian ini, pembatasan terhadap masalah yang akan dibahas adalah

sebagai berikut:

1.

Sampel yang akan diekstrak adalah daun dari simpur yang diambil di sekitar
Departemen Teknik Kimia FTUI Depok.

Sampel akan diekstraksi dengan metode ekstraksi dengan bantuan gelombang
mikro (MAE) dengan menggunakan pelarut etanol.

Kondisi operasi ekstraksi akan berkisar pada tempetgB€ dari titik didih

etanol pada tekanan atmosfer.

Uji aktivitas senyawa antioksidan dengan menggunakan cajioten
bleaching

Oven microwave yang digunakan merupakan oven domestik yang

dimodifikasi

1.5.Sistematika Penulisan

Sistematika penulisan makalah ini adalah:

BAB | : PENDAHULUAN

Terdiri dari latar belakang, rumusan permasalahan, tujuan penelitian, batasan

maslah, dan sistematika penulisan.

BAB Il : TINJAUAN PUSTAKA

Berisi tinjauan tentang penjelasan umum yang diperlukan men§tatai of

the art yang terdiri dari: penelitian ekstraksi dengan berbagai metode, penelitian

ekdraksi dengan bantuan gelombang mikro, dan penelitian famili Dilleniaceae.

Kemudian dilakukan pembahasan tentang simpur dan antioksidan: klasifikasinya
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berdasarkan sumber dan mekanisme kerja serta uji aktivitas antioksidan dengan
metodeCarotene BleachingKemudian dilakukan pembahasan mengenai ekstraksi

padat-cair dan ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro: teori gelombang mikro,
instrumentasi, prinsip ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro, dan faktor- faktor
yang mempengaruhi ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro. Pada subbab

terakhir pembahasan mengenai analisis varians (ANOVA).

BAB Ill : METODOLOGI PENELITIAN

Menjelaskan langkah kerja yang diusulkan untuk melakukan ekstraksi
senyawa antioksidan dari daun simgangan menggunakan metode ekstraksi dengan
bantuan gelombang mikro dan menguji kandungan senyawa antioksidan dengan uji

carotene bleaching

BAB IV: HASIL DAN PEMBAHASAN
Dalam bab ini akan dibahas tentang hasil dari penelitian yang dilakukan

disertai dengan analisisnya.

BAB V: KESIMPULAN
Bab ini memberikan kesimpulan akhir dari hasil penelitian dan analisa yang

dilakukan.
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BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 State of the Art
2.1.1. Penelitian Ekstraksi dengan Berbagai Metode

Ekstraksi adalah istilah yang digunakan untuk operasi yang melibatkan
perpindahan suatu konstituen padat atau calu(g ke dalam cairan lain yaitu
solvent atau pelarut. Ekstraksi dapat dilakukan dengan berbagai metode, seperti
maserasi, soklet, SFESpercritical Fluid Extractioy tekanan tinggi, dan MAE
(Microwave Assisted Extractipn

Maserasi merupakan metode ekstraksi yang paling konvensional. Metode ini
dilakukan untuk mendapatkan senyawa antioksidan dari akar teratai (Yang,2007).
Ekstraksi dengan metode maserasi untuk mengekstrak akar teratai membutuhkan
waktu satu minggu dengatyield optimum yang didapatkan sebesar 4,6% (w/w).
Sedangkan soklet merupakan metode maserasi yang dimodifikasi. Metode ini untuk
menyingkat waktu ekstraksi dengan metode maserasi dari satu minggu menjadi
beberapa jam. Soklet digunakan untuk mengekstrak senyawa antioksidan dari anggur
(Murthy,2002). Berat ekstrak optimum yang diperoleh adalah 5,2% (w/w) dengan
waktu ekstraksi 6 jam.

Metode ekstraksi terus dikembangkan untuk mempersingkat waktu ekstraksi
dan mendapatkan ekstrak yang lebih banyak serta volume pelarut yang lebih sedikit.
Kemudian muncul metode baru dalam ekstraksi, yaitu SFipdrcritical Fluid
Extraction). SFE merupakan ekstraksi yang memanfaatkan fluida super kritis untuk
mengekstrak bahan organik. Fluida superkritis memiliki viskositas rendah dan
koefisien difusi yang tinggi, sehingga memudahkan perpindahan massa dari matriks
ke pelarut. SFE dilakukan untuk mengekstrak minyak esensial Minchantia
convulta(Xiao,2007). Dari penelitian injield optimum didapatkan pada saat waktu
ekstraksi 35 menit dan volume pelarut 40 mL. Kekurangan dari metode ini adalah
harga peralatannya yang mahal, sehingga dilakukan penyederhanaan terhadap metode

SFE menjadi metode tekanan tinggi. Metode tekanan tinggi digunakan untuk
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mergekstrak senyawa antioksidan ddillenia indica (Utami,2007). Aktivitas
antioksidan optimum yang didapatkan pada waktu ekstraksi 50 menit dan volume
pelarut 75 mL. Namun, metode tekanan tinggi memiliki kelemahan yaitu preparasi

alat yang lama dan sulit untuk mencapai kondisi operasi.

2.1.2. Penelitian Ekstraksi dengan Bantuan Gelombang Mikro

Pertama kali metode ekstraksi dengan gelombang mikro dilakukan pada tahun
1975 oleh Abu-Samra yang menggunakan oven gelombang mikro domestik dalam
melakukan analisis logam dari contoh biologi (Mandal,2007). Penelitian ini
dipublikasikan pertama kali sepuluh tahun kemudian. Pada tahun 1986 Ganzler
menggunakan metode ini untuk mengekstiaiis, antinutritivesdan pestisida dari
tanah, benih dan makanan (Mandal,2007).

Sejak itu, metode ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro dikembangkan
untuk mengekstrak dari berbagai jenis simplisia seperti tanaman, biologi, lingkungan,
matriks geologis dan metalik. Pada tahun 1998 Egizabal mengekstrak tanah yang
mengandung senyawa fenol dan didapatkan hasil bahwa metode ekstraksi dengan
bantuan gelombang mikro lebih efektif dan efisien jika dibandingkan dengan metode
soklet (Egizabal,1998). Hal ini dibuktikan dari penggunaan pelarut yang lebih sedikit
(15 mL) dan singkatnya waktu pengekstraksian (16,5 menit) serta lebih banyaknya
ekstrak yang didapatkan. EIKhori menggunakan metode ekstraksi dengan bantuan
gelombang mikro untuk mengekstrak minyak dari cokelat (EIKhori,2006). Dalam
kesimpulannya, maka keuntungan menggunakan metode ekstraksi dengan bantuan
gelombang mikro adalah rendahnya pemakaian pelarut (40 mL), waktu ekstraksi yang
singkat (460 detik), dan lebih sedikithya pemakaian energi dengan lebih banyaknya
ekstrak yang didapatkan. Dari berbagai penelitian ekstraksi dengan bantuan
gelombang mikro, maka dapat diketahui bahwa waktu ekstraksi dipengaruhi oleh
senyawa yang ingin diambil (analit) dan jenis pelarut yang digunakan. Tabel 2.1
menunjukkan waktu ekstraksi dari berbagai ekstraksi bahan alam dengan bantuan

gelombang mikro.

Universitas Indonesia

Pemanfaatan Gelombang..., Ahmad Reza, FT Ul, 2009



Tabel 2.1. Ekstraksi bahan alam dengan bantuan gelombang mikro

Material Tanaman Analit Pelarut Waktu Negara Peneliti
Ekstraksi
Cuminum  cyminum dan| Minyak esensial| Tanpa pelarut 30 menit Cina Wang,2006
Zanthoxylum bungeanum
Semua bagian tumbuhanCamptothecin 90% metanol 7 menit India Fulzele dan
Nothapodytes foetida Sative,2005
Batang dan daun sedaippia | Minyak esensial| Tanpa pelarut 30 menit Kolomhia  Stasbenko,
alba 2004
Buah kering Macleaya| Sanguinarine 0,1 M HCI 5 menit Cina Zhang,20085
cordata dan
chelerythrine
Akar kering Salvia| Diterpenes 95% etanol 2 menit Cina Pan,2001
milthiorriza seperti
tanshinones
Kulit kayu kering Eucommia| Asam Campuran ain 40 detik Cina Li,2004
ulmodies geniposidic dan | metanol
asam
chlorogenic
Daun tembakau Solanesol Heksana:etanol 40 menit Cina Zhou dan
(3:1) Liu,2006
Akar licorice Asam 50-60% etanol 4-5 menit Cina Pan,2000
glycyrrhizic dengan 1-2%
amonia
Jus apel kering Pektin HCI 20,8 menit Cina Wang,2007
Buah beri kering dar] Embelin Aseton 80 detik India Latha,2006
Embelia ribes
Akar temulawak Curcumol, Air 4 menit Cina Deng,2006
curdione
dan germacrone
Daun teh hijau Polifenok dan | 50% campuan 4 menit Cina Pan,2003
kafein ai etanol
Artemisia annua L. Artemisnin #6 minyak | 12 menit Cina Hao,2003
ekstraksi

Sumber: Mandal,2007

2.1.3. Penelitian FamiliDilleniaceae

% Penelitian Famili Dilleniaceae di Dunia

Penelitian tentang famibDilleniaceaedilakukan pada tahun 1971 oleh Smith

untuk mengekstrak daubillenia indicayang menunjukkan keberdaan dari senyawa

kaempferol.

Pemeriksaan senyawa glikosida dalam daun segar menunjukkan

keberadaan senyawa 7-diglikosida dan 3-diglikosida. Senyawa ini akan teroksidasi

selama penegringan daun membentuk senyawa flavonoid. Keberadaan senyawa

flavonoid ini menunjukkan keberadaan senyawa ntioksidan (Smith,1971).
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Pada tahun 1981 oleh Savitri untuk mengekstrak jaringan bafalhenia
pentagynaRoxb di India. Penelitian ini mendapatkan bahwa ekstrak bafilenia
pentagyna Roxb mengandung naringenin 7-galactosyl glucoside dan
dihydroquercetins-galactosideyang tergolong dalam senyawavanoneglycoside
serta rhamnetin 3glucoside yang termasuk dalam senyavivonol glycoside
(Savitri,1981).

Pada tahun 1995 Nick mengekstrak tanarBéienia papuanayang telah
dikenal sebagai tanaman obat di Papua New Guini. Pada ekstrak yang diisolasi dari
tanaman ini ditemukan2a-hydroxy-3-oxoolean-12-en-30-oic acid, 2-0x8-3
hydroxyolean-12-en-30-oic acithn Ii-hydroxy-3-oxoolean-12-en-30-oic acid yang
juga dikenal dengan nama asditkenic A, B dan C tergolong dalam senyawa asam
triterpenoid oleanendan berperan sebagai antibakteri (Nick, 1995).

Pada tahun 2004 Abdille mengekstrak daging bDélenia indica dan
menguji aktivitas antioksidannya. Dari penelitiannya tersebut, diketahui bahwa
ekstrak bualDillenia indica memiliki aktivitas antioksidan (Abdille,2004). Proses
preparasi senyawa antioksidan dari b@allenia indica telah dipatenkan oleh India
sejak tahun 2003.

+« Penelitian Famili Dilleniaceae di Indonesia

Penelitian mengendDillenia indica di Indonesia hanya dilakukan oleh tim
peneliti dari Teknik Kimia Ul. Pada tahun 2004 Iffa dan Lina berhasil mengisolasi
senyawa antibakteri dan antioksidan dari dari daging Mibénia indica Daging
buah diekstrak dengan pelarut heksana dan etanol, menunjukkan adanya aktivitas
antibakteri, yang diujikan pada bakt&ri Coli berjenis ATCC dengan metode cakram
(Iffa,2004) dan aktivitas antioksidan, yang diujikan pada minyak kedelai dengan
metode carotene bleaching(Lina,2004). Pada pengujian aktivitas antiobakteri
terhadap bakterE. Coli menunjukkan bahwa 25 mg/mL fraksi ekstrak heksana
mempunyai aktivitas yang dapat bersaing dengan antibiotik komersial klorofenikol

(Iffa,2004). Pada pengujian aktivitas antioksidan, kedua fraksi, baik fraksi ekstrak
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heksana dan fraksi ekstrak etanol, menunjukkan adanya aktivitas antioksidan (Lina
dan Maruti,2004).

Studi lebih lanjut dilakukan untuk mengetahui struktur dari senyawa yang
memiliki aktivitas antibakteri dan antioksidan. Untuk ekstrak heksana, hasil
identifikasi menunjukkan senyawa antibakteri yang terkandung dalam daging buah
matangDillenia indica adalah golongan terpenoid yaitu guaiol, eudesmol, bulnesol,
dan B-sitosterol. Sedangkan untuk senyawa antioksidannya adalah BHT dan 1-
dotriacontanol (Astrid,2005).

Berikut ini merupakan diagram alir penelitian yang melibatkan famili

Farnili D:’ﬁkmaceael

o ELJ g

Dilleniaceae

|| _r
— - I - = —
Antihakter A nitinksidan Antihakten A ntinksidan Antibakterd A ntinksidan
| |
Iffs 2004 Freparasi hush Mick, 1285 Srodth, 1971 Hick 1995 Sandtri, 1981
dipatenkan 2005
Meihiza 2005 Ahdille 2004 Ciita dan
I Huspml 2007
Fidla 2008 Lina 2004 Crede, 2007
Marnti 2004 Aiji dan
Andre 2007
Fidla 2008 Destia 2007

Gambar 2.1.Diagram alir penelitian yang melibatkan fantlilleniaceae
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Penelitian selanjutnya difokuskan pada d&uitenia indica karena memiliki
jumlah yang lebih melimpah dibandingkan dengan buah. Pada tahun 2007, Indika
berhasil mengidentifikasi senyawa yang terdapat di dalam ekstrak Ridenia
indica dengan menggunakan MS, IB4-NMR dan **C-NMR dan ditemukannya
senyawa fenolik, salah satu jenis antioksidan (Indika,2007). Pada tahun yang sama,
dilakukan ekstraksi dauBillenia indica dengan metode ekstrasksi yang berbeda,
yaitu tekanan tinggi, soklet, dan sonikasi (Utami, 2007). Aktivitas antioksidan
optimum yang didapatkan dari metode ekstraksi sonikasi, soklet, dan tekanan tinggi
berturut-turut adalah 99,65% , 96,57% , dan 98,6943%.

Berikut ini merupakan rangkuman penelitian yang pernah dilakukan terhadap

famili Dilleniaceaedengan menggunakan bermacam-macam metode ekstraksi.

HIaE | 2008 (davey |

Sonikasi | Destia 2007 (dausy |

A4 dan Andre 2007
[ daiut)

|
|

Solklet " Cede 2007 (daun)

Grita dan Husnul2007
[cdanun)

Metode Flstraks:

| Fidle 2006 (buaty |

| Meilize, 2005 (bushy |

| Maruti, 2004 (ouaky |

[ 12004 couaty |

| Lina 2004 (huak) |

Mick 1995 (hatang | Abdille, 2004 (huat) |
daty daa)

[ Savitri 1921 chatang) |

| Smith 1971 (daury |

Antibalteri Anticksidan
Fungsi Elkstrals

Gambar 2.2.Rangkuman penelitian terhadap fanililleniaceaedengan berbagai metode ekstraksi
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2.2. Simpur Dilleniaindical.)
Simpur memiliki hierarki taksonomi dari yang tertinggi sampai yang terendah

seperti pada Tabel 2.2.

Tabel 2.2. Hierarki taksonomi simpur

Kingdom |Plantas

Subkingdor{Tracheobionta

Division Magnoliophyti

Class Magnoliopsid:

Subclass |Dilleniidae

Order Dilleniales
Family Dilleniaceas
Genus Dillenia

Species [Dilleniaindics L.

Sumber: wikipedia.org,2008

Tumbuhan ini termasuk ke dalam suku Dilleniaceae yang meliputi 300-an
spesies dan 11 genus. Di beberapa tempat simpur dikenal dengan berbagai nama,
seperti sempur (Sunda), junti (Jawa), Ma tat (Thailand), Wu ya guo (Cina), Biwa
modoki (Jepang), dillenia ataelephant apple(lnggris), chulta atau hondapara
(India), fruta-estrela (Portugis), arvore-da-pataca, arvore-do-dinheiro atau flor-de-
abril (Brazil) (ars-grin.gov,2008).

Selain terdapat di kawasan Asia, simpur juga terdapat di Ekuador, Suriname,
serta di negara-negara kepulauan Pasifik, seperti Mikronesia, Polinesia, dan
Celadonia Baru (hear.org,2008). Hal ini dikarenakan penyebaran simpur juga
dilakukan manusia. Biji simpur ditanam di lahan yang subur, di lahan-lahan bekas
tebangan ataupun di lahan-lahan kosong pada areal hutan tanaman industri
(Prosea,1995).
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Simpur merupakan pohon yang selalu berdaun hijau dan memiliki ukuran
tinggi pohon sampai dengan 15 meter dan diameter batang mencapai 120 cm
(Prosea,1995). Permukaan kulit kayunya halus, namun mengelupas sedikit berwarna
cokelat-jingga atau jingga tua. Daunnya memiliki panjang 15-36 cm dengan struktur
permukaan bergerigi yang jelas dipengaruhi tulang daun. Bunganya besar dengan
diameter 15-20 cm dengan lima mahkota bunga berwarna putih dan sejumlah benang
sari berwarna kuning (wikipedia.org,2008). Benang sari terkumpul dalam dua
kelompok, yang tersusun di sebelah dalam lebih besar. Buahnya memiliki dimeter 5-

12 cm dan buah tidak pecah secara sepontan pada saat matang (Prosea,1995).

Gambar 2.4Bunga dan daun simpur Gambar 2.5.Buah simpur

Buah Dillenia indica memiliki rasa asam dan di India umumnya digunakan
sebagai bumbu kari dan untuk membuat selai dan agar-agar. Buahnya yang asam
dapat ditambahkan gula sehingga dapat dijadikan minuman diflgen Wealth of
India, 1953. BuahDillenia indica juga kaya akan nutrisi (Gopalan, Ramasastri, &
Balasubramaniam, 1971) dan dapat diproses menjadi produk komersial seperti

minuman dan minuman siap saji serta sirup (Saikia & Saikia, 2002) (Abdille,2004).
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Selain itu, buah yang mentah dapat dimasak dan dibuat asinan serta secara medis
digunakan sebagai obat pencahar/cuci perut dan untuk sakit perut. Sedangkan sari
buahnya sebagai minuman pendingin untuk demam dan sebagai obat batuk dengan
mencampurkan gula, serta bila digosok dengan air dapat dipakai sebagai sabun dan
shampoao(Prosea,1995). Sementara itu, kayunya digunakan untuk konstruksi interior
dan juga digunakan sebagai kayu bakar. Varietas yang berkayu merah gelap memiliki
tingkat kerapatan 560-650 kgindengan kadar air 15%. Tanaman ini juga sering

ditanam sebagai hiasan (Prosea,1995).

2.3. Antioksidan

Antioksidan didefinisikan sebagai senyawa yang dapat menunda,
memperlambat, dan mencegah proses oksidasi lipid. Dalam arti khusus antioksidan
didefinisikan sebagai inhibitor yang bekerja menghambat oksidasi dengan cara
bereaksi dengan radikal bebas reaktif membentuk radikal bebas tak reaktif yang
relatif stabil (chem-is-try.org,2008). Secara alamiah, senyawa antioksidan terdapat
dalam hampir di semua bahan pangan, terutama yang memiliki lemak atau minyak.
Namun, fungsi senyawa tersebut sebagai antioksidan berkurang akibat degradasi
kimia ataupun fisika selama proses pengolahan maupun penyimpanan. Oleh karena
itu, perlu ditambahkan senyawa antioksidan ke dalam bahan pangan untuk menambah
daya tahan bahan pangan sehingga akan lebih awet dan lebih baik kualitasnya.
Penambahan antioksidan ini bertujuan untuk mencegah reaksi oksidasi, yang dapat
menyebabkan penurunan mutu bahan pangan, seperti bau tengik pada minyak goreng
yang merupakan hasil reaksi akhir autooksidasi.

Reaksi autooksidasi merupakan suatu reaksi berantai, di mana inisiator dan
propagatornya adalah suatu radikal bebas (Scott,1998). Penambahan antioksidan
dimaksudkan untuk memperlambat terjadinya reaksi autooksidasi. Tahapan inisiasi,
tahap di mana mulai terbentuk radikal bebas, penambahan antioksidan berfungsi
sebagai senyawa yang dapat menyerap sinar UVghbdrber) atau senyawa yang
dapat meniadakan aktivitas dari ion loganefal deactivator)
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Penambahan antioksidan pada tahap propagasi dapat memutus rantai
pembentukan radikal baru. Pada tahap terminasi, penambahan antioksidan
dimaksudkan agar tidak terjadi produk baru yang lebih stabil dengan sifat yang sudah
berbeda dengan senyawa asalnya. Dengan demikian, penambahan antioksidan dapat
berperan pada tahap inisiasi, propagasi ataupun terminasi (Boer,1999).

Secara umum, antioksidan diharapkan memiliki ciri-ciri sebagai berikut
(Coppen,1983):

1. Aman dalam penggunaannya

2. Tidak memberikan efek samping yang merugikan terhadap warna, rasa aroma
dan nilai gizi pada makanan

3. Efektif pada konsentrasi rendah

4. Tetap stabil pada proses pengolahan produk dan selama penyimpanan
makanan

5. Tidak memberikan efek racun dalam jumlah yang berlebihan

6. Tersedia dengan harga yang murah

2.3.1. Klasifikasi Antioksidan Berdasarkan Sumber
Berdasarkan sumbernya antioksidan dibagi menjadi kelompok, vyaitu
antioksidan sintetik dan antioksidan alami.
1. Antioksidan Sintetik
Antioksidan sintetik adalah antioksidan yang diperoleh dari hasil sintesis
reaksi kimia. Penggunaan antioksidan sintetik ini dipicu oleh semakin pesatnya
perkembangan industri bahan pangan. Contoh antioksidan sintetik antara lain Butil
Hidroksi Anisol (BHA), Butil Hidroksi Toluen (BHT), propil galat, Tert-Butil
Hidoksi Quinon (TBHQ) dan tokoferol. Antioksidan tersebut merupakan antioksidan
alami yang telah diproduksi secara sintetis untuk tujuan komersial.
2. Antioksidan Alami
Antioksidan alami adalah antioksidan hasil ekstraksi bahan alam tumbuhan.
Beberapa tumbuhan memiliki kandungan antioksidan. Kandungan antioksidan

tersebut berhubungan erat dengan komposisi senyawa kimia yang terdapat di
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dalamnya. Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, senyawa antioksidan

yang diisolasi dari sumber alami adalah berasal dari tumbuhan, seperti pada kayu,

kulit kayu, akar, daun, buah, bunga, biji, dan serbuk sari. Beberapa contoh

antioksidan yang didapatkan dari tumbuhan:

K/
0.0

e

S

Hespiridin

Hespiridin merupakan senyawa flavon dari kelompok flavonoid. Senyawa ini
dapat diisolasi dari kulit buah jeruk, sepélttrus aurantiumL., Citrus sinensis

L, danCitrus unshiuMarco. Penelitian yang pernah dilakukan dengan jus jeruk
manis dan jeruk mandarin menunjukkan 22% mengurangi kanker usus dan 29%
mengurangi kanker paru-paru (Wilmsen,2005). Senyawa hespiridin bekerja
sebagai antioksidan dengan cara menangkap radikal bebas dan kelompok oksigen
reaktif, yang berhubungan dengan beberapa kerusakan jaringan dan penyakit

seperti kanker dan penuaan.

o
N OCH;
1 B
D\/ Q 8 N AT
! + 2
&
OH OH OH E @
OH O

Gambar 2.6. Struktur molekul hespiridin
Sumber: Wilmsen,2005

Asam sinamat

Asam sinamat dan turunannya seperti apigenin, luteolin, turunan trisin, kafein,

asam sinapik, dan isomer asam klorogenik dapat mencegah pembentukan
senyawa peroksida pada otak tikus (Almeida,2006). Senyawa ini ditemukan

dalam batang tebu yang berguna dalam terapi untuk stress oksidatif.

Polifenol

Senyawa polifenol dan turunannya seperti hidrosinamat, asam ester, kaempferol,

dan quercetin terdapat di dalam brokoli (Bidchol,2009). Dalam penelitian
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menunjukkan bahwa senyawa ini telah dikembangkan untuk pencegahan atau
terapi terhadap penyakit-penyakit yang diasosiasikan dengan radikal bebas.
Senyawa antioksidan alami polifenol ini adalah multifungsional dan dapat beraksi
sebagai (a) pereduksi, (b) penangkap radikal bebas, (c) pengkelat logam, (d)
peredam terbentuknya singlet oksigen.

Tokoferol

Tokoferol atau dikenal dengan vitamin E dipercaya sebagai sumber antioksidan
yang bekerja mencegah lipid peroksidasi dari asam lemak tak jenuh dalam
membran sel dan membantu oksidasi vitamin A serta mempertahankan
kesuburan. Vitamin E disimpan dalam jaringan adiposa dan dapat diperoleh dari
minyak nabati terutama minyak kecambah, gandum, kacang-kacangan, biji-bijian,
dan sayuran hijau. Alfa tokoferol ditemukan dalam kulit padi (Zigoneanu,2006).
Aktivitas tokoferol sebagai antioksidan disebabkan oleh sifatnya sebagai donor
hidrogen kepada radikal bebas dari asam lemak tak jenuh sehingga reaksi berantai

dari radikal dapat terhenti.

2.3.2. Klasifikasi Antioksidan Berdasarkan Mekanisme Kerja

Antioksidan dapat menghambat jalannya reaksi oksidasi melalui beberapa

mekanisme, yaitu donor protomdical scavenger, oxygen quenchiehibisi dengan

enzim dan sinergis (Scott,1998). Antioksidan bertindak sebagai donor hidrogen di

mana hidrogen tersebut akan berikatan dengan radikal bebas dari lemak sehingga

membentuk senyawa stabil. Pemberian atom hidrogen ini juga merupakan tahap awal

dari mekanisme antioksidan melaltadical scavavengei(pemerangkap radikal).

Radikal baru yang terbentuk akan dapat langsung bergabung dengan radikal-radikal

lain membentuk senyawa yang tidak reaktif dan relatif stabil. Beberapa contoh

radical scavengeadalah tokoferol, asam galat, beta karoten, BHA, dan BHT.

Pada mekanisnmadical scavengerasam lemak jika diberi inisiator, misalnya

cahaya, panas, enzim atau logam berat, maka akan terjadi tahap reaksi inisiasi

membentuk radikal bebas. Reaksi inisiasi pada oksidasi asam lemak:

Inisiasi : RH> R* + H*

Universitas Indonesia

Pemanfaatan Gelombang..., Ahmad Reza, FT Ul, 2009



18

Radikal bebas ini akan bereaksi dengan oksigen membentuk radikal peroksida

yang sangat reaktif. Reaksi ini merupakan tahap propagasi, reaksinya:
Propagasi: R* + @> ROO*

Radikal-radikal yang terbentuk dapat dideaktifkan dengan jalan mengikatnya
dengan senyawa yang dikenal sebagaiical scavenger. Pada tahap permulaan,
radical scavengeakan memberikan atom hidrogen kepada radikal bebas, sehingga
dapat menghambat pembentukan radikal peroksida. Penghilangan radikal dengan
memberikan senyawa yang merupakadical scavengeiakan memutuskan rantai
reaksi. Radikal antioksidan yang terbentuk bersifat stabil dan dapat langsung
bergabung dengan radikal lain untuk membentuk senyawa yang inert.

Jika radikal peroksi tersebut dibiarkan saja, maka radikal peroksi akan lebih
lanjut menyerang asam lemak menghasilkan hidroperoksida dan radikal asam lemak
baru. Reaksi ini merupakan tahap terminasi, reaksinya:

Terminasi: ROO* + RH> ROOH + R*

Hidroperoksida yang terbentuk bersifat tidak stabil dan akan terdegradasi
lebih lanjut menghasilkan senyawa-senyawa karbonil rantai pendek seperti aldehida
dan keton yang bertanggungjawab atas aroma makanan berlemak.

Berdasarkan mekanisme reaksi yang telah dijelaskan, maka antioksidan dapat
digolongkan menjadi dua bagian, yaitu:

1. Antioksidan Primer
Antioksidan primer merupakan antioksidan yang proses reaksinya terjadi
dengan pemutusan rantai radikal bebas yang sangat reaktif, dan diubah menjadi
senyawa yang tidak reaktif atau stabil. Antioksidan dapat berperan sebagai donor
hidrogen ¢hain breaking dond€B-D) atau juga berperan sebagai akseptor elektron
(chain breaking acceptd€B-A) (Scott,1998). Mekanisme ini terjadi pada tahap
propagasi dari reaksi oksidasi.
2. Antioksidan Sekunder
Antioksidan sekunder adalah senyawa yang dapat mengurangi kecepatan
reaksi autooksidasi lemak dengan beberapa mekanisme, yaitu mengikat oksigen

singlet ginglet oxygen quencher) dan menyerap sinar ultraviolet (UV absorber)
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sebagai contoh senyawa flavonoid .Mekanisme lainnya adalah sebagai deaktivator
dari ion logam ifnetal deactivator), yaitu melalui pembentukan senyawa kompleks.
Contohnya adalah asam sitrat dan asam askorbat. Ketiga mekanisme yang

disebutkan di atas terjadi pada tahap inisiasi dari reaksi oksidasi (Scott,1998).

2.1.3. Uji Aktivitas Antioksidan dengan MetodeCarotene Bleaching

Uji aktivitas antioksidan dilakukan untuk mengetahui kemampuan suatu
senyawa dalam menghambat terjadinya reaksi oksidasi. Terdapat beberapa metode
untuk menentukan aktivitas antioksidan, yaitu DPPH @@pRenyl-2picrylhydrazyl),

FRAP (erric reducing/antioxidant powgrdan metodearotene bleachingMetode

DPPH digunakan untuk menguji suatu senyawa bertindak sebagai penangkap radikal
bebas atau donor hidrogen. Mekanisme metode ini adalah radikal DPPH bereaksi
dengan senyawa antioksidan melalui donor hidrogen dan menyebabkan terjadinya
peluruhan warna dari ungu menjadi kuning (Othman,2005). Metode FRAP mengukur
pengurangan warna pada reaksi antioksidan defegaic tripyridyltriazine (Fe3+

ITPTZ) kompleks menghasilkaierrous tripyridyltriazine (Fe2+/TPTZ). Reaski ini
behubungan dengan pemutusan radikal bebas secara paksa dengan memberikan atom
hidrogen (Othman,2005).

Metode carotene bleaching merupakan metode spektofotometri yang
didasarkan pada kemampuan antioksidan untuk mencegah peluruhan warna jingga
karoten akibat oksidasi dalam sistem emulsi minyak gorend damoten. Minyak
goreng yang teroksidasi selama pemanasan menghasilkan hidroperoksida yang dapat
menyerang senyawa karoten yang memiliki banyak ikatan rangkap terkonjugasi

seperti pada Gambar 2.7.

Gambar 2.7. Struktur molekul senyawp-karoten
Sumber: chm.bris.ac.uk,2009
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Akibat reaksi antara hidroperoksida dan senyawa karoten, senyawa karoten
akan kehilangan ikatan rangkap serta gugus kromofornya sehingga kehilangan warna
karakteristiknya. Gambar berikut menunjukkan reaksi antara molekul karoten dengan
radikal bebas seperti ROO*.
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Gambar 2.8. Mekanisme Reaksi senyawa karoten dengan radikal bebas
Sumber: Burton,1988

Pengukuran penurunan intensitas warna karoten dilakukan dengan pembacaan
absorbansi, seperti pada Gambar 2.9. Spektrum gelombang yang diserap oleh
karotenoid paling kuat adalah antara 400-500 nm yang merupakan spektrum
hijau/biru. Dengan penambahan antioksidan ke dalam sistem emulsi tersebut, radikal
hidroperoksida akan dinetralkan oleh antioksidan.
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Abzorption spectrum of beta-carotene
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Gambar 2.9 Panjang gelombang optimum yang diserap beta karoten

Sumber: chm.bris.ac.uk,2009
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Gambar 2.10.Penurunan absorbansi dengan metodetene bleaching

Sumber: Amin Ismail dan Tan Siew Hong,2002

Dataabsorbansi sampel uji dan kontrol yang didapatkan menunjukkan adanya
aktivitas antioksidan yang merupakan persentase pencegahan pemudaran warna
jingga pada karoten. Aktivitas antioksidan ekstrak dievaluasi dengan menggunakan

persamaan (Jayaprakasha,2001):
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AA= 100[ 1- (ﬁﬂ 2.1)

di mana: A, dan A& =nilai absorbansi yang terukur pada waktu nol inkubasi sampel
dan kontrol
A dan A =nilai absorbansi yang terukur pada waktu 120 menit inkubasi

sampel dan kontrol

2.4. Ekstraksi Padat-Cair

Ekstraksi merupakan suatu cara yang digunakan untuk operasi yang
melibatkan perpindahan senyawa dari suatu padatan atau cairan ke cairan lain yang
berfungsi sebagai pelarut. Prinsip dasar ekstraksi adalah berdasarkan kelarutan. Untuk
memisahkan zat terlarut yang diinginkan dari fasa padat, maka fasa padat
dikontakkan dengan fasa cair. Pada kontak dua fasa tersebut, zat terlarut terdifusi dari
fasa padat ke fasa cair sehingga terjadi pemisahan komponen padat.

Proses ekstraksi padat cair memiliki beberapa metode, seperti maserasi,
soklet, tekanan tinggi, SFESpercritical Fluid Extractio)y dan MAE (Microwave-
Assisted Extraction Metode yang paling konvensional adalah perendaman yang
lebih dikenal dengan maserasi. Kata maserasi berasal dari bahasa |latimgeaitase
yang artinya merendam. Metode ini dilakukan dengan merendam bahan ke dalam
cairan di dalam kontainer tertutup selama beberapa hari disertai pengocokan. Metode
soklet memiliki prinsip yang hampir sama dengan distilasi, simplisia dimasukkan ke
dalam refluks lalu diberi kalor sehingga uap hasil pemanasan selanjutnya
dikondensasi untuk mendapatkan pelarut yang telah mengandung senyawa aktif yang
ingin diambil. Kemudian metode SFE merupakan ekstraksi yang memanfaatkan
fluida super kritis untuk mengekstrak bahan organik. Fluida superkritis memiliki
viskositas rendah dan koefisien difusi yang tinggi, sehingga memudahkan

perpindahan massa dari matriks ke pelarut. Metode tekanan tinggi merupakan
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penyederhanaan dari metode SFE sehingga proses ekstraksi yang terjadi tidak jauh
berbeda dengan SFE.

Model dari proses ekstraksi padat-cair dapat diandaikan dengan sebuah biji
yang ditutupi dengan lapisan poros impermiabel organik. Berdasarkan model kinetika
Pawliszyn, senyawa yang berada di permukaan inti, diekstrak dalam beberapa
langkah, yaitu desorpsi dari permukaan matriks, difusi ke lapisan poros impermeabel
organik menuju larutan, dan solubilisasi senyawa ke dalam pelarut (Letellier dan
Budzinski,1999). Lebih jelasnya dapat dilihat pada Gambar 2.11.

Desorption
Diffusion

Solubilisation

Particle core
1 Organic material

Gambar 2.11 Skema tahapan dalam proses ekstraksi padat-cair
(AB: desorpsi, BC: difusi, CD: solubilisasi)
Sumber: Letellier dan Budzinski,1999

Berikut ini merupakan beberapa faktor yang mempengaruhi proses ekstraksi padat-
cair:
1. Ukuran partikel
Ukuran partikel padat harus dibuat sekecil mungkin untuk mendapatkan
kinerja ekstraksi yang lebih tinggi. Semakin kecil ukuran partikel padat
maka akan meningkatkan luas permukaan padat sehingga akan

meningkatkan luas kontak antara padat dan cair
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2. Konsentrasi ekstraktan
Untuk mendapatkan persentase ekstraksi yang lebih tinggi dibutuhkan
konsentrasi yang lebih besar. Semakin besar konsentrasi maka partikel-
partikel ekstraktan yang lebih banyak menarik senyawa yang ingin
diekstrak.

3. Suhu
Temperatur yang digunakan tidak boleh terlalu rendah dan juga tidak
terlalu tinggi. Bila suhu terlalu rendah maka kinerja proses ekatraksi akan
turun sebaliknya pada suhu yang terlalu tinggi ekstraksi menurun karena
air menguap dan konsentrasi larutan akan naik

4. Waktu
Peningkatan waktu akan meningkatkan persentasi ekstraksi karena
meningkatnya kemungkinan kontak antara partikel cair dengan padat

5. Kecepatan pengadukan
Kecepatan pengadukan akan mempengaruhi homogenisasi konsentrasi
pada ekstraktan. Semakin meningkatnya kecepatan pengadukan maka
keadaan larutan makin homogen sehingga presentasi ekatraksi akan

meningkat

2.5. Ekstraksi dengan Bantuan Gelombang Mikro
2.5.1. Teori Gelombang Mikro

Gelombang mikro merupakan salah satu jenis gelombang elektromagnetik.
Gelombang elektromagnetik timbul akibat adanya perubahan medan listrik yang
diikuti oleh perubahan medan magnetik secara terus-menerus yang merambat ke
segala arah. Medan listrik dan medan magnetik selalu saling tegak lurus dan

keduanya tegak lurus terhadap arah perambatan gelombang.
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0, £

Gambar 2.12.Gdombang elektromagnetik, medan listrik E selalu tegak lurus arah medan magnetik H
dan keduanya tegak lurus arah rambat gelombang
Sumber: Stein,2004

Gdombang mikro memiliki panjang gelombang antara 1 mm sampai dengan
1 m, atau memiliki frekuensi antara 300 megahertz dan 300 gigahertz (Letellier dan
Budzinski,1999). Gelombang mikro dengan panjang gelombang 1-25 cm secara luas
digunakan untuk radar dan telekomunikasi (Stein,2004). Sedangkan, gelombang
mikro dengan frekuensi 2450 MHz atau setara dengan panjang gelombang 12,2 cm
digunakan sebagai oven gelombang mikro. Pada frekuensi tersebut gelombang mikro
memiliki energi sebesar 0,23 cal/mol (0,94 J/mol) (Letellier dan Budzinski,1999).
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Gambar 2.13.Spektrum gelombang elektromagnetik
Sumber: Stein,2004
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Dalam ilmu pengetahuan modern, gelombang mikro memiliki dua tujuan
utama yaitu komunikasi dan sebagai garis vektor energi. Aplikasi selanjutnya
gelombang mikro langsung berinteraksi dengan material yang memiliki kemampuan
untuk mengubah energi elektromagnetik yang diserapnya menjadi energi panas.
Gelombang mikro terbentuk dari dua bidang tegak lurus yang berosilasi, yaitu medan
elektrik dan medan magnet yang akan menimbulkan pemanasan (Mandal,2007).
Tidak seperti pemanasan konvensional yang bergantung pada peristiwa konduksi-
konveksi yang sebagian besar energinya berpindah ke lingkungan, sedangkan
pemanasan dengan gelombang mikro terjadi pada target dan selektif. Oleh karena itu,

tidak ada panas yang berpindah ke lingkungan ketika pemanasan dengan gelombang
mikro terjadi dalam sistem tertutup.

Sample-solvent mixture
(absorbs microwave energy)
Sample-salvent

mixturne

Convection

currents T Localized
vvvvvvvvvvvvvv . superheating

oy -

.--"'" A R . -
/ . . 4 | s 1’-1.,
Conductive i \ ‘\ - = i \ Wessel wall
heat T he 48 4 - (transparent 1o
emperature on the outside 5 L Shiciowave energy)
surface is in excess

of the beiling point of solvent
a : Conventional heating b: Microwave heating

Gambar 2.14.Pebedaan antara (a) pemanasan konvensional dan

(b) pemanasan dengan gelombang mikro

Sumber: Letellier dan Budzinski,1999
Efisiensi pemanasan pelarut di bawah gelombang mikro tergantung pada sifat

dielektrik bahan yang didefinisikan oleh dua parameter. Pertama adalah konstanta

dielektrik (g) yang menggambarkan kepolaran dari molekul di dalam sebuah bidang

elektrik. Kedua adalahdielectric loss factor (s) mengukur efisiensi energi
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gelombang mikro yang diserap dengan mengubahnya menjadi panas. Dengan kedua

parameter tersebut, maka akan di dapatkan persamaan (Mandal,2007):

&

tano = —
o 2.2.

di manad adalah faktor disipasi yang didefinisikan dengan kemampuan dari pelarut
untuk menyerap energi gelombang mikro dan memanaskan molekul di sekitarnya.

Air memiliki konstanta dielektrik paling besar dibandingkan pelarut lainnya
(Tabel 2.3.). Namun, faktor disipasi air lebih rendah dibandingkan dengan pelarut
lain. Sehingga laju penyerapan energi gelombang mikro pada air lebih tinggi
dibandingkan laju disipasi panas pada sistem. Peristiwa ini menyebabkan efek
superheating/ang terjadi ketika air berada di dalam matriks. Eeperheating/ang
terpusat pada satu tempat mempunyai efek positif dan negatif, tergantung kepada
matriks. Dalam beberapa kasus peristiwa ini meningkatkan difusivitas dari analit ke
matriks, sedangkan dalam kasus lainnya pemanasan yang hebat dapat menyebabkan
degradasi analit. Untuk mendapatkan distribusi panas yang maksimum melalui
matriks, pemilihan pelarut paling tepat yaitu yang memiliki konstanta dielektrik dan

faktor disipasi yang besar.

Tabel 2.3.Konstanta fisik untuk beberapa pelarut

Pelarut Konstanta Dielekirik (&) | Loss Factor ¢”) |tan .10"
Air 80 12 1500
Aseton 20,7 11,5 5555
Metanol 23,9 15,2 6400
Etanol 7 1,6 2286
Heksana 1,88 0,00019 0,1

Etil Asetat 6,02 3,2 5316

Sumber: Armstrong,1999
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2.5.2. Instrumentasi

Saat ini, terdapat dua jenis ekstraktor gelombang mikro yang secara komersial
tersedia, yaitu oven sistem vesel tertutup dan oven sistem vesel terbuka. Parameter
utama yang dipertimbangkan ketika menggunakan oven sistem vesel tertutup, yaitu
pelarut, temperatur, tekanan, daya, dan waktu ekstrak (Armstrong,o&®a
bekerja dengan oven sistem vesel tertutup, perlu memperhatikan keselamatan,
contohnya kemungkinan terjadinya ledakan. Sedangkan oven sistem vesel terbuka
sederhana dan umumnya aman untuk digunakan. Parameter dalam optimasi dibatasi
pada pelarut, daya, dan waktu (Armstrong,1999).

Oven sistem vesel tertutup juga dikenal sebagai oven dengan sistem
multimode. Radiasi gelombang mikro pada jenis oven ini terjadi secara tidak
beraturan sehingga setiap zona di dalam oven terkena radiasi termasuk vesel yang
berisi simplisia. Sedangkan oven sistem vesel terbuka juga dikenal dengan oven
dengan sistem monomode/terfokus. Radiasi gelombang mikro pada oven jenis ini
terfokus pada tempat di mana simplisia berada, sehingga bidang elektrik pada sistem
ini lebih kuat dibandingkan sistem sebelumnya (Mandal,2007).

Empat komponen utama dari oven gelombang mikro, baik oven dengan
sistem multimode ataupun oven dengan sistem monomode, yaitu (Mandal,2007):

» Generator gelombang mikro adalah magnetron yang berfungsi

membangitkan energi gelombang mikro.

» Pemandu gelombang digunakan untuk menyebarkan gelombang mikro

dari sumber ke rongga mikro gelombang.

» Applikator/vesel di mana simplisia ditempatkan.

» Sirkulator yang memungkinkan gelombang mikro untuk berpindah hanya

dalam arah maju.
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Gambar 2.15.Skema oven gelombang mikro (a) oven gelombang mikro terfokus dan (b) oven
gelombang mikro multimode
Sumber: Mandal, 2007

Kelebihan menggunakan oven gelombang mikro multimode (Mandal,2007):

a) Tingkat kerugian dari substansi yang mudah menguap selama radiasi
gelombang mikro dapat dihindari.

b) Dibutuhkan pelarut yang sedikit karena tidak terjadi evaporasi, tidak
dibutuhkan penambahan pelarut untuk menjaga volume pelarut tetap
konstan.

c) Tidak perlu penaganan uap yang dihasilkan di dalam vesel yang berpotensi
membahayakan peneliti.

d) Dapat mengekstrak 12-24 simplisia dalam waktu yang bersamaan.

e ~

GD-G -
==
@C'_'D
(=]
:.:_..,:C::'
digasting vessel turntabbe

Gambar 2.16.0ven gelombang mikro multimode dengan 12 vesel
Sumber: Armstrong,1999
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Kekurangan menggunakan oven gelombang mikro multimode:

a) Harus diperhatikan faktor keselamatan karena tekanan di dalam oven tinggi
yang mempunyai risiko ledakan.

b) Terbatasnya kuantitas simplisia yang dapat diekstrak (0,5-1 gram/vesel).

c) Besarnya daya yang dibutuhkan karena gelombang mikro tidak terfokus.

d) Vesel harus didinginkan terlebih dahulu di dalam oven, hal ini untuk

menghindari terjadinya penguapan dari bahan yang mudah menguap.

Kelebihan menggunakan oven gelombang mikro terfokus:

a) Meningkatkan faktor keselamatan dari pengoperasian alat pada tekanan
atmosfer.

b) Dapat menambahkan reagen selama penanganan.

c) Proses pemanasan lebih efisien karena semua energi terfokus pada satu
simplisia.

d) Kapasitas simplisia lebih besar dapat mencapai 10 gram.

Kekurangan menggunakan oven gelombang mikro terfokus:
a) Simplisia yang dapat diekstrak hanya sekali selama satu kali proses.
b) Waktu operasi yang dibutuhkan biasanya lebih lama dibandingkan dengan

menggunakan oven gelombang mikro multimode.

2.4.3. Prinsip Ekstraksi dengan Bantuan Gelombang Mikro
Ekstraksi dengan Bantuan Gelombang Mikro merupakan proses ekstraksi
yang memanfaatkan energi yang ditimbulkan oleh gelombang mikro dalam bentuk
radiasi non-ionisasi elektromagnetik (Armstrong,1999). Energi ini dapat
menyebabkan pergerakan molekul dengan migrasi ion dan rotasi dari dua kutub,
tetapi tidak mengubah struktur molekulnya. Pada umumnya ekstraksi menggunakan
pelarut polar sebagai pengekstraknya, tetapi ekstraksi juga dapat dilakukan dengan

menggunakan pelarut nonpolar, seperti heksana dan toluena dengan cara
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menambahkan aditif polar ataupun serat yang dapat menyerap gelombang mikro
(Armstrong,1999). Proses rotasi dari molekul dapat dilihat pada gambar berikut:

Gambar 2.17.(a) molekul air sebelum adanya medan listrik dan

(b) molekul air akan berjajar akibat medan listrik
Sumber: Armstrong,1999

Padh awalnya, molekul air tidak beraturan, namun dengan adanya medan
listrik yang ditimbulkan gelombang mikro mengakibatkan molekul air menjadi

berjajar. Perubahan medan listrik yang cepat pada gelombang mikro mengakibatkan

terjadinya perputaran dipol yang berarti penyusunan kembali dipol. Peristiwa ini
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terjadi berulang kali sehingga menimbulkan energi dalam bentuk panas akibat rotasi
molekul tersebut (Mandal,2007).

Laju pemanasan pelarut pada ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro
tergantung pada tiga faktor, yaitu konduksi ionik, viskositas, diatectric loss
factor. Ketika menggunakan pelarut organik keterlibatan konduksi ionik dapat
diabaikan. Namun, kebanyakan matriks dari hasil pertanian mengandung sedikit spesi
ion seperti garam. Laju pemanasan secara umum meningkat akibat konsentrasi ion
juga meningkat di dalam simplisia. Viskositas simplisia mempengaruhi kemampuan
untuk menyerap energi gelombang mikro karena mempengaruhi perputaran molekul.
Ketika molekul “dalam posissi terkunci” karena viskositas molekul, pergerakan
molekul berkurang sehingga membuat molekul sulit untuk tersusun dalam bidang
gelombang mikro. Hal ini akan menurunkan pemanasan akibat perputaran dua kutub.
Pada subbab sebelumnya telah dijelaskan bahwa faktor disippsiak@n
mempengaruhi laju pemanasan. Dengan faktor disipasi yang besar, maka lebih cepat
panas yang akan dipindahkan ke pelarut.

Tabel 2.4.Laju pemanasan dan viskositas pelarut

Pelarut Titik didih ( °C) | Viskositas (cP,28C) | Laju pemanasan (K/det)
Air 100 0,89 1,01
Aseton 56 0,3 2,2
Metanol 65 0,54 2,11
Etanol 78 0,69 1,2
Heksana 69 0,3 0,05
Etil Asetat 77 0,43 1,78

Sumber: Armstrong,1999

Fakor-faktor yang mendominasi ekstraksi analit dari matriks dengan bantuan
gelombang mikro adalah kelarutan analit dalam pelarut, kinetika perpindahan massa
analit dari matriks menjadi larutan, dan kekuatan interaksi dari analit/matriks. Untuk

simplisia dengan komposisi yang seragam dan terbatasnya porositas, laju ekstraksi
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ditentukan oleh difusi analit menuju permukaan partikel matriks. Temperatur yang
lebih tinggi akan meningkatkan laju difusi dan mempercepat laju ekstraksi. Hal ini
dikarenakan panas yang terjadi dapat mengubah sel tanaman yang dapat dibedakan
secara fisik, seperti pada terong ungu (Qing,2005).

Pemanasan akibat gelombang mikro menyebabkan dinding sel hancur.
Sehingga analit yang akan diekstrak keluar dari sel dan dapat berdifusi ke pelarut.
Pada Gambar 2.18. dapat dilihat perbedaan dinding sel terong ungu sebelum dan

setelah pemanasan oleh gelombang mikro.

(b)

Gambar 2.18. Struktur dinding sel terong ungu (a) sebelum pemanasan, (b) setelah pemanasan 3

menit, dan (c) setelah pemanasan 15 menit
Sumber: Qing,2005

2.4.4. Faktor-faktor yang Mempengaruhi Ekstraksi dengan Bantuan Gelombang
Mikro

Beberapa faktor yang mempengaruhi ekstraksi dengan bantuan gelombang
mikro (Mandal,2007):

1. Sifat dan Volume Pelarut

Pemilihan pelarut yang tepat merupakan dasar untuk proses ekstraksi yang
optimum. Pemilihan pelarut untuk ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro
berdasarkan pada kelarutan senyawa ekstrak, interaksi antara pelarut dan simplisia,
serta sifat pelarut dalam menyerap gelombang mikro. Pemilihan pelarut seharusnya
berdasarkan selektivitas yang tinggi dari komponen matriks yang tidak diinginkan.

Pada dasarnya ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro dapat
menggunakan pelarut seperti yang digunakan pada metode soklet. Tapi, tidak dapat

diambil kesimpulan bahwa penggunaan pelarut yang lebih optimum pada ekstraksi
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dengan gelombang mikro dibandingkan dengan soklet. Contohnya, ekstraksi jahe
dengan mengunakan pelarut heksana yang memberikan ekstrak lebih sedikit pada
ekstraksi dengan gelombang mikro dibandingkan dengan soklet. Di sisi lain,
penggunaan etanol sebagai pelarut akan memberikan hasil ekstrak yang lebih banyak
pada ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro dibanding dengan soklet. Perbedaan
ini dikarenakan perbedaan sifat dielektrik dari kedua pelarut.

Seperti penjelasan sebelumnya, ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro
akan lebih baik menggunakan pelarut yang memiliki sifat dielektrik. Heksana
merupakan molekul non polar, yang menyebabkan tidak timbulnya panas saat
penyorotan gelombang mikro, sedangkan etanol memiliki kapasitas yang baik dalam
meyerap gelombang mikro yang dapat menimbulkan panas dan dapat mempercepat
proses ekstraksi. Oleh karena itu, sifat dielektrik pelarut mempunyai peranan penting
terhadap pemanasan dalam proses ekstraksi.

Volume pelarut dalam mengekstrak juga merupakan faktor yang penting.
Volume pelarut harus cukup untuk memastikan seluruh matriks tumbuhan tercelup ke
dalam pelarut selama waktu radiasi. Secara umum rasio yang lebih besar dari volume
pelarut dengan simplisia kemungkinan efektif pada metode soklet. Hal ini berbeda
dengan ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro. Penggunaan pelarut tergantung
pada jenis simplisia, misalkan ekstraksi pada pectin yang menggunakan volume
pelarut lebih sedikit untuk mendapatkan ekstrak yang lebih banyak ketika pH 1. Hal
ini jelas berbeda saat mengekstrak flavonoid 8aiMedusayang mendapatkan hasil
lebih baik seiring meningkatnya rasio cairan/padatan dari 25:1 (mL/g) hingga 100:1
(mL/g). Namun, dengan banyaknya pelarut yang digunakan berarti semakin banyak
energi dan waktu yang diperlukan untuk mengkondensasi larutan ekstraksi dan proses
pemurnian. Maka ditemukanlah rasio cairan/padatan yang cocok untuk mendapatkan
produk flavonoid yang besar dari kultur sel kering, yaitu 50:1 (mL/g). Namun, dalam
banyak aplikasi rasio 10:1 (mL/mg) hingga 20:1 (ml/mg) merupakan rasio yang
optimum. Efisiensi pemanasan pelarut di bawah gelombang mikro juga harus
diperhatikan karena evaporasi pelarut akan bergantung pada seberapa cepatnya

pemanasan di bawah gelombang mikro.
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2. Waktu Ekstraksi

Waktu merupakan parameter lain yang mempengaruhi banyaknya analit yang
diekstrak. Secara umum, dengan peningkatan waktu ekstraksi maka jumlah analit
yang diekstrak meningkat, meskipun terdapat risiko kemungkinan terjadinya
degradasi. Seringkali waktu 15-20 menit cukup untuk mengekstrak. Sebuah studi
optimasi waktu ekstraksi penting karena waktu ekstraksi bervariasi dengan
pengunaan bagian tanaman yang berbeda. Waktu radiasi juga mempengaruhi sifat
dielektrik pelarut. Pelarut seperti air, etanol, dan methanol bisa meningkatkan panas
secara cepat pada penyorotan gelombang mikro yang lebih lama. Dengan demikian

berisiko terhadap zat yang termolabil.

3. Daya Oven Gelombang Mikro

Daya oven gelombang mikro dan waktu radiasi adalah dua faktor yang
mempengaruhi satu sama lain. Misalkan saat ekstraksi gingseng di bawah kondisi
yang berbeda. Pada umumnya, efisiensi ekstraksi meningkat dengan menaikkan daya
oven gelombang mikro dari 30 hingga 150 W. Selama waktu ekstraksi yang singkat
(1 dan 2 menit)recovery meningkat dengan dinaikkannya daya oven gelombang
mikro. Ekstraksi dengan daya yang tinggi dan waktu yang lama menimbulkan risiko
termal degradasi. Pada daya yang lebih tinggi akan mengurangi kemurnian ekstrak.
Hal ini dikarenakan dengan suhu yang lebih tinggi, ketika daya dijaga lebih tinggi,
dinding sel akan cepat rusak. Akibatnya, analit yang diinginkan bersama zat pengotor
keluar menuju pelarut. Untuk menghindari hal ini, maka daya yang lebih rendah
digunakan agar dinding sel rusak perlahan sehingga memungkinkan ekstraksi yang
selektif. Dengan oven sistem vesel tertutup, pemilihan daya tergantung pada jumlah
simplisia yang diekstrak selama sekali ekstraksi, dalam sekali ekstraksi dapat
mencapai 12 vesel. Daya harus dipilih dengan benar untuk menghindari suhu yang
berlebih, yang dapat menyebabkan larutan terdegradasi dan tekanan berlebih di dalam

vesel.

Universitas Indonesia

Pemanfaatan Gelombang..., Ahmad Reza, FT Ul, 2009



36

4. Karakteristik Matriks

Ukuran partikel dari material yang diekstrak umumnya berkisaruh®6- 2
mm. Bubuk halus dapat mempercepat ekstraksi dengan menjadikan luas permukaan
yang lebih besar sehingga terjadi kontak yang lebih baik antara matriks tanaman dan
pelarut. Partikel yang lebih halus juga akan meningkatkan penetrasi yang lebih dalam
dari gelombang mikro. Kekurangan jika menggunakan partikel yang lebih halus

adalah sulitnya pemisahan matriks dari larutan.

5. Suhu

Daya oven gelombang mikro dan suhu sangat berhubungan satu sama lain dan
perlunya perhatian yang khusus jika menggunakan oven sistem vesel tertutup. Dalam
oven sistem vesel tertutup, suhu dapat mencapai di atas titik didih pelarut. Hal ini

dapat dilihat pada tabel di bawah ini:

Tabel 2.5.Suhu titik didih dan suhu di bawah gelombang mikro pada 175 psig dari berbagai pelarut

Pelarut Titi k didih (°C) Suhu pada 175 psig
Diklorometana 39,8 140
Aseton 56,2 164
Metanol 64,7 151
Heksana 68,7 -
Etanol 78,3 164
Asetonitril 81,6 194
2-propanol 82,4 145
Petrol eter 35-80 -
Aseton/Heksana (1:1) 52 156
Keterangan : - = tidak terjadi pemanasan

Sumber: Letellier dan Budzinski,1999

Tabkel 2.5. menunjukkan suhu yang dicapai oleh pelarut menggunakan

gelombang mikro berada di bawah kondisi bertekanan. Peningkatan suhu ini
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berhubungan dengan naiknya tekanan dalam sistem tertutup, hal ini dapat

meningkatkan faktor perhatian untuk keselamatan.

2.5. Analisis Varians (ANOVA)

Analisis varians (ANOVA) merupakan suatu teknik statistik yang
memungkinkan untuk mengetahui apakah dua atau heb@npopulasi akan bernilai
sama dengan menggunakan data dari sampel-sampel masing-masing populasi
(Harinaldi,2005). Analisis varians juga dapat digunakan dalam pengujian hipotesis
sampel ganda untukean namun biasanya analisis varians lebih efektif digunakan
untuk menguji tiga atau lebih populasi. Tentunya jumlah variabel yang berkaitan

dengan sampel bisa satu atau lebih.

2.5.1. Asumsi Dasar Analisis Varians
Analisis varians akan menjadi teknik statistik yang valid untuk diterapkan
dengan mengunakan asumsi-asumsi sebagai berikut (Harinaldi,2005):
1. Populasi yang dikaji memiliki distribusi normal.
2. Pengambilan sampel dilakukan secara acak dan setiap sampel
independen/tidak terikat sampel yang lain.
3. Populasi-populasi di mana nilai sampel-sampel diperoleh memiliki nilai

varians populasi yang sama

Jadi asumsi ketiga dapat dinyatakan sebagai:
2 _ 2 _2_ —

01 — 02 —03 — ... =0k

di mana:

k = jumlah populasi

2.5.2. Prosedur Uji ANOVA
Secara umum prosedur uji ANOVA mengikuti prosedur uji hipotesis yang
terdiri dari tujuh langkah, yaitu (Harinaldi,2005):
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1. Pernyataan hipotesis nol dan hipotesis alternatif
Dalam uji ANOVA, hipotesis nolnya adalah sampel-sampel yang diambil dari
populasi-populasi saling independen yang memitikansama. Dengan kata lain,
hipotesis nol dan hipotesis alternatifnya adalah:
Ho =2 =p3= ... =pk
H, : tidak seluruhmeanpopulasi sama
di mana: k = jumlah seluruineanpopulasi sama
Jika hipotesis alternatif diterima maka dapat disimpulkan bahwa sekurangnya
terdapat satmeanpopulasi yang berbeda dari populasi yang lainnya. Namun,
analisis varians tidak dapat mengungkapkan dengan pasti berapa banyak populasi
yangmeannya berbeda dan analisis varians juga tidak bisa menjelast@mdari

populasi yang mana yang berbeda.

2. Pemilihan tingkat kepentingan.

Biasanya digunakan tingkat kepentingan 0,01 atau 0,05

3. Penentuan distribusi pengujian yang digunakan:

Dalam uji ANOVA yang digunakan adalah distribdsi Nilai-nilai dalam
distribusi disajikan dalam bentuk tabel (terdapat pada bagian lampiran), yang dapat
ditentukan dengan mengetahui:

- tingkat kepentingan.
- Derajat kebebasandf(,,) yang digunakan sebagai pembilang dalam rasio uji

adalahdf,ym=k -1

Di mana: k= jumlah populasi/sampel

- Derajat kebebasandfie) yang digunakan sebagai penyebut dalam rasio uiji

adalahdfgen=T -k

Di mana:

T = jumlah total anggota sampel di seluruh populasi yang diuji

SNttt tn
k = jumlah populasi/sampel
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4. Pendefinisian daerah penolakan atau daerah kritis:

Daerah penerimaan dan penolakan dibatasi oleh nilai kgjtis

5. Pernyataan aturan keputugdacision rules)

TolakHp dan terimeH; jika RU; > F, . Jika sebaliknya terimidy

6. Rasio uiji:

— —A S%’eat
RUF - Ftest_( S%,r j (23)

di mana, perhitungan untuk bagian pembilang dan penyebut untuk rumus ini:

RN RO RO ‘92+---_[GT2J o

k T
> SSi = Sg - S« (25)
>SS = (%) [ = J (2.6)
di mana:
Xij = data pada setiap sampel uji
k = jumlah sampel
GT = jumlah semua sampel uiji
T = jumlah total anggota sampel di seluruh populasi yang diuji

7. Pengambilan keputusan secara statistik:
Jika nilai rasio uji berada pada daerah penerimaan maka hipotesis nol

diterima, sedangkan jika berada pada derah penolakan maka hipotesis nol ditolak.
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1. Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian ini terbagi menjadi dua tahap, yaitu modifikasi alat dan

penelitian laboratorium.

3.1.1. Modifikasi Alat
Penelitian akan diawali dengan memodifikasi oven gelombang mikro
domestik. Oven gelombang mikro yang telah dimodifikasi dapat dilihat pada Gambar
3.1

Eeterangan:

. Pengatur suhu

. Termolkopel

. Eeaktor gelas

. Eondenser

. Bantalan reaktor kaca
. Tutup reaktor kaca

. Pengatur walttu

. Pengatur daya

o0 ] T h e k)

Gambar 3.1.Peralatan ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro
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Oven gelombang mikro yang digunakan merupakan oven domestik yang biasa
digunakan di rumah. Kemudian dilakukan modifikasi terhadap oven tersebut dengan
cara membuat lubang di atap oven dan menyambungkannya dengan termokopel.
Lubang tersebut digunakan untuk memasang kondenser dan menghubungkan
termokopel dengan kabel. Reaktor kaca dan kondenser dihubungkan dengan kepala
reaktor. Selain itu, pada bagian atap oven bagian dalam dan luar ditambahkan karet
tahan panas untuk mengencangkan reaktor dan kepala reaktor. Selain itu, di dalam
oven juga dipasang tempat dudukan reaktor yang terbuat dari karet tahan panas yang

sama.

3.1.2. Diagram Alir Penelitian
Diagram alir penelitian yang akan dilakukan mengikuti diagram alir berikut:
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Preparas
smplisia

¥

[ Fktraksi simplisia dengan J

el ormbang rilara

Variasi 1‘:rvulmne ] [ Vaia 3‘:rwa1-¢u
pelanit J :L elcatralesi

i aldtrvitas antioksidan dengan
Iletode Cavolene Sleaching

Aletratas antioksidan optimum

¥

Y
[ Penganth persentase elostiale

dengan Aldratas Antioksdan

¥

'\\
[ Uj1 Anova untulks metode telanan

tinga, sonilkas, dan MAE

r

L

{ Perbatasan dat Analisis J

Gambar 3.2.Diagram alir penelitian

Pad Gambar 3.2. dapat dilihat bahwa penelitian akan diawali dengan
preparasi simplisia. Kemudian, simplisia akan diekstrak dengan metode ekstraksi
dengan bantuan gelombang mikro. Ekstraksi dilakukan dengan dua variasi, yaitu

volume pelarut etanol dan waktu ekstraksi. Ekstrak yang diperoleh dipisahkan dari
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pelarutnya, dengan menggunakan penangas aihalaplate Setelah itu, dilakukan

pengujian aktivitas antioksidan dari hasil ekstrak tersebut.

3.2. Alat dan Bahan

Peralatan dan bahan-bahan yang akan digunakan dalam penelitian terdiri dari

berbagai macam. Jenis dan fungsinya dapat dilihat pada Tabel 3.1. dan 3.2.

3.2.1. Peralatan

Peralatan yang akan digunakan dalam penelitian ini beserta kegunaannya

dapat dilihat pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1.Peralatan dan kegunaannya

No. | Alat Kegunaan
1. | Blender Menghaluskan daun
2. | Sieve analyzer Mengayak simplisia daun
3. | Timbangan digital Menimbang bahan
4. | Oven gelombang mikro Tempat terjadinya pemanasan
5. | Kondenser Mendinginkan uap pelarut
6. | Bejana Tempat terjadinya ekstraksi
7. | Hot plate Menguapkan pelarut
8. | Spektrofotometer Mengukur absorbansi komponen yang
akan diuji aktivitas antioksidannya
9. | Oven Menginkubasi simplisia
10. | Lemari pendingin Menyimpan dan mengawetkan bahan
11. | Plastic wrap Penutup wadah agar terlindung dari
kontaminan
12. | Kertas saringvhatman Menyaring daun simpur dari ekstrak
13. | Alat-alat gelas,seperti: cawan petri, | Wadah bahan, alat bantu penelitian
gelas piala, pipet, gelas ukbeaker
glass,dan lain-lain

3.2.2. Bahan-bahan

Bahan-bahan yang akan digunakan dalam penelitian ini beserta kegunaannya

dapat dilihat pada Tabel 3.2.
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Tabel 3.2.Bahan-bahan dan kegunaannya

No. Bahan Kegunaan

1. | DaunDillenia indica Sebagai simplisia

2. | Etanol Sebagai pelarut

3. | p-Carotene Digunakan untuk uji antioksidan

4. | Kloroform Pelarut dalam uji aktivitas antioksidan
5. | Minyak goreng Media uji aktivitas antioksidan

3.3. Preparasi Simplisia

Simplisia merupakan daubillenia indica yang diambil dari pekarangan
Departemen Teknik Kimia FTUI Depok. Kemudian, simplisia dikeringkan selama 14
hari pada suhu ruang sampai daun dapat dihancurkan dengan tangan. Untuk
menghancurkan simplisia digunakétender sampai berbentuk serbuk. Simplisia
yang sudah menjadi serbuk, kemudian disaring dergiame analyzeruntuk
mendapatkan ukuran serbuk yang seragam, yaitu 0,25-0,8 mm. Simplisia disimpan di

tempat tertutup pada suhu ruang.

3.4. Prosedur Ekstraksi dengan Bantuan Gelombang Mikro
Langkah-langkah yang dilakukan dalam prosedur ekstraksi dengan bantuan

gelombang mikro adalah sebagai berikut:

1. Variasi Volume Pelarut

1. Memasukkan simplisia yang telah dipreparasi ke reaktor kaca sebanyak
2 gram

2. Memasukkan pelarut etanol ke labu sebanyak 100 mL, dan divariasikan
volume pelarut etanol dari 200 mL, 80 mL, 60 mL, 40 mL, dan 20 mL.

3. Menyusun alat sesuai dengan Gambar 3.2.

4. Menyalakan oven dengan mengeset pada sufi 78

5. Mengeset waktu ekstraksi pada waktu 20 menit
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6. Setelah selesai ekstraksi, simplisia dibiarkan dingin di dalam oven
selama 5 menit.

7. Memisahkan ekstrak dari pelarutnya dengan menggunakan penangas air
danhot plate

8. Ekstrak yang diperoleh ditutup rapat dan dibungkastic wrap

9. Setiap ekstrak diuji aktivitas antioksidan dan didapatkan volume pelarut

yang optimum.

2. Variasi Waktu Ekstraksi

Memasukkan simplisia yang telah dipreparasi ke labu sebanyak 2 gram
Memasukkan pelarut etanol dengan volume yang optimum

Menyusun alat sesuai dengan Gambar 3.2.

Menyalakan oven dengan mengeset suhu patfa 78

bl

Mengeset waktu ekstraksi pada waktu 20 menit dan divariasikan waktu

ekstraksi dari 20 menit, 16 menit, 12 menit, 8 menit, sampai 4 menit.

6. Setelah selesai ekstraksi, simplisia dibiarkan dingin di dalam oven
selama 5 menit.

7. Memisahkan ekstrak dari pelarutnya dengan menggunakan penangas air
danhot plate

8. Ekstrak yang diperoleh ditutup rapat dan dibungiastic wrap

9. Setiap simplisia diuji aktivitas antioksidan dan didapatkan waktu

ekstraksi yang optimum

3.5. Prosedur Uji Aktivitas Antioksidan dengan MetodeCarotene Bleaching
Langkah-langkah yang dilakukan dalam uji aktivitas antioksidan dengan
metodeCarotene Bleachingdalah sebagai berikut:
1. Sebanyak 0,2 mgrKaroten dilarutkan ke dalam 20 mL kloroform.
2. Mencampurkan 4 mL larutan tersebut ke dalam 0,2 gr minyak goreng
curah.
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Campuran diencerkan dengan menggunakan etanol-kloroform dengan
perbandingan 3:2 sampai dengan 100 mL.

Melarutkan ekstrak dalam campuran ini sebanyak 5% dari jumlah
minyak yang ditambahkan dan menginkubasinya pada sifu 80
Mengukur absorbansi simplisia ddsank (kontrol negatif) dengan
menggunakan spektrofotometer UV pada panjang gelombang53

nm pada waktu 0, 15, 30, 60, 75, 90, 105, dan 120 menit.

Menentukan konsentrasi karoten akhir berdasarkan kurva kalibrasi.

3.6. Prosedur Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode Carotene Bleaching

Berdasarkan Variasi Penambahan Persentase Berat Ekstrak

Setelah mendapatkan volume pelarut dan waktu ekstraksi yang optimum,

maka dilakukan variasi persentase berat ekstrak, sebagai berikut:

1.
2.

Sebanyak 0,2 mg-Karoten dilarutkan ke dalam 20 mL kloroform.

Mencampurkan 4 mL larutan tersebut ke dalam 0,2 gr minyak goreng

curah.

3.

Campuran diencerkan dengan menggunakan etanol-kloroform dengan
perbandingan 3:2 sampai dengan 100 mL.

Melarutkan ekstrak dalam campuran ini sebanyak 5% dari jumlah
minyak yang ditambahkan dan menginkubasinya pada siiu 80
Mengukur absorbansi simplisia ddiank (kontrol negatif) dengan
menggunakan spektrofotometer UV pada panjang gelombang53

nm pada waktu 0, 15, 30, 60, 75, 90, 105, dan 120 menit.

Menentukan konsentrasi karoten akhir berdasarkan kurva kalibrasi.
Mengulangi prosedur yang sama untuk berat ekstrak sejumlah 10% dan

15% dari jumlah minyak yang ditambahkan.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada bab ini, akan dipaparkan mengenai analisis dan prosedur kerja beserta

data hasil penelitian yang telah diperoleh.

4.1. Modifikasi Oven Microwave

Modifikasi oven microwave dengan menambahkan refluks dilakukan untuk
mengurangi risiko terjadinya ledakan. Hal ini dikarenakan sistem berada di tekanan
atmosferik dan uap yang mudah terbakar tidak memenuhi ovienowave
Modifikasi ovenmicrowavetelah dilakukan oleh beberapa peneliti dalam melakukan
proses ekstraksi, seperti yang dilakukan oleh Qing dalam proses ekstraksi
polisakarida yang terkandung di dala®olanum nigrum (Qing,2005). Oven
microwavejenis WP650D dengan daya keluaran 650 W secara mekanik dimodifikasi
agar sesuai dengan sistem refluks yang memungkinkan ekstraksi bekerja pada
tekanan atmosferik.

Pada penelitia ini, ovemicrowave yang dipakai adalah ovemicrowave
domestik yang biasa digunakan dalam proses pemanasan makanan. Pemilihan ini
dikarenakan overmicrowave domestik lebih murah dibandingkan menggunakan
ekstraktormicrowave Ovenmicrowaveyang digunakan bermerk Panasonic dengan
daya maksimal 800 watt dan frekuensi 2450 MHz. Sebelum dimulainya penelitian,
maka dilakukan modifikasi ovemicrowaveyang merupakan peralatan utama dalam
proses ekstraksi. Tampilan modifikasi ovencrowavedapat dilihat pada Gambar
4.1.
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Gambar 4.1.Alat ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro

4.11. Reaktor Kaca dan Tutup Reaktor

Reaktor kaca dibuat tahan panas dan bening agar gelombang mikro dapat
menembus sehingga dapat menimbulkan panas pada bahan-bahan tertentu. Tutup
reaktor berfungsi untuk menghubungkan reaktor dengan kondenser dan termokopel.
Selain itu, tutup ini juga berfungsi agar uap pelarut yang menguap dapat lansung
didinginkan oleh kondenser dan uap yang terkondensasi dapat kembali lagi ke
reaktor.

Gambar 4.2.Reaktor kaca dan tutup reaktor
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4.1.2. Temperatur Kontrol

Alat ini berfungsi untuk menjaga suhu proses ekstraksi konstan berkisar 70
°C. Pengaturan suhu ini bertujuan untuk menghindari terjadinya degradasi ekstrak
akibat suhu yang terlalu tinggi. Jika suhu di dalam reaktor lebih ddiC7éhaka
gelombang mikro berhenti terpancar dan setelah suhu berada di bal@hniaka
gelombang mikro akan kembali terpancar. Suhu di dalam reaktor terbaca di pengukur

suhu digital yang berada di bagian depan oven gelombang mikro.

S

(@) (b)
Gambar 4.3. (a) termokopel dan (b) pengatur suhu digital

4.13. Kondenser

Alat ini berfungsi untuk mengkondensasikan uap pelarut agar proses ekstraksi
berlangsung efektif. Selain itu, kondenser membuat tekanan di dalam reaktor sama
dengan tekanan atmosfer.

Gambar 4.4.Kondenser

4.14. Karet Tahan Panas
Karet tahan panas ini berguna sebagai bantalan reaktor dan penyekat untuk
atap oven gelombang mikro yang dilubangi. Pemilihan karet tahan panas karena

merupakan bahan yang tidak panas jika disinari gelombang mikro. Penggunaan
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bantalan reaktor untuk memastikan agar reaktor tidak bergerak saat proses ekatraksi.
Sedangkan penyekat pada atap oven berguna untuk mengencangkan reaktor dan
kepala reaktor.

() (b)

Gambar 4.5. (a) alas reaktor kaca dan (b) penyekat pada atap oven

4.2. Analisis Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian yang dilakukan meliputi preparasi sampel Di#éenia
indica, ekstraksi dengan metode bantuan gelombang mikro, dan uji aktivitas
antioksidan dengan metodarotene bleaching

4.2.1. Preparasi Sampel Daubillenia indica

Sampel pada penelitian ini adalah daun dari pobBdienia indica yang
tumbuh di halaman Departemen Teknik Kimia Fakultas Teknik Universitas
Indonesia. Setelah dipetik, daun simpur dibersihkan dengan air agar kontaminan
pengotor daun seperti debu yang menempel tidak terikut dalam proses selanjutnya.
Setelah dicuci bersih daun dikeringkan pada suhu kamar dan tidak terkena langsung
cahaya matahari agar daun tidak rusak dan membusuk. Pengeringan daun ini
bertujuan untuk mengurangi kadar air dalam sel daun. Daun dikeringkan sampai daun
benar-benar dapat dihancurkan dengan tangan, oleh karena itulah daun dikeringkan
selama 14 hari dalam keadaan terawasi.

Kemudian untuk memudahkan penghancuran daun digutédeadier. Proses

penghancuran ini akan lebih cepat dan mendapatkan ukuran daun yang lebih kecil.
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Proses selanjutnya ialah pengayakan daun dersjgwe analyzer.Proses ini
dilakukan untuk menyeragamkan ukuran daun yang akan diekstrak. Diameter yang
digunakan adalah 0,25-0,6 mm. Dengan mengubah fisik daun menjadi lebih kecil
merupakan salah satu upaya untuk memperluas permukaan kontak antara daun
dengan pelarut sehingga perpindahan massa senyawa dari daun ke pelarut akan
semakin besar pula. Daun yang telah dipreparasi ini disimpan dalam wadah tertutup

agar terlindung dari kontaminan

4.2.2. Ekstraksi dengan Bantuan Gelombang Mikro

Ekstraksi dengan Bantuan Gelombang Mikro merupakan proses ekstraksi
yang memanfaatkan energi yang ditimbulkan oleh gelombang mikro dalam bentuk
radiasi non-ionisasi elektromagnetik (Armstrong,1999). Pelarut yang digunakan
dalam proses ekstraksi adalah etanol karena tidak bersifat racun dan lebih aman
dibandingkan menggunakan aseton, metanol, dan pelarut organik lainnya
(Othman,2005). Selain itu, dalam proses ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro
diperlukan pelarut polar agar timbul panas yang disebabkan oleh pergerakan molekul
dengan migrasi ion dan rotasi dari dua kutubnya (Letellier dan Budzinski,1999).

Proses ekstraksi ini menggunakan gelombang mikro dengan frekuensi 2.450
MHz atau setara dengan panjang gelombang 12,2 cm. Pada frekuensi tersebut
gelombang mikro memiliki energi sebesar 0,23 cal/mol (0,94 J/mol) (Letellier dan
Budzinski,1999). Ekstraksi dilakukan dengan memvariasikan dua variabel, yaitu
volume pelarut dan waktu ekstraksi. Variabel ekstraksi yang pertama dilakukan
adalah volume pelarut (20, 40, 60, 80, dan 100 mL etanol) dengan berat daun 2 gram
dan waktu ekstraksi 20 menit. Selanjutnya dengan volume pelarut optimum dilakukan
variasi waktu (4, 8, 12, 16, dan 20 menit).

Proses ekstraksi terjadi di dalam reaktor kaca yang disinari gelombang mikro.
Reaktor kaca dibuat bening agar gelombang mikro dapat tembus sehingga dapat
kontak dengan pelarut. Selama penyinaran gelombang mikro, molekul-molekul etanol
akan berpindah-pindah tempat yang menyebabkan tabrakan antar molekul. Tabrakan

molekul yang beruntun ini akan menimbulkan energi dan kemudian suhunya
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meningkat (Letellier dan Budzinski,1999). Panas yang ditimbulkan ini akan
menghancurkan dinding sel daun sehingga akan membantu perpindahan massa
senyawa bioaktif yang akan diekstrak dari padatan ke etanol.

Walaupun daun yang digunakan kering, tapi masih ada sedikit air yang
terkandung dalam sel daun yang akan menjadi target pemanasan gelombang mikro.
Ketika air di dalam sel suhunya meningkat akibat efek gelombang mikro, air akan
menguap dan menghasilkan tekanan yang besar hingga dinding sel mengembang.
Tekanan yang timbul akan mendorong dinding sel, merentangkannya dan
menghancurkannya (Mandal,dkk,2007). Sehingga senyawa bioaktif yang terkandung
dalam sel daun akan terlarut dengan mudah ke pelarut etanol.

Setelah proses ekstraksi, simplisia dipisahkan dari padatan (sisa daun) dengan
menggunakan kertas saring. Filtrat ini merupakan larutan yang mengandung etanol
dan senyawa bioaktif. Filtrat yang didapatkan berwarna hijau tua. Setelah pemisahan
daun dan filtrat, maka dilakukan penguapan pelarut etanol dari ekstrak dengan
menggunakanvater bathpada suhu 40-56C. Suhu pemanasan ini dijaga suhunya
agar senyawa bioaktif yang terkandung dalam filtrat tidak terdegradasi dan tetap
memiliki kemampuannya sebagai antioksidan. Ekstrak yang didapatkan berupa pasta

berwarna hijau.

4.2.3 Uji Aktivitas Antioksidan dengan MetodeCarotene Bleaching

Pada tahun 1932, Monaghan dan Schmitt membuktikan bahwa beta karoten
dapat mencegah oksidasi dari asam linoleat (Burton,1989). Hal ini dikarenakan beta
karoten akan langsung bereaksi dengan radikal peroksida yang terbentuk akibat
terjadinya oksidasi asam linoleat. Reaksi antara beta karoten dan radikal peroksida
dapat secara langsung dibuktikan dengan melihat pemudaran warna jingga karoten.
Hal ini dikarenakan radikal peroksida akan menyerang ikatan rangkap terkonjugasi
dari beta karoten yang bertanggung jawab atas warna jingga karoten. Sejak saat
itulah, metodecarotene bleachinganyak diaplikasikan untuk mengevaluasi aktivitas
antioksidan. Penelitian-penelitian yang menggunakan metadetene bleaching

untuk mengevaluasi aktivitas antioksidan diantaranya untuk menentukan aktivitas
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antioksidan yang terkandung di biji cokelat (Othman,2005) dan untuk mengevaluasi
efek antioksidan pada ekstrak polisakarida pdda&ium barbarum (Li dan
Zhou,2007).

Metodecarotene bleachingnerupakan metode untuk mengevaluasi aktivitas
antioksidan berdasarkan pada kemampuan antioksidan untuk mencegah peluruhan
warna jingga karoten akibat oksidasi dalam sistem emulsi minyak dan karoten. Dalam
pengujian aktivitas antioksidan dengan mentadeotene bleachingdigunakan
bahan-bahan utama, seperti beta karoten sebagai indikator aktivitas antioksidan,
minyak goreng sebagai sumber radikal bebas, dan senyawa antioksidan ekstrak daun
simpur penghambat reaksi oksidasi.

Minyak goreng digunakan sebagai senyawa yang teroksidasi karena memiliki
banyak ikatan tidak jenuh. lkatan rangkap yang terputus dari minyak goreng akan
menghasilkan radikal bebas yang dapat menyerang ikatan rangkap terkonjugasi dari
senyawa karotenoid. Sedangkan senyawa antioksidan dianalogikan dengan sampel
yang diuji. Sampel uji dilarutkan dengan etanol dan konsentrasi antioksidan yang
ditambahkan dari tiap sampel ke dalam sistem emulsi minyak goreng dan beta
karoten adalah sebesar 5% dari minyak yang ditambahkan. Penambahan sebanyak ini
dilakukan karena sampel uji belum melalui proses pemurnian, sehingga dengan
penggunaan konsentrasi tersebut antioksidan dapat mencegah reaksi oksidasi yang
terdapat dalam sistem emulsi minyak goreng dan beta karoten.

Hasil sampel uji dibandingkan dengan kontrol negatif yang selanjutnya
disebut blank yaitu sistem emulsi minyak goreng dan beta karoten yang tidak
mengandung antioksidan dan kontrol positif yaitu sistem emulsi minyak goreng dan
beta karoten yang mengandung antioksidan sintetik BHT. Pengambilan data kontrol
positif tidak dilakukan dalam penelitian ini karena sudah pernah dilakukan pada
penelitian sebelumnya. Sistem emulsi tersebut akan melalui proses pemanasan dalam
oven pada suhu 8fC, karena pada suhu tersebut dianggap minyak goreng telah
teroksidasi secara termal. Akibat pemanasan, minyak akan menghasilkan radikal
bebas dan radikal peroksida (hidroperoksida) yang akan menyerang ikatan rangkap

terkonjugasi yang banyak pada senyawa beta karoten. Ikatan rangkap terkonjugasi ini
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yang memberikan warna jingga pada beta karoten (chm.bris.ac.uk,2@08ha
senyawa beta karoten banyak kehilangan ikatan rangkap, maka senyawa beta karoten
akan mengalami peluruhan atau pemucatan warna yang ditandai dengan menurunnya
nilai absorbansi seiring dengan semakin lamanya pemanasan.

Dalam sistem minyak goreng-beta karoten, antioksidan berperan dalam
menghambat peluruhan warna jingga karoten. Dengan kata lain senyawa antioksidan
akan menghambat proses oksidasi dari minyak goreng dan beta karoten selama terjadi
pemanasan pada sistem emulsi tersebut. Senyawa antioksidan akan berikatan dengan
radikal bebas yang terbentuk pada tahap awal reaksi akibat inisiator panas, untuk
mencegah reaksi lebih lanjut antara radikal bebas dengan oksigen yang dapat
menghasilkan radikal peroksida yang sangat reaktif. Untuk selanjutnya, antioksidan
juga berfungsi untuk menetralisir radikal peroksida dengan melepaskan atom
hidrogen sehingga radikal yang terbentuk selama proses oksidasi tersebut akan
terstabilkan akibat berikatan dengan atom hidrogen yang berasal dari senyawa
antioksidan yang terdapat dalam sampel uji (Othman,2005).

Hasil dari uji aktivitas sampel variasi volume yang memberikan nilai aktivitas
antioksidan terbesar akan digunakan untuk variasi berikutnya, yaitu dengan variasi
waktu ekstraksi dengan volume pelarut optimum. Aktivitas antioksidan diuji dengan
mengukur absorbansi dari sampel dengan menggunakan spektrofotometer pada
panjang gelombang 453 nm. Pemilihan panjang gelombang ini karena merupakan
spektrum panjang gelombang yang paling kuat diserap oleh karotenoid berada pada
rentang panjang gelombang 400-500 nm (chm.bris.ac.uk,2009).

4.3 Hasil dan Analisis
Pada sub bab ini akan dibahas hasil dari penelitian yang telah dilakukan
beserta analisisnya.
4.3.1. Berat Ekstrak
% Variasi Volume Pelarut Etanol
Hasil ekstraksi pada variasi volume pelarut dapat dilihat pada gambar berikut

ini.
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0.25+

0.2+

0.15+

0.1+

Berat ekstrak (gr)

B Keterangan:berat
simplisia 2 gr

Volume pelarut etanol (mL)

Gambar 4.5.Berat ekstrak yang dihasilkan dengan variasi volume pelarut etanol

Daii Gambar 4.5. dapat disimpulkan bahwa berat ekstrak cenderung semakin
meningkat dengan semakin banyaknya pelarut yang digunakan dalam proses
ekstraksi. Hal ini disebabkan dengan semakin banyak volume pelarut, maka kontak
antara serbuk daun dengan etanol akan semakin besar. Sehingga senyawa bioaktif
yang terkandung dalam daun akan lebih cepat berpindah dari dalam sel daun ke
pelarut. Pada variasi volume ini dapat disimpulkan bahwa dari 2 gram daun yang
diekstrak dengan 100 mL pelarut etanol, maka didapatkan berat ekstrak yang
optimum vyaitu dengan rasio antara pelarut dan daun 100:2 (mL/gr). Berdasarkan
penelitian yang dilakukan oleh Gao untuk mengekstrak senyawa flavonoid dari
Saussurea medusadiketahui bahwa dengan meningkatnya rasio antara
pelarut/padatan dari 25:1 (mL/gr) sampai dengan 100:1 (mL/gr) akan meningkatkan
jumlah ekstrak (Mandal,2007). Hal tersebut juga sama dengan hasil yang didapatkan
dari penelitian ini, di mana rasio pelarut/padatan dari 20:2 (mL/gr) sampai dengan
100:2 (mL/gr) akan meningkatkan jumlah ekstrak yang didapatkan.
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% Variasi Waktu Ekstraksi
Variasi wakru ekstraksi yang dilakukan adalah 4, 8, 12, 16, dan 20 menit
dengan menggunakan volume pelarut yang sama, yaitu 100 mL. Pemilihan waktu
ekstraksi ini berdasarkan pada waktu yang biasa digunakan dalam ekstraksi dengan
bantuan gelombang mikro dari waktu beberapa detik sampai beberapa menit (15-20
menit) (Mandal,2007). Berat ekstrak yang dihasilkan dari ekstraksi dengan variasi

waktu ekstraksi terangkum dalam grafik berikut.

0.37 0.2717
0.25+ n l|||||| :
5 il w
S 02
£ |
[7p) | | [ |
i 0.15+ ”WIL
J<
O.OS/NI‘ ﬂ: B
0 :
4 8 12 16 20
OKeterangan: berat Waktu ekstraksi (menit)
simplisia 2 gr

Gambar 4.6.Berat Ekstrak yang dihasilkan dengan variasi waktu ekstraksi

Padh Gambar 4.6. diperolen bahwa dengan waktu 8 menit menghasilkan
ekstrak yang paling banyak dibandingkan dengan waktu ekstraksi yang lain. Hal ini
tentu sangat berbeda dibandingkan dengan metode ekstraksi lainnya, seperti tekanan
tinggi dan sonikasi di mana semakin lama waktu ekstraksi maka semakin banyak
ekstrak yang didapatkan. Penurunan berat ekstrak ini dikarenakan dengan penyinaran
gelombang mikro yang terlalu lama akan mengakibatkan senyawa bioaktif
terdegradasi (Mandal,2007). Hal ini juga dipengaruhi oleh sifat dielektrik etanol,
yang akan cepat panas seiring lamanya waktu penyinaran gelombang mikro dan oleh
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sebab itulah sangat berisiko untuk senyawa aktif yang termolabil (Mandal,2007).
Dalam penelitian Kerem untuk mengekstak saponin dacisumaka dapat diketahui
bahwa dengan waktu ekstraksi 20 menit akan didapayie@d yang maksimal
dibandingkan dengan waktu ekstraksi 40 menit (Kerem,2005). Hasil yang sama juga
ditunjukkan dalam mengekstrak artemisnin, di mana waktu 12 menit merupakan
waktu yang optimum untuk mendapatkadald. Dengan waktu yang lebih lama dari

12 menityield akan berkurang, akibat senyawa yang diekstrak terdegradasi oleh
panas (Mandal,2007).

4.3.2. Penentuan Laju Degradasi Beta Karoten

Dalam sistem emulsi minyak goreng-beta karoten, beta karoten mengalami
pemutusan ikatan rangkap terkonjugasi oleh dua sebab, yaitu teroksidasi dan bereaksi
dengan radikal peroksida yang berasal dari oksidasi minyak goreng. Mekanisme
reaksi dapat dilihat sebagai berikut:

+» Oksidasi Beta Karoten

BH+0, 00 B+ ++O,H

B +0, U0 BO,+

BH+ B0, 0L BOOH+ S

PO, +£0,+ [ [ produk nonradikal stab

Gambar 4.7. Reaksi oksidasi beta karoten
Sumber: Takahashi, 1999

% Reaksi Beta Karoten dengan Radikal Peroksida

SH +ROO- 0 [ B+ +ROOH
[+ +RO0- [ [ produk inaktif

Gambar 4.8.Re&si beta karoten dengan radikal peroksida
Sumber: Burton,1988
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Kemampuan antioksidan dalam menghambat terjadinya reaksi oksidasi dapat
dilihat dari kemampuannya memperlambat peluruhan warna jingga pada sistem
emulsi minyak goreng-beta karoten. Oleh karena itulah perlu diketahui laju degradasi
yang merupakan laju oksidasi beta karoten yang menyebabkan peluruhan warna beta
karoten. Laju degradasi beta karoten ini tergantung dengan aktivitas antioksidan
ekstrak. Ada hubungan antara laju degradasi beta karoten dengan peluruhan warna
beta karoten, di mana ekstrak dengan laju degradasi beta karoten paling rendah
menunjukkan aktivitas antioksidan yang paling tinggi (Othman,2005).

Untuk menentukan laju oksidasi beta karoten banyak peneliti yang
menggunakan model kinetika sederhana orde satu (Takahashi,1999). Dengan data
penurunan absorbansi, maka dapat diketahui konsentrasi beta karoten yang tersisa
setiap waktunya. Kemudian dengan metode integral dibuat plot antara konsentrasi
dan waktu untuk mendukung pernyataan tersebut. Misalkag, n@@rupakan
konsentrasi beta karoten pada waktu 0 damt@rupakan konsentrasi beta karoten
pada waktu t, maka dapat dibuat plot antara /(@) dengan waktu. Plot yang
dibuat diambil dari salah satu data uji, yaitu pada waktu ekstraksi 8 menit dengan

volume pelarut etanol 100 mL.

0.018 - y=0.0001x + 0.0009
0.016 - R?=0.992
0.014

0.012 -
0.01 -
0.008 -
0.006 -
0.004 -
0.002 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ \ 1
0 15 30 45 60 75 90 105 120

Waktu (menit)

In(CAO/CA)

Gambar 4.9.Grafik orde satu reaksi degradasi beta karoten (variasi waktu ekstraksi 8 menit dan

volume pelarut etanol 100 mL)
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Dari Gambar 4.9. maka terlihat bahwa plot antara /() dengan waktu
menunjukkan garis lurus atau linear, sehingga reaksi oksidasi beta karoten dapat
dianggap orde satu. Asumsi yang digunakan untuk mendukung hal tersebut adalah
minyak goreng dan oksigen yang terdapat dalam sistem berlebih, sehingga hanya
sedikit radikal peroksida yang bereaksi dengan beta karoten dan antioksidan
(Takada,2006). Oleh karena itu, mekanisme reaksi oksidasi beta karoten dapat

disederhanakan menjadi:

BH O - produk (4.1)

Dari reaksi tersebut, maka dapat diketahui laju degradasi beta karoten:

—Tgy =K Cpy
dC
_9Cm _ (4.2)
=k,C
at 1“8H

Dairi persamaan tersebut, maka laju degradasi dapat dicari dengan persamaan:

: : Q 1
Laju degradasi= In—=29 x= 4.3)
Ch :
di mana: Go = konsentrasi awal beta karoten
Ca = konsentrasi beta karoten pada waktu t

t = waktu inkubasi (menit)

Pemanasan yang semakin lama dari sistem emulsi minyak- beta karoten akan
menyebabkan terjadinya reaksi oksidasi pada sistem tersebut sehingga dapat dihitung
laju degradasi dengan persamaan (4.3). Reaksi oksidasi beta karoten ditunjukkan
dengan pemucatan warna jingga karoten. Pengukuran laju degradasi sampel juga
dilakukan pada penelitian tentang penentuan kapasitas antioksidan biji cokelat
(Othman,2005). Hasil laju degradasi beta karoten pada penelitian Othman dapat
dilihat pada gambar berikut.
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Gambar 4.10.Laju degradasi ekstrak biji cokelat (ekstrak etanol) dengan
metodecarotene bleaching
Sumber: Othman,2005

4.3.3. Pengaruh Volume Pelarut Etanol dalam Proses Ekstraksi Daun Simpur

terhadap Aktivitas Antioksidan

Absorbansi setiap sampel menunjukkan penurunan dengan semakin lamanya
waktu pemanasan. Penurunan absorbansi menunjukkan ikatan rangkap beta karoten
diserang oleh radikal peroksida yang berasal dari oksidasi minyak goreng. Penurunan
absorbansi sampel yang ditambahkan dengan ekstrak daun yang mengandung
senyawa bioaktif tidak sejauh dengan sampel tanpa penambahan ekstrak (kontrol
negatif). Penurunan absorbansi antar sampel uji, baik yang ditambahkan ekstrak

ataupun tidak dapat dilihat pada grafik berikut.
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Gambar 4.11.Peubahan absorbansi pada 453 nm selama waktu inkubasi dalam sistem beta karoten-
minyak goreng yang ditambahkan 5% berat ekstrak daun simpur dari

ekstraksi variasi volume pelarut etanol

Perurunan absorbansi diakibatkan oleh terjadinya reaksi oksidasi. Sampel
yang ditambahkan ekstrak daun yang mengandung senyawa bioaktif menunjukkan
penurunan yang tidak drastis. Hal ini menunjukkan adanya aktivitas antioksidan dari
sampel tersebut. Radikal bebas dari minyak yang terbentuk tidak akan menyerang
ikatan rangkap dari karoten karena dinetralkan oleh atom hidrogen yang berasal dari
senyawa antioksidan sampel. Sedangkan radikal antioksidan yang terbentuk
cenderung berifat stabil. Hal tersebut dapat menyebabkan terputusnya reaksi rantai
dari radikal bebas dan dalam pengukuran absorbansi diperlihatkan bahwa nilai
absorbansi dari karoten tidak turun drastis dibandingkan kontrol negatif. Hal ini
karena terjadi penghambatan pemutusan ikatan rangkap terkonjugasi yang akan
mengakibatkan pudarnya warna karoten.

Aktivitas antioksidan juga dapat dilihat dari laju degradasi beta karoten, di

mana sampel uji dengan laju degradasi beta karoten yang rendah memiliki aktivitas
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antioksidan yang besar. Laju degradasi dapat diketahui dengan persamaan (3.3) dan
dapat dilihat pada grafik berikut.

——Kontrol (+) BHT

0.001800 - —A—20mL
40 mL

0.001600 + ——50 mL
0.001400 - \ —e—saom

—+—100 mL
0.001200 - »

K

0.001000 -

0.000800 - \‘\'\‘\“_._.,‘

0.000600 -

0.000400 1 -\l\./.

0.000200 -

0.000000 - 4 — &8
0 15 30 45 60 75 90 105 120

At (menit)

Laju degradasi (min-1)

Gambar 4.12.Laju degradasi beta karoten dengan penambahan 5% senyawa bioaktif daun simpur

yang diesktrak dengan variasi volume pelarut etanol

Laju degradasi sampel pada Gambar 4.12. menunjukkan bahwa laju degradasi
akan menurun sampai waktu tertentu dan akan naik kembali pada menit berikutnya.
Laju degradasi akan mengalami penurunan sampai menit 90 dan naik pada menit
berikutnya. Sampel uji yang mengandung senyawa bioaktif akan mengikat radikal
peroksida yang terbentuk dari reaksi oksidasi pada minyak goreng, sehingga akan
menghambat pemutusan ikatan rangkap terkonjugasi yang terdapat pada karotenoid
(Othman,2005).

Pada Gambar 4.12. terlihat bahwa laju degradasi akan turun dan akan naik
kembali pada waktu inkubasi tertentu. Laju degradasi tidak berbeda jauh pada ekstrak
dengan volume pelarut etanol 20, 40, dan 60 mL yang ditunjukkan pada Gambar
4.12. Pada waktu inkubasi 15 menit ekstrak volume 60 mL memiliki laju degaradasi
beta karoten yang lebih kecil dibandingkan ekstrak 20 dan 40 mL. Selama inkubasi

laju degradasi ekstrak 60 mL akan turun tetapi tidak begitu signifikan sehingga pada
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waktu inkubasi ke 75 menit, laju degradasinya akan mendekati ekstrak volume 20
mL. Sedangkan ekstrak 40 mL pada waktu inkubasi 15 menit memiliki laju degradasi
yang paling besar jika dibandingkan ekstrak 20 mL dan 60 mL. Laju degradasi yang
besar ini menunjukkan serangan radikal peroksida terhadap ikatan rangkap beta
karoten sehingga terjadi pemudaran warna jingga karoten yang lebih cepat. Hal ini
mungkin terjadi akibat belum optimalnya kerja antioksidan ekstrak 40 mL. Senyawa
antioksidan ekstrak 40 mL akan bekerja optimum setelah waktu 45 menit. Sisa
senyawa antioksidan yang terdapat dalam ekstrak 40 mL akan lebih banyak setelah
waktu inkubasi 45 menit dibandingkan ekstrak 60 mL sehingga laju degradasi 40 mL
akan lebih kecil dibandingkan 60 mL.

Pada Gambar 4.12. dapat dilihat bahwa laju degradasi sampel dengan volume
pelarut 100 mL menunjukkan laju degradasi terkecil sampai waktu 90 menit
pemanasan dibandingkan dengan sampel uji lainnya. Jika melihat hasil berat ekstrak,
maka terdapat kesuaian antara berat ekstrak dengan laju degradasi. Laju degradasi
yang lebih kecil ini menunjukkan sampel uji dengan volume 100 mL memiliki
senyawa antioksidan yang lebih banyak. Sehingga efektif untuk menghambat reaksi
antara beta karoten dengan radikal peroksida yang berasal dari oksidasi minyak
goreng.

Hasil tersebut juga sama dengan hasil perhitungan aktivitas antioksidan
dengan menggunakan persamaan (2.1). Aktivitas antioksidan merupakan persentase
pencegahan pemudaran warna jingga pada karoten atau dengan kata lain kemampuan
antioksidan untuk menghambat oksidasi beta karoten. Hasil perhitungan aktivitas

antioksidan dapat dilihat pada diagram berikut ini.
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Gambar 4.13.Aktivitas antioksidan pada sampel uji variasi volume pelarut etanol

Daii Gambar 4.13. dapat dilihat bahwa sampel dengan volume pelarut 100
mL memberikan aktivitas antioksidan terbesar, yaitu 80,11%. Hal ini karena semakin
banyak volume pelarut, maka kontak antara serbuk daun dengan etanol akan semakin
besar. Sehingga senyawa bioaktif yang terkandung dalam daun akan lebih cepat
berpindah dari dalam sel daun ke pelarut. Volume pelarut yang memberikan aktivitas
antioksidan terbesar ini, kemudian digunakan untuk variasi waktu, yaitu 4, 8, 12, 16,
dan 20 menit untuk menentukan pengaruh waktu ekstraksi terhadap aktivitas

antioksidan

4.3.4. Pengaruh Waktu Ekstraksi Daun Simpur terhadap Aktivitas Antioksidan

Seperti pada ekstraksi daun simpur variasi volume pelarut etanol, maka
absorbansi dari sampel uji variasi waktu ekstraksi juga akan mengalami penurunan.
Berikut ini merupakan perubahan absorbansi dari kontrol negatif dan sampel uji yang

ditambahkan ekstrak variasi waktu ekstraksi yang mengandung senyawa bioaktif.
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Gambar 4.14.Peubahan absorbansi pada 453 nm selama waktu inkubasi dalam sistem beta karoten-

minyak goreng yang ditambahkan 5% berat ekstrak daun simpur dari variasi waktu ekstraksi

Padh Gambar 4.14. perubahan absorbansi dari sampel uji variasi waktu
ekstraksi 8 menit menunjukkan penurunan yang terkecil dibandingkan dengan yang
lainnya. Sehingga dapat disimpulkan bahwa waktu ekstraksi 8 menit memiliki
aktivitas antioksidan terbesar. Hal ini dapat dibuktikan pada perhitungan Ilaju
degradasi dan aktivitas antioksidan.

Laju degradasi sampel uji variasi waktu pada penelitian ini juga menunjukkan
penurunan setiap waktu inkubasi. Penurunan ini terjadi hingga pada menit 90 dan
kemudian naik kembali pada menit 105. Kenaikan kembali laju degradasi
dikarenakan sudah sedikitnya jumlah antioksidan yang tersisa untuk menghambat
reaksi beta karoten dengan radikal peroksida. Hasil laju degradasi untuk sampel uji

variasi waktu ekstraksi dapat dilihat pada grafik berikut ini.
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Gambar 4.15 Laju degradasi beta karoten dengan penambahan 5% senyawa bioaktif daun simpur

yang diekstrak dengan variasi waktu ekstraksi

Daii Gambar 4.15. dapat disimpulkan bahwa waktu ekstraksi 8 menit
merupakan waktu ekstraksi optimum untuk mendapatkan ekstrak yang baik dalam
menghambat oksidasi. Jika mengekstrak lebih dari waktu 8 menit, maka ekstrak akan
terdegradasi akibat penyinaran gelombang mikro yang terlalu lama. Alasannya adalah
suhu yang ditimbulkan akan tinggi, yang menyebabkan ekstrak yang mengandung
antioksidan akan terdegradasi (Qing,2005). Oleh karena itu, dalam dalam proses
ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro sebaiknya tidak terlalu lama agar
senyawa yang ingin diekstrak tidak terdegradasi.

Aktivitas antioksidan dihitung untuk menentukan sampel uji variasi waktu
ekstraksi yang menghasilkan persen penghambatan oksidasi paling besar dari sistem
minyak goreng — beta karoten. Hasil perhitungan aktivitas antioksidan untuk variasi
waktu ekstraksi dapat dilihat pada grafik berikut ini.
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Gambar 4.16.Aktivitas antioksidan pada sampel uji variasi waktu ekstraksi

Nilai aktivitas antioksidan pada masing-masing sampel uji dapat dilihat pada
Gambar 4.16. di mana aktivitas antioksidan terendah pada waktu 20 menit yaitu
80,11% dan aktivitas antioksidan tertinggi adalah pada waktu 8 menit yaitu 92,59%.
Proses ekstraksi yang terlalu lama dapat menyebabkan ekstrak yang mengandung
antioksidan terdegradasi (Qing,2005) sehingga semakin lama waktu ekstraksi

menyebabkan kemampuan ekstrak menghambat oksidasi semakin menurun.

4.3.5. Pengaruh Penambahan Persentase Berat Ekstrak Daun Simpur terhadap
Aktivitas Antioksidan
Dari variasi volume dan waktu ekstraksi yang memiliki nilai aktivitas
antioksidan optimum, maka dilakukan pengujian untuk penambahan persentase berat
ekstrak. Pada penelitian sebelumnya, hanya digunakan sebanyak 5% dari berat

minyak goreng yang ditambahkan. Berikut ini aktivitas antioksidan yang didapatkan:
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Gambar 4.17.Aktivitas antioksidan berdasarkan penambahan persentase berat ekstrak

Perambahan jumlah ekstrak pada sistem emulsi minyak goreng dan beta
karoten akan meningkatkan aktivitas antioksidan. Pada awalnya, aktivitas antioksidan
dengan 5% berat ekstrak adalah 92,59% kemudian akan meningkat pada berat ekstrak
10% dan 15% masing-masing menjadi 94,76% dan 96,93%. Peningkatan aktivitas
antioksidan ini berkaitan dengan semakin banyaknya antioksidan dalam sistem
emulsi minyak goreng dan beta karoten sehingga proses penghambatan oksidasi beta
karoten oleh radikal peroksida semakin lambat. Oleh karena itu aktivitas antioksidan

ekstrak akan meningkat setiap penambahan jumlah ekstrak.

4.3.6. Uji ANOVA terhadap Aktivitas Antioksidan

Untuk membandingkan aktivitas antioksidan baik yang terdapat pada sampel
variasi volume pelarut etanol dan waktu ekstraksi ataupun sampel uji dengan aktivitas
antioksidan optimum pada metode ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro,

sonikasi, dan tekanan tinggi menggunakan analisis ragam atau ANOVA.
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« Perbandingan Aktivitas Antioksidan pada Variasi Volume Pelarut

Etanol
Analisis ragam dilakukan untuk mengetahui apakah volume pelarut etanol

mempengaruhi aktivitas antioksidan. Hasil perhitungan aktivitas antioksidan (AA)

dari masing-masing variasi volume pelarut etanol dapat dilihat pada tabel berikut ini.

Tabel 4.1.Aktivitas antioksidan pada variasi ekstraksi volume pelarut etanol

Volume AA
etarol I 1l [l

20mL | 59.13%| 60.42% 60.18%
40 mL | 64.20%| 62.98% 62.73%
60 mL | 64.56%| 64.25% 64.36%
80mL | 76.49%| 76.29% 76.36%
100 mL| 80.11% | 79.94%| 80.00%

Dari pengujian hipotesis ANOVA (Lampiran 7) diperoleh bahwa F hasil
perhitungan (F adalah rasio ragam) lebih besar dari F kritis demgan0,05.
Perbedaan aktivitas antioksidan ini disebabkan oleh semakin banyak volume pelarut,
maka kontak antara serbuk daun dengan etanol akan semakin besar. Sehingga
senyawa bioaktif yang terkandung dalam daun akan lebih cepat berpindah dari dalam
sel daun ke pelarut. Sehingga dapat disimpulkan bahwa ekstraksi dengan bantuan

gelombang mikri dipengaruhi oleh volume pelarut.
« Perbandingan Aktivitas Antioksidan pada Variasi Waktu Ekstraksi
Analisis ragam dilakukan untuk mengetahui apakah waktu ekstraksi

mempengaruhi aktivitas antioksidan. Hasil perhitungan aktivitas antioksidan (AA)

dari masing-masing variasi waktu dapat dilihat pada tabel berikut ini.
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Tabel 4.2.Aktivitas antioksidan pada variasi waktu ekstraksi

Waktu Aktivitas Antioksidan

ekdraksi I I Il

4 menit | 88.44% 88.50%)| 88.55%
8 menit | 92.48% 92.52%| 92.55%
12 menit | 85.32% 85.40%)| 85.45%
16 menit | 83.30% 83.39%| 83.45%
20 menit | 79.82% 79.93%)| 80.00%

Dari pengujian hipotesis ANOVA (Lampiran 8) diperoleh bahwa F hasil
perhitungan (F adalah rasio ragam) lebih besar dari F kritis demgan0,05.
Perbedaan aktivitas antioksidan pada variasi waktu ekstraksi terjadi akibat
terdegradasinya senyawa antioksidan. Penyinaran gelombang mikro yang terlalu lama
menyebabkan suhu dalam sistem meningkat sehingga berisiko terhadap senyawa
bioaktif yang termolabil. Oleh karena itu, dalam dalam proses ekstraksi dengan
bantuan gelombang mikro sebaiknya tidak terlalu lama agar senyawa yang ingin
diekstrak tidak terdegradasi. Sehingga dapat disimpulkan bahwa ekstraksi dengan

bantuan gelombang mikri dipengaruhi oleh waktu ekstraksi.

% Perbandingan Aktivitas Antioksidan pada Metode Ekstraksi dengan
Bantuan Gelombang Mikro (MAE), Sonikasi, dan Tekanan Tinggi.
Analisis ragam dilakukan untuk mengetahui apakah nilai aktivitas antioksidan
akan bernilai sama jika menggunakan metode ekstraksi yang berbeda. Hasil
perhitungan aktivitas antioksidan (AA) optimum dari masing-masing metode

ekstraksi dapat dilihat pada tabel berikut ini.

Tabel 4.3.Aktivitas antioksidan optimum pada metode ekstraksi sonikasi, MAE, dan tekanan tinggi

Aktivitas Antioksidan

Metode I Il [l
Sonikasi 95.24% 95.41%| 95.98%
MAE 92.59%| 92.52%| 92.55%
Tekanan tinggi| 95.12%94.53%| 94.91%
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Dari pengujian hipotesis ANOVA (Lampiran 9) diperoleh bahwa F hasil

perhitungan (F adalah rasio ragam) lebih besar dari F kritis dengah05. Hal ini

berarti adanya perbedaan nilai aktivitas antioksidan antara metode ekstraksi dengan
bantuan gelombang mikro, sonikasi, dan tekanan tinggi. Perbedaan nilai aktivitas
antioskidan ini disebabkan oleh metode ekstraksi dan kondisi operasi yang digunakan
saat proses ekstraksi juga berbeda (volume pelarut, ukuran serbuk daun, waktu
ekstraksi, suhu, dan tekanan). Sehingga dapat disimpulkan bahwa aktivitas
antioksidan dipengaruhi oleh metode ekstraksi dan kondisi operasi yang digunakan

pada saat ekstraksi.
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BAB V
KESIMPULAN

Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian yang telah dilakukan adalah :

Berat ekstrak yang dihasilkan pada variasi volume pelarut etanol dari 20 mL, 40
mL, 60 mL, 80 mL, dan 100 mL berturut-tutut adalah 0,1275 gr, 0,1742 gr,
0,1846 gr, 0,2150 gr, dan 0,2252 gr. Berat ekstrak cenderung semakin besar
dengan meningkatnya volume pelarut etanol karena kontak antara serbuk daun
dengan etanol semakin besar dan senyawa bioaktif yang terkandung dalam daun
akan lebih cepat berpindah dari dalam sel daun ke pelarut.

Berat ekstrak yang dihasilkan pada variasi waktu ekstraksi dari 4, 8, 12, 16, dan
20 menit berturut-turut adalah 0,2403 gr, 0,2717 gr, 0,2444 gr, 0,2359 gr, dan
0,2252 gr. Berat ekstrak cenderung semakin turun dengan meningkatnya waktu
ekstraksi karena penyinaran gelombang mikro yang terlalu lama akan
menyebabkan senyawa bioaktif terdegradasi.

Aktivitas antioksidan optimum dari penelitian ini adalah dengan volume pelarut
etanol 100 mL dan waktu ekstraksi 8 menit, yaitu sebesar 92,51%.

Aktivitas antioksidan akan meningkat seiring bertambahnya persentase berat
ekstrak dari 5%, 10%, dan 15% karena akan semakin banyaknya antioksidan
dalam sistem emulsi minyak goreng dan beta karoten. Sehingga proses
penghambatan oksidasi beta karoten oleh radikal peroksida semakin lambat
yang ditandai dengan peningkatan aktivitas antioksidan dari 92,51%, 94,70%
dan 96,71%.

Uji ANOVA terhadap metode ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro,
sonikasi, dan tekanan tinggi mendapatkan hasil aktivitas antioksidan ekstrak
dipengaruhi oleh metode ekstraksi dan kondisi operasi yang digunakan pada
saat ekstraksi (volume pelarut, ukuran serbuk daun, waktu ekstraksi, suhu, dan

tekanan).
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Data Berat Ekstrak

Variasi volume Variasi waktu
Volume (mL)| Berat ekstrak (gram) Waktu (menit) Berat ekstrak (gram)
20 0.1275 20 0.2252
40 0.1742 16 0.2359
60 0.1846 12 0.2444
80 0.215 8 0.2717
100 0.2252 4 0.2403

Lampiran 2. Data Absorbansi pada Uji Aktivitas Antioksidan

Absorbansi
Sampel 0 15 30| 45 60 75 90 10! 120
1.308(1.249/1.1891.127 1.062| 0.993/0.918/0.842| 0.755
Kontrol negati{ 1.306|1.258(1.197/1.135 1.071|1.007|0.940/ 0.855| 0.758
(blank) 1.312(1.259|1.204/1.137 1.069| 1.001|0.931/0.856| 0.762
0.188|0.187/0.186 - |0.186] - - - 0.179
0.191|0.187/0.186 - |0.187| - - - 0.179
BHT 0.188|0.188{0.188 - |0.186] - - - 0.183
1.733|1.690|1.6591.634 1.613|1.594|1.571|1.542| 1.507
1.728(1.694|1.663/1.638 1.617| 1.598|1.575/1.546| 1.511
2/20 1.733|1.697|1.666/1.6411.620| 1.601|1.578/1.549| 1.514
1.756(1.717|1.692/1.671 1.653| 1.638|1.618/1.591| 1.558
1.763(1.719/1.6891.673 1.655| 1.640|1.620| 1.593| 1.560
2140 1.767|1.724|1.695/1.675 1.657|1.642|1.622| 1.595| 1.562
1.551{1.518{1.493/1.472 1.453,1.433| 1.41 | 1.384 1.355
1.546|1.513/1.4881.467,1.448|1.428|1.405/1.379| 1.35
2/60 1.548(1.515| 1.4911.469 1.45| 1.43| 1.4071.381| 1.352
1.833(1.807| 1.79|1.7751.763|1.753| 1.74 | 1.724 1.703
1.841(1.815/1.7981.783 1.771|1.761|1.748/1.732| 1.711
2/80 1.843|1.817| 1.8 |1.7851.773[1.763| 1.75| 1.734 1.713
1.939(1.914(1.8991.8871.879|1.872|1.862| 1.848| 1.829
1.945| 1.92 | 1.9051.893 1.885|1.878|1.868| 1.854| 1.829
2/100 1.943|1.918/1.903/1.891/1.883| 1.883|1.866| 1.852| 1.835
1.37411.364/1.356/1.349 1.343|1.338|1.331] 1.322| 1.311
1.391(1.381/1.3731.366 1.36 | 1.3551.348|1.339| 1.328
4 menit 1.392|1.382|1.374/1.367/1.361| 1.356|1.349| 1.34 | 1.329

\"A}
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1.516| 1.5081.503/1.498 1.494| 1.49| 1.4861.481| 1.475
1.512] 1.5041.4991.494 1.49| 1.4861.482/1.477| 1.471
8 menit 1.514| 1.5061.501/1.496 1.492|1.488|1.484)1.479| 1.473
1.247| 1.2341.2241.216 1.209/1.203|1.194,1.182| 1.167
1.251] 1.2381.228 1.22]1.213/1.207/1.198 1.186| 1.171
12 menit | 1.256| 1.2431.2331.2251.218|1.212|1.203 1.191| 1.176
1.878|1.861|1.847|1.8371.829]1.822|1.813/1.802| 1.787
1.877| 1.86 | 1.8461.836 1.828]1.821|1.812/1.801| 1.786
16 menit | 1.881|1.864| 1.85| 1.84|1.832|1.825|1.816|1.805| 1.79
1.745| 1.72 | 1.7051.693 1.685| 1.678|1.668| 1.654| 1.635
1.747|1.722|1.707/1.695 1.687| 1.68 | 1.67| 1.6561.637
20 menit | 1.748|1.723/1.708/1.696 1.688| 1.681|1.671) 1.657| 1.638
1.745|1.737|1.732/1.727/1.723{1.719|1.715/ 1.710| 1.704
1.74711.743]|1.738/1.7341.731]| 1.726|1.720/ 1.713| 1.706
5% 1.748|1.743|1.7391.7351.731| 1.727|1.721]1.712| 1.707
1.863|1.859]/1.854{1.852 1.849|1.845[1.842 1.839| 1.834
1.861|1.858]1.852/1.8491.846|1.843| 1.84| 1.839 1.833
10% 1.864| 1.86 | 1.8561.853 1.848|1.845|1.842 1.839| 1.834
1.978|1.975[1.9731.9711.969| 1.967|1.965| 1.963| 1.961
1.978|1.976]1.974]1.9711.968| 1.965|1.964) 1.962| 1.96
15% 1.97711.975[1.972/ 1.97|1.968/1.966|1.965| 1.962| 1.958

Lampiran 3. Data Absorbansi Rata-Rata pada Uji Aktivitas Antioksidan

Absorbansi Rata-rata
Sampel 0 15 30 45 60 75 90 105 120
Blank | 1.309 | 1.2551.197|1.133/1.067|1.000/0.930,0.851/0.758
BHT 0.189 | 0.1870.187| - |0.186/ - - -10.180
20mL | 1.731 | 1.6941.663/1.638/1.617/1.598/1.575/1.546/1.511
40 mL | 1.762 | 1.7201.692(1.673/1.655/1.6401.620/ 1.593|1.560
60 mL | 1.548 | 1.5151.490/1.4691.450/1.430(1.407|1.3811.352
80mL | 1.839 | 1.8131.796|1.781/1.769/1.759/1.746/1.730[1.709
100 mL| 1.942 | 1.9171.902(1.890/1.882/1.875/1.865/1.851/1.832
4 menit| 1.386 | 1.3761.368/1.361|1.355|1.350/1.343|1.334{1.323
8 menit| 1.514 | 1.5061.501/1.496|1.492|1.488/1.484/1.479/1.473
12 menit 1.251 | 1.2381.228/1.220/1.213/1.207/1.198/1.186|1.171
16 menit 1.879 | 1.8621.848/1.838/1.830/1.823/1.814/1.803/1.788
20 menit 1.747 | 1.7221.707|1.695|1.687|1.680/1.670|1.656| 1.637
5% 1.514 | 1.5061.501{1.496|1.492/1.488/1.484/1.4791.473
10% 1.863 | 1.8501.854{1.851/1.848|1.844/1.841/1.839/1.834
15% 1.978 | 1.9751.973/1.971/1.968/1.966|1.965|1.9621.960
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Lampiran 4. Aktivitas Antioksidan Sampel Uji dan Kontrol
Contoh perhitungan aktivitas antioksidan:
Dengan persamaan (2.1), dilakukan perhitungan aktivitas antioksidan pada data

absorbansi ekstraksi variasi waktu ekstraksi 8 menit, di mana:

AAzloO{l—[ ﬁé’ ::oﬂ
:10{1_(1,514— 1,47:3}
1,309- 0,75

=92,51%

Dergan cara yang sama dilakukan perhitungan terhadap data yang lain dan

didapatkan aktivitas antioksidan dar masing-masing data.

Sampel Aktivitas Antioksidan
BHT 98.43%
20 mL 59.91%
40 mL 63.30%
60 mL 64.39%
80 mL 76.38%
100 mL 80.02%
4 menit 88.50%
8 menit 92.51%
12 menit 85.39%
16 menit 83.38%
20 menit 79.91%
5.00% 92.51%
10.00% 94.70%
15.00% 96.71%
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Lampiran 5. Laju Degradasi pada Sampel Uji dan Kontrol

Laju degradasi dihitung dengan persamaan (4.3):

Laju degradasi= In%x

A

1

t

80

Laju Degradasi

Sampel

15

30

45

60

75

90

105

120

Blank

0.002774

10.002982

0.0032043

» 0.003397

0.00358%

10.003799

0.0041000.00454¢

BHT

0.00059

00.000414

0.000237,

0.000391]

20 mL

0.00146@.001349

0.001236

»0.001142

0.001071

10.001054

0.0010800.001136

40 mL

0.001608.001351

0.001153

10.001044

0.000957

10.000934

0.0009600.001015%

60 mL

0.00143@.001273

0.001164

10.001090

0.001057%

10.001061

0.0010870.00112¢

80 mL

0.000949.000789

0.00071%

1 0.000647

0.000593

30.000577

0.0005820.000611

100 mL

0.000861

10.000694

0.000603

» 0.000523

0.000464

50.000449

0.0004570.000486

4 menit

0.00048

30.00043

0.00040%

0.000377

0.00035

0.000350

0.000364

10.00038¢

8 menit

0.00035

30.000287

0.000266

0.000244

0.0002310.000222

0.000223

50.000224

12 menit

0.00069

p0.00061

0.000551

0.000514

0.0004770.000481

0.0005080.000551

16 menit

0.00060

p0.000555

0.00049(

0.000440

0.0004043

0.000391

0.000393

50.000414

20 menit

0.00096

10.00077

0.000674

) 0.000583

0.0005220.000501

o0

0.00051(

)0.000542

Lampiran 6. Kurva Kalibrasi Beta Karoten

Absorbansi

Kurva Kalibrasi Beta Karoten

y=99691x+ 0.1396
R?=0.9918

0.000005

0.00001

Konsentras

i (M)

0.000015

0.00002
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Lampiran 7. Analisis Ragam (ANOVA) Pada Aktivitas Antioksidan Variasi

Volume Pelarut Etanol

Dari data aktivitas antioksidan variasi volume pelarut dilakukakan analisis ragam

untuk mengetahui hubungan antar variasi volume. Aktivitas antioksidan optimum

dari masing-masing volume pelarut dapat dilihat pada tabel.

Vokume AA
pelarut I Il [

20mL | 59.13%| 60.42% 60.18%
40 mL | 64.20%| 62.9894 62.73%
60 mL | 64.56%| 64.25% 64.36%
80mL | 76.49%| 76.29%  76.36%
100 mL| 80.11% | 79.94%| 80.00%

Langkah-langkah menggunakan ANOVA:

1.

Hipotesis

Ho = Aktivitas antioksidan dari ekstrak daun simpur tidak dipengaruhi oleh
volume pelarut etanol

H; = Aktivitas antioksidan dari ekstrak daun simpur dipengaruhi oleh volume
pelarut etanol

a=0,05

Jumlah populasi/sampel, k = 3, maka derajat kebebasan pembilang; f

1 = 2. Banyaknya seluruh anggota sampel, T = 15, maka derajat kebebasan
penyebut, dfn=T —k = 13.

Batas-batas daerah penolakan/batas kritis uji dua-ujung. Dari tabel Fauntuk
= 0,05; derajat kebebasan pembilang,gif= 2 dan derajat kebebasan
penyebut, di.n= 13 sehingga batas kritis adalajpd= 3,806.

Aturan keputusan:

Tolak Hy dan terima Hljika RUr > 3,806. Jika tidak demikian, terima.H
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6. Rasio uji: agar lebih mudah, digunakan tabulasi perhitungan sebagai berikut:

Volume Aktivitas Antioksidan
pelarut|  x X; Xk x> X X2
20mL | 59.13%| 60.42% 60.18% 0.3497 0.3651 0.3622
40 mL | 64.20%| 62.98% 62.73% 0.4121 0.3966 0.3935
60 mL | 64.56%| 64.25% 64.36% 0.4168 0.4128 0.4143
80 mL | 76.49%| 76.29%  76.36% 0.5851 0.5820 0.5831
100 mL| 80.11% | 79.94% 80.00% 0.6417 0.6390 0.6400
Total 3.4448 | 3.4388] 3.4364 2.40%4 2.3956 2.3931

GT 10.3200 7.1940

S = Y (¥ —[GTZJ = 7,194&[1O'f§06 ] =0,0938

=
2 2 2 2 2
) _(inj 20mL) +(Z>§40m|) +(Z %60 ml;l +(Z X80 m)_ +(Z 700 n‘)_—(GTzJ
eat — K T
(14,7974 +( 1,899 +( 1,93)7+( 2,29)f5+( 2,4905 (10,3206
- 3 15
=0,0936
SS, = S§ - $S:=0,0002
ERGEY
Sumber ragam SS df df S
Perlakuan 0,0936 2 0.0468 2692,0218
Error 0,0002| 13 | 1,7382x 10
Total 0,0938 15

7. Pengambilan keputusan
Karena RY > 5,143, maka K = aktivitas antioksidan dari ekstrak daun
simpur tidak dipengaruhi oleh volume pelarut etanol ditolak. Hal ini berarti

volume pelarut etanol mempengaruhi aktivitas antioksidan yang didapatkan.
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Lampiran 8. Analisis Ragam (ANOVA) Pada Aktivitas Antioksidan Variasi

Waktu Ekstraksi

Dari data aktivitas antioksidan variasi waktu ekstraksi dilakukakan analisis ragam

untuk mengetahui hubungan antar variasi waktu ekstraksi. Aktivitas antioksidan

optimum dari masing-masing waktu ekstraksi dapat dilihat pada tabel.

Waktu AA
Ekstraksi I Il 1

4 menit 88.44% 88.50%| 88.55%
8 menit 92.48% 92.52%] 92.55%
12 menit | 85.32% 85.40%| 85.45%
16 menit | 83.30% 83.39%| 83.45%
20 menit | 79.82% 79.93%| 80.00%

Langkah-langkah menggunakan ANOVA:

1.

Hipotesis
Ho = Aktivitas antioksidan dari ekstrak daun simpur tidak dipengaruhi oleh

waktu ekstraksi
H, = Aktivitas antioksidan dari ekstrak daun simpur dipengaruhi oleh waktu

ekstraksi.

2. a=0,05

Jumlah populasi/sampel, k = 3, maka derajat kebebasan pembilang; f

1 = 2. Banyaknya seluruh anggota sampel, T = 15, maka derajat kebebasan
penyebut, dfen=T — k = 13.

Batas-batas daerah penolakan/batas kritis uji dua-ujung. Dari tabel Fountuk

= 0,05; derajat kebebasan pembilang,¢lf= 2 dan derajat kebebasan
penyebut, di.n = 13 sehingga batas kritis adalajyd= 3,806.

Aturan keputusan:

Tolak H, dan terima Hljika RUr > 3,806. Jika tidak demikian, terima.H

Rasio uji: agar lebih mudah, digunakan tabulasi perhitungan sebagai berikut:
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Waktu Aktivitas Antioksidan
ekstraksi Xi X Xk Xi2 Xj2 sz
4 menit | 88.44% 88.50% 88.55% 0.7820.7833| 0.7840
8 menit | 92.48% 92.52% 92.55% 0.8550.8560| 0.8565
12 menit | 85.32% 85.40% 85.45%0 0.7280.7293| 0.7302
16 menit | 83.30% 83.39% 83.459%0 0.6939.6955| 0.6965
20 menit | 79.82% 79.93% 80.00% 0.6370.6388| 0.6400
Total 4.2936| 4.2974 4.3000 3.6963.7029| 3.7072
GT 12.8910 11.1064

84

2
S =D (¥ —[%J = 11,1064—[12’23316 J =0,027871

el e g vl 0 ol 2 o o

S$reat - k T
_(2.6549% +( 2,775 +( 2,5698+( 2,50)(5+( 2,3974 (12,8918
N 3 15
=0,027866
SS, = S§ - $S,=4,57x10°
SENGES
Sumber ragam SS df df SSy
Perlakuan 0,027871 2 0,013933 395948
Error 4,57x10°| 13 3,52x 107
Total 0,027866 15

7. Pengambilan keputusan
Karena RY > 3,806, maka K = aktivitas antioksidan dari ekstrak daun
simpur tidak dipengaruhi oleh waktu ekstraksi ditolak. Hal ini berarti waktu

ekstraksi mempengaruhi aktivitas antioksidan yang didapatkan.
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Lampiran 9. Analisis Ragam (ANOVA) Pada Pengujian Perbandingan Sampel
Uji pada Metode Ekstraksi dengan Bantuan Gelombang Mikro
(MAE), Sonikasi, dan Tekanan Tinggi

Dari tiga metode ekstraksi, yaitu metode ekstraksi dengan bantuan gelombang mikro,
sonikasi dan tekanan tinggi didapatkan aktivitas antioksidan optimum dari tiga data
triplo yang diambil. Aktivitas antioksidan optimum dari masing-masing metode dapat

dilihat pada tabel.

Aktivitas Antioksidan

Metode I l 1]
Sonikasi 95.24% 95.41%)| 95.98%
MAE 92.59%| 92.52%| 92.55%
Tekanan tinggi| 95.12%94.53%| 94.91%

Langkah-langkah menggunakan ANOVA:

1. Hipotesis
Ho = Aktivitas antioksidan dari ekstrak daun simpur tidak dipengaruhi oleh
metode ekstraksi
H, = Aktivitas antioksidan dari ekstrak daun simpur dipengaruhi oleh metode
ekstraksi

2. a=0,05

3. Jumlah populasi/sample, k = 3, maka derajat kebebasan pembilang; f
1 = 2. Banyaknya seluruh anggota sampel, T = 9, maka derajat kebebasan
penyebut, dfn=T —k = 6.

4. Batas-batas daerah penolakan/batas kritis uji dua-ujung. Dari tabel Fauntuk
= 0,05; derajat kebebasan pembilang,u¢lf= 2 dan derajat kebebasan
penyebut, df.n = 6 sehingga batas kritis adalagpé= 5,143.

5. Aturan keputusan:

Tolak H, dan terima Hljika RUr > 5,143. Jika tidak demikian, terima.H
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6. Rasio uji: agar lebih mudah, digunakan tabulasi perhitungan sebagai berikut:

Aktivitas Antioksidan

Metode Xj X Xk Xi2 Xj2 sz
Sonikasi 0.9524 0.9541 0.9598 0.9072 0.9103 0.9212
Microwave 0.9259| 0.9252 0.9255 0.8572 0.85360 0.8565
Tekanan tinggj 0.9512| 0.9453 0.9491 0.9048 0.8936 0.9008
Total 2.8295| 2.8246 2.8343 2.6691 2.6599 2.6784
GT 8.4885 8.0075

SSy =) (¥ —[GTZ j = 8,075—[8’ 4§8§ J =0,001521

T
5§ = (Z X MAE)2 +(Z % Sonika%i2 +(Z X H9>2 _(GTZJ
eat — K a
_ (2.8295" +( 2.824F +( 2.83)3 _[8, 488% J

3 9
=0,001474

SS, = SS - S$S =0,000047

ol S
Sumber ragam SS df df SSu
Perlakuan 0,001474 2 0.000737 | 92.6351668
Error 0,000047 6 7,95 x 10
Total 0,001521 8

7. Pengambilan keputusan
Karena RY > 5,143, maka K = aktivitas antioksidan dari ekstrak daun
simpur tidak dipengaruhi oleh metode ekstraksi ditolak. Hal ini berarti metode

ekstraksi mempengaruhi aktivitas antioksidan yang didapatkan.
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