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Abstrak 

 

Nama   :  Winda Sutrisno 

Program Studi  :   Kimia Hayati 

Judul                      :  Sintesis Senyawa Dimer Isoeugenol Menggunakan Enzim 

Peroksidase dari Kulit Bawang Bombay (Allium Cepa 

L.) serta Uji Aktivitas Antioksidan 

 

Penelitian ini dilakukan untuk melakukan sintesis senyawa dimer 

isoeugenol melalui reaksi kopling oksidatif menggunakan enzim peroksidase yang 

berasal dari kulit bawang bombay (Allium cepa L.). Kondisi optimum reaksi yang 

diperoleh adalah pada perbandingan isoeugenol dan H2O2 1:0,5, pH 3,0 dan 

penambahan 10% metanol sebagai cosolvent. Identifikasi senyawa yang 

dihasilkan dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis, LC-MS, dan GC-MS. 

Reaksi kopling oksidatif isoeugenol menghasilkan senyawa yang lebih dikenal 

sebagai dehidrodiisoeugenol atau Licarin A. Yang merupakan kopling pada posisi 

ikatan C8 dan C5’. Uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan menggunakan 

metode DPPH. Hasil dari metode DPPH tersebut menujukkan bahwa senyawa 

dimer isoeugenol dapat bersifat sebagai antioksidan dengan nilai IC50 = 235,3 

ppm. 

 

Kata Kunci  : Isoeugenol, peroksidase, reaksi kopling oksidatif, DPPH 

xiii + 70 halaman : 24 gambar, 5 tabel, dan 8 lampiran 

Daftar Pustaka  : 31(1981-2011) 
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Abstract 

Name   :  Winda Sutrisno 

Program Study :   Kimia Hayati 

Title                       :  Sintesis Senyawa Dimer Isoeugenol Menggunakan Enzim 

Peroksidase dari Kulit Bawang Bombay (Allium Cepa 

L.) And Activity Antioxidant Test 

 

The aim of this research was to synthesis dimerization product of isoeugenol 

by oxidative coupling reaction which is catalyzed by peroxidase from shell of 

onion (Allium cepa L.). The optimum reaction condition were obtained by varying 

mol ratio of isoeugenol and H2O2 1:0,5, pH 3, and 10% methanol as cosolvent. 

The structure of compounds were identified by spectrometer UV-Vis, LC-MS, and 

GC-MS. Oxidative coupling reaction of isoeugenol were identified as 

dehydrodiisoeugenol or licarin A which is coupling at C8 and C5’. The activity of 

antioxidant was tested with DPPH method. The result of DPPH method showed 

that dimerization product of isoeugenol can act as antioxidant with value of IC50 = 

235,3 ppm.  

 

Key words : Isoeugenol, peroxidase, oxidative coupling reaction, DPPH  

xiii + 70 pages : 24 pictures, 5 tables, and 8 appendixs 

Bibliography : 31(1981-2011) 
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BAB I 

Pendahuluan 

 

1.1. Latar belakang 

Sebagian besar senyawa organik bahan alam adalah senyawa-senyawa 

aromatik. Diantara beraneka ragam kandungan senyawa kimia dalam tumbuhan 

terdapat senyawa yang berasal dari golongan senyawa fenolik. Senyawa ini 

tersebar dalam spesies tumbuh-tumbuhan yang ada di alam. Beberapa senyawa 

fenolik yang sering dijumpai dan bermanfaat antara lain eugenol, isoeugenol, 

katekin, dan cinnamaldehida. 

Senyawa fenolik dianggap memiliki potensi sebagai antioksidan untuk dapat 

melindungi sel terhadap kerusakan yang diakibatkan serangan oksidatif, 

mengurangi resiko penyakit degeneratif yang disebabkan oleh oxidative stress 

seperti penyakit jantung, osteoporosis, diabetes mellitus, dan penyakit 

neurodegeneratif (Sonia Moussoni, 2009). Di lain pihak, jumlah sampah atau 

limbah baik cair ataupun padat diproduksi setiap tahun oleh industri makanan. 

Pada prinsipnya, material sampah tersebut mengandung materi organik yang 

bersifat biodegradable yaitu dapat diolah kembali dan adanya penumpukan 

sampah dapat menimbulkan masalah lingkungan. Dari keadaan tersebut dapat 

diteliti penggunaan enzim yang berasal dari sampah untuk digunakan pada sintesis 

senyawa kimia.   

Pembentukan dimer dari senyawa isoeugenol dapat dilakukan melalui reaksi 

kopling oksidatif secara enzimatis yaitu dengan bantuan biokatalis berupa enzim. 

Ada sebuah kemungkinan penggunaan enzim yang berasal dari ektrak kasar 

(tanpa tahap pemurnian yang lama) dari bawang bombay. Seperti diketahui bahwa 

peroksidase yang berasal horseradish, sawi hijau, dan tembakau telah banyak 

diteliti sebagai reagen untuk sintesis organik dan biotransformasi. Adapun 

keuntungan penggunaan enzim pada reaksi ini adalah ketersediaan enzim yang 

sangat berlimpah di alam, sifatnya yang ramah lingkungan, dan menghasilkan 

produk yang tidak berbahaya. Tetapi penggunaan enzim pada reaksi ini juga 
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mempunyai beberapa kerugian yaitu enzim yang bersifat selektif, hanya dapat 

mengkatalisis senyawa-senyawa dari golongan fenol dan amina aromatik, 

sehingga penggunaannya di dalam industri polimer menjadi terbatas. 

Pada reaksi kopling oksidatif ini, enzim peroksidase akan mengoksidasi 

senyawa fenolik yang menyebabkan terbentuknya suatu radikal fenoksi, radikal 

ini mampu melakukan resonansi pada posisi orto dan para pada cincin 

aromatiknya dan selanjutnya akan bergabung dengan radikal fenoksi yang lain 

membentuk senyawa polifenol baru. Cara ini dikenal sebagai polimerisasi secara 

enzimatis. 

Pada penelitian ini, diharapkan enzim peroksidase yang berasal dari ekstrak 

kulit bawang bombay dapat menghasilkan senyawa dimer melalui reaksi kopling 

oksidatif dengan menggunakan substrat isoeugenol. Dan setelah terbentuknya 

senyawa dimer tersebut, dapat diteliti aktivitas antioksidan dari senyawa polifenol  

yang dihasilkan.  

 

1.2. Rumusan Masalah  

 

Penggunaan senyawa fenolik saat ini yang cukup besar dalam bidang 

industri membuat banyak penelitian yang ditujukan untuk mensintesis senyawa 

fenolik. Proses sintesis senyawa fenolik ini dilakukan dengan menggunakan reaksi 

kopling oksidatif dengan bantuan enzim peroksidase yang berasal dari ekstrak 

bawang bombay. Pada penelitian ini diharapkan dapat dibuat suatu senyawa dimer 

dari isoeugenol dengan menggunakan enzim peroksidase tersebut dan dapat 

diteliti aktivitas antioksidan dari senyawa dimer yang dihasilkan tersebut.  

 

1.3. Tujuan 

 

Tujuan penelitian ini adalah untuk membuat senyawa dimer dari isoeugenol 

dengan menggunakan bantuan enzim peroksidase yang berasal dari ekstrak kulit 

bawang bombay dan mengetahui aktivitas antioksidan dari senyawa dimer 

tersebut. 
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1.4. Hipotesis 

 

Hipotesis dari penelitian ini adalah dapat dibuat senyawa dimer dari 

isoeugenol dengan bantuan enzim peroksidase yang berasal dari ekstrak kulit 

bawang bombay dan terdapat aktivitas antioksidan dari senyawa dimer yang 

dihasilkan tersebut. 

 

1.5. Ruang Lingkup Penelitian 

 

Penelitian ini bertujuan untuk menghasilkan senyawa dimer yang berasal 

dari senyawa isoeugenol dengan menggunakan bantuan enzim peroksidase yang 

berasal dari ekstrak kulit bawang bombay. Dan setelah senyawa dimer terbentuk, 

senyawa dimer tersebut akan diteliti aktivitas antioksidannya dengan 

menggunakan senyawa DPPH. Dimerisasi dari senyawa isoeugenol dengan 

bantuan enzim peroksidase ini dilakukan melalui reaksi kopling oksidatif. Pada 

reaksi kopling oksidatif, enzim peroksidase akan mengoksidasi senyawa 

isoeugenol yang menyebabkan terbentuknya senyawa radikal isoeugenol. 

Senyawa radikal ini dapat beresonansi dengan posisi orto dan para pada cincin 

aromatiknya dan selanjutnya akan bergabung dengan radikal yang lain 

membentuk senyawa dimer baru. 

 

1.6.Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah dapat memberikan informasi dan kajian 

ilmiah mengenai sintesis senyawa dimer isoeugenol dari ekstrak kulit bawang 

bombay. Selain itu, diharapkan senyawa yang dihasilkan juga memiliki aktivitas 

antioksidan. 
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BAB II 

Tinjauan Pustaka 

 

2.1. Senyawa Fenolik 

Senyawa fenolik banyak terdapat di alam, mempunyai variasi struktur yang 

luas, mudah ditemukan di tanaman, daun, bunga, dan buah. Golongan senyawa 

yang termasuk fenolik sedehana antara lain adalah vanilin, guaiakol, asam 

salisilat, dan asam sinamat. Senyawa fenolik memiliki struktur yang khas yaitu 

memiliki satu atau lebih gugus hidroksil yang terikat pada satu atau lebih cincin 

aromatik benzena, sehingga senyawa ini memiliki sifat yang khas yaitu dapat 

teroksidasi. Kemampuan membentuk radikal fenoksi yang stabil pada proses 

oksidasi menyebabkan senyawa ini banyak digunakan sebagai antioksidan. 

Aktivitas fisiologis senyawa fenolik yang ada pada tumbuhan sangat 

beragam. Senyawa fenol sederhana terlibat dalam pembawa elektron pada 

fotosintesis dan dalam pengaturan enzim tertentu. Beberapa senyawa tertentu 

yang tergolong senyawa flavonoid berperan dalam merangsang atau menarik 

serangga agar membantu penyerbukan ke bunga. Adapula beberapa senyawa 

fenolik yang bersifat racun terhadap hewan pemangsa tanaman. 

 

CHO

OCH3

HO

    

H3CO

HO           

OH

COOH  

 

             Vanilin                               Guaiakol                        Asam Salisilat 
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              OH

O

O

   

OH

O  

                    Metil Salisilat                                                  Isoeugenol 

 

Gambar 2.1. Senyawa Fenolik 

 

2.2. Lignan 

Senyawa-senyawa golongan fenil propanoid membentuk dimer dengan 

struktur lignan. Senyawa lignan memiliki struktur dasar (struktur induk) yang 

terdiri dari 2 unit fenil propanoid yang tergabung melalui ikatan 8-8’ atau ikatan 

β-β’. Ikatan khas ini digunakan sebagai dasar penamaan lignan. 

 

OH

OH

H3CO

                         

 

Gambar 2.2. Dasar penomoran atom karbon senyawa monolignol dan lignan   

 

Penggabungan dua unit fenil propanoid dapat terjadi selain melalui ikatan 8-8’ 

yang digolongkan dalam neolignan. Sedangkan jika 2 unit fenil propanoid bergabung 

melalui atom O maka senyawa tersebut termasuk dalam golongan oxineolignan. 

(www.chem.qmul.ac.uk/iupac/lignan) 
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8-3’ neolignan                                                       3-3’ neolignan 

 

Gambar 2.3. Senyawa golongan neolignan 

 

O

 

 

8-4’ oxineolignan 

Gambar 2.4. Senyawa golongan oxineolignan 

 

Senyawa lignan memiliki banyak modifikasi pada struktur induknya antara 

lain dapat menghasilkan penambahan cincin, penambahan atau penghilangan 

atom C dan sebagainya. Senyawa ini tersebar luas di dunia tumbuhan dan banyak 

digunakan sebagai antioksidan dan sebagai komponen sinergestik dalam 

inteksida. Selain itu, lignan merupakan komponen aktif dalam obat tertentu 

(Muryeti, 2011). Salah satu senyawa golongan lignan yaitu podophylotoxin 

diketahui dapat menghambat tumor. 

 

2.3. Isoeugenol 

Isoeugenol berasal dari senyawa turunan fenilpropanoida. Senyawa ini 

bersama dengan senyawa turunan fenilpropanoida lain seperti eugenol dan metil 

eugenol di dalam tanaman digunakan sebagai pertahanan terhadap serangan 

hewan dan mikroorganisme serta sebagai penarik serangga dalam mengadakan 
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penyerbukan bunga. 

Struktur, sifat kimia, dan sifat fisika dari isoeugenol sebagai berikut: 

              

                 Cis-isoeugenol                                           Trans-isoeugenol 

 

Nama trivial  :  Isoeugenol 

Nama IUPAC  :  2-metoksi-4-(1-propenil) fenol 

Rumus molekul :  C10H12O2 

Bentuk fisik  :  Cairan tidak berwarna sampai kekuningan 

Berat molekul  :  164.20 g/mol 

Titik leleh  :  -10 
o
C 

Titik didih  :  266-268 
o
C 

Titik nyala  :  112 
o
C 

Indeks bias  :  1,5410 

Kelarutan                    :  Tidak larut dalam air tetapi sangat larut dalam eter dan  

ethanol 

Isoeugenol  banyak digunakan sebagai pewangi pada parfum, pemberi rasa, 

dan aroma minyak esensial dan dalam bidang pengobatan (antiseptik dan 

analgesik lokal). Isoeugenol terdapat pada minyak cengkeh dan biji pala. Di 

dalam minyak cengkeh, senyawa ini bersama dengan metil eugenol memiliki 

komposisi sekitar 5-15% sedangkan sisanya 85-95% adalah eugenol. Selain 

diperoleh secara alami, isoeugenol juga dapat diperoleh secara sintesis. Di 

industri, sintesis isoeugenol dilakukan dengan menggunakan basa kuat seperti 

KOH atau NaOH.  
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2.4. Enzim 

Enzim merupakan katalis biologi, umumnya berupa senyawa protein yang 

dapat meningkatkan kecepatan reaksi kimia yang terjadi dalam sel hidup dengan 

sangat efisien tanpa mengalami perubahan apapun pada dirinya sendiri. Dalam 

reaksi enzimatis, enzim berikatan dengan substrat yang akan diubah menjadi 

produk dan kemudian enzimnya akan dibebaskan kembali. Setiap enzim bersifat 

spesifik terhadap substratnya untuk menghasilkan produk tertentu. 

Pada umumnya enzim memerlukan suatu kofaktor yang bukan protein dan 

yang dapat berikatan agak longgar ataupun terikat secara kuat dengan enzim yang 

disebut sebagai gugus prostetik. Banyak enzim yang memerlukan kofaktor berupa 

ion logam seperti Mn
2+,

 Fe
2+,

 Mg
2+

 atau berupa molekul organik yang dikenal 

sebagai koenzim. Bagian protein dari enzim disebut sebagai apoenzim sedangkan 

enzim keseluruhannya disebut haloenzim. 

Molekul enzim memiliki berat berkisar antara 12000 hingga lebih dari 1 juta 

dalton. Oleh karena itu, enzim berukuran sangat besar jika dibandingkan dengan 

substrat atau gugus fungsional targetnya. 

 

2.5. Klasifikasi Enzim 

Menurut International Commision of Enzymes, secara sistematis enzim 

diklasifikasikan menjadi enam kelompok besar yaitu: 

No. Kelas Jenis reaksi yang dikatalisis 

1 Oksidoredutase Pemindahan elektron antara dua sistem redoks (Reaksi 

Oksidasi/Reduksi) 

2 Transferase Transfer atom atau gugusan antara dua molekul 

3 Hidrolase Reaksi Hidrolisis (pemindahan gugus fungsional ke 

air) 

4 Liase Pelepasan gugus fungsi dari substrat (tidak melalui 

hidrolisis) 

5 Isomerase Pemindahan gugus di dalam molekul menghasilkan 

bentuk isomer (Reaksi isomerisasi) 

6 Ligase Penambahan ikatan C-C, C-N, C-S, dan C-O oleh 
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reaksi kondensasi yang berkaitan dengan penguraian 

ATP (Sintesis penggabungan dua molekul disertai 

dengan peutusan ikatan pirofosfat dalam suatu 

nukleosida triposfat) 

 

2.6. Aktivitas Enzim 

Satuan standar yang digunakan untuk mengukur aktivitas enzim adalah unit 

aktivitas, yang dikenal sebagai unit. Satu unit enzim adalah jumlah enzim yang 

mampu mengkatalisis perubahan setiap μmol substrat menjadi produk per menit 

pada kondisi tertentu. Sedangkan aktivitas spesifik enzim didefinisikan sebagai 

jumlah unit enzim yang terdapat pada 1 mg protein enzim. 

Berdasarkan definisi tersebut maka nilai aktivitas spesifik enzim 

menunjukkan kemurnian suatu enzim, dengan demikian semakin besar aktivitas 

spesifiknya berarti kemurnian enzim tersebut semakin tinggi. 

Aktivitas enzim dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain: 

1. Konsentrasi substrat 

Agar suatu reaksi enzimatis berlangsung harus terdapat hubungan atau 

kontak antara enzim dan substrat. Oleh karena ukuran enzim lebih besar dari 

substrat maka tidak seluruh bagian enzim mengadakan kontak dengan substrat. 

Kontak antara substrat dengan enzim terjadi pada sisi aktif enzim. Kontak ini 

hanya mungkin terjadi apabila sisi aktif enzim memiliki ruang yang tepat untuk 

menampung substrat yang sesuai. Substrat yang konformasinya tidak cocok 

dengan sisi aktif enzim tidak dapat mengadakan kontak dengan enzim. Hal ini 

mengakibatkan enzim tidak dapat berfungsi terhadap substrat tersebut. Kontak 

antara enzim dengan substrat menyebabkan terjadinya suatu kompleks enzim 

substrat. Kompleks ini akan terurai lagi menjadi produk dan reaktan.   

2. Pengaruh pH 

Sebagian besar enzim adalah suatu protein maka perubahan pH akan 

langsung mempengaruhi sifat ionik dari gugus amino dan gugus karboksilat. Hal 

ini akan mempengaruhi sisi aktif dan konformasi enzim. pH yang terlalu tinggi 

atau terlalu rendah akan menyebabkan denaturasi protein sehingga enzim tidak 

menjadi aktif lagi. Oleh karena itu, perlu dicari pH optimum enzim tersebut.  
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3. Pengaruh temperatur 

Pada umumnya enzim adalah suatu protein sehingga temperatur yang tinggi 

akan mengakibatkan hilangnya fungsi kerja enzim karena mengalami denaturasi.  

4. Pengaruh aktivator 

Pada umumnya enzim tidak akan berfungsi optimal atau tidak berfungsi 

sama sekali jika tidak ada zat aktivator yang biasanya berupa ion atau logam. 

5. Pengaruh inhibitor 

Inhibitor adalah suatu senyawa yang cenderung menurunkan laju suatu 

reaksi enzimatik. Inhibitor terbagi menjadi dua yaitu inhibitor reversibel dan 

inhibitor irreversibel. Inhibitor reversibel berikatan dengan enzim secara 

reversibel, inhibitor ini dapat dilepas kembali dengan proses dialisis atau bahkan 

hanya dengan pengenceran sehingga aktivitas enzim bisa didapatkan kembali. 

Inhibitor irreversibel berikatan secara kuat dengan enzim dan tidak dapat 

dilepaskan kembali karena biasanya ikatan yang terbentuk adalah ikatan kovalen. 

 

2.7. Pemisahan dan Pemurnian Enzim 

2.7.1. Isolasi dan Ekstraksi Enzim 

Isolasi enzim adalah proses pelepasan enzim dari sel penghasilnya. Sel 

penghasil enzim dapat berasal dari hewan, mikroba atau tanaman. Pada saat 

ekstraksi, dinding dan membran sel dipecahkan enzim bersama-sama zat lain akan 

dikeluarkan dari sel ke dalam medium dan saling berinteraksi akibatnya aktivitas 

enzim dapat menurun. Untuk memperkecil penurunan aktivitas enzim biasanya 

pada medium ditambahkan β-merkaptoetanol, thioglikolat, senyawa sulfihidril 

lainnya atau agen pengikat logam yang akan meningkatkan hasil ekstraksi, 

aktivitas, dan stabilitas enzim. 

Untuk isolasi enzim-enzim intraseluler perlu dilakukan pemecahan dinding 

sel penghasil enzim tersebut. Untuk maksud ini dapat dilakukan berbagai cara 

baik secara fisika maupun secara kimia. Pemecahan dinding sel secara fisika dapat 

dilakukan dengan cara: 

1) Dengan alat homogenizer. Alat ini dapat berupa waring blender atau 

pencacah yang lain. Hasil yang paling baik diperoleh bila digunakan 
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jaringan yang masih muda dalam mempercepat pemecahan sel tersebut 

sehingga pengaruh oksidasi oleh oksigen dan pemanasan yang dapat 

mengurangi aktivitas enzim dapat dikurangi. 

2) Sonikasi. Sel dalam medium cair diberikan getaran di atas frekuensi batas 

pendengaran manusia (di atas 20 kHz). Getaran medium bunyi 

menimbulkan perapatan dan peregangan dalam medium tersebut yang 

menyebabkan timbulnya perubahan periodik tekanan dalam cairan medium 

dan plasma sel yang sedemikian cepat. Sementara itu gas hasil respirasi 

membentuk rongga udara dalam cairan. Akibat perubahan periodik cepat di 

atas, rongga ini membentuk suatu gelombang kejut memberikan efek 

pemecahan dindning sel tersebut.  

3) Pembekuan dan pencairan, jika pasta sel sebelum digunakan disimpan lebih 

dulu pada suhu -20
o
C maka ia akan mengalami perusakan dinidng sel. 

Akibat sifat anomali air yan menunjukkan pemuaian volume pada saat 

pendinginan 0
o
C yang menyebabkan sekitar 50% protein periplasma akan 

dilepaskan ke dalam medium tapi hanya sekitar 10% dari protein yang dapat 

melarut kembali. 

4) Kejutan Osmosa. Bila mula-mula bakteri diletakkan dalam media dengan 

tekanan osmosa tinggi, misal dengan sukrosa 20% sampai tercapai keadaan 

setimbang kemudian dipindahkan ke dalam media air maka akan timbul 

aliran air yang kuat dari media ke dalam sel sehingga menyebabkan 

pecahnya dinding sel.  

5) Agitasi dan abrasi. Pasta sel ditempatkan dalam wadah yang mengandung 

butiran-butiran gelas dan digetarkan dengan cepat sehingga timbul gaya 

gesek akibat gradien kecepatan oleh tumbukan antar butiran dan antara 

butiran dengan mikroorganisme. 

Ekstraksi enzim dapat pula dilakukan dengan ekstraksi kimia yaitu dengan 

cara: 

1) Deterjen 
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Pada kondisi pH dan kekuatan ion yang sesuai, deterjen akan berinteraksi dengan 

lipoprotein membentuk misel. Karena itu lipoprotein yang merupakan konstituen 

membran dapat larut sehingga enzim dapat dikeluarkan.   

2) Enzim litik 

Merupakan cara yang efektif dan hati-hati dalam pemecahan dinding sel. Enzim 

litik yang umum dikenal adalah enzim lisozim yang diperoleh dari putih telur. 

Enzim ini memecahkan ikatan β-1,4 glikosida dari polisakarida penyusun dinding 

sel.  

3) Alkali 

Penempatan sel pada medium dengan dengan pH 11-12,5 selama 20 menit 

menyebabkan pecahnya dinding sel.  

2.7.2. Sentrifugasi 

Sentrifugasi dipilih untuk memisahkan molekul-molekul enzim dari zat-zat 

yang lebih besar seperti seperti sisa-sisa jaringan, sel-sel mati atau serpihan sel. 

Laju dari beberapa enzim untuk mengendap tergantung pada beberapa faktor yaitu 

ukuran, berta molekul, dan viskositas larutan. Telah diketahui secara umum 

bahwa semakin besar berat molekul semakin besar pula kecepatan pengendapan. 

Pemisahan akan lebih cepat tercapai jika diameter partikel besar, perbedaan massa 

jenis partikel dan larutan yang besar dan viskositas larutan yang rendah. Selain itu 

kecepatan angular yang tinggi, radius putaran yang besar, lapisan cairan yang tipis 

juga dapat mempercepat proses. Sentrifugasi sangat luas digunakan untuk 

memisahkan endapan atau material tidak terlarut dalam proses isolasi seperti 

untuk memisahkan sel dibris setelah homogenisasi atau untuk mengumpulkan 

enzim setelah diendapkan dengan penambahan ammonium sulfat.  

2.7.3. Salting-Out 

Molekul-molekul besar dan bermuatan umumnya sukar larut dalam air 

murni karena kekuatan ionnya rendah. Penambahan ion akan meningkatkan 

kelarutan dengan memencarkan muatan molekul besar tersebut (salting-in). Jika 

kekuatan ion dinaikkan terus maka molekul-molekul ini akan mengendap (salting-

out). Hal ini terjadi karena pada konsentrasi ion yang tinggi terjadi persaingan 

antara solvasi pelarut terhadap molekul terlarut dan solvasi pelarut terhadap ion. 
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Karena ion-ion yang ditambahkan jauh mudah larut dibandingkan dengan molekul 

besar itu maka terjadi pengendapan molekul-molekul yang besar tersebut. Zat 

yang paling umum digunakan untuk salting-in atau salting-out terhadap larutan 

protein adalah ammonium sulfat. Garam ini sering dipilih karena murah, sangat 

mudah larut, mempunyai molaritas yang cukup tinggi yang dapat menyebabkan 

pengendapan bagi sebagian besar protein, mengurangi pertumbuhan bakteri, dan 

yang terpenting adalah sebagian besar enzim tidak rusak dengan adanya garam 

ini. Ammonium sulfat dapat mengendapkan hampir semua protein yang larut pada 

semua temperatur bahkan juga pada temperatur es yang mendekati titik beku air. 

 

2.8. Enzim Peroksidase 

Enzim peroksidase (EC 1.11.1.7) merupakan salah satu enzim yang 

termasuk ke dalam kelas enzim oksidoreduktase. Enzim ini mengkatalisis transfer 

atom H, atom O atau elektron dari satu substrat ke lainnya. Peroksidase 

merupakan protein yang mengandung “heme” yang dapat mengkatalisis reaksi 

oksidasi dari berbagai senyawa organik ataupun senyawa anorganik dengan 

adanya H2O2 sebagai akseptor elektron. Peroksidase sering digunakan untuk 

mengkatalisis senyawa-senyawa dari golongan fenol dan amina aromatik.   

Enzim peroksidase dalam metabolisme tubuh makhluk hidup dan beberapa 

substrat lainnya berfungsi mempercepat konversi H2O2 yang bersifat racun 

menjadi molekul H2O yang netral dengan adanya substrat yang bertindak sebagai 

donor hidrogen sehingga sel hidup tidak mengalami kerusakan. Persamaan reaksi 

yang terjadi adalah sebagai berikut: 

      

             AH2                                                         A + 2e + 2H
+
     

         H2O2 + 2e + 2H
+
                                             2H2O 

 

Peroksidase 

              H2O2 + AH2                                             2H2O + A 
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AH2 adalah substrat yang bertindak sebagai donor elektron 

Enzim peroksidase umumnya berada dalam sel hewan maupun tanaman. 

Pada tanaman, dapat ditemukan pada horseradish, kedelai, kentang, tomat, wortel, 

pisang, strawberry, dan lain-lain. 

Dari hasil penelitian diketahui bahwa peroksidase memiliki peranan dalam 

proses lignifikasi, cross-linking struktur protein pada dinding sel, katabolisme 

auksin, dan pertahanan diri terhadap patogen (Hiraga et al., 2001). 

Peroksidase pada tumbuhan mengandung dua ion kalsium (Ca
2+

) yang 

sangat penting untuk stabilitas struktural dan stabilitas termal dari enzim agar 

sama seperti aktivasi in vitro ketika analisis (Manu and Prasada Rao, 2009 and 

Sticher et al., 1981). Peroksidase secara luas digunakan pada laboratorium 

kesehatan dan industri sebagai aplikasi untuk konservasi lingkungan. 

Enzim peroksidase dibagi menjadi tiga kelas berdasarkan sumber urutan 

asam amino dan didukung oleh bentuk struktur tiga dimensi dari masing-masing 

tipe enzim yaitu: 

1. Enzim yang berasal dari Yearst Cytochrom c Peroxidase (CCP), contohnya 

gen duplikat bakterial peroksidase 

2. Enzim yang berasal dari fungi seperti Lignin Peroxidase 

3. Enzim yang berasal dari tumbuhan seperti Onion Peroxidase and 

Horseradish Peroxidase  

 

2.9. Reaksi Kopling Oksidatif Fenol 

Reaksi kopling oksidatif fenol adalah suatu reaksi penggabungan antara 

dua molekul fenol atau lebih melalui proses reaksi oksidasi. Penggabungan dari 

dua residu fenolat dapat terjadi secara inter dan intra molekuler dari dua radikal 

yang dibentuk melalui oksidasi elektron tunggal pada masing-masing senyawa 

fenol.  

Reaksi yang dikatalisis oleh enzim peroksidase dengan adanya H2O2 

akan menghasilkan produk radikal dimana radikal tersebut akan mengalami 

penggabungan dengan senyawa lain yang memiliki radikal. Intermediet radikal 

yang terbentuk lebih stabil pada atom C-8, C-5, dan atom O. 
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Gambar 2.5. Reaksi kopling oksidatif senyawa fenolik  
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Hasil kopling radikal dapat membentuk dimer fenol baik pada posisi orto-

orto maupun orto-para. Selain itu, juga terdapat kemungkinan penggabungan O-

para, O-orto, dan O-O. 

Reaksi kolping oksidatif senyawa fenolik dengan menggunakan enzim 

dipengaruhi oleh pH, jumlah oksidator, jenis cosolvent, dan jumlah cosolvent 

(Setala, H 2008). Tahapan penggabungan intermediet radikal dalam reaksi 

kopling oksidatif tidak dipengaruhi oleh adanya enzim. Pengaruh enzim hanya 

terjadi pada terbentuknya radikal fenoksi (Antoniotti, S, 2004). 

Tingkat keasaman (pH) akan mempengaruhi pembentukan hasil reaksi 

kopling oksidatif (dimer, trimer, ataupun polimer). Pembentukan dimer melalui 

kopling radikal radikal fenolik berlangsung pada kondisi asam. Hal ini disebabkan 

intermediet radikal fenoksi yang dihasilkan akan lebih stabil pada kondisi asam. 

Sedangkan pembentukan trimer, tetramer, bahkan polimer akan berlangsung pada 

pH netral (Antoniotti, Sylvain, 2004). Pembentukan dimer pada pH netral akan 

menghasilkan rendemen (yield) yang rendah (Brunow, 2001). 

  

2.10. Reaksi Kopling Oksidatif Isoeugenol 

Reaksi yang dikatalisis dengan menggunakan enzim peroksidase dengan adanya 

H2O2 akan menghasilkan produk radikal dimana radikal tersebut akan mengalami 

penggabungan dengan senyawa lain yang memiliki radikal. Senyawa isoeugenol 

dapat mengalami proses kopling oksidatif yang sama dengan senyawa fenolik. 

Resonansi radikal dari isoeugenol dapat dilihat pada gambar di bawah ini.

OH

H3CO
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Gambar  2.6. Resonansi radikal isoeugenol 
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Dari kemampuan resonansi radikal isoeugenol tersebut maka dapat diduga 

kemungkinan-kemungkinan kopling oksidatif yang dapat terbentuk antara sesama 

radikal fenoksi isoeugenol. Kemungkinan dimer yang terbentuk dapat dilihat pada 

gambar di bawah ini.  
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2. Penggabungan 8-8’ 
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3. Penggabungan 8-O-4’ 
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2.11. Analisis Hasil Reaksi 

Senyawa dimer yang dihasilkan dari isoeugenol dapat diamati secara 

kualitatif dengan Kromatografi Lapis Tipis, UV-Vis dan LC-MS. 

 

2.11.1. Analisis dengan UV-Vis 

Spektrum yang UV dan cahaya tampak digunakan untuk mengidentifikasi 

suatu senyawa. Penyerapan sinar UV (200-400 nm) oleh suatu molekul akan 

menghasilkan transisi diantara tingkat energi elektronik molekul tersebut. Oleh 
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karena itu, serapan cahaya oleh sampel dalam daerah spektrum UV tergantung 

pada struktur elektronik dari senyawa tersebut. Panjang gelombang dari 

absorbansi maksimum adalah nilai karakteristik suatu serapan oleh senyawa 

sampel dinyatakan sebagai λmax.  

 

2.11.2. Analisis dengan LC-MS 

Liquid Chromatograpy – mass spectroscopy adalah dua  alat yang 

digabungkan menjadi satu, dimana berfungsi untuk memisahkan beberapa 

senyawa atau campuran senyawa berdasarkan kepolarannya dimana setelah 

campuran senyawa tersebut terpisah, maka senyawa yang murni tersebut akan 

diidentifikasi berat molekulnya. 

 

2.11.3. Analisis dengan LC-MS 

GC-MS adalah metode yang menggabungkan kromatografi gas dan 

spektroskopi massa untuk mengidentifikasi zat dalam sampel. Metode analisis 

dilakukan dengan membandingkan konsentrasi massa atom dari spektrum yang 

dihasilkan. Prinsip kerja GC-MS dimulai dari sampel dipanaskan atau diuapkan 

kemudian dilewatkan pada kolom. Campuran senyawa ini dipisahkan berdasarkan 

kekuatan absorbsi atau elusi dalam fasa diam dari kolom. Selanjutnya senyawa 

yang sudah terpisah akan ditembak oleh arus elektron dan menyebabkan senyawa 

terpisah menjadi fragmen. Fragmen ini dapat lebih besar atau lebih kecil dari 

molekul aslinya. Fragmen sebenarnya adalah muatan ion dengan massa tertentu. 

Massa fragmen jika dibagi muatan disebut perbandingan massa per muatan (m/z) 

dimana nilai m/z biasanya mewakili berat molekul fragmen.  

 

2.12.  Antioksidan  

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat spesies oksigen 

reaktif/spesies nitrogen reaktif (ROS/RNS) dan juga radikal bebas sehingga 

antioksidan dapat mencegah penyakit-penyakit yang dihubungkan dengan radikal 

bebas seperti karsinogenesis, kardiovaskuler dan penuaan. Antioksidan sintetik 

seperti BHA, (butil hidroksi anisol), BHT (butil hidroksi toluen), PG (propil 
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galat), dan TBHQ (tert-butil Hidrokuinon) dapat meningkatkan terjadinya 

karsinogenesis sehingga penggunaan antioksidan alami mengalami peningkatan. 

Beberapa studi epidemiologi menunjukkan bahwa peningkatan konsumsi 

antioksidan fenolik alami yang terdapat dalam buah, sayur mayur, dan tanaman 

serta produk-produknya mempunyai manfaat besar terhadap kesehatan yakni 

dapat mengurangi resiko terjadinya penyakit jantung koroner. Hal ini disebabkan 

karena adanya kandungan beberapa vitamin (A,C,E dan folat), serat, dan 

kandungan kimia lain seperti polifenol yang mampu menangkap radikal bebas. 

Senyawa-senyawa polifenol seperti flavonoid dan galat mampu menghambat 

reaksi oksidasi melalui mekanisme penangkapan radikal (radical scavenging) 

dengan cara menyumbangkan satu elektron pada elektron yang tidak berpasangan 

dalam radikal bebas sehingga banyaknya radikal bebas menjadi berkurang. Secara 

in vitro, flavonoid merupakan inhibitor yang kuat terhadap peroksidasi lipid, 

sebagai penangkap spesies oksigen atau nitrogen yang reaktif, dan juga mampu 

menghambat aktivitas enzim lipooksigenase dan siklooksigenase. 

Berdasarkan mekanismenya, antioksidan dapat dikelompokan menjadi dua 

yaitu: 

a. Antioksidan primer 

Antioksidan primer mengikuti mekanisme pemutusan rantai reaksi radikal dengan 

mendonorkan atom hidrogen secara cepat pada suatu lipid yang radikal, produk 

yang dihasilkan lebih stabil dari produk inisial. Contoh antioksidan ini adalah 

flavonoid, tokoferol, senyawa thiol, yang dapat memutus rantai reaksi propagasi 

dengan menyumbang elektron pada peroksi radikal dalam asam lemak. 

b. Antioksidan sekunder 

Antioksidan ini dapat menghilangkan penginisiasi oksigen maupun nitrogen 

radikal atau bereaksi dengan komponen atau enzim yang menginisiasi 8 reaksi 

radikal antara lain dengan menghambat enzim pengoksidasi dan menginisiasi 

enzim pereduksi atau mereduksi oksigen tanpa membentuk spesies radikal yang 

reaktif. Contoh antioksidan sekunder: sulfit, vitamin C, betakaroten, asam urat, 

billirubin, dan albumin. 

Berdasarkan sumbernya, antioksidan dibagi dalam dua kelompok yaitu: 
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a. Antioksidan alami 

Adalah antioksidan yang dihasilkan dari ekstrak tanaman. Senyawa antioksidan 

alami tumbuhan umumnya adalah senyawa fenolik atau polifenolik yang dapat 

berupa golongan flavonoid, turunan asam sinamat, coumarin, tokoferol, dan 

lainnya. Antioksidan alami dikenal lebih aman dibandingkan dengan 

antioksidan sintetis. 

b. Antioksidan sintetis 

Adalah antioksidan yang diperoleh melalui reaksi kimia sintesis yang dapat 

diproduksi secara besar-besaran. Antioksidan sintesis secara luas digunakan 

dalam industri makanan. Beberapa contoh antioksidan sintesis yang banyak 

dipakai adalah BHA (butylated hydroxyanisole) dan BHT (butylated 

hydroxytoluene). 

Metode yang umum dipakai untuk menguji aktivitas antioksidan senyawa 

bahan alam adalah metode DPPH (1,1 diphenyl 2, picril hidrazil) 

N N

O2N

O2N

NO2

 

Gambar 2.7. Senyawa DPPH  

 

Metode DPPH ini didasarkan pada reduksi warna larutan DPPH dalam 

larutan metanol oleh penangkapan radikal bebas. Pengukuran penurunan 

absorbansi DPPH pada panjang gelombang maksimal (λmax) 517 nm sebanding 

dengan konsentrasi radikal bebas yang ditambahkan dalam larutan DPPH. Dari 

penurunan absorbansi itu dapat dihitung dengan % inhibisi atau % RSA dengan 

rumus :  

% RSA ( Radical Scavenging Activity) = [(Ao – Ab) / Ao] x 100% 
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Keterangan : Ao = Absorbansi DPPH larutan tanpa sampel (Absorbansi Kontrol) 

                      Ab = Absorbansi DPPH dengan sampel  

 

Aktivitas antioksidan dinyatakan dalam konsentrasi efektif IC50 yang dapat 

ditentukan dari % inhibisi vs konsentrasi. Semakin kecil nilai IC50 maka semakin 

aktif sifat antioksidan suatu senyawa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sintesis senyawa..., Winda Sutrisno, FMIPA UI, 2012



37 

 

BAB III 

Metodologi Penelitian 

 

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilaksanakan mulai bulan September 2011 sampai bulan Mei 

2012 di Laboratorium Penelitian Kimia FMIPA Universitas Indonesia. 

  

3.2. Alat dan Bahan 

3.2.1. Bahan Penelitian 

Bahan penelitian yang digunakan adalah: 

 Bawang Bombay 

 Ammonium Sulfat 

 Methanol, Sigma-Aldrich 

 H2O2 30%, Merck 

 Ethanol, Sigma-Aldrich 

 Ethyl Acetate, Merck 

 Natrium Sulfat anhidrat, Sigma-Aldrich 

 Air destilasi 

 Asam Klorida 37%, Riedel-de-Haën 

 FeCl3. 6H2O 

 Asam sitrat monohidrat, Merck 

 

3.2.2. Peralatan Penelitian 

Peralatan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah alat-alat gelas 

yang ada di laboratorium kimia seperti labu, gelas kimia, gelas ukur, corong pisah, batang 

pengaduk, pipet tetes, termometer, stirer, magnetic bar. Sedangkan instrumentasi yang 

digunakan antara lain spektrofotometer UV-Vis 

. 

3.3. Cara Kerja 

3.3.1. Isolasi Enzim Peroksidase Kasar dari Bawang Bombay 

Sebanyak 250 gram potongan kulit bawang bombay yang terdiri dari 

apical trimming digunakan untuk mendapatkan ekstrak enzim peroksidase. 
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Kemudian bawang bombay tersebut diblender dalam larutan buffer Na-

fosfat pH 7,0 pada suhu dingin (0-5
o
C) lalu disaring dengan kain katun. 

Filtrat yang diperoleh disentrifugasi selama 6 menit dengan kecepatan 3400 

rpm. Supernatan yang diperoleh kemudian dilakukan pemurnian secara 

bertahap dengan (NH4)2SO4.  

                                      

Gambar  3.1. Bawang bombay yang digunakan sebagai sumber enzim peroksidase 

 

3.3.2. Pemurnian dengan Ammonium Sulfat 

Ekstrak enzim kasar (supernatan) yang diperoleh dimurnikan dengan 

penambahan garam (NH4)2SO4 dengan tingkat kejenuhan berturut-turut 0-30%, 

30-50%, dan 50-70% (b/v). 

Ammonium sulfat yang ditambahkan ke dalam larutan dengan tingkat 

kejenuhan S1-S2% dihitung dengan menggunakan rumus : 

Jumlah (NH4)2SO4 (gram) = 
533 (S2−S1)

100−0,3 S2
×

V supernatan  (mL )

1000 mL
 

Supernatan dalam beaker glass yang dilengkapi dengan ice salt bath 

ditambahkan ammonium sulfat 0-30% sedikit demi sedikit pada suhu 0-5
o
C lalu 

diaduk selama 2 jam. Kemudian larutan dibiarkan mengendap selama 1 malam di 

lemari pendingin. Selanjutnya larutan disentrifugasi pada 3400 rpm selama 6 

menit pada suhu ruang. 

Hal yang sama juga dilakukan untuk penambahan (NH4)2SO4 30-50% dan 

50-70%. Pada penambahan garam dengan kejenuhan 50-70% endapan yang 

diperoleh melalui sentrifugasi kemudian disuspensikan dalam larutan buffer Na-

Apical Trimmings 

Sintesis senyawa..., Winda Sutrisno, FMIPA UI, 2012



39 

 

fosfat pH 7,0. Suspensi ini (enzim fraksi 3) lalu ditentukan aktivitas enzim dan 

kadar protein.  

3.3.3. Penentuan Aktivitas Peroksidase 

Substrat yang digunakan : 

 Larutan H2O2 0,0017 M dalam buffer Na-fosfat 0,2 M pH 7,0 : 

1 mL larutan H2O2 30% dilarutkan dengan air bidestilasi hingga 

volumenya 100 mL. Sebanyak 1 mL dari larutan ini dilarutkan ke dalam 

buffer Na-fosfat 0,2 M pH 7,0 hingga volumenya 50 mL.  

 Larutan 4-aminoantipyrine 0,0025 M dalam fenol 0,17 M: 

Sebanyak 810 mg fenol dilarutkan ke dalam 40 mL air bidestilasi lalu 

ditambahkan 25 mg 4-aminoantipyrine dan dilarutkan dengan air 

bidestilasi hingga volumenya 50 mL.  

Langkah kerja : 

1,4 mL larutan 4-aminoantipyrine dan 1,5 mL H2O2 1,7 mM dicampur ke 

dalam tabung reaksi. Kemudian diambahkan 0,1 mL enzim dan dibiarkan bereaksi 

selama 1 menit. Reaksi dihentikan setelah 1 menit dengan memanaskan larutan 

tersebut ke dalam penangas air mendidih (100
o
C) selama 3 menit. Sebagai kontrol 

digunakan larutan blanko yaitu dengan mengganti karutan enzim dengan 

aquabides. 

Pengukuran aktivitas dilakukan secara spektrofotometri pada λ 510 nm 

berdasarkan pembentukan produk dari substrat yang teroksidasi. Aktivitas spesifik 

enzim dihitung dengan menggunakan persamaan Wortington Manual Enzyme 

yang dimodifikasi : 

                       Aktivitas Spesifik = 
∆ A510/menit

6,58 ×kadar protein (
mg

mL
)
 

3.3.4. Penentuan Kadar Protein 

Pereaksi Lowry yang digunakan: 

A. 2 g Na2CO3 dilarutkan dalam 100 mL NaOH 0,1N 

B. 0,25 g CuSO4.5H2O dilarutkan dalam 50 mL K-Na Tartarat 1% 

C. Campuran 50 mL larutan A dan 1 mL larutan B  

D. Pereaksi Follin Ciocalteau 1N  
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Sebanyak 1 mL enzim direaksikan dengan 5 mL larutan C kemudian diaduk 

dan didiamkan selama 10 menit. Selanjutnya ke dalam campuran tadi 

ditambahkan 0,5 mL pereaksi follin ciocalteau, diaduk kembali dan didiamkan 

selama 30 menit. Absorbansi larutan diukur dengan menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada λ 750 nm. 

Larutan standar yang digunakan adalah larutan BSA (Bovine Serum 

Albumin) dengan variasi konsentrasi 0,0625; 0,125; 0,2; 0,5; 0,75; 1 (mg/mL). 

Pada larutan blanko, larutan enzim diganti dengan air bidestilasi. 

 

3.3.5. Optimasi Reaksi Kopling Oksidatif Isoeugenol yang dikatalisis Enzim 

Peroksidase 

 Penentuan perbandingan isoeugenol dan H2O2 

Variasi perbandingan mol isoeugenol dan H2O2 yang digunakan adalah 

1:0,25; 1:0,5; 1:1; 1:2; 1:3; 1:4; 1:5; 1:6; 1:7; 1:8; 1:9 

Sebanyak 0,5 gram isoeugenol dan H2O2 sesuai dengan perbandingan 

tertentu dimasukkan ke dalam labu bulat dua leher. Selanjutnya 

ditambahkan 0,5 mL enzim dan diaduk dengan menggunakan stirer. Reaksi 

berlangsung selama 30 menit dan temperatur dijaga agar tidak melebihi 

35
o
C. Kemudian campuran diekstraksi dengan menggunakan etil asetat 

sehingga didapatkan fasa etil asetat dan fasa air. Fasa etil asetat hasil 

pemisahan dilakukan pengukuran dengan UV-Vis pada panjang gelombang 

510 nm.  

 Penentuan pH reaksi 

Variasi pH yang digunakan adalah 2, 3, 4, 5, 6, 7, dan 8. 

Ke dalam labu bulat dua leher dimasukkan isoeugenol dan H2O2 sesuai 

dengan perbandingan optimal dan ditambahkan dengan 0,5 mL enzim. 

Selanjutnya ditambahkan larutan buffer pada berbagai pH sebanyak 10 mL 

dan diaduk dengan menggunakan stirer. Reaksi berlangsung selama 30 

menit dan temperatur dijaga agar tidak melebihi 35
o
C. Kemudian campuran 

diekstraksi dengan menggunakan etil asetat sehingga didapatkan fasa etil 
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asetat dan fasa air. Fasa etil asetat hasil pemisahan dilakukan pengukuran 

dengan UV-Vis pada panjang gelombang 510 nm.  

 Penentuan jenis cosolvent 

Variasi jenis cosolvent yang digunakan adalah aseton, etanol, metanol, dan 

etil asetat. Ke dalam labu bulat dua leher dimasukkan isoeugenol dan H2O2 

sesuai dengan perbandingan optimal, 0,5 mL enzim, dan larutan buffer 

dengan pH reaksi  optimal dan cosolvent, kemudian diaduk dengan 

menggunakan stirer. Reaksi berlangsung selama 30 menit dan temperatur 

dijaga agar tidak melebihi 35
o
C. Kemudian campuran diekstraksi dengan 

menggunakan etil asetat sehingga didapatkan fasa etil asetat dan fasa air. 

Fasa etil asetat hasil pemisahan dilakukan pengukuran dengan UV-Vis pada 

panjang gelombang 510 nm.  

 Penentuan jumlah cosolvent 

Variasi jumlah cosolvent yang digunakan adalah 5%, 10%, 25%, 50%, 75%, 

dan 90%. Ke dalam labu bulat dua leher dimasukkan isoeugenol dan H2O2 

sesuai dengan perbandingan optimal, 0,5 mL enzim, dan larutan buffer 

dengan pH reaksi  optimal dan 10 mL cosolvent, kemudian diaduk dengan 

menggunakan stirer. Reaksi berlangsung selama 30 menit dan temperatur 

dijaga agar tidak melebihi 35
o
C. Kemudian campuran diekstraksi dengan 

menggunakan etil asetat sehingga didapatkan fasa etil asetat dan fasa air. 

Fasa etil asetat hasil pemisahan dilakukan pengukuran dengan UV-Vis pada 

panjang gelombang 510 nm. 

 

3.3.6. Sintesis Dimer Isoeugenol Melalui Reaksi Kopling Oksidatif 

Menggunakan Enzim Peroksidase pada Kondisi Optimum 

Sebanyak 2,02 gram isoeugenol ditambahkan dengan 0,6 mL H2O2 30% 

dalam gelas kimia kemudian direaksikan dengan 7 mL enzim, 40 mL buffer pH 3 

dan 40 mL metanol 10%. Reaksi berlangsung selama 1 jam dengan menggunakan 

stirer dan suhunya dikontrol agar tidak melebihi 35
o
C. Keberhasilan reaksi 

diamati secara kualitatif dengan terjadinya perubahan warna reaksi. Setelah 1 jam 
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campuran hasil reaksi diekstraksi dengan menggunakan etil asetat dalam corong 

pisah. Fasa etil asetat dipisahkan dari fasa air, sisa air yang terdapat dalam fasa 

organik dihilangkan dengan menambahkan 5 gram Na2SO4 anhidrat. Ekstrak yang 

diperoleh kemudian dipekatkan dengan cara menguapkan pelarutnya dengan 

menggunakan rotary evaporator. Lalu senyawa yang diperoleh diidentifikasi 

dengan uji kromatografi lapis tipis (KLT) dan sebagai pembandingnya digunakan 

larutan isoeugenol dalam etil asetat, UV-Vis, serta LC-MS. 

 

3.3.7. Uji Aktivitas Antioksidan dengan Menggunakan DPPH (1,1-diphenyl-

2-picrylhydrazyl) 

Pada uji aktivitas antioksidan dengan menggunakan DPPH diperlukan 

persiapan terlebih dahulu sebelum dilakukan pengujian. Pada tahap persiapan 

yang perlu dilakukan adalah menguapkan sampel sehingga sampel bebas dari 

pelarut setelah sampel diuapkan, sampel dilarutkan dalam metanol sehingga 

diperoleh konsentrasi sampel 1000 ppm. Setelah diperoleh sampel dengan 

konsentrasi 1000 ppm, sampel diencerkan sehingga diperoleh konsentrasi 100, 75, 

dan 50 ppm. 

Setelah tahap persiapan selesai, tahap selanjutnya adalah tahap pengujian. 2 

mL sampel dari setiap konsentrasi direaksikan dengan 1 mL DPPH, kemudian 

divortex dan didiamkan pada tempat gelap selama 30 menit. Lalu diukur 

absorbansinya pada panjang gelombang 517 nm. Sedangkan untuk larutan kontrol 

digunakan 2 mL metanol. Persentase radical scavenging activity (daya 

antioksidan) dihitung dengan cara 

% Radical Scavenging Activity= 
Abs kontrol –Abs sampel

Abs Kontrol
×100 % 
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BAGAN KERJA  

A. Isolasi Enzim Peroksidase dari Kulit Bawang Bombay 

                   

                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fraksi 1, fraksi 2, dan fraksi 3 disuspensikan ke dalam larutan buffer Na-

fosfat pH 7. 

 

 

 

Kulit bawang bombay 

 Diblender dalam buffer fosfat pH 7,0 

 Disaring dengan kain 

Endapan Filtrat 

 Disentrifugasi 3400rpm @ 6 menit 

Endapan Filtrat 

 + (NH4)2SO4 0-30%, distirer 2 jam 

 Didiamkan 1 malam di lemari 

 Disentrifugasi 3400 rpm @ 6 menit 

Endapan 

(Fraksi 1) 
Filtrat 

 + (NH4)2SO4 30-50%, distirer 2 jam 

 Didiamkan 1 malam di lemari 

 Disentrifugasi 3400 rpm @ 6 menit 

Endapan 

(Fraksi 2) 
Filtrat 

 + (NH4)2SO4 50-70%, distirer 2 jam 

 Didiamkan 1 malam di lemari 

 Disentrifugasi 3400 rpm @ 6 menit 

Endapan 

(Fraksi 3) 
Filtrat 
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B. Penentuan Aktivitas Peroksidase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kadar Protein Peroksidase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1,4 mL larutan aminoantipyrine + 1,5 mL larutan H2O2 

+ 0,1 mL enzim (fraksi 1, 2, 3, dan filtrat akhir) 

Dibiarkan bereaksi selama 1 menit 

Dipanaskan dalam penangas air mendidih (100
o
C selama 3 menit) 

Diukur absorbansinya pada λ=510 nm 

1 mL enzim (fraksi 1,2,3, dan filtrat akhir) + 5 mL pereaksi C 

Diaduk dan biarkan selama 10 menit 

+ 0,5 mL Follin Ciocalteau 

Diaduk hingga rata dan biarkan selama 30 menit 

Diukur absorbansinya pada λ=750 nm 
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C. Optimasi Reaksi Kopling Oksidatif Isoeugenol dengan Enzim 

Peroksidase 

 Penentuan Perbandingan Isoeugenol dan H2O2  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Penentuan pH reaksi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0,5 gram isoeugenol + H2O2 sesuai dengan perbandingan mol 

(1:0,25; 1:0,5; 1:1; 1:2; 1:3; 1:4; 1:5; 1:6; 1:7; 1:8)  

+ 0,5 mL enzim 

Distirer 30 menit (suhunya 35
o
C) 

Diekstrak dengan etil asetat 

Fase organiknya diukur pada λ=750 nm 

0,5 gram isoeugenol + H2O2 sesuai dengan perbandingan optimum 

+ 0,5 mL enzim 

Distirer 30 menit (suhunya 35
o
C) 

Diekstraksi dengan etil asetat 

Fase organiknya diukur pada λ=750 nm 

+ 10 mL buffer dengan berbagai pH 2,3,4,5,6,7,8 
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 Penentuan Jenis Cosolvent 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Penentuan Jumlah Cosolvent 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0,5 gram isoeugenol + H2O2 sesuai dengan perbandingan optimum 

+ 0,5 mL enzim 

Distirer 30 menit (suhunya 35
o
C) 

Diekstrak dengan etil asetat 

Fase organiknya diukur pada λ=750 nm 

+ 10 mL buffer pH optimum 

+ 10 mL cosolvent (metanol, etanol, aseton, dan etil asetat) 

0,5 gram isoeugenol + H2O2 sesuai dengan perbandingan optimum 

+ 0,5 mL enzim 

Distirer 30 menit (suhunya 35
o
C) 

Diekstrak dengan etil asetat 

Fase organiknya diukur pada λ=750 nm 

+ 10 mL buffer pH optimum 

+ 10 mL metanol dengan variasi jumlah 5%, 10%, 25%, 50%, 75%, 

dan 90% 
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D. Reaksi Dimerisasi Isoeugenol dengan Enzim Peroksidase pada Keadaan 

Optimal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

E. Uji Aktivitas Antioksidan dengan Menggunakan Metode DPPH 

 Persiapan  

 

 

 

 Pengujian 

 

 

 

 

 
 

Pembuatan Sampel 1000 ppm menggunakan pelarut metanol 

kemudian diencerkan menjadi 100, 75, dan 50 ppm serta 

pembuatan DPPH 0,2 mM dalam metanol 

2 mL sampel dari setiap konsentrasi + 1 mL DPPH 0,2 mM  

Campuran diukur absorbansi pada λ = 517 nm 

 Dicampurkan 

 Divortex 

 Didiamkan di tempat gelap 30 menit 

2,02 gram isoeugenol +0,6 mL H2O2  

+ 7 mL enzim 

Distirer 30 menit (suhunya 35
o
C) 

Diekstrak dengan etil asetat 

Hasil yang diperoleh diuji KLT, UV-Vis, dan LC-MS 

+ 40 mL buffer pH optimum 

+ 40 mL metanol 10% 

Diuapkan pelarutnya 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1. Isolasi Enzim Peroksidase 

Pada penelitian ini, enzim peroksidase diperoleh dari bawang bombay 

(Allium cepa L.). Bagian yang digunakan sebagai sumber enzim peroksidase 

adalah bagian kulit yang sudah tidak terpakai lagi. Hal ini sesuai dengan latar 

belakang dari penelitian yaitu ketersediaan enzim peroksidase dari materi sampah 

yang dapat digunakan untuk melakukan sintesis dimer isoeugenol. 

Tahap pertama yang dilakukan pada isolasi enzim peroksidase adalah 

menghancurkan potongan kulit bawang bombay yang ditambahkan dengan larutan 

buffer Na-fosfat pH 7 dalam keadaan dingin dengan menggunakan blender. Hal 

ini dilakukan untuk memecah dinding sel kulit bawang bombay dan untuk 

mengekstrak peroksidase yang ada di dalam kulit bawang bombay. Penggunaan 

larutan buffer pH 7 dalam keadaan dingin dimaksudkan untuk mencegah 

terjadinya degradasi proteolitik oleh aktivitas enzim protease terhadap protein 

enzim yang akan diisolasi. 

Homogenat yang diperoleh kemudian disaring dan disentrifugasi dengan 

kecepatan 3400 rpm selama 6 menit. Supernatan yang diperoleh selanjutnya 

disebut sebagai ekstrak enzim kasar. 

 

Gambar 4.1. Ekstrak Kasar Enzim Peroksidase dari Kulit Bawang Bombay 
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Tahap selanjutnya adalah pemurnian melalui fraksionasi dengan 

menggunakan garam ammonium sulfat. Garam ini dipilh karena memiliki 

beberapa kelebihan yaitu kelarutannya tinggi, memiliki kemampuan pengendapan 

yang tinggi, dan memiliki efek denaturasi terhadap protein yang rendah. 

Penambahan garam ini bertujuan untuk mengendapkan enzim berdasarkan berat 

molekulnya. Protein enzim dengan berat molekul yang lebih besar akan 

terendapkan terlebih dahulu yang kemudian akan diikuti oleh protein enzim 

dengan berat molekul yang lebih rendah pada fraksi-fraksi berikutnya.  

Penambahan ammonium sulfat dengan jumlah 0-30% akan dapat 

mengendapkan protein enzim dengan berat molekul yang besar. Dan penambahan 

ammonium sulfat dengan jumlah yang lebih banyak selanjutnya yaitu 30-50% dan 

50-70% diharapkan dapat mengendapkan protein enzim denga berat molekul yang 

lebih rendah. Sehingga dapat diperoleh enzim yang murni. Selanjutnya tiap 

endapan yang diperoleh dari setiap fraksi kemudian disuspensikan kembali dalam 

buffer Na-fosfat pH 7. 

 

Gambar 4.2. Endapan Hasil Fraksionasi 

 

4.2. Penentuan Aktivitas Peroksidase dan Kadar Protein 

Setelah diperoleh endapan dari setiap fraksi yang disuspensikan dalam 

buffer Na-fosfat pH 7, setiap endapan ini diuji aktivitas enzim peroksidase dengan 

menggunakan H2O2 dan 4-aminoantipyrine dalam fenol. H2O2 merupakan 

oksidator kuat dan akan berikatan dengan enzim membentuk radikal hidroksi yang 

akan dilepaskan sebagai air. Reaksi ini dapat diamati karena akan menghasilkan 

perubahan warna merah karena terbentuknya quinoneimine. Dan reaksi yang 

terjadi adalah sebagai berikut 
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Gambar 4.3. Reaksi Pembentukan Quinoneimine 

(Kusnaningsih, 2011) 

 

Selain dilakukan pengukuran aktivitas enzim peroksidase, endapan enzim 

peroksidase dari kulit bawang bombay juga dilakukan pengukuran terhadap kadar 

protein dengan menggunakan metode Lowry. Pengukuran ini didasarkan pada 

pembentukan warna biru pada larutan uji. Warna biru ini terjadi akibat adanya 

reaksi antara gugus-gugus aromatik yang terkandung dalam protein dengan 

campuran pereaksi CuSO4 dengan follin ciocalteau. Larutan standar yang 

digunakan adalah larutan BSA (Bovine Serum Albumine) dengan berbagai 

konsentrasi. Dengan mengalurkan nilai absorbansi pada panjang gelombang 750 

nm dengan konsentrasi larutan standar maka akan diperoleh kurva larutan standar 

yang dapat dilihat pada lampiran. 

Dari hasil pengukuran aktivitas peroksidase, kadar protein, dan kurva 

larutan standar maka diperoleh data bahwa fraksi III (50-70%) memiliki aktivitas 

spesifik peroksidase tertinggi dengan nilai aktivitas spesifik 0,521 U/mg protein 

seperti yang terlihat pada tabel di bawah ini. 
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Tabel 4.1. Aktivitas spesifik peroksidase pada berbagai tingkat kejenuhan (NH4)2SO4 

Tahap Sampel Kadar Protein 

(mg/mL) 

Aktivitas Spesifik 

(U/mg) 

Fraksionasi 

dengan (NH4)2SO4 

 Fraksi I (0-30%) 

 Fraksi II (30-50%) 

 Fraksi III (50-70%) 

 Filtrat Akhir 

0,1335 

0,0848 

0,0362 

0,0159 

0,181 

0,244 

0,521 

0,124 

 

Aktivitas spesifik enzim didefinisikan sebagai jumlah unit enzim per mg 

protein maka berdasarkan definisi tersebut, aktivitas spesifik enzim menunjukkan 

kemurnian suatu enzim. Semakin besar nilai aktivitas spesifik enzim maka 

semakin tinggi tingkat kemurnian suatu enzim. 

Aktivitas spesifik enzim peroksidase yang berasal dari bawang bombay ini 

hanya menunjukkan nilai 0,521 U/mg. Angka ini lebih kecil jika dibandingkan 

dengan aktivitas spesifik enzim peroksidase yang berasal dari tanaman lain seperti 

dapat dilihat pada tabel di bawah ini 

 

Tabel 4.2. Aktivitas spesifik peroksidase Raphanus Sativa L. Oleh Kusnaningsih 

Tahap Sampel Kadar Protein 

(mg/mL) 

Aktivitas Spesifik 

(U/mg) 

Fraksionasi 

dengan (NH4)2SO4 

 Fraksi I (0-30%) 

 Fraksi II (30-50%) 

 Fraksi III (50-70%) 

 Filtrat Akhir 

5,46775 

4,86925 

1,62700 

0,61575 

0,7737 

5,9065 

14,7434 

1,7385 
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Tabel 4.3. Aktivitas spesifik peroksidase brokoli oleh Idoh 

Tahap Sampel Kadar Protein 

(mg/mL) 

Aktivitas Spesifik 

(U/mg) 

Fraksionasi 

dengan (NH4)2SO4 

 Fraksi I (0-30%) 

 Fraksi II (30-50%) 

 Fraksi III (50-70%) 

 Filtrat Akhir 

0,18 

0,16 

0,11 

0,13 

0,50 

1,40 

2,25 

0,06 

 

Nilai yang kecil untuk aktivitas spesifik enzim peroksidase dari kulit 

bawang bombay dapat disebabkan karena enzim peroksidase yang digunakan 

pada penelitian ini diperoleh dari kulit bawang bombay yang merupakan sampah. 

Sehingga kandungan materi organiknya lebih kecil dibandingkan dengan yang 

lain. 

4.3. Optimasi Enzim Peroksidase 

Reaksi dimerisasi isoeugenol dengan menggunakan enzim peroksidase yang 

berasal dari kulit bawang bombay melalui reaksi kopling oksidatif dipengaruhi 

oleh beberapa faktor. Untuk mendapatkan produk yang optimal maka pada 

peneltian ini dilakukan pengujian reaksi terhadap pengaruh perbandingan jumlah 

isoeugenol dan H2O2, pH, jenis pelarut (cosolvent), dan jumlah pelarut 

(cosolvent). 

4.3.1. Optimasi perbandingan jumlah isoeugenol dan H2O2     

Pembentukan dimer isoeugenol melalui reaksi kopling oksidatif dengan 

berbagai perbandingan jumlah isoeugenol dengan H2O2 dengan bantuan katalis 

enzim peroksidase kulit bawang bombay menghasilkan larutan berwarna kuning 

dan kemudian diekstraksi dengan etil asetat. Fase etil asetat yang diperoleh 

kemudian diukur dengan menggunakan spektofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang 510 nm. Hasil pengukuran dapat dilihat pada gambar di bawah ini 
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Gambar 4.4. Grafik Serapan UV-Vis Produk Reaksi pada Variasi Perbandingan 

Isoeugenol dan H2O2 

 

Dari hasil pengukuran dengan UV-Vis menunjukkan bahwa pada 

perbandingan 1: 0,5 absorbansi maksimum. Hal ini berkaitan dengan laju reaksi 

pembentukan produk akan optimal pada perbandingan jumlah isoeugenol dan 

H2O2 1: 0,5. Dan hal ini menunjukkan telah terbentuk kompleks enzim substrat. 

Selanjutnya pembentukan produk semakin berkurang yang ditandai dengan 

terjadinya penurunan absorbansi dengan semakin meningkatnya perbandingan 

jumlah isoeugenol dengan H2O2. Pada kondisi ini tidak ada lagi enzim bebas 

sehingga penambahan H2O2 tidak akan meningkatkan laju reaksi. 

Pengukuran perbandingan mol antara isoeugenol dan H2O2 ini bertujuan 

untuk mencari jumlah H2O2 yang sesuai karena H2O2 ini berfungsi sebagai 

oksidator dalam reaksi kopling oksidatif isoeugenol. Sehingga dapat dihasilkan 

produk dimer isoeugenol dengan jumlah optimum. Dari hasil grafik serapan UV-

Vis di atas dapat dilihat bahwa setelah mencapai perbandingan 1:0,5 nilai 

absorbansi mengalami penurunan. Penurunan ini menunjukkan bahwa semakin 

banyak jumlah H2O2 yang ditambahkan tidak akan menaikkan jumlah produk 

dimer isoeugenol melainkan akan menyebabkan efek inhibitor pada reaksi kopling 

oksidatif isoeugenol.   
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4.3.2. Optimasi pH reaksi 

Salah satu faktor yang mempengaruhi reaksi kopling oksidatif dengan enzim 

adalah pH. pH yang digunakan sangat bergantung pada substrat yang mengalami 

reaksi kopling oksidatif. Tingkat keasaman (pH) akan menentukan produk reaksi 

yang dihasilkan dalam bentuk dimer, trimer, oligomer, atau bahkan polimer.  

Hasil pengukuran UV-Vis dari sintesis reaksi kopling oksidatif dengan 

menggunakan perbandingan jumlah isoeugenol dan H2O2 1: 0,5 dengan berbagai 

pH dapat dilihat pada gambar di bawah ini 

 

Gambar 4.5. Grafik Serapan UV-Vis Produk Reaksi pada Variasi pH 

 

Dari hasil grafik serapan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 

510 nm, menunjukkan absorbansi tertinggi pada pH 3,0. Sintesis dimer senyawa 

fenolik berlangsung dalam kondisi asam (pH 3-4), hal ini disebabkan oleh 

intermediet radikal fenoksi yang dihasilkan akan lebih stabil pada kondisi asam 

(Ayman El Agha dkk, 2008). Sedangkan pembentukan trimer, tetramer, ataupun 

polimer lainnya akan berlangsung pada pH netral. (Antoniotti, Sylvain dalam 

Muryeti. 2011). Selain itu, pembentukan dimer pada pH netral akan menghasilkan 

rendemen (yield) yang rendah (Brunow dalam Muryeti. 2011). Oleh karena itu 

dalam penelitian ini, pH reaksi yang digunakan dalam reaksi sintesis dimer 

isoeugenol berlangsung pada pH 3,0. 
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4.3.3. Optimasi jenis cosolvent 

Hasil pengukuran UV-Vis produk reaksi kopling oksidatif isoeugenol 

dengan berbagai jenis cosolvent pada panjang gelombang 510 nm dapat dilihat 

pada gambar di bawah ini 

     

Gambar 4.6. Grafik Serapan UV-Vis Produk Reaksi pada Variasi Pelarut 

 

 Dari hasil pengukuran spektrofotometer, diperoleh nilai absorbansi tertinggi 

pada saat pengunaan metanol sebagai pelarut jika dibandingkan dengan pelarut 

lainnya yaitu etanol, aseton, dan etil asetat. Penggunaan cosolvent pelarut organik 

mempengaruhi struktur dari enzim peroksidase tapi tidak mengakibatkan rusaknya 

struktur sekunder dan sisi aktif enzim (Palmer, Trevor, 1991). Penggunaan 

cosolvent dalam reaksi kopling oksidatif tergantung dari jenis substrat yang 

digunakan. 

Penggunaan cosolvent memiliki peranan dalam reaktivitas intermediet 

radikal fenoksi yang dihasilkan. Cosolvent ini akan menstabilkan intermediet 

radikal fenoksi yang dihasilkan. Sehingga kemungkinan terbentuknya dimer akan 

lebih besar. 
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4.3.4. Optimasi jumlah cosolvent 

Hasil pengujian pengaruh jumlah cosolvent dengan menggunakan UV-Vis 

pada panjang gelombang 510 nm dapat dilihat pada gambar di bawah ini 

 

Gambar 4.7. Grafik Serapan UV-Vis Produk Reaksi pada Variasi JumlahPelarut 

 

Pada gambar di atas dapat dilihat bahwa absorbansi produk akan meningkat 

dengan bertambahnya % jumlah metanol dan mencapai absorbansi maksimum 

pada penambahan 10% metanol. Hal ini menunjukkan bahwa laju reaksi akan 

meningkat dan mencapai keadaan optimal pada penambahan 10% metanol. 

Kandungan air yang lebih banyak pada 10% metanol diperlukan oleh enzim 

peroksidase untuk mempertahankan konformasi strukturnya dan meningkatkan 

aktivitas katalitiknya. Pada penambahan metanol dengan konsentrasi lebih besar 

dari 10% akan menurunkan nilai absorbansi produk. Hal ini disebabkan karena 

penambahan metanol diatas 10% akan mengurangi kandungan air yang akan 

berpengaruh pada turunnya aktivitas enzim sehingga mengakibatkan jumlah 

produk yang terbentuk akan berkurang. Dan pada penambahan metanol 90% 

diperoleh nilai absorbansi produk terkecil. Hal ini menunjukkan kemungkinan 

enzim peroksidase akan mengalami perubahan struktur atau terdenaturasi 

sehingga aktivitas enzim akan turun atau hilang sama sekali.  
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4.4. Reaksi Dimerisasi Isoeugenol dengan Enzim Peroksidase 

Reaksi dimerisasi dilakukan dengan menimbang senyawa isoeugenol 

kemudian dicampurkan dengan metanol dan larutan buffer Na-fosfat pH 3 lalu 

distirer selama 30 menit. Hasil reaksi yang diperoleh berupa larutan kuning dan 

diekstraksi dengan etil asetat 50 mL menggunakan corong pisah sehingga 

diperoleh dua fasa yaitu fasa air dan fasa etil asetat. Kemudian fasa etil asetat 

dipisahkan diuapkan dengan menggunakan rotary evaporator sehingga diperoleh 

larutan kental berwarna kuning kecoklatan. 

   

Gambar 4.8. Reaksi sintesis senyawa dimer isoeugenol 

 

Untuk mengetahui jumlah komponen yang terdapat dalam senyawa hasil 

reaksi maka dilakukan pengamatan melalui kromatografi lapis tipis dengan 

menggunakan larutan pengembang n-heksana : etil asetat = 1:1. Hasil pengujian 

KLT dapat dilihat pada gambar di bawah ini  

 

Gambar 4.9. Hasil KLT produk dimerisasi isoeugenol 

  

Hasil KLT menunjukkan adanya 4 spot dengan Rf1 = 0,67. Spot pada Rf1 

diduga merupakan isoeugenol sedangkan spot pada Rf2, Rf3, Rf4 merupakan 

Rf 1 = 0,67 

Rf 2 = 0,44 

Rf 3 = 0,29 

Rf 4 = 0,23 
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produk reaksi yang dihasilkan. 

 

 

4.5. Analisis Senyawa Hasil Reaksi Dimerisasi Isoeugenol dengan 

Menggunakan Instrumentasi 

Selanjutnya produk sintesis dimerisasi isoeugenol diidentifikasi lebih lanjut 

dengan menggunakan UV-Vis dan LC-MS. 

 

4.5.1. Analisis dengan Spektrofotometer UV-Vis  

Hasil pengukuran dengan menggunakan UV-Vis senyawa dimer isoeugenol 

dapat dilihat pada tabel  di bawah ini 

 

Tabel 4.4 . Perbandingan λmax pada Spektrum UV-Vis Isoeugenol dan Produk Reaksi 

Senyawa λmax 

Trans Isoeugenol 318 nm 

Hasil Reaksi 321 nm 

 

Dari hasil spektrum UV-Vis senyawa trans isoeugenol memiliki panjang 

gelombang maksimum 318 nm. Sedangkan senyawa hasil reaksi memiliki panjang 

gelombang 321 nm. Adanya pergeseran panjang gelombang ini membuktikan 

telah terbentuknya senyawa baru. Pergeseran panjang gelombang ke arah yang 

lebih panjang (efek batokromik) tersebut dihasilkan oleh terbentuknya gugus 

kromofor baru pada senyawa hasil reaksi. 

 

4.5.2. Analisis dengan Menggunakan Liquid Chromatography Mass 

Spectroscopy (LC-MS) 

Hasil kromatogram LC-MS dari senyawa produk dimer isoeugenol dapat 

dilihat pada gambar di bawah ini 
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Gambar 4.10. Kromatogram LC-MS senyawa dimer isoeugenol 

 

Sedangkan analisis lebih lanjut dengan spektroskopi massa senyawa dimer 

isoeugenol diperoleh spektrum sebagai berikut 
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Gambar 4.11. LC-MS Senyawa Dimer Isoeugenol 

 

Berdasarkan analisis dengan LC-MS tersebut dapat dilihat bahwa terdapat 

puncak yang memiliki berat molekul 327 yang merupakan M+H =327, sehingga 

M = 327 – H  = 327 – 1 = 326. Dengan Mr 326 ini dapat diketahui bahwa telah 

terbentuk kopling antara 2 molekul isoeugenol (Mr = 164) yang masing-masing 

kehilangan 1 atom H dengan perhitungan = 2x164 (berat molekul isoeugenol) – 

2H = 326. 
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4.5.3. Analisis dengan Menggunakan Gas Chromatography Mass 

Spectroscopy (GC-MS) 

 

Hasil kromatogram GCMS dari senyawa produk reaksi isoeugenol dapat 

dilihat pada gambar di bawah ini: 

 

Gambar 4.12. Kromatogram GCMS Senyawa Produk Reaksi Isoeugenol 

 

 

Kemudian kromatogram GC dianalisis lebih lanjut dengan menggunakan data 

library spektroskopi massa senyawa produk reaksi isoeugenol dan diperoleh spektrum 

sebagai berikut 
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Gambar 4.13. Spektrum Massa Senyawa Hasil Reaksi Isoeugenol 

 

Berdasarkan hasil analisis dengan menggunakan GCMS, produk reaksi isoeugenol 

menghasilkan puncak tertinggi pada waktu retensi 9,663 menit dengan luas area sebesar 

3,53%. Dari data library yang dimiliki oleh instrumen GCMS yang terdapat pada 

Laboratorium PUSLABFOR MABES POLRI, diketahui bahwa senyawa hasil reaksi 

trans isoeugenol adalah senyawa Phenol,4-[2,3,-dihydro-7-methoxy-3-methyl-5(1-

propenyl)-2-benzofuranyl]-2-methoxy yang lebih dikenal sebagai 

dehidrodiisoeugenol atau Licarin A dengan quality sebesar 94.   
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Gambar 4.14. Struktur Senyawa Hasil Reaksi Trans Isoeugenol 
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Senyawa yang dihasilkan tersebut merupakan senyawa dimer isoeugenol yang 

terbentuk pada posisi penggabungan 8-5’.  

Reaksi kopling oksidatif isoeugenol ini tidak hanya terjadi pada posisi 8-5’ 

namun dapat terjadi pada beberapa posisi karena adanya resonansi elektron pada 

radikal fenoksi. Kemungkinan posisi ikatan yang dapat terjadi dapat dilihat pada 

gambar di bawah ini: 
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Gambar 4.15. Posisi Ikatan Pada Reaksi Kopling Oksidatif Isoeugenol 
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Menurut Setala, 2008, reaksi kopling oksidatif isoeugenol pada posisi 4-

O5’; 8-1’; dan 5-5’ sangat sulit terjadi kecuali jika pada posisi C-5 dan C-3 tidak 

terdapat substituen maka reaksi kopling oksidatif pada posisi 4-O-5’; 8-1’; dan 5-

5’ dapat terjadi. Sedangkan pada posisi 8-8’; 8-5’; dan 8-O-4’ sangat mudah 

terjadi pada reaksi kopling oksidatif.  
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4.6. Mekanisme Reaksi Kopling Oksidatif Isoeugenol dengan Enzim 

Peroksidase 

1. H2O2 + Enzim                Enzim----- H2O2 (Kompleks)   

2. Kompleks Enzim-----H2O2 +  OH

H3CO

                E + 2 

H3CO

O  +  2H2O 

3. Resonansi radikal fenoksi 
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4.7. Uji Antioksidan dengan DPPH 

Senyawa isoeugenol yang mengandung gugus fenolik telah dikenal bersifat 

sebagai antioksidan. Pada penelitian ini dilakukan pengujian untuk 

membandingkan aktivitas antioksidan antara substrat (isoeugenol) dengan 

senyawa hasil sintesis. Pengujian antioksidan yang dilakukan menggunakan 

metode Radical Scavenging dengan menggunakan larutan DPPH 0,1 mM dalam 

metanol.Larutan DPPH ( 1,1 difenil-2-pikril hidrazil) bertindak sebagai radikal 

bebas yang akan menerima hidrogen dari zat penyedia hidrogen atau zat 

antioksidan. Reaksi yang terjadi antar antioksidan dengan DPPH sebagai berikut : 

                                                                                                                                                                                     

N

N

NO2O2N

NO2 +    AH                  

N

HN

NO2O2N

NO2 +  A. 

 

Gambar 4.16. Reaksi Antioksidan dengan DPPH 

 

Larutan DPPH 0,2 mM berwarna ungu dan memberikan serapan maksimum 

pada panjang gelombang 517 nm. Larutan isoeugenol dan senyawa hasil sintesis 

yang akan diuji dibuat dengan konsentrasi masing-masing 1000 ppm, 100 ppm, 75 

ppm dan 50 ppm. Saat DPPH direaksikan dengan isoeugenol dan senyawa hasil 

reaksi sebagai antioksidan, terjadi reaksi yang ditandai dengan hilangnya warna 

ungu dari DPPH. Semakin besar konsentrasi antioksidan, semakin pudar warna 

ungu , menunjukan semakin berkurangnya konsentrasi radikal stabil DPPH. 

Perubahan absorbansi warna DPPH ini diukur pada panjang gelombang 517 nm 
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sebanyak 2 kali. Setelah diketahui absorbansinya dari masing-masing konsentrasi, 

kemudian dihitung persen inhibisi dengan rumus : 

% RSA = [(Ao – Ab) / Ao] x 100% 

RSA = Radical Scavenging Activity 

Tabel 4.5. Persentase Scavenging Activity Produk Dimerisasi dengan Senyawa Isoeugenol 

Murni 

Konsentrasi 
% RSA 

Isoeugenol Produk Reaksi 

1000 ppm 94% 92,4% 

100 ppm 81,5% 77,4% 

75 ppm 62,7% 61,3% 

50 ppm 30% 27% 

 

 

Gambar 4.17. Grafik Aktivitas Antioksidan Senyawa Isoeugenol dan Senyawa Dimer  

 

Dari data % RSA dari masing-masing konsentrasi, maka dapat dihitung nilai 

IC50, dengan menggunakan persamaan grafik yang terbentuk. Nilai IC50 adalah 

angka yang menunjukan konsentrasi suatu senyawa untuk menghambat atau 

menginhibisi radikal bebas sebesar 50 %. Semakin kecil nilai IC50 berarti semakin 

sedikit konsentrasi senyawa tersebut dalam menghambat radikal bebas, yang 
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berarti juga semakin kuat sifat antioksidant.  

Dari data % RSA didapat nilai IC50 untuk isoeugenol sebesar 237,4 ppm 

sedangkan senyawa dimer yang dihasilkan memiliki IC50 sebesar 235,3 ppm. Hal 

ini menunjukan senyawa hasil sintesis dari bahan dasar isoeugenol memiliki sifat 

antioksidan yang lebih kuat dibandingkan isoeugenol.   

 

 
 

Gambar 4.18. Grafik Perbandingan IC50 antara Senyawa Isoeugenol dengan Senyawa 

Dimer   

 

 

Kenaikan kekuatan antioksidan produk hasil dimerisasi diduga karena 

adanya struktur baru yang mempunyai gugus fenolik dan ikatan rangkap 

terkonjugasi.. 
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BAB V 

PENUTUP 
 

5.1. Kesimpulan 

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan: 

1. Pemurnian peroksidase dari bawang bombay melalui pengendapan 

menggunakan (NH4)2SO4 menghasilkan aktivitas enzim peroksidase sebesar 

0,521 U/mg 

2. Kondisi optimum reaksi kopling oksidatif pembentukan dimer isoeugenol 

diperoleh perbandingan isoeugenol dan H2O2 1:0,5 pH 3,0 , cosolvent 

metanol, dengan jumlah 10% metanol. 

3. Berdasarkan hasil analisis LC-MS didapatkan berat molekul 327 yang 

merupakan berat molekul M+ H = 327, sehingga berat molekul sebenarnya 

adalah 326 yang merupakan berat molekul dimer isoeugenol. 

4. Berdasarkan hasil analisis GC-MS diketahui bahwa senyawa hasil reaksi 

adalah Phenol, 4-[2,3-dihydro-7-methoxy-3-methyl-5(1-propenyl)-2-

benzofuranyl]-2-methoxy atau licarin A.  

5. Berdasarkan hasil analisis LC-MS dan GC-MS, diketahui bahwa reaksi 

dimerisasi isoeugenol secara enzimatis akan diperoleh produk dimer pada 

posisi ikatan 8-5’. 

6. Hasil pengujian antioksidan dengan menggunakan metode DPPH 

menunjukkan bahwa senyawa dimer yang dihasilkan memiliki kemampuan 

sebagai antioksidan yang lebih tinggi dengan nilai IC50= 235,3 ppm 

dibandingkan dengan isoeugenol. 

 

5.2. Saran 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, saran yang perlu disampaikan 

untuk penelitian ke depan yaitu perlu dilakukan pemurnian lebih lanjut enzim 

peroksidase dengan menggunakan elektrophoresis atau dengan cara lain. 
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Lampiran 1. Pengukuran Aktivitas Spesifik Enzim Peroksidase 

 

Data Absorbansi untuk Pengukuran Aktivitas Peroksidase 

Tahap Sampel Absorbansi (nm) 

Fraksionasi dengan 

(NH4)2SO4 
 Fraksi I (0-30%) 

 Fraksi II (30-50%) 

 Fraksi III (50-70%) 

 Filtrat Akhir 

0,159 

0,136 

0,124 

0,013 

 

 

 

Data Absorbansi untuk Pengukuran Kadar Protein Enzim Peroksidase 

Tahap Sampel Absorbansi (nm) 

Fraksionasi dengan 

(NH4)2SO4 
 Fraksi I (0-30%) 

 Fraksi II (30-50%) 

 Fraksi III (50-70%) 

 Filtrat Akhir 

0,230 

0,187 

0,144 

0,126 
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Data Absorbansi Larutan Standar Bovine Serum Albumin (BSA) pada 750 nm 

Konsentrasi  (mg/mL) Absorbansi (nm) 

0,0625 0,165 

0,125 0,253 

0,2 0,284 

0,3 0,382 

0,5 0,531 

0,75 0,728 

1 1,04 

 

 

Perhitungan Aktivitas Spesifik Enzim Peroksidase  

Y= 0,884x + 0,112 

1. Fraksi 1  

Y = 0,884x + 0,112 

0,230 = 0,884x + 0,112 

X = 0,1335 mg/mL 

Aktivitas Spesifik Peroksidase 

0,159 : (6,58 x 0,1335) = 0,181 U/mg 

 

 

 

y = 0,884x + 0,112
R² = 0,990
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2. Fraksi 2 

Y = 0,884x + 0,112 

0,187 = 0,884x + 0,112 

X = 0,0848 mg/mL 

Aktivitas Spesifik Peroksidase 

0,136 : (6,58 x 0,0848) = 0,244 U/mg 

 

3. Fraksi 3 

Y = 0,884x + 0,112 

0,144 = 0,884x + 0,112 

X = 0,0362 mg/mL 

Aktivitas Spesifik Peroksidase 

0,124 : (6,58 x 0,0362) = 0,521 U/mg 

 

4. Filtrat Akhir 

Y = 0,884x + 0,112 

0,126 = 0,884x + 0,112 

X = 0,0159 mg/mL 

Aktivitas Spesifik Peroksidase 

0,013 : (6,58 x 0,0159) = 0,124 U/mg 

 

Hasil Perhitungan Kadar Protein Enzim Peroksidase 

Tahap Sampel Kadar Protein (mg/mL) 

Fraksionasi dengan 

(NH4)2SO4 
 Fraksi I (0-30%) 

 Fraksi II (30-50%) 

 Fraksi III (50-70%) 

 Filtrat Akhir 

0,1335 

0,0848 

0,0362 

0,0159 

 

Hasil Perhitungan Aktivitas Spesifik Enzim Peroksidase 

Tahap Sampel Aktivitas Spesifik 

Peroksidase (U/mg) 

Fraksionasi dengan 

(NH4)2SO4 
 Fraksi I (0-30%) 

 Fraksi II (30-50%) 

 Fraksi III (50-70%) 

 Filtrat Akhir 

0,181 

0,244 

0,521 

0,124 
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Lampiran 2. Spektrum Serapan UV-Visible Isoeugenol dan Produk Reaksi 

Dimerisasi 

 

 

 

Senyawa λmax 

Trans Isoeugenol 318 nm 

Hasil Reaksi 321 nm 

 

 

 

 

 

 

Senyawa Dimer Isoeugenol 

Senyawa Trans Isoeugenol  
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Lampiran 3. Kromatogram LC-MS 
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Lampiran 4. Spektrum Massa LC-MS 
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Lampiran 5. Kromatogram GC-MS 
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Lampiran 6. Spektrum Massa GC-MS 
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Lampiran 7. Pengukuran Aktivitas Antioksidan 

Konsentrasi 

(ppm) 

Absorbansi 

Senyawa Trans 

Isoeugenol 

Produk Dimerisasi 

Isoeugenol 

1000 0,023 0,028 

100 0,065 0,083 

75 0,137 0,142 

50 0,257 0,268 

Absorbansi Kontrol = 0,367 

 

Perhitungan % inhibisi produk dimerisasi dan senyawa trans isoeugenol 

% RSA (Radical Scavenging Activity) = [(Ao – Ab) / Ao] x 100% 

Ao = Absorbansi DPPH larutan tanpa sampel (Absorbansi Kontrol) 

Ab = Absorbansi DPPH dengan sampel  

 

Dari rumus di atas didapat nilai % RSA masing-masing sampel 

Tabel hasil perhitungan % RSA masing-masing sampel 

Konsentrasi 
% RSA 

Isoeugenol Produk Reaksi 

1000 ppm 94% 92,4% 

100 ppm 81,5% 77,4% 

75 ppm 62,7% 61,3% 

50 ppm 30% 27% 
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Gambar 4.15. Grafik Aktivitas Antioksidan Senyawa Isoeugenol dan Senyawa Dimer  

 

 

Gambar 4.16. Grafik Perbandingan IC50 antara Senyawa Isoeugenol dengan Senyawa 

Dimer   

 

 

 

 

Lampiran 8. Kondisi Kolom LC-MS 
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LC-MS dilakukan di LABKESDA (Laboratorium Kesehatan Daerah DKI 

Jakarta). Adapun kondisi LC-MS nya adalah: 

LC-MS-MS Quatro Mikro Triple Kuadropol 

HPLC Alliance 2695 

Kolom X-Terra C18 diameter 3,5 µm 

Panjang Kolom 100 x 2 mm 

Fase Gerak : Metanol dan Asam Format 2% dengan perbandingan 10:90 

Flow Rate : 0,2 mL/menit 
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