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RINGKASAN

Ristyana lka Putranti. 26010111400037. Skrining Fitokimia dan Aktivitas
Antioksidan Ekstrak Rumput Laut Sargassum duplicatum dan Turbinaria
ornata dari Jepara. (Ambariyanto dan Ita Widowati).

Rumput laut merupakan sumber antioksidan alami. Penelitian ini
menggunakan S. duplicatum dan T. ornata yang diekstrak dengan berbagai pelarut
(n-heksan, etil asetat dan etanol) untuk mengkaji komponen bioaktif, total fenol
dan flavonoid, aktivitas antioksidan dan toksisitasnya serta korelasi antara total
fenol dan flavonoid dengan aktivitas antioksidan. Skrining fitokimia dilakukan
berdasarkan metode dari Harborne. Total fenol diukur berdasarkan metode
spektrofotometer menggunakan reagen Follin-Ciocalteu. Total flavonoid diukur
berdasarkan metode kolorimetri menggunakan reagen aluminium klorida.
Aktivitas antioksidan diukur berdasarkan metode DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhidrazyl). Toksisitas diukur berdasarkan metode Brine Shrimp Lethality Test
(BSLT).

Ekstrak S. duplicatum mengandung alkaloid, triterpenoid, steroid, saponin,
fenol, flavonoid dan kuinon. Ekstrak T. ornata mengandung alkaloid, triterpenoid,
steroid, fenol, flavonoid dan kuinon. Ekstrak etil asetat menunjukkan kandungan
total fenol dan flavonoid tertinggi. Kandungan total fenol ekstrak etil asetat S.
duplicatum dan T. ornata adalah 127,5 mg GAE/g ekstrak dan 155,91 mg GAE/g
ekstrak, sedangkan kandungan total flavonoidnya adalah 107,66 mg QE/g ekstrak
and 163 mg QE/g ekstrak. Ekstrak etanol menunjukkan aktivitas antioksidan
tertinggi, dengan ICsy 29,84 ppm untuk S. duplicatum dan 45,4 ppm untuk T.
ornata. Kandungan total fenol dan flavonoid tidak menunjukkan korelasi positif
dengan aktivitas antioksidan. Semua ekstrak menunjukkan keaktifan dalam uji
BSLT, ditandai dengan nilai LCsp < 1000 ppm. Ekstrak etanol T. ornata adalah
yang teraktif dengan LCsy 58,31 ppm. Perbedaan jenis pelarut berpengaruh
terhadap komponen bioaktif, kandungan total fenol dan flavonoid serta aktivitas
antioksidan ekstrak S. duplicatum dan T. ornata.

Kata kunci . Sargassum duplicatum, Turbinaria ornata, fitokimia,
antioksidan dan BSLT.



SUMMARY

Ristyana Ika Putranti. 26010111400037. Phytochemical Screening and
Antioxidant Activities of Algae Extract Sargassum duplicatum and Turbinaria
ornata from Jepara. (Ambariyanto dan Ita Widowati).

Algae have antioxidant activities. This study used S. duplicatum and T.
ornata were extracted with various solvents (n-hexane, ethyl acetate and ethanol)
to determine phytochemical screening, the total phenolic and flavonoid contents,
antioxidant activities, cytotoxic activities and correlation between the total
phenolic and flavonoid contents with their antioxidant activities. Phytochemical
screening was carried out by Harborne methods. The total phenolic contents were
analyzed by spectrophotometer method using Follin-Ciocalteu reagent, while the
total flavonoid contents were conducted by colorimetric method using aluminum
chloride. The antioxidant activities were measured using DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhidrazyl) method and the cytotoxic activities were evaluated using Brine
Shrimp Lethality Test (BSLT).

The extract of S. duplicatum showed the presence of alkaloids,
triterpenoids, steroids, saponins, phenolics, flavonoids and quinons. The extract of
T. ornata showed the presence of alkaloids, triterpenoids, steroids, phenolics,
flavonoids and quinons. Ethyl acetat extract showed the highest total phenolic and
flavonoid contents for those species. The total phenolic contents of S. duplicatum
and T. ornata ethyl acetat extract were 127,5 mg GAE/g extract and 155,91 mg
GAE/qg extract, while the total flavonoid contents were 107,66 mg QE/g extract and
163 mg QE/g extract. Ethanol extract showed the highest antioxidant activities with
ICso value is 29,84 ppm for S. duplicatum and 45,4 ppm for T. ornata. The total
phenolic and flavonoid contents did not show a positive correlation with
antioxidant activities. All of the extract from those species are active in BSLT,
indicated by LCs values was less than 1000 ppm. The extract of T. ornata that
dissolved in ethanol is the most active extract and more potent than the others
extracts with LCsy values was 58,31 ppm. The bioactive compounds, the total
phenolic and flavonoid contents and their antioxidant activities of S. duplicatum
and T. ornata were influenced by the different solvent.

Keywords . Sargassum duplicatum, Turbinaria ornata, phytochemical,
antioxidant and BSLT.
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I.  PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Antioksidan merupakan substansi nutrisi maupun non-nutrisi yang
terkandung dalam bahan pangan, yang mampu mencegah atau memperlambat
terjadinya proses oksidasi (Tamat et al., 2007; Winarsi, 2007). Antioksidan sangat
bermanfaat bagi kesehatan dan kosmetik (Tamat et al., 2007) serta berperan
penting dalam mempertahankan mutu produk pangan (Heo et al., 2005; Tamat et
al., 2007).

Antioksidan yang paling umum digunakan adalah antioksidan sintetik,
seperti butylated hydroxyanisol (BHA), butylated hydroxytoluene (BHT), tert-
butylhydroquinone (TBHQ) dan propyl gallate (PG) (Heo et al., 2005; Vadlapudi
et al., 2012). Antioksidan sintetik bersifat karsinogenik dan dapat menimbulkan
kerusakan hati (Heo et al., 2005), sehingga permintaan terhadap antioksidan alami
terus mengalami peningkatan. Ada berbagai sumber antioksidan alami dari laut,
seperti rumput laut (Heo et al., 2005; Cornish and Garbary, 2010; Sadati et al.,
2011; Vadlapudi et al., 2012), lamun (Santoso et al., 2012), mikroalga (Li et al.,
2007), sponge (Hanani et al., 2005; 2006) dan sebagainya.

Rumput laut, terutama Phaeophyceae (Sargassum dan Turbinaria) tersebar
luas di perairan tropis, termasuk Indonesia (Aslan, 1991). Spesies-spesies
Sargassum sp. yang dikenal di Indonesia ada sekitar 12 spesies, salah satunya

adalah S. duplicatum. Turbinaria sp. yang ditemukan di Indonesia ada 3 spesies



dan salah satunya adalah T. ornata (Atmadja et al., 1996). Sargassum sp. dan
Turbinaria sp. sering membentuk suatu komunitas alga (Tjitrosoepomo, 2005).

Saat ini, Phaeophyceae (Sargassum sp. dan Turbinaria sp.) belum
dimanfaatkan secara optimal (Williams, 2007), padahal Phaeophyceae sangat
bermanfaat, misalnya di bidang kesehatan, mikrobiologi, enzimologi dan
ekotoksikologi (La Barre et al.,, 2010). Hasil ekstraksi Sargassum sp. dan
Turbinaria sp. adalah alginat (Kusumawati, 2009) dan produksinya masih
diperoleh dari alam (Rachmat, 1999% Rasyid, 2003). Alginat banyak digunakan
dalam industri makanan untuk memperkuat tekstur atau stabilitas dari berbagai
produk olahan (Poncomulyo et al., 2006).

Sargassum sp. telah dimanfaatkan sebagai antikolesterol (Herpandi, 2005),
biofuel (Lenstra et al., 2011), biofertilizer (Erulan et al., 2009; Sridhar and
Rengasamy, 2010), antibakteri (Devi et al., 2012), antitumor (Zandi et al., 2010;
Ale et al., 2011), antikanker (Thinh et al., 2013), antifouling (Bazes et al., 2009;
Habsah et al., 2011), antivirus (Sivagnanavelmurugan et al., 2012) dan krim
kosmetik (Kadi, 2008; Yoon et al., 2009). Ekstrak Sargassum sp. juga berpotensi
sebagai antioksidan. Penelitian ini telah dilakukan di Indonesia (Firdaus et al.,
2009; Merdekawati et al., 2009; Budhiyanti et al., 2012), India (Patra et al., 2008;
Bhaigyabati et al., 2011), Hawai (Kelman et al., 2012), Thailand (Yangthong et
al., 2009; Boonchum et al., 2011) dan Korea (Heo et al., 2005).

Penelitian tentang Turbinaria sp. menyatakan bahwa spesies ini berpotensi
dimanfaatkan sebagai antibakteri (Vijayabakar and Shiyamala, 2011; Kantida et

al., 2012; Sridharan and Dhamotharan, 2012), antitumor (Fajarningsih et al.,



2008), antifungi (Kumar et al., 2010; Kumari et al., 2011), antivirus (Kumar et
al., 2009), antikoagulan (Manoj et al., 2013) dan antifouling (Kantida et al.,
2012). Ekstrak Turbinaria sp. juga berpotensi sebagai antioksidan. Penelitian ini
telah dilakukan di Indonesia (Supriyono, 2007), India (Ananthi et al., 2010;
Ananthi et al., 2011; Vijayabakar and Shiyamala, 2012), Hawai (Kelman et al.,
2012) dan Thailand (Boonchum et al., 2011).

Phaeophyceae menunjukkan aktivitas antioksidan tertinggi diantara
Rhodophyceae dan Chlorophyceae (Yangthong et al., 2009; Kelman et al., 2012).
Phaeophyceae di daerah tropis memproduksi metabolit sekunder lebih baik
sebagai suatu sistem proteksi terhadap radiasi sinar UV (ultra violet). Senyawa
fenol dan turunannya diduga menjadi komponen utama senyawa antioksidan yang
dihasilkan oleh Phaeophyceae (Budhiyanti et al., 2012). Demirel et al. (2009)
menyebutkan bahwa senyawa fenol ini lebih efektif dibanding a-tokoferol dan
hampir sebanding dengan antioksidan sintetik seperti BHA dan BHT. Berdasarkan
hal tersebut maka perlu diteliti lebih lanjut besarnya total kandungan senyawa
fenol dan turunannya (flavonoid) dalam Phaeophyceae.

Senyawa bioaktif hasil metabolisme sekunder dapat diperoleh melalui
proses ekstraksi. Proses ekstraksi dapat menggunakan 3 jenis pelarut dengan
tingkat kepolaran yang berbeda, yaitu n-heksana (nonpolar), etil asetat (semipolar)
dan etanol/metanol (polar). Perbedaan jenis pelarut ini akan mempengaruhi
karakteristik dari senyawa bioaktif yang terdapat pada S. duplicatum dan T.

ornata yang dimungkinkan memiliki aktivitas sebagai antioksidan.



Penelusuran potensi dan identifikasi senyawa bioaktif organisme laut
gencar dilakukan selama satu dekade terakhir ini (Murniasih, 2003). Potensi suatu
tanaman berkaitan dengan toksisitas tanaman dan senyawa bioaktif yang
terkandung didalamnya (Lisdawati et al., 2006). Sehingga penelitian terhadap
toksisitas ekstrak tanaman dibutuhkan untuk menentukan keaktifan senyawa
bioaktif dalam tanaman. Hal ini dapat digunakan sebagai pedoman optimalisasi
pemanfaatannya.

Saat ini, belum ada produk antioksidan dari rumput laut S. duplicatum dan
T. ornata dan masih sedikit penelitian yang mengkombinasikan antara kandungan
senyawa bioaktif, aktivitas antioksidan dan toksisitas ekstrak S. duplicatum dan T.
ornata serta korelasi antara kandungan total fenol dan flavonoid dengan aktivitas
antioksidan. Hal ini membuka peluang untuk melakukan penelitian tentang S.
duplicatum dan T. ornata ditinjau dari kandungan senyawa bioaktif untuk
antioksidan alami serta efek toksisitasnya. Selanjutnya, data hasil aktivitas
antioksidan dari 2 spesies tersebut dapat memberikan informasi baru dalam

rangka pemanfaatan natural product rumput laut.

1.2 Perumusan Masalah

Sargassum sp. dan Turbinaria sp. merupakan rumput laut golongan
Phaeophyceae yang ditemukan di daerah tropis, termasuk di Indonesia. Hingga
saat ini, pemanfaatan Sargassum sp. dan Turbinaria sp. hanya sebatas ekstraksi

polisakarida berupa alginat, sedangkan kandungan senyawa bioaktifnya belum



dimanfaatkan secara optimal, termasuk belum adanya produk antioksidan dari
rumput laut S. duplicatum dan T. ornata

Beberapa penelitian tentang kandungan senyawa bioaktif dan potensinya
sebagai antioksidan alami telah dilakukan di beberapa negara. Salah satu metode
yang paling umum digunakan untuk menguji aktivitas antioksidan adalah dengan
menggunakan radikal bebas 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil (DPPH). Metode ini
bersifat sederhana, cepat dan tidak membutuhkan banyak reagen seperti halnya
metode lain. Hasil pengukuran dengan metode DPPH menunjukkan kemampuan
antioksidan sampel secara umum, tidak berdasar jenis radikal yang dihambat
(Juniarti et al., 2009).

Antioksidan berpotensi dikembangkan di bidang industri farmasi,
kecantikan dan pengawetan makanan. Antioksidan diduga mempunyai efek
antikanker (Tamat et al., 2007; Winarsi, 2007). Potensi suatu ekstrak tanaman
yang diduga mempunyai efek antikanker dapat dideteksi dengan uji toksisitas. Uji
toksisitas ini sering dikaitkan dengan potensi suatu ekstrak tanaman sebagali
antikanker (Meyer et al., 1982).

Metode BSLT Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) merupakan salah satu
metode untuk skrining atau penapisan aktivitas farmakologis pada tanaman obat
dan mendeteksi toksisitas ekstrak tanaman (Krishnaraju et al., 2005). Metode ini
bersifat sederhana, mudah dilakukan, murah, cepat, akurat dan membutuhkan
ekstrak dalam jumah sedikit (Meyer et al., 1982; Pisutthanan et al., 2004).

Di Indonesia, penelitian tentang kandungan senyawa bioaktif, total

kandungan fenol dan flavonoid, aktivitas antioksidan dengan metode DPPH dan



toksisitas dengan metode BSLT serta korelasi antara kandungan total fenol dan
flavonoid dengan aktivitas antioksidan dari ekstrak S. duplicatum dan T. ornata,
terutama dari Jepara masih sedikit dilakukan. Berdasarkan kondisi tersebut maka
perlu dilakukan penelitian untuk mengkaji kandungan senyawa bioaktif, total
kandungan fenol dan flavonoid, aktivitas antioksidan serta toksisitas dari ekstrak
S. duplicatum dan T. ornata.

Berdasarkan wuraian permasalahan tersebut, maka pertanyaan riset
(research questions) dalam penelitian ini adalah :

a. Bagaimana pengaruh perbedaan jenis pelarut terhadap komponen bioaktif,
kandungan total fenol dan flavonoid serta aktivitas antioksidan ekstrak S.
duplicatum dan T. ornata terhadap radikal bebas DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazil).

b. Bagaimana korelasi antara total fenol dan flavonoid dengan aktivitas
antioksidan ekstrak S. duplicatum dan T. ornata.

c. Bagaimana toksisitas ekstrak S. duplicatum dan T. ornata terhadap

Artemia salina.

1.3 Tujuan Penelitian
Berdasarkan latar belakang dan perumusan masalah, maka tujuan

penelitian ini adalah untuk :
a. Mengkaji pengaruh perbedaan jenis pelarut terhadap komponen bioaktif,

kandungan total fenol dan flavonoid serta aktivitas antioksidan ekstrak S.



duplicatum dan T. ornata terhadap radikal DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazil).

b. Mengkaji korelasi antara total fenol dan flavonoid dengan aktivitas
antioksidan ekstrak S. duplicatum dan T. ornata.

c. Mengkaji toksisitas ekstrak S. duplicatum dan T.ornata terhadap Artemia

salina.

14  Manfaat Penelitian
141 Akademis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat melengkapi database potensi
pemanfaatan S. duplicatum dan T. ornata sehingga dapat digunakan sebagai
pedoman dalam pengembangan ilmu bioteknologi kelautan (marine

biotechnology).

1.4.2 Praktis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang
potensi S. duplicatum dan T. ornata sebagai senyawa antioksidan alami sehingga
dapat meningkatkan optimalisasi pemanfaatan dan nilai tambah (nilai ekonomi)

dari S. duplicatum dan T. ornata di masa mendatang.

15 Alur Penelitian

Alur pendekatan masalah dalam penelitian terangkum pada Gambar 1.
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Gambar 1. Alur Pendekatan Masalah Penelitian



II.  TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Klasifikasi dan Deskripsi Sargassum duplicatum

Sargassum merupakan bagian dari kelompok rumput laut coklat
(Phaeophyceae) dan genus terbesar dari famili Sargassaceae. Klasifikasi
Sargassum adalah sebagai berikut (Dawes, 1981; Tjitrosoepomo, 2001; 2005) :
Divisi : Thallophyta
Kelas : Phaeophyceae
Ordo : Fucales
Famili : Sargassaceae
Genus : Sargassum

Spesies : Sargassum duplicatum J. Agardh

Gambar 2. Sargassum duplicatum (Hasil Penelitian, 2013)



Sargassum terdiri dari kurang lebih 400 spesies di dunia. Spesies-spesies
Sargassum sp. yang dikenal di Indonesia ada sekitar 12 spesies, yaitu : S.
duplicatum, S. histrix, S. echinocarpum, S. gracilimun, S. obtusifolium, S. binderi,
S. policystum, S. crassifolium, S. microphylum, S. aquofilum, S. vulgare, dan S.
polyceratium (Atmadja et al., 1996; Rachmat, 1999°).

Ciri-ciri umum dari Sargassum ini adalah bentuk thallus umumnya
silindris atau gepeng, cabangnya rimbun menyerupai pohon di darat, bentuk daun
melebar, oval, atau seperti pedang, mempunyai gelembung udara (bladder) yang
umumnya soliter, ukuran panjang umumnya mencapai 3-7 meter, warna thallus
umumnya coklat (Aslan, 1991). Sargassum biasanya dicirikan oleh 3 sifat yaitu
adanya pigmen coklat yang menutupi warna hijau, hasil fotosintesis disimpan
dalam bentuk laminaran dan algin serta adanya flagel (Dawes, 1981;
Tjitrosoepomo, 2005).

Sargassum tersebar luas di Indonesia, tumbuh di perairan yang terlindung
maupun yang berombak besar pada habitat batu, pada daerah intertidal maupun
subtidal (Aslan, 1991; Kadi, 2005). Zat yang dapat diekstraksi dari Sargassum
berupa alginat yaitu suatu garam dari asam alginik yang mengandung ion sodium,
kalsium dan barium. Pada umumnya Sargassum tumbuh di daerah terumbu
karang (coral reef) seperti di Kepulauan Seribu, terutama di daerah rataan pasir
(sand flat) (Aslan, 1991).

Sargassum sp. telah banyak dimanfaatkan sebagai bahan baku dalam
bidang industri makanan, farmasi, kosmetika, pakan, pupuk, tekstil, kertas, dan

lain sebagainya. Hasil ekstraksi Sargassum sp. berupa alginat banyak digunakan



industri makanan untuk memperkuat tekstur atau stabilitas dari produk olahan,
seperti es krim, sari buah, pastel isi, dan kue. Sargassum sp. juga telah
dimanfaatkan di bidang farmasi dan ternak (Tjitrosoepomo, 2005; Poncomulyo et

al., 2006).

2.2  Klasifikasi dan Deskripsi Turbinaria ornata
Klasifikasi ilmiah dari Turbinaria sp. adalah sebagai berikut (Dawes,
1981; Tjitrosoepomo, 2001; 2005) :
Devisi  : Thallophyta
Class  : Phaeophyceae
Ordo  :Fucales
Famili : Sargassaceae
Genus : Turbinaria

Spesies : Turbinaria ornate (Turner) J. Agardh

Gambar 3. Turbinaria ornata (Hasil Penelitian, 2013)



Turbinaria sp. yang ditemukan di Indonesia ada 3 spesies, yaitu : T.
ornata, T. decurrens dan T. conoides (Atmadja et al., 1996). Ciri-ciri umum dari
Turbinaria sp. ini adalah pada umumnya warna thallus adalah coklat, tubuhnya
seperti pohon atau semak, bentuk thallus utama umumnya silindris, bentuk daun
seperti terompet, kecubung atau corong dengan pinggir bergerigi, mempunyai
gelembung udara (bladder) yang terletak pada filoid. Sargassum sp. dan
Turbinaria sp. sering membentuk suatu komunitas alga (Aslan, 1991;
Tjitrosoepomo, 2005). Turbinaria sp. tersebar hampir di seluruh perairan tropis
termasuk Indonesia, pada daerah karang dengan pasang surut rendah dan area
subtidal (Aslan, 1991; Atmadja et al., 1996).

Secara tradisional, Turbinaria sp. telah dikonsumsi sebagai sayuran yang
nilai ekonomisnya masih sangat rendah. Turbinaria sp. biasanya dieksport ke
Filipina untuk diolah menjadi beraneka produk seperti sup, salad dan obat
gondok. Turbinaria sp. mempunyai kandungan alginat dan iodine (Aslan, 1991,
Tjitrosoepomo, 2005). Pemanfaatan alginat pada Turbinaria sp. seperti halnya

pada Sargassum sp.

2.3.  Metabolit Rumput Laut

Metabolit diklasifikasikan menjadi 2, yaitu metabolit primer dan metabolit
sekunder. Metabolit primer dibentuk dalam jumlah terbatas dan digunakan untuk
pertumbuhan dan kehidupan organisme (Nofiani, 2008). Metabolit primer rumput
laut adalah senyawa polisakarida hidrokoloid seperti karagenan, agar dan alginat.

Senyawa hidrokoloid tersebut telah digunakan dalam berbagai industri, terutama



industri makanan, kosmetik dan obat-obatan (Chapman, 1970; Bhat et al., 2009).
Metabolit sekunder merupakan senyawa yang dihasilkan oleh organisme sebagai
proteksi terhadap kondisi lingkungan yang ekstrim atau dari ancaman predator.
Metabolit sekunder tidak digunakan untuk pertumbuhan dan dibentuk dari
metabolit primer pada kondisi stress (Nofiani, 2008; Bhat et al., 2009). Metabolit
sekunder biasanya dalam bentuk senyawa bioaktif.

Metabolit sekunder rumput laut merupakan senyawa bioaktif yang terus
dimanfaatkan dan dikembangkan di berbagai bidang. Seiring dengan
perkembangan ilmu dan teknologi, penerapan metode ekstraksi dapat digunakan
untuk mengisolasi metabolit sekunder dari rumput laut. Hal ini mendorong
meluasnya pemanfaatan metabolit sekunder rumput laut di bidang farmasi, seperti
antibakteri, antioksidan dan antikanker.

Pada umumnya, rumput laut mengandung senyawa fenol dan turunannya
sebagai salah satu cara proteksi terhadap lingkungan yang ekstrim (Meenakshi et
al., 2009). Senyawa fenol merupakan salah satu sumber antioksidan non-gizi
(Winarsi, 2007). Rumput laut coklat (Sargassum sp.) mempunyai aktivitas
antioksidan, karena mampu menghambat peroksidasi lemak dan aktivitas radikal
bebas (Firdaus et al., 2009). S. myriocystum dan T. ornata dari pantai selatan
Tamil Nadu, India mengandung senyawa steroid, alkaloid, fenol, flavonoid,

saponin dan tanin (Jeyabalan and Marimuthu, 2012).



2.4  Ekstraksi Komponen Bioaktif Rumput Laut

Ekstraksi merupakan proses penarikan atau pemisahan komponen atau zat
aktif suatu simplisia dengan menggunakan pelarut tertentu. Proses ekstraksi
bertujuan untuk mendapatkan komponen-komponen bioaktif suatu bahan
(Harborne, 1987). Ada beberapa metode umum ekstraksi yang sering dilakukan,
yaitu ekstraksi dengan pelarut (maserasi), destilasi, supercritical fluid extraction
(SFE), pengepresan mekanik dan sublimasi (Gritter et al., 1991), serta secara
enzimatik (Taherzadeh and Karimi, 2007; Hammed et al., 2013). Destilasi dan
ekstraksi dengan pelarut merupakan metode ekstraksi yang sering digunakan
(Gritter et al., 1991).

Ekstraksi dengan pelarut didasarkan pada sifat kepolaran zat dalam pelarut
saat ekstraksi. Senyawa polar hanya akan larut pada pelarut polar, seperti etanol,
metanol, butanol dan air. Senyawa non-polar juga hanya akan larut pada pelarut
non-polar, seperti eter, kloroform dan n-heksana (Gritter et al., 1991). Jenis dan
mutu pelarut yang digunakan menentukan keberhasilan proses ekstraksi. Pelarut
yang digunakan harus dapat melarutkan zat yang diinginkannya, mempunyai titik
didih yang rendah, murah, tidak toksik dan mudah terbakar (Harborne, 1987).

Pelarut yang bersifat polar mampu mengekstrak senyawa alkaloid
kuartener, komponen fenolik, karotenoid, tanin, gula, asam amino dan glikosida.
Pelarut semi polar mampu mengekstrak senyawa fenol, terpenoid, alkaloid,
aglikon dan glikosida. Pelarut non polar dapat mengekstrak senyawa kimia seperti

lilin, lipid dan minyak yang mudah menguap (Harborne, 1987).



Secara umum, ekstraksi dengan pelarut dapat dilakukan dengan metode
ekstraksi bertingkat dan ekstraksi tunggal. Ekstraksi bertingkat dilakukan dengan
cara merendam sampel dengan pelarut berbeda secara berurutan, dimulai dengan
pelarut non polar lalu dengan pelarut yang kepolarannya menengah kemudian
dengan pelarut polar, dengan demikian akan diperoleh ekstrak kasar yang
mengandung berturut-turut senyawa non polar, semi polar, dan polar. Metode ini
berguna bila kita bekerja dengan skala gram. Sedangkan ekstraksi tunggal
dilakukan dengan cara merendam sampel dengan satu jenis pelarut tertentu. Bila
menggunakan beberapa pelarut yang berbeda maka pada setiap pelarut
dicampurkan dengan sampel yang belum pernah dilarutkan dengan pelarut lain

sebelumnya (Harborne, 1987).

2.5  Fitokimia

Fitokimia merupakan ilmu pengetahuan yang menguraikan aspek kimia
suatu tanaman. Kajian fitokimia meliputi uraian yang mencangkup aneka ragam
senyawa organik yang dibentuk dan disimpan oleh organisme, yaitu struktur
Kimianya, biosintesisnya, perubahan serta metabolismenya, penyebarannya secara
alamiah dan fungsi biologisnya, isolasi dan perbandingan komposisi senyawa
Kimia dari bermacam-macam jenis tanaman (Harborne, 1987; Sirait, 2007).
Analisis fitokimia dilakukan untuk menentukan ciri komponen bioaktif suatu
ekstrak kasar yang mempunyai efek racun atau efek farmakologis lain yang

bermanfaat bila diujikan dengan sistem biologi atau bioassay (Harborne, 1987).



2.5.1 Alkaloid

Alkaloid merupakan metabolit sekunder terbesar yang banyak ditemukan
pada tumbuhan tingkat tinggi dan mempunyai susunan basa nitrogen, yaitu satu
atau 2 atom nitrogen (Harborne, 1987; Bhat et al., 2009). Alkaloid sering beracun
bagi manusia dan mempunyai efek fisiologis yang menonjol, sehingga sering
digunakan untuk pengobatan (Harborne, 1987). Alkaloid dibentuk berdasarkan
prinsip pembentukan campuran dan terbagi menjadi 3 bagian, yaitu elemen yang
mengandung N terlibat pada pembentukan alkaloid, elemen tanpa N yang
ditemukan dalam molekul alkaloid dan reaksi yang terjadi untuk pengikatan khas
elemen-elemen pada alkaloid (Sirait, 2007). Alkaloid tidak mempunyai tata nama
sistematik, oleh karena itu, suatu alkaloid dinyatakan dengan nama trivial yang
berakhiran -in (Lenny, 2006). Fungsi alkaloid dalam tumbuhan belum diketahui
secara pasti. Namun alkaloid berfungsi sebagai pengatur tumbuh atau penghalau

dan penarik serangga (Harborne, 1987).

2.5.2 Triterpenoi n Steroi

Triterpenoid adalah senyawa yang kerangka karbonnya berasal dari 6
satuan isoprene dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon C30 asiklik,
yaitu skualena. Triterpenoid merupakan senyawa tanpa warna, berbentuk Kkristal,
sering kali mempunyai titik leleh tinggi dan aktif optik yang umumnya sukar
dicirikan karena tak ada kereaktifan kimianya (Harborne, 1987).

Steroid adalah molekul kompleks yang larut di dalam lemak dengan 4
cincin yang saling bergabung (Lehninger, 1982; Bhat et al, 2009). Steroid yang

paling banyak adalah sterol yang merupakan steroid alkohol. Kolesterol



merupakan sterol utama pada jaringan hewan. Kolesterol dan senyawa turunan
esternya, dengan lemaknya yang berantai panjang adalah komponen penting dari
plasma lipoprotein dan dari membran sel sebelah luar. Membran sel tumbuhan
mengandung jenis sterol lain terutama stigmasterol yang berbeda dari kolesterol
hanya dalam ikatan ganda di antara karbon 22 dan 23 (Lehninger, 1982; Bhat et
al., 2009).
Bhat et al. (2009) mengklasifikasikan sterol menjadi beberapa golongan
sebagai berikut :
a. Zoosterol, merupakan sterol yang terdapat pada hewan. Contoh 5a-
cholestan-3B-cholestan-3[3-ol.
b. Fitosterol, merupakan sterol yang terdapat pada tumbuhan. Contoh
stigmasterol.
c. Mycosterol, merupakan sterol yang ditemukan pada yeast dan fungi.
Contoh mycosterol.

d. Marine sterol, merupakan sterol yang ditemukan pada organisme laut.

2.5.3 Saponin

Saponin adalah glikosida triterpena dan sterol yang telah terdeteksi dalam
lebih dari 90 genus pada tumbuhan. Glikosida adalah suatu kompleks antara gula
pereduksi (glikon) dan bukan gula (aglikon). Banyak saponin yang mempunyai
satuan gula sampai 5 dan komponen yang umum ialah asam glukuronat. Adanya
saponin dalam tumbuhan ditunjukkan dengan pembentukan busa yang mantap

sewaktu mengekstraksi tumbuhan atau memekatkan ekstrak (Harborne, 1987).



2.5.4 Fenol

Fenol adalah senyawa yang berasal dari tumbuhan yang mengandung
cincin aromatik dengan satu atau 2 gugus hidroksil. Fenol cenderung mudah larut
dalam air karena berikatan dengan gula sebagai glikosida atau terdapat dalam
vakuola sel (Harborne, 1987). Senyawa fenol biasanya terdapat dalam berbagai
jenis sayuran, buah-buahan dan tanaman. Senyawa fenol diproduksi oleh tanaman
melalui jalur sikimat dan metabolisme fenil propanoid (Apak et al., 2007).

Beberapa senyawa fenol telah diketahui fungsinya. Misalnya lignin
sebagai pembentuk dinding sel dan antosianin sebagai pigmen. Namun beberapa
lainnya hanya sebatas dugaan sementara. Senyawa fenol diduga mempunyai
aktivitas antioksidan, antitumor, antiviral, dan antibiotik. Semua senyawa fenol
merupakan senyawa aromatik sehingga semua menunjukkan serapan Kkuat
terhadap spektrum UV. Fenol dapat dibagi menjadi 2 kelompok, yaitu fenol
sederhana dan polifenol. Contoh fenol sederhana : orsinol, 4-metilresolsinol, 2-
metilresolsinol, resolsinol, katekol, hidrokuinon, pirogalol dan floroglusinol.
Contoh polifenol adalah lignin, melanin dan tanin (Harborne, 1987; Apak et al.,

2007).

2.5.5 Flavonoid

Flavonoid merupakan golongan fenol terbesar yang senyawa yang terdiri
dari C6-C3-C6 dan sering ditemukan diberbagai macam tumbuhan dalam bentuk
glikosida atau gugusan gula bersenyawa pada satu atau lebih grup hidroksil
fenolik (Sirait, 2007; Bhat et al., 2009). Flavonoid merupakan golongan metabolit

sekunder yang disintesis dari asam piruvat melalui metabolisme asam amino



(Bhat et al., 2009). Flavonoid adalah senyawa fenol, sehingga warnanya berubah
bila ditambah basa atau amoniak. Terdapat sekitar 10 jenis flavonoid yaitu
antosianin, proantosianidin, flavonol, flavon, glikoflavon, biflavonil, khalkon,
auron, flavanon, dan isoflavon (Harborne, 1987).

Penamaan flavonoid berasal dari bahasa latin yang mengacu pada warna
kuning dan sebagian besar flavonoid adalah berwarna kuning. Flavonoid sering
ditemukan dalam bentuk pigmen dan co-pigmen. Flavonoid adalah golongan
pigmen organik yang tidak mengandung molekul nitrogen. Kombinasi dari
berbagai macam pigmen ini membentuk pigmentasi pada daun, bunga, buah dan
biji tanaman. Pigmen ini merupakan antraktan bagi serangga dan merupakan agen
polinasi. Pigmen juga bermanfaat bagi manusia dan salah satu manfaat yang
penting adalah sebagai antioksidan (Bhat et al., 2009). Bagi manusia, flavon
dalam dosis kecil bekerja sebagai stimulan pada jantung dan pembuluh darah

kapiler, sebagai diuretic dan antioksidan pada lemak (Sirait, 2007).

2.5.6 _Kuinon

Kuinon adalah senyawa berwarna dan mempunyai kromofor dasar seperti
kromofor dasar pada benzokuinon, yang terdiri dari 2 gugus karbonil yang
berkonjugasi dengan 2 ikatan rangkap. Kuinon untuk tujuan identifikasi dibagi
menjadi 4 kelompok, yaitu benzokuinon (kuinon dengan kromofor yang terdiri
dari 2 gugus karbonil yang berkonjugasi dengan 2 ikatan rangkap karbon-karbon),
naftokuinon, antrakuinon dan kuinon isoprenoid. Tiga kelompok pertama
biasanya terhidroksilasi dan bersifat senyawa fenol serta mungkin secara in vivo

terdapat dalam bentuk gabungan dengan gula sebagai glikosida atau dalam bentuk



kuinon tanpa warna dan terkadang juga dalam bentuk dimer. Dengan demikian
diperlukan hidrolisis asam untuk melepaskan kuinon bebasnya. Senyawa kuinon
yang terdapat sebagai glikosida mungkin larut sedikit dalam air, tetapi umumnya
kuinon lebih mudah larut dalam lemak dan akan terdeteksi dari tumbuhan

bersama-sama dengan karotenoid dan klorofil (Harborne, 1987).

2.6 Radikal Bebas

Radikal bebas (free radical) merupakan salah satu bentuk senyawa yang
mempunyai elektron tidak berpasangan (Winarsi, 2007). Adanya elektron tidak
berpasangan menyebabkan senyawa tersebut sangat reaktif mencari pasangan.
Radikal bebas ini akan merebut elektron dari molekul lain yang ada di sekitarnya
untuk menstabilkan diri. Radikal bebas erat kaitannya dengan kerusakan sel,
kerusakan jaringan, dan proses penuaan (Fessenden dan Fessenden, 1986).
Radikal bebas juga dapat mengubah suatu molekul menjadi suatu radikal
(Winarsi, 2007).

Radikal bebas akan menyerang biomakromolekul penting dalam tubuh
seperti  komponen penyusun sel, vyaitu protein, asam nukleat, lipid dan
polisakarida. Target utama radikal bebas adalah protein, asam lemak tak jenuh
dan lipoprotein serta DNA termasuk polisakaridanya. Asam lemak tak jenuh
adalah yang paling rentan. Radikal bebas akan merusak lemak tak jenuh ganda
pada membran sel sehingga dinding sel menjadi rapuh, merusak pembuluh darah
dan menimbulkan aterosklerosis. Radikal bebas juga merusak basa DNA sehingga

mengacaukan sistem informasi genetika dan membentuk sel kanker. Jaringan lipid



juga akan dirusak oleh senyawa radikal bebas sehingga terbentuk peroksida dan
menimbulkan penyakit degeneratif (Winarsi, 2007).

Serangan radikal bebas terhadap molekul sekelilingnya dapat
menyebabkan reaksi berantai dan kemudian menghasilkan senyawa radikal baru.
Hal ini akan menimbulkan kerusakan sel atau jaringan, penyakit degeneratif
hingga kanker. Berbagai gangguan akibat kerja radikal bebas adalah gangguan
fungsi sel, kerusakan struktur sel, molekul yang tidak teridentifikasi oleh sistem
imun bahkan mutasi. Semua gangguan tersebut memicu timbulnya berbagali
macam penyakit (Sadikin, 2001 dalam Winarsi, 2007).

Secara umum, tahapan reaksi pembentukan reaksi radikal bebas melalui 3
tahapan reaksi yaitu inisiasi, propagasi dan terminasi. Tahap inisiasi merupakan
awal pembentukan radikal bebas, tahap propagasi merupakan pemanjangan rantai
dan tahap terminasi merupakan bereaksinya senyawa radikal dengan radikal lain
atau dengan penangkap radikal sehingga potensi propagasinya rendah. Reaktivitas
radikal bebas dapat dihambat dengan cara (Winarsi, 2007) :

e Mencegah (prevention) atau menghambat (inhibition) pembentukan radikal
bebas baru

e Menginaktivasi (inactivation) atau menangkap radikal bebas (free radical
scavenger) dan memotong propagasi (pemutusan rantai)

e Memperbaiki (repaire) kerusakan yang diakibatkan oleh radikal bebas

Antioksidan merupakan substansi penting yang mampu melindungi tubuh
dari serangan radikal bebas dan meredamnya. Konsumsi antioksidan dalam

jumlah memadai mampu menurunkan resiko terkena penyakit degeneratif seperti



kardiovaskuler, kanker, aterosklerosis, osteoporosis dan lain-lain. Konsumsi
makanan yang mengandung antioksidan dapat meningkatkan status imunologi dan
menghambat timbulnya penyakit degeneratif akibat penuaan. Kecukupan
antioksidan secara optimal dibutuhkan oleh semua kelompok umur (Winarsi,

2007).

2.7 Antioksidan

Antioksidan merupakan substansi nutrisi maupun non-nutrisi yang
terkandung dalam bahan pangan, yang mampu mencegah atau memperlambat
terjadinya kerusakan oksidatif dalam tubuh. Antioksidan merupakan senyawa
pemberi elektron (elektron donor) atau reduktan/reduktor. Antioksidan mampu
menghambat reaksi oksidasi dengan cara mengikat radikal bebas dan molekul
yang sangat reaktif sehingga kerusakan sel dapat dicegah. Senyawa ini
mempunyai berat molekul kecil tapi mampu menginaktivasi reaksi oksidasi
dengan mencegah terbentuknya radikal (Winarsi, 2007). Tamat et al. (2007)
menyatakan bahwa antioksidan merupakan zat yang dapat menunda,
memperlambat dan mencegah terjadinya proses oksidasi. Antioksidan sangat
bermanfaat bagi kesehatan dan berperan penting dalam mempertahankan mutu
produk pangan.

Tubuh manusia mempunyai sistem antioksidan yang diproduksi secara
kontinue untuk menangkal atau meredam radikal bebas, seperti enzim superoksida
dismutase (SOD), katalase dan glutation peroksidase. Bila jumlah senyawa radikal

bebas melebihi jumlah antioksidan alami dalam tubuh maka radikal bebas akan



menyerang komponen lipid, protein dan DNA. Sehingga tubuh kita membutuhkan
asupan antioksidan yang mampu melindungi tubuh dari serangan radikal bebas

tersebut (Prakash, 2001; Winarsi, 2007; Hapsari, 2008).

2.7.1 Manfaat Antioksidan

Antioksidan  penting untuk  kesehatan dan kecantikan  serta
mempertahankan mutu produk pangan. Di bidang kesehatan dan kecantikan,
antioksidan berfungsi untuk mencegah penyakit kanker dan tumor, penyempitan
pembuluh darah, penuaan dini, dan lain-lain (Tamat et al. 2007). Antioksidan juga
mampu menghambat reaksi oksidasi dengan cara mengikat radikal bebas dan
molekul yang sangat reaktif sehingga kerusakan sel dapat dicegah. Reaksi
oksidasi dengan radikal bebas sering terjadi pada molekul protein, asam nukleat,
lipid dan polisakarida (Winarsi, 2007).

Konsumsi antioksidan dalam jumlah memadai mampu menurunkan resiko
terkena penyakit degeneratif seperti kardiovaskuler, kanker, aterosklerosis,
osteoporosis dan lain-lain. Konsumsi makanan yang mengandung antioksidan
dapat meningkatkan status imunologi dan menghambat timbulnya penyakit
degeneratif akibat penuaan. Kecukupan antioksidan secara optimal dibutuhkan
oleh semua kelompok umur (Winarsi, 2007).

Di bidang industri pangan, antioksidan dapat digunakan untuk mencegah
terjadinya proses oksidasi yang dapat menyebabkan kerusakan, seperti
ketengikan, perubahan warna dan aroma, serta kerusakan fisik lainnya (Tamat et
al., 2007). Antioksidan sangat penting sebagai inhibitor peroksidasi lipid sehingga

dapat digunakan untuk mencegah terjadinya peroksidasi lipid pada bahan pangan.



Peroksidasi lipid merupakan reaksi kimia yang sering terjadi pada bahan pangan
yang memproduksi asam, aroma tak sedap dan tosik selama proses pengolahan
dan penyimpanan sehingga mempengaruhi mutu dan keamanan produk pangan

(Heo et al., 2005).

2.7.2  Sumber Antioksidan dan Mekanisme Kerjanya

Berdasarkan ~ mekanisme  kerja dan  sumbernya,  antioksidan
diklasifikasikan menjadi 3 golongan, yaitu antioksidan primer, antioksidan
sekunder dan antioksidan tersier. Antioksidan primer disebut juga sebagai
antioksidan endogenus, yaitu antioksidan yang diproduksi secara alami dan
kontinue oleh tubuh. Antioksidan primer merupakan jenis antioksidan enzimatis,
yaitu mampu memberikan atom hidrogen kepada radikal bebas sehingga radikal
bebas ini menjadi lebih stabil. Mekanisme kerja antioksidan primer adalah dengan
cara mencegah pembentukan senyawa radikal bebas baru atau mengubah radikal
bebas yang telah terbentuk menjadi lebih stabil dan kurang reaktif dengan cara
memutus reaksi berantai (polimerisasi) atau dikenal dengan istilah juga chain-
breaking-antioxidant (Winarsi, 2007). Contoh antioksidan primer adalah enzim
superoksida dismutase (SOD), katalase dan glutation peroksidase (GSH) (Prakash,
2001; Tamat et al. 2007; Winarsi, 2007).

Antioksidan sekunder disebut juga sebagai antioksidan eksogenus atau
antioksidan non-enzimatis, yaitu antioksidan yang tidak diproduksi secara alami
oleh tubuh dan didapatkan dari asupan makanan maupun minuman. Mekanisme
kerja antioksidan sekunder adalah dengan cara memotong reaksi oksidasi berantai

dari radikal bebas atau dengan cara menangkap radikal bebas (free radical



scavenger). Sehingga radikal bebas tidak akan bereaksi dengan komponen seluler.
Antiksidan sekunder terdiri dari antioksidan alami dan antioksidan sintetik.
Antioksidan alami banyak ditemukan dalam sayuran dan buah-buahan.
Komponen yang terkandung didalamnya adalah vitamin C, vitamin E, [-karoten,
flavonoid, isoflavon, flavon, antosianin, katekin, isokatekin, asam lipoat, bilirubin
dan albumin, likopen dan klorofil (Winarsi, 2007). Antioksidan sintetik dibuat
dari bahan-bahan kimia antara lain butylated hydroxyanisol (BHA), butylated
hydroxytoluene (BHT), tert-butylhydroquinone (TBHQ) dan propyl gallate (PG)
(Heo et al., 2005).

Antioksidan tersier meliputi sistem enzim DNA-repair dan metionin
sulfoksida reduktase. Enzim-enzim ini berfungsi dalam perbaikan biomolekuler
yang rusak akibat aktivitas radikal bebas. Kerusakan DNA akibat radikal bebas
dapat dicirikan oleh rusaknya single atau double strand pada gugus basa dan non-

basa (Winarsi, 2007).

2.8 Uji Aktivitas Antioksidan

Metode pengujian aktivitas antioksidan dikelompokkan menjadi 3
golongan. Golongan pertama adalah Hydrogen Atom Transfer Methods (HAT),
misalnya Oxygen Radical Absorbance Capacity Method (ORAC) dan Lipid
Peroxidation Inhibition Capacity Assay (LPIC). Golongan kedua adalah Electron
Transfer Methods (ET), misalnya Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)

dan 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil (DPPH) Free Radical Scavenging Assay.



Golongan ketiga adalah metode lain seperti Total Oxidant Scavenging Capacity
(TOSC) dan Chemiluminescence (Badarinath et al., 2010).

Salah satu metode yang paling umum digunakan untuk menguji aktivitas
antioksidan adalah dengan menggunakan radikal bebas 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazil (DPPH). Pengukuran antioksidan dengan metode DPPH merupakan
metode pengukuran antioksidan yang sederhana, cepat dan tidak membutuhkan
banyak reagen seperti halnya metode lain. Hasil pengukuran dengan metode
DPPH menunjukkan kemampuan antioksidan sampel secara umum, tidak berdasar
jenis radikal yang dihambat (Juniarti et al., 2009). Pada metode lain selain DPPH
membutuhkan reagen kimia yang cukup banyak, waktu analisis yang lama, biaya
yang mahal dan tidak selalu dapat diaplikasikan pada semua sampel (Badarinath
et al., 2010).

Pada metode ini, larutan DPPH berperan sebagai radikal bebas yang akan
bereaksi dengan senyawa antioksidan sehingga DPPH akan berubah menjadi 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazin yang bersifat non-radikal. Peningkatan jumlah 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazin akan ditandai dengan berubahnya warna ungu tua
menjadi warna merah muda atau kuning pucat dan dapat diamati menggunakan
spektrofotometer sehingga aktivitas peredaman radikal bebas oleh sampel dapat
ditentukan (Molyneux, 2004).

Pengukuran aktivitas antioksidan dengan metode DPPH menggunakan
prinsip spektrofotometri. Senyawa DPPH dalam metanol berwarna ungu tua
terdeteksi pada panjang gelombang sinar tampak sekitar 515-517 nm. Parameter

untuk menginterpretasikan hasil pengujian DPPH adalah dengan nilai ICs



(Inhibitor Concentration). ICsy merupakan konsentrasi larutan substrat atau
sampel yang mampu mereduksi aktivitas DPPH sebesar 50%. Semakin kecil nilai
ICso berarti semakin tinggi aktivitas antioksidan. Secara spesifik suatu senyawa
dikatakan sebagai antioksidan sangat kuat jika nilai 1Cso kurang dari 50 ppm (ICs
< 50 ppm), kuat (50 ppm < ICs < 100 ppm), sedang (100 ppm < ICso < 150 ppm),
lemah (150 ppm < ICsp < 200 ppm), dan sangat lemah (ICso > 200 ppm). Strukur
DPPH radikal bebas dan DPPH yang telah bereaksi dengan antioksidan disajikan

pada Gambar 4. (Molyneux, 2004).
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a. 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil b. 1,1- diphenyl-2-picrylhydrazin

Gambar 4. Struktur DPPH (a) Radikal Bebas dan (b) Radikal Bebas yang Telah
Bereaksi dengan Antioksidan (Molyneux, 2004)

2.9  Uji Toksisitas

Pengujian terhadap aktivitas dan toksisitas ekstrak tanaman dapat
dilakukan dengan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT). Metode BSLT
sangat cocok digunakan untuk isolasi senyawa bioaktif ekstrak tanaman. Metode
BSLT ini sering dilakukan dalam uji pendahuluan untuk skrining atau penapisan
aktivitas farmakologis pada tanaman obat untuk mendukung penggunaan tanaman

obat dalam pengobatan tradisional dan modern, mendeteksi efek racun dari fungi,



toksisitas ekstrak tanaman, logam berat, pestisida dan sitotoksisitas (Krishnaraju
et al., 2005; Tamat et al., 2007). Metode BSLT digunakan secara luas untuk
bioassay bioaktivitas ekstrak kasar suatu tanaman. Metode ini bersifat sederhana,
mudah dilakukan, murah, cepat dan membutuhkan ekstrak dalam jumah sedikit.
Metode BSLT dapat ditindak lanjuti dengan metode bioassay lain yang lebih
kompleks dan mahal setelah senyawa aktifnya berhasil diisolasi (Pisutthanan et
al., 2004).

Uji BSLT dilakukan untuk melihat efek toksisitas terhadap sel dan sering
digunakan untuk skrining senyawa bioaktif antikanker (Tamat et al., 2007). Metode
BSLT dilakukan dengan mengamati tingkat kematian (mortalitas) yang ditimbulkan
olen ekstrak terhadap larva udang jenis Artemia salina setelah dilakukan
pengujian selama 24 jam. Hasil yang diperoleh dihitung sebagai nilai LCx
(Lethal Concentration) ekstrak uji, yaitu jumlah dosis atau konsentrasi ekstrak uji
yang dapat menyebabkan kematian larva udang sejumlah 50% setelah masa
inkubasi 24 jam. Suatu ekstrak dinyatakan aktif dan bersifat toksik jika dapat
menyebabkan kematian 50% hewan uji pada konsentrasi kurang dari 1000 ppm
dan bersifat tidak toksik jika ditemukan pada konsentrasi lebih dari 1000 ppm

(Meyer et al., 1982).

2.10 Natural Product and Bioprospecting
Bahan alam (natural product) merupakan senyawa kimia yang mempunyai
aktivitas biologi dan berasal dari organisme (tumbuhan, hewan dan

mikroorganisme). Bahan alam dikelompokkan berdasarkan kesamaan struktur



atau jalur biosintesisnya, seperti kelompok lipid, protein, karbohidrat, alkaloid,
fenol, flavonoid, terpenoid dan sebagainya (Baker et al, 2007). Berbagai bahan
alam ini mempunyai banyak manfaat bagi kehidupan manusia, sehingga
mendorong para ilmuwan untuk mempelajari dan mengisolasinya serta melakukan
bioprospecting.

Bioprospecting merupakan eksplorasi keanekaragaman hayati, terutama di
bidang genetika dan biokimia untuk dilakukan skrining aktivitas biologi dan
diusulkan sebagai bahan alam yang bernilai ekonomi, terutama di bidang industri
farmasi, pangan dan kosmetik (Duraisamy et al., 2011). Bioprospecting didukung
olen kemajuan teknologi rekombinan (rekayasa), teknologi kimia dan
pengetahuan lokal masyarakat. Bioprospecting dilakukan dalam berbagai tahapan

dan terangkum dalam Gambar 5.
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antitumor, antifungi,
antibakteri dll)

Gambar 5. Tahapan Bioprospecting (Wright, 2012)




Kegiatan bioprospecting dimulai dengan pengumpulan bahan alam dan
identifikasi spesies (sampel). Sampel organisme diekstrak dan dilakukan
identifikasi senyawa bioaktif (analisis fitokimia) dan uji bioaktivitas/bioassay
(antioksidan, antitumor, antifungi, antibakteri dan sebagainya). Ekstrak yang
mempunyai bioaktivitas tinggi difraksinasi, sehingga didapatkan fraksi aktifnya
dan dilanjutkan isolasi senyawa bioaktif menggunakan teknik kromatografi
sehingga dihasilkan senyawa murni. Identifikasi dan penentuan struktur senyawa
murni dilakukan dengan teknik spektroskopi (UV, FT-IR, NMR dan GC/MS).
Senyawa murni ini diuji bioaktivitasnya. Jika mempunyai bioaktivitas yang tinggi
maka berpotensi untuk dikembangkan dengan memodifikasi struktur dan

mensintesisnya dengan teknologi rekombinan (Wright, 2012).



I11. METODOLOGI PENELITIAN

3.1  Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Februari hingga Juli 2013. Sampel S.
duplicatum dan T. ornata diperoleh dari perairan Teluk Awur, Jepara (Gambar
5.). Proses ekstraksi sampel dan analisis fitokimia dilakukan di Laboratorium
Kimia Organik, Fakultas Sains dan Matematika, UNDIP. Uji total fenol, uji total
flavonoid, uji aktivitas antioksidan dan uji toksisitas dilakukan di Laboratorium

Perikanan, Fakultas Perikanan dan llmu Kelautan, UNDIP.
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Gambar 5. Peta Lokasi Pengambilan Sampel S. duplicatum dan T. ornata
di Teluk Awur, Jepara




3.2

Ruang Lingkup Penelitian

Penelitian ini menggunakan S. duplicatum dan T. ornata yang diperoleh

dari perairan Teluk Awur, Jepara. Penelitian terdiri dari 3 tahap. Tahap pertama

adalah pengambilan, identifikasi dan preparasi sampel, pembuatan ekstrak dan

analisis fitokimia. Tahap kedua yaitu uji total fenol dan flavonoid serta uji

aktivitas antioksidan dengan metode 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil

(DPPH).

Tahap ketiga adalah aplikasi hasil antioksidan terbaik dari S. duplicatum dan T.

ornata untuk uji toksisitas dengan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT).

Tahapan penelitian dapat dilihat pada Gambar 6.

3.3

Instrumen Penelitian

Instrumen penelitian meliputi alat dan bahan yang digunakan dalam

penelitian dan disajikan pada Tabel 1. dan Tabel 2.

Tabel 1. Daftar Alat yang Digunakan dalam Penelitian

No. Peralatan Kegunaan

1. Timbangan Menimbang rumput laut basah

2. Blender Menghaluskan sampel

3. Kantung plastik Menyimpan sampel tepung rumput laut

4. Erlenmeyer 1000 ml Tempat merendam sampel

5. Erlenmeyer 500 ml Tempat menetaskan nauplius A. salina

6. Gelas ukur 10 ml, 100 ml Mengukur volume larutan

7. Labu ukur 10 ml, 100 ml Mengukur  volume  larutan  dan
pengenceran

8. Spatula Mengambil ekstrak

9. Gelas beker 500 ml Mengukur volume larutan

10. Rotary evaporator Menguapkan pelarut ekstrak




Lanjutan Tabel 1. Daftar Alat yang Digunakan dalam Penelitian

No. Peralatan Kegunaan

11. Vial 15 ml Tempat hasil ekstrak dan tempat uji
sampel

12. Corong Membantu memasukkan larutan

13. Neraca analitik Menimbang sampel dan ekstrak

14, Tabung reaksi Tempat sampel untuk fitokimia, uji
kandungan total fenol dan flavonoid

15. Rak tabung reaksi Meletakkan tabung reaksi

16. Pipet tetes Memipet nauplius A. salina

17. Pipet ukur 5 ml Mengambil larutan

18. Mikropipet Memindahkan larutan bervolume kecil

19. Mikropipet 1 ml Mengambil larutan volume 1 ml

20. Lemari es Menyimpan ekstrak

21. Batang pengaduk Mengaduk

22. Kaca pembesar (lup) Mengamati dan menghitung A. salina

24, Spektrofotometer UV Mengukur absorbansi sampel

Shimidzu 1601

25. Autoclave Sterilisasi alat dan air laut

26. Aerator Suplai oksigen

27. pH meter Mengukur pH air laut

28. Refraktometer Mengukur salinitas air laut

29. Lampu TL 40 watt Sumber cahaya

30. Hotplate  dan Memanaskan dan menghomogenkan

stirrer

sampel

Tabel 2. Daftar Bahan yang Digunakan dalam Penelitian

No. Bahan Kegunaan
1. S. duplicatum Sampel
2. T. ornata Sampel




Lanjutan Tabel 2. Daftar Bahan yang Digunakan dalam Penelitian

No. Bahan Kegunaan

3. n-heksan Pelarut sampel

4. Etil asetat Pelarut sampel

5. Etanol 96 % Pelarut sampel

6. Metanol p.a. Pelarut sampel

7. Air kran Pencuci alat

8. Akuades Pelarut

9. Aluminium foil Pembungkus sampel

10. Tissue Pembersih alat

11. Kertas saring Whatman 42 Menyaring larutan

12. Kertas label Memberi label penanda

13. H,SO, Reagen uji fitokimia

14, Pereaksi dragendorff Reagen uji fitokimia

15. Pereaksi meyer Reagen uji fitokimia

16. Kloroform Reagen uji fitokimia

17. Anhidra asetat Reagen uji fitokimia

18. FeCls Reagen uji fitokimia

19. HCI 2N Reagen uji fitokimia

20. NaOH Reagen uji fitokimia

21. Serbuk magnesium Reagen uji fitokimia

22. Na,CO3 5 % Reagen uji total fenol

23. Folin-Ciocalteau 50 % Reagen uji total fenol

24, Asam galat Kontrol positif uji total fenol

25. AICl3 10 % Reagen uji total flavonoid

26. Kalium asetat Reagen uji total flavonoid

217. 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil ~ Reagen uji antioksidan
(DPPH)

28. Kuersetin Kontrol positif uji total flavonoid




Lanjutan Tabel 2. Daftar Bahan yang Digunakan dalam Penelitian

No. Bahan Kegunaan

29. BHT Kontrol positif antioksidan

30. Air laut steril Medium penetasan Artemia salina
31. Nauplius Artemia salina Hewan uji toksisitas

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Pengambilan, Identifikasi dan Preparasi S. duplicatum dan T. ornata

Pengambilan sampel rumput laut dilakukan pada saat surut. Rumput laut
yang telah diambil diberi label dan disimpan dalam coolbox yang telah berisi es
batu untuk menjaga kesegaran rumput laut selama perjalanan menuju
laboratorium. Identifikasi sampel rumput laut dilakukan berdasarkan pustaka dari
Atmadja et al. (1996), Tjitrosoepomo (2001; 2005) dan dapat dilihat pada
Lampiran 1.

Preparasi S. duplicatum dan T. ornata dimulai dengan proses pencucian,
pengeringan dan penggilingan. Rumput laut segar dicuci dengan menggunakan air
tawar untuk menghilangkan kotoran, lumut, lumpur dan pasir. Sebelum
dikeringkan, terlebih dahulu sampel ditimbang untuk mengetahui biomassa
basahnya, kemudian sampel dikeringkan di tempat yang terlindung dari sinar
matahari secara langsung. Hal ini dilakukan untuk menghindari kerusakan
senyawa bioaktif suatu bahan.

Rumput laut yang telah kering dihaluskan dengan blender, kemudian
disaring untuk mendapatkan butiran yang seragam, dimasukkan dalam kantong

plastik dan diberi label kemudian ditimbang dengan timbangan analitik dan
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disimpan dalam kondisi kering untuk selanjutnya dilakukan proses ekstraksi.
Sediaan rumput laut kering ini disebut simplisia. Rendemen berat kering
(simplisia) dari masing-masing sampel dihitung dengan rumus berikut (Agoes,
2007).

Rendemen berat kering = Jumlah berat kering (g) x 100 %

Jumlah berat basah (g)

3.4.2 Proses Pembuatan Ekstrak

Ekstraksi bahan aktif dilakukan dengan mengacu pada penelitian Juniarti
et al. (2009) dan Santoso et al. (2012) yang dimodifikasi. Metode ekstraksi yang
dilakukan dalam penelitian ini adalah metode ekstraksi bertingkat. Harborne
(1987) menyatakan bahwa ekstraksi bertingkat dilakukan dengan cara merendam
sampel dengan pelarut berbeda secara berurutan, dimulai dengan pelarut non polar
(n-heksana) lalu dengan pelarut semipolar (etil asetat) kemudian dengan pelarut
polar (etanol).

Simplisia S. duplicatum dan T. ornata ditimbang sebanyak 250 gram dan
dimasukkan ke dalam erlenmeyer, kemudian ditambahkan pelarut hingga volume
akhir mencapai 1000 ml dengan perbandingan 1 : 4 (w/v). Prosedur ekstraksi
dilakukan dengan merendam sampel dengan n-heksan, etil asetat dan etanol
secara berurutan. Hasil maserasi kemudian disaring dengan kertas saring
Whatman 42 sehingga dihasilkan filtrat dan residu. Perendaman dilakukan 3 kali
sampai filtrat mendekati bening. Filtrat yang diperoleh kemudian dipekatkan

dengan vacuum rotary evaporator pada suhu 40 °c hingga diperoleh ekstrak kasar



(crude extract) berupa pasta. Proses ekstraksi dapat dilihat pada Gambar 7.
Rendeman ekstrak dihitung menggunakan rumus :

% Rendemen = Jumlah berat ekstrak berupa pasta (g) x 100 %

Jumlah berat kering (g)

3.4.4 Analisis Fitokimia

Analisis fitokimia merupakan analisis kualitatif yang dilakukan untuk
mengetahui komponen bioaktif yang terkandung dalam tiap pelarut dari ekstrak S.
duplicatum dan T. ornata. Analisis fitokimia yang dilakukan meliputi uji alkaloid,
triterpenoid dan steroid, saponin, fenol, flavonoid dan kuinon. Metode analisis
yang digunakan berdasarkan pada Harborne (1987).

a. Alkaloid
Uji alkaloid dilakukan dengan melarutkan dalam beberapa tetes asam
sulfat 2 N kemudian diuji dengan 2 pereaksi alkaloid yaitu pereaksi
dragendorff dan pereaksi meyer. Hasil uji positif diperoleh bila terbentuk
endapan merah hingga jingga dengan pereaksi dragendorff dan endapan putih
kekuningan dengan pereaksi meyer.
b. Triterpenoid dan steroid
Sejumlah sampel dilarutkan dalam 2 ml kloroform dalam tabung
reaksi yang kering lalu ditambahkan 10 tetes anhidra asetat dan 3 tetes asam
sulfat pekat. Reaksi positif ditunjukkan dengan terbentuknya larutan
berwarna merah untuk pertama kali kemudian berubah menjadi biru dan

hijau.
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c. Saponin (uji busa)
Saponin dapat dideteksi dengan uji busa dalam air panas. Busa yang
stabil akan terus terlihat selama 5 menit dan tidak hilang pada penambahan 1
tetes HCI 2 N menunjukkan adanya saponin.
d. Fenol
Sejumlah sampel diekstrak dengan 20 ml etanol 70 %. Larutan yang
dihasilkan diambil sebanyak 1 ml kemudian ditambahkan 2 tetes larutan
FeCl3 5%. Reaksi positif ditunjukkan dengan terbentuknya warna hijau atau
hijau biru.
e. Flavonoid
Sejumlah sampel ditambahkan serbuk magnesium 0,1 mg dan 0,4 ml
amil alkohol (campuran asam klorida 37 % dan etanol 95 % dengan volume
yang sama) dan 4 ml alkohol kemudian campuran dikocok. Reaksi positif
ditunjukkan dengan terbentuknya warna merah, kuning atau jingga pada
lapisan amil alkohol.
f.  Kuinon
Sejumlah sampel ditambahkan NaOH 1 N kemudian diamati
perubahan warnanya. Reaksi positif ditunjukkan dengan terbentuknya warna

kuning.

3.4.5 Uji Kandungan Total Fenol

Metode yang digunakan mengacu pada Yangthong et al. (2009), Sharma et
al. (2011) dan Santoso et al. (2012) dengan menggunakan reagen Folin-

Ciocalteau. Ekstrak S. duplicatum dan T. ornata dengan berat 5 mg dilarutkan



dalam 2 ml etanol 96%. Kemudian larutan ditambahkan 5 ml akuades dan 0,5 ml
reagen Folin-Ciocalteau 50% dan diinkubasi selama 5 menit, kemudian
ditambahkan 1 ml Na,CO3; 5%. Larutan dihomogenkan lalu diinkubasi dalam
kondisi gelap selama satu jam. Serapan yang dihasilkan diukur dengan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 725 nm. Pengukuran
absorbansi dilakukan 3 kali ulangan.

Asam galat digunakan sebagai standar dengan seri konsentrasi 0 ppm, 5
ppm, 15 ppm dan 20 ppm. Kurva Kkalibrasi asam galat digunakan untuk
menentukan kadar senyawa fenolat yang terkandung dalam sampel melalui
persamaan regresi dan dinyatakan dalam satuan mg ekuivalen asam galat/g

ekstrak (mg GAE/g ekstrak) dengan rumus perhitungan :

C = Cl x V
m
Keterangan :
C :Total fenol (mg GAE/g ekstrak) M : Berat ekstrak (g)
C: :Konsentrasi asam galat (mg/I) V  :Volume ekstrak (I)

3.4.6 Uji Kandungan Total Flavonoid

Metode yang digunakan mengacu pada metode Chang et al. (2002),
Hassan et al. (2013) dan Nugroho et al. (2013) dengan menggunakan pereaksi
AICl3. Sebanyak 0.5 ml ekstrak S. duplicatum dan T. ornata dengan konsentrasi
1000 ppm dipipet kedalam tabung reaksi, ditambahkan 1,5 ml metanol, 0,1 ml
AICl3 10%, 0,1 ml CH;COOK 1 M dan 2,8 ml akuades. Larutan dihomogenkan

dan diinkubasi selama 30 menit. Absorbansi larutan diukur dengan



spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 415 nm. Pengukuran
absorbansi dilakukan 3 kali ulangan.

Kuersetin digunakan sebagai standar dengan seri konsentrasi 50 ppm, 100
ppm, 150 ppm dan 200 ppm. Kurva Kkalibrasi kuersetin digunakan untuk
menentukan kadar senyawa total flavonoid yang terkandung dalam sampel
melalui persamaan regresi dan dinyatakan dalam satuan mg ekuivalen kuersetin/g

ekstrak (mg GAE/qg ekstrak) dengan rumus perhitungan :

m
Keterangan :

C :Total flavonoid (mg QE/g ekstrak) M : Berat ekstrak (g)
C: :Konsentrasi kuersetin (mg/l) FP : Faktor pengenceran

V  :Volume ekstrak (1)

3.4.7 Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH

Pengujian aktivitas antioksidan ekstrak S. dupicatum dan T. ornata ini
menggunakan radikal bebas 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil (DPPH) seperti yang
dilakukan oleh Molyneux (2004) dan Vijayabaskar and Shiyamala (2012).
Pengukuran antioksidan dengan metode DPPH merupakan metode pengukuran
antioksidan yang sederhana, cepat dan tidak membutuhkan banyak reagen seperti
halnya metode lain. Hasil pengukuran dengan metode DPPH menunjukkan
kemampuan antioksidan sampel secara umum, tidak berdasar jenis radikal yang

dihambat (Juniarti et al., 2009).



Konsentrasi ekstrak sampel S. dupicatum dan T. ornata yang digunakan
adalah 25 ppm, 50 ppm, 75 ppm dan 100 ppm. Masing-masing konsentrasi
tersebut dipipet 3 ml dan dicampurkan dengan 1 ml larutan DPPH 100 pM.
Campuran tersebut diinkubasi selama 30 menit pada tempat gelap, kemudian
diukur absorbansinya dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang maksimum (517 nm). Pada tiap konsentrasi dilakukan 3 kali
pengulangan. BHT (butylated hydroxytoluene) digunakan sebagai pembanding
dengan seri konsentrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm dan 8 ppm. Kemampuan untuk
meredam radikal bebas DPPH (inhibisi) dihitung dengan menggunakan

persamaan :

% h X 100%

Keterangan :
Apppy : absorbansi larutan DPPH

Asampel : absorbansi sampel

Nilai konsentrasi penghambatan aktivitas radikal bebas sebanyak 50%
(ICs0) dihitung dengan menggunakan persamaan regresi yang diperoleh dari
hubungan antara konsentrasi sampel dan presentase penghambatan aktivitas

radikal bebas.

3.4.8 Uji Toksisitas dengan Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT
Metode BSLT digunakan secara luas untuk bioassay bioaktivitas ekstrak
kasar suatu tanaman. Metode ini bersifat sederhana, mudah dilakukan, murah,

cepat dan membutuhkan ekstrak dalam jumah sedikit (Pisutthanan et al., 2004).



Metode BSLT juga banyak digunakan untuk skrining senyawa antikanker baru
yang berasal dari tanaman. Hasil uji toksisitas dengan metode ini telah terbukti
memiliki korelasi dengan daya sitotoksik senyawa anti kanker. Selain itu, metode
ini juga mudah dikerjakan, murah, cepat dan akurat (Meyer et al., 1982).

Pengujian toksisitas ekstrak S. dupicatum dan T. ornata menggunakan
metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) yang mengacu pada Meyer et al.
(1982) dan Krishnaraju et al. (2005). Ekstrak yang digunakan adalah ekstrak S.
dupicatum dan T. ornata yang mempunyai aktivitas antioksidan terbaik.

a. Penetasan kista A. salina

Hewan uji yang digunakan adalah nauplius A. salina. Kista A. salina
yang diperoleh dari Balai Besar Pengembangan Budidaya Air Payau
(BBPBAP) Jepara. Penetasan kista A. salina dilakukan dengan cara
merendam Kkista ke dalam akuades selama + 15-30 menit, kemudian
dipindahkan ke dalam air laut steril dan ditetaskan. Tempat penetasan
dilengkapi dengan aerasi yang kuat sebagai penyuplai oksigen dan disinari
lampu TL 40 watt sebagai sumber cahaya hingga kista menetas. Kista akan
menetas menjadi nauplius A. salina setelah berumur 24-48 jam. Nauplius A.

salina siap untuk uji BSLT setelah berumur 48 jam.

b. Uji Pendahuluan
Uji toksisitas menggunakan ekstrak terpilih dari S. dupicatum dan T.
ornata yang mempunyai aktivitas antioksidan terbaik. Sebelum melakukan

penentuan uji toksisitas, maka dilakukan uji pendahuluan. Uji pendahuluan



dilakukan untuk mengetahui nilai ambang atas (LCio0) dan ambang bawah
(LCo).

Konsentrasi ekstrak sampel S. dupicatum dan T. ornata yang
digunakan dalam uji pendahuluan adalah 1000 ppm, 100 ppm, 10 ppm, 1
ppm, 0,1 ppm dan O ppm (kontrol). Larutan stock disiapkan dengan
melarutkan 100 mg sampel S. dupicatum dan T. ornata ke dalam 0,5 ml
etanol dan 49,5 ml air laut. Sebanyak 10 ekor nauplius A. salina dalam 4 ml
air laut dimasukkan ke dalam vial yang telah berisi 1 ml larutan ekstrak
sampel S. dupicatum dan T. ornata. Pada tiap konsentrasi dilakukan 3 kali
pengulangan. Semua vial diinkubasi pada suhu kamar selama 24 jam di
bawah penerangan lampu TL 20 watt. Pengamatan dilakukan setelah 24 jam
dengan melihat jumlah nauplius A. salina yang mati pada tiap konsentrasi.

Efek toksisitas dianalisis dari pengamatan dan dinyatakan dalam

persen kematian nauplius :

jumighlapvRyengimati

% mortalitas = x 100 %

Penentuan Uji Toksisitas

Pembuatan konsentrasi berdasarkan hasil dari uji pendahuluan.
Konsentrasi ambang atas pada uji pendahuluan digunakan sebagai
konsentrasi maksimal pada pada penentuan uji toksisitas. Prosedur yang
dilakukan sama dengan uji pendahuluan. Sebanyak 10 ekor nauplius A. salina
dalam 4 ml air laut dimasukkan ke dalam vial yang telah berisi 1 ml larutan

ekstrak sampel S. dupicatum dan T. ornata. Pada tiap konsentrasi dilakukan 3



kali pengulangan. Semua vial diinkubasi pada suhu kamar selama 24 jam di

bawah penerangan lampu TL 20 watt. Pengamatan dilakukan setelah 24 jam

dengan melihat jumlah nauplius A. salina yang mati pada tiap konsentrasi.
Perhitungan konsentrasi uji utama didasarkan dari perhitungan

Komisi Pestisida (1983), yaitu :

Log E = K Log 2
n n
Keterangan :
N : Konsentrasi ambang atas
n : Konsentrasi ambang bawah
K : Jumlah konsentrasi uji
a : Konsentrasi uji terkecil
Rumus deret konsentrasi uji definitive :
a b C d e
n a b c d
Keterangan :
n : ambang bawah
a : konsentrasi uji terkecil

b,c,d,e : konsentrasi yang diinginkan

3.5  Analisis Data
Data skrining fitokimia disajikan dalam bentuk tabel dan dianalisis secara

deskriptif (Jeyabalan and Marimuthu, 2012). Data total fenol, total flavonoid dan



aktivitas antioksidan diuji normalitas dan homogenitasnya, kemudian dilakukan
uji ANOVA satu arah (One Way ANOVA) untuk menentukan perbedaan rata-rata
antar perlakuan. Jika terdapat perbedaan, maka dilanjutkan dengan menggunakan
uji Post Hoc Tuckey untuk mengetahui variabel mana yang memiliki perbedaan,
berdasarkan nilai signifikansi p < 0,05. Hubungan antara total fenol dan flavonoid
dengan aktivitas antioksidan dianalisis dengan analisis Korelasi Pearson (Rohman
et al., 2006; Zakaria et al., 2011; Budhiyanti et al., 2012). Penentuan nilai LCs
dilakukan menggunakan analisis probit selang kepercayaan 95% (Zakaria et al.,

2011).
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LAMPIRAN



Lampiran 1. Identifikasi S. duplicatum dan T. ornata

No. Ciri S. duplicatum T. ornata

1. | Bentuk batang utama bulat (silindris) bulat (silindris)

2. | Bentuk holdfast cakram cakram

3. | Warna thalus hijau kecoklatan hijau kecoklatan

4. | Tipe percabangan dichotomus dichotomus

5. | Bentuk daun bentuk  bulat telur | bentuk  corong atau
hingga lonjong dengan | terompet dengan pinggir
pinggir daun bergerigi | daun bergerigi

6. | Letak gelembung udara | melekat pada batang, | melekat pada

(bladder)

berbentuk bulat telur
atau elips

pertengahan daun




Lampiran 2. Analisis Statistik Total Fenol

Tests of Normality

Treatment
Total fenol S. duplicatum (n-heksan)
S. duplicatum (etil asetat)
S. duplicatum (etanol)
T. ornata (n-heksan)

T. ornata (etil asetat)

T. ornata (etanol)
a. Lilliefors Significance Correction

Shapiro-Wilk
Statistic| df Sig.
783 3 .068
793 3 107
925 3| .440|
995 3| .833
868 3| 289
1000 3 Jﬂooo‘

Test of Homogeneity of Variances

Total Fenol
Levene Statistic | dfl df2 Sig.
3.009 5 12 .055
ANOVA
Total Fenol
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 6.371 5 1.274 1151 .000
Within Groups 013| 12| 001 |
Total 6.384| 17| | |




Total Fenol
Tukey HSD

() treatment

S. duplicatum (n-heksan)

S. duplicatum (etil asetat)

S. duplicatum (etanol)

Multiple Comparisons

(J) treatment

S. duplicatum (etil asetat)
S. duplicatum (etanol)

. ornata (n-heksan)

. ornata (etil asetat)

. ornata (etanol)

. duplicatum (n-heksan)
. duplicatum (etanol)

. ornata (n-heksan)

. ornata (etil asetat)

4 4 4 v v +4 4 -

. ornata (etanol)

S. duplicatum (n-heksan)
S. duplicatum (etil asetat)
T. ornata (n-heksan)

T. ornata (etil asetat)
T. ornata (etanol)

Mean

-414154"

767623
-363967'
-502589']
1.009355"

414154'|
1.181777'

050187|
-.088435|
1.423509"
767623
1181777
-1.131590’]
-1.270212’|

241732

Difference (I-J) | Std. Error

027169
027169
027169
027169
027169
027169
027169
027169
027169
027169
027169
027169
027169
027169
027169

Sig.
000
000|
000|
000|
000|
000|
000|
474
059
000|
000|
000|
000|
000|
000|

95% Confidence Interval

Lower Bound
-50541
67636|
-.45523|
-59385|
91810|
32289
1.09052|
-.04107|
-17969)|
1.33225|
-85888|
-1.27304|
-1.22285|
-1.36147|
15047|

Upper Bound
-.32289
.85888
-27271
-41133
1.10061
50541
1.27304
14145
.00282
151477
-.67636
-1.09052
-1.04033
-1.17895
33299




T. ornata (n-heksan)

T. ornata (etil asetat)

T. ornata (etanol)

S. duplicatum (n-heksan)
S. duplicatum (etil asetat)
S. duplicatum (etanol)

T. ornata (etil asetat)
T. ornata (etanol)

S. duplicatum (n-heksan)
S. duplicatum (etil asetat)
S. duplicatum (etanol)

T. ornata (n-heksan)
T. ornata (etanol)

S. duplicatum (n-heksan)
S. duplicatum (etil asetat)
S. duplicatum (etanol)

T. ornata (n-heksan)
T. ornata (etil asetat)

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

363967
-050187|
1.131590"|
-138621]
1.373323’
502589'|
088435
1.270212"
138621
1.511944’]
-1.009355 |
-1.423509']
-241732'|
-1.373323"
-1.511944'|

027169
027169
027169
027169
027169)|
027169
027169
027169
027169
027169
027169
027169
027169
027169
027169

000)
474|
000|
.003]
000|
000|
059
000|
.003]
000|
000|
000|
000|
000|
.000|

27271
-.14145|
1.04033|
22988
1.28206|
41133
-.00282|
1.17895|
04736
1.42068)|
-1.10061|
-1.51477|

-.33299
-1.46458|
-1.60320)

45523
.04107
1.22285
-.04736
1.46458
.59385
17969
1.36147
.22988
1.60320
-.91810
-1.33225
-.15047
-1.28206
-1.42068




Total Fenol

Tukey HSD
Subset for alpha = 0.05
Treatment N 1 2 3 4 5
T. ornata (etanol) 3| .68073 ‘
S. duplicatum (etanol) 3| | .92246| | |
S. duplicatum (n-heksan) 3| | | 1.69008| |
T. ornata (n-heksan) 3| | | | 2.05405|
5. duplicatum (etil asetat) 3 | | | 2.10424| 210424
T. ornata (etil asetat) 3| | | | | 2.19267
Sig. | 1000 1000 1000  .474] 059

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.



Lampiran 3. Analisis Statistik Total Flavonoid

Tests of Normality

Shapiro-Wilk

Treatment Statistic df Sig.
Total flavonoid  S. duplicatum (n-heksan) 77 3 .062

S. duplicatum (etil asetat) 993 3| 843

S. duplicatum (etanol) 886| 3| 342

T. ornata (n-heksan) .942| 3| 537

T. ornata (etil asetat) .893| 3| .363

T. ornata (etanol) .980| 3| 126
a. Lilliefors Significance Correction

Test of Homogeneity of Variances
Total Flavonoid
Levene Statistic| dfl df2 Sig.
7.520 5 12 2
ANOVA
Total Flavonoid
Sum of
Squares df Mean Square F
Between Groups 2.946 5 589 274.267
ithin Groups 026| 12| 002| |

Total 2.972| 17| | |

Sig.
.000




Total Flavonoid
Tukey HSD

(1) Treatment

S. duplicatum (n-heksan)

S. duplicatum (etil asetat)

S. duplicatum (etanol)

(J) Treatment

S. duplicatum (etil asetat)

S. duplicatum (etanol)

T. ornata (n-heksan)
ornata (etil asetat)

ornata (etanol)
duplicatum (n-heksan)

T.

T.

S.

S. duplicatum (etanol)
T. ornata (n-heksan)
T. ornata (etil asetat)
T. ornata (etanol)

S. duplicatum (n-heksan)
S. duplicatum (etil asetat)
T. ornata (n-heksan)

T. ornata (etil asetat)

T. ornata (etanol)

Multiple Comparisons

Mean
Difference (I-J)

-.086942

6764127
-263471|
-266171]
684887

086942
763354
-176529']
-179229]
7718297
676412’
-763354|
-939882’|
-.942583|

008475

Std. Error
036934
036934|
036934|
036934
036934|
036934
036934|
036934
036934|
036934|
036934
036934|
036934|
036934|
036934

Sig.
246
000
000|
000|
000|
246|
000
005|
004|
000
000|
000|
000
000

1.000|

95% Confidence Interval

Lower Bound
-21100
55235
-.38753|
-.39023|
56083
-03712)
63929
-.30059)
-30329)
64777|
-.80047|
88741
-1.06394]
-1.06664]
-11558|

Upper Bound
.03712
.80047
-.13941
-.14211
.80895
.21100
.88741
-.05247
-.05517
.89589
-.55235
-.63929
-.81582
-.81852
13253




T. ornata (n-heksan)

T. ornata (etil asetat)

T. ornata (etanol)

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

S. duplicatum (n-heksan)
S. duplicatum (etil asetat)
S. duplicatum (etanol)

T. ornata (etil asetat)
T. ornata (etanol)

S. duplicatum (n-heksan)
S. duplicatum (etil asetat)
S. duplicatum (etanol)

T. ornata (n-heksan)
T. ornata (etanol)

S. duplicatum (n-heksan)
S. duplicatum (etil asetat)
S. duplicatum (etanol)

T. ornata (n-heksan)
T. ornata (etil asetat)

263471
176529
939882’
-.002700|
948358
266171
179229
942583

002700|
951058
684887
- 771829
-.008475|
-.948358
-.951058|

036934
036934]
036934|
036934
036934
036934
036934|
036934]
036934
036934|
036934|
036934|
036934|
036934|
036934

.000|
005|
000
1.000|
000|
.000|
004|
000
1.000|
000|
.000|
000|
1.000|
000
000

13941
05247|
81582
-12676|
82430
14211
05517|
81852|
-12136|
82700|
-.80895|
-.89589)
13253
-1.07242|
-1.07512|

.38753
.30059
1.06394
12136
1.07242
.39023
.30329
1.06664
12676
1.07512
-.56083
-.64777
.11558
-.82430
-.82700




Total Flavonoid

Tukey HSD

Treatment

T. ornata (etanol)

S. duplicatum (etanol)

S. duplicatum (n-heksan)
S. duplicatum (etil asetat)
T. ornata (n-heksan)

T. ornata (etil asetat)
Sig.

Subset for alpha = 0.05
1 2 ‘ 3
3| 1.26113
3| 1.26960) |
3| | 1.94601
3| | 2.03205|
3 | | 2.20948
3 | | 221218

| 1000 .246] 1.000|

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.



Lampiran 4. Hubungan Konsentrasi Ekstrak S. duplicatum, T. ornata dan

BHT dengan %l nhibisi

Ekstrak n- heksan S. duplicatum Ekstrak n-heksan S. duplicatum
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o
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Ekstrak Etil Asetat T. ornata

Ekstrak Etil AsetatT. ornata
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Aktivitas Antioksidan BHT

Aktivitas Antioksidan BHT
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Lampiran 5. Analisis Statistik Aktivitas Antioksidan

Tests of Normality

Shapiro-Wilk
treatment Statistic [ df Sig.
IC 50 S. duplicatum (n-heksan) .799 3 111
S. duplicatum (etil asetat) 997 3 888
S. duplicatum (etanol) 831 3 .190|
T. ornata (n-heksan) .880| 3| 325
T. ornata (etil asetat) .857| 3| .258
T. ornata (etanol) .804| 3| 125
a. Lilliefors Significance Correction
Test of Homogeneity of Variances
IC 50
Levene Statistic| dfl df2 Sig.
9.808 5 12 1
ANOVA
IC 50
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
2‘:2’:;?” 13225.593 5| 2645.119| 137.398| .00
Within Groups 231.018| 12| 19.251| |
Total 13456.610| 17| | |




IC 50
Tukey HSD

(1) Treatment

S. duplicatum (n-heksan)

S. duplicatum (etil asetat)

S. duplicatum (etanol)

(J) Treatment

. duplicatum (etil asetat)
. duplicatum (etanol)

. ornata (n-heksan)

. ornata (etil asetat)

. ornata (etanol)

. duplicatum (n-heksan)
. duplicatum (etanol)

. ornata (n-heksan)

. ornata (etil asetat)

4 4 4 v v A4 4 4 v v

. ornata (etanol)

S. duplicatum (n-heksan)
S. duplicatum (etil asetat)
T. ornata (n-heksan)

T. ornata (etil asetat)
T. ornata (etanol)

Multiple Comparisons

Mean Difference

(1-J) Std. Error
-43.070000| 3.582503
32.170000°| 3.582503|

3.293333| 3.582503]
-36.930000"| 3.582503
16.563333"| 3.582503|
43.070000°| 3.582503]
75.240000"| 3.582503]
46.363333"| 3.582503|

6.140000| 3.582503|
59.633333"| 3.582503|
-32.170000°| 3.582503)]
-75.240000"| 3.582503
-28.876667"| 3.582503
-69.100000"| 3.582503
-15.606667"| 3.582503|

Sig.
000
000|
934
000|
006
000|
000|
000|
548|
000|
000|
000|
000|
000|
009)|

Lower Bound

-55.10334
20.13666|
-8.74001|

-48.96334|

4.52999)
31.03666|
63.20666|
34.32999)
-5.89334]
47.59999)|

-44.20334|

-87.27334|

-40.91001|

-81.13334|

-27.64001

95% Confidence Interval

Upper Bound

-31.03666
44.20334
15.32668

-24.89666
28.59668
55.10334
87.27334
58.39668
18.17334
71.66668

-20.13666

-63.20666

-16.84332

-57.06666
-3.57332




T. ornata (n-heksan)

T. ornata (etil asetat)

T. ornata (etanol)

S. duplicatum (n-heksan)
S. duplicatum (etil asetat)
S. duplicatum (etanol)

T. ornata (etil asetat)
T. ornata (etanol)

S. duplicatum (n-heksan)
S. duplicatum (etil asetat)
S. duplicatum (etanol)

T. ornata (n-heksan)
T. ornata (etanol)

S. duplicatum (n-heksan)
S. duplicatum (etil asetat)
S. duplicatum (etanol)

T. ornata (n-heksan)
T. ornata (etil asetat)

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

3.293333| 3.582503)]
-46.363333"| 3.582503
28.876667 | 3.582503|
-40.223333"| 3.582503
13.270000°| 3.582503|
36.930000°| 3.582503]

-6.140000| 3.582503|
69.100000°| 3.582503|
40.223333"| 3.582503]
53.493333"| 3.582503]
-16.563333"| 3.582503)]
-59.633333"| 3.582503
15.606667 | 3.582503|
-13.270000"| 3.582503
153.493333"| 3.582503|

934
000|
000|
000|
028
.000|
548
000|
000|
000|
006|
000|
009
028
000|

-15.32668|
-58.39668)|
16.84332|
-52.25668)|

1.23666|
24.89666|
-18.17334|
57.06666|
28.18999)
41.45999)
-28.59668|
-71.66668)|

3.57332
-25.30334|
-65.52668)|

8.74001
-34.32999
40.91001
-28.18999
25.30334
48.96334
5.89334
81.13334
52.25668
65.52668
-4.52999
-47.59999
27.64001
-1.23666
-41.45999




IC 50

Tukey HSD
Subset for alpha = 0.05
Treatment N 1 2 3 4
S. duplicatum (etanol) 3| 2984.33 ‘
T. ornata (etanol) 3| | 4545.00| |
T. ornata (n-heksan) 3| | | 5872.00|
S. duplicatum (n-heksan) 3| | | 6201.33|
T. ornata (etil asetat) 3| | | | 9894.33
S. duplicatum (etil asetat) 3| | | | 1050.83
Sig. | 1000 1000 934 548

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.




Lampiran 6.
a. Analisis

Korelasi Total Fenol, Total Flavonoid dan Aktivitas

Antioksidan Ekstrak S. duplicatum

Total fenol

Total flavonoid

IC 50

b. Analisis

Correlations

Total Fenol |Total Flavonoid| IC 50

Pearson Correlation 1 876 995
Sig. (2-tailed) | 320 061
N 3| 3 3
Pearson Correlation .876| 1| 918
Sig. (2-tailed) 320 | 259
N 3| 3 3
Pearson Correlation .995| .918| 1
Sig. (2-tailed) 061 259

N 3| 3 3

Korelasi Total Fenol, Total Flavonoid dan Aktivitas

Antioksidan Ekstrak T. ornata

Total fenol

Total flavonoid

IC 50

Correlations

Total Fenol | Total Flavonoid| IC 50

Pearson Correlation 1 964 .863
Sig. (2-tailed) | 172|338
N 3| 3| 3
Pearson Correlation .964| 1| .696
Sig. (2-tailed) 172| | 510
N 3 3 3
Pearson Correlation .863| .696| 1
Sig. (2-tailed) 338 510)

N 3 3 3




Lampiran 7.

a. Analisa Probit Toksisitas Ekstrak Etanol S. duplicatum

Data Information

N of Cases
Valid 15
Rejected Missing
LOG Transform Cannot be Done
Number of Responses > Number ol
of Subjects
Control Group 3
Convergence Information
Optimal
Number of Solution
Iterations Found
PROBIT 11 Yes

Parameter Estimates

95% Confidence Interval

Parameter |Estimate|Std. Error| Z Sig. Lower Upper

Bound Bound
PROBIT*  konsentrasi 598 .105| 5.688| .000 392 .804
Intercept -1.037]  .191| 5.424| .000]  -1.228 -.846

a. PROBIT model: PROBIT(p) = Intercept + BX (Covariates X are transformed using
the base 10.000 logarithm.)




PROBIT

Chi-Square Tests
Chi-Square|  df®

PROBIT Pearson Goodness-of-

Fit Test

8.869 13

Sig.

783"

a. Statistics based on individual cases differ from statistics based on
aggregated cases.
b. Since the significance level is greater than .150, no heterogeneity
factor is used in the calculation of confidence limits.

Number
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15

Cell Counts and Residuals

Consentra-| Number of | Observed | Expected

tion

200
-.200|
-.200|

600|

600|

600|
1.400|
1.400|
1.400|
2.200)
2.200)
2.200)
3.000)
3.000)
3.000|

Subjects | Responses | Responses

10 2 1.237
10| 2| 1237|
10| 1| 1237
10| 3 2489
10| 2| 2489
10| 2| 2489
10| 3 4.210
10| 5| 4210
10| 4 4210
10| 5| 6.100)
10| 4 6.100
10| 6  6.100]
10| 1]  7.757|
10| 71 7757
10| 9| 7.757|

Residual

763
763
-237|
511
-.489)|
-.489)|
-1.210|
790|
-210|
-1.100|
-2.100|
-.100|
2.243|
-757|
1.243)

Probability

124
124
124
249
249
249
421
421
421
.610
.610
.610
776
176
776




Probabi
lity
PROBIT 0.01
0.02
0.03
0.04
0.05
0.06
0.07
0.08
0.09
0.1
0.15
0.2
0.25
0.3
0.35
0.4
0.45
0.5
0.55
0.6
0.65
0.7
0.75
0.8
0.85
0.9
0.91
0.92
0.93
0.94
0.95
0.96
0.97
0.98
0.99

Confidence Limits

95% Confidence Limits for Konsentrasi | 95% Confidence Limits for log(Konsentrasi)?

Estimate
009
024
047
077|
116
163|
221
290|
370|
465|
1.188|
2.505|
4.750|
8.440|
14.376)
23.830|
38.858
62.873|
101.730]
165.882|
274.967|
468.361|
832.130|
1578.133|
3327.602)
8507.105|
10671.900|
13652.277|
17898.516|
24219.833|
34196.464|
51284.807|
84404.892

a. Logarithm base = 10.

Lower
Bound

.000
.000|
001
003
005
.009)
014
.020]
029
041
162
A7)

1.165|
2,538
5.054|
9.356|
16.313)
27.122|
43578
68.598
107.202
168.563|
270.744|
453.274|
817.277|
1696.576|

2021.128

2443.264

3008.307|

3792.990|

Upper Bound

078
173

287

421

576|

753

953

1177
1.429|
1.709)
3.630|
6.739|
11.725|
19.815)
33.298|
56.585|
98.379|
176.241|
326.689)|
629.094|
1266.538)
2695.623|
6179.993|
15761.347|
47468.156|
192205.629|
269809.163|
390191.035|
585698.677|
922425.055|

4937.435| 1549482.539)
6725.295| 2852127.175|
9823.813| 6044442.140|
1.637E5| 16234.617
4.649E5| 35743.291|

1.643E7|
7.962E7|

Estimate
-2.070
-1.617|
-1.329)
-1.113)

-.937|
-.787|
-.656|
-.538|
-.431]
-.333|

075

399

677

926
1.158|
1.377|
1.589)
1.798|
2.007|
2.220|
2.439|
2.671
2.920|
3.198|
3.522
3.930|
4.028|
4.135|
4.253|
4.384|
4534
4.710|
4.926|
5.214|
5.667

Lower Bound
-3.989
-3.306|
-2.873
-2.549|
-2.285|
-2.062|
-1.866|
-1.691|
-1.533]
-1.387|

-.790|
-.324|

066

404

704|

971|
1.213
1.433|
1.639)
1.836|
2.030)|
2.227|
2.433|
2.656|
2912
3.230|
3.306)|
3.388
347
3.579|
3.694|
3.828|
3.992|
4.210|
4.553|

Upper Bound

-1.106
-761
-541
-.375
-.239
-123
-.021
071
.155
233
560
.829
1.069
1.297
1.522
1.753
1.993
2.246
2514
2.799
3.103
3.431
3.791
4.198
4.676
5.284
5.431
5.591
5.768
5.965
6.190
6.455
6.781
7.216
7.901




b. Analisa Probit Toksisitas Ekstrak Etanol T. ornata

Data Information

N of Cases
Valid 15
Rejected Missing
LOG Transform Cannot be Done
Number of Responses > Number 0
of Subjects
Control Group 3
Convergence Information
Optimal
Number of Solution
Iterations Found
PROBIT 11 Yes
Parameter Estimates
95% Confidence
. ] Interval
Parameter | Estimate |Std. Error| Z Sig.
Lower Upper
Bound Bound
konsentrasi .605 .105| 5.764 .000 .399 811
Intercept -902|  .185| -4.885| .000| -1086]  -717

a. PROBIT model: PROBIT(p) = Intercept + BX (Covariates X are transformed using
the base 10.000 logarithm.)



PROBIT

Chi-Square Tests

Chi-Square|  df® Sig.

PROBIT Pearson Goodness-of-
Fit Test
a. Statistics based on individual cases differ from statistics based on

aggregated

cases.

7.131 13

895"

b. Since the significance level is greater than .150, no heterogeneity
factor is used in the calculation of confidence limits.

Number

© 00 N oo o b W DN

el I e e e =
g M W N B O

Consentra-
tion

200
-200|
-200|
600
600|
600
1.400|
1.400|
1.400|
2.200|
2.200|
2.200|
3.000|
3.000|
3.000|

Cell Counts and Residuals

Number of | Observed | Expected
Subjects | Responses| Responses

10 2 1532
10| 2| 1532
10| 2| 1532
10| 3 2.951]
10| 3 2.951]
10| 2| 2.951]
10| 6| 4.782)
10| 5| 4.782|
10| 3 4.782)
10| 6| 6.662|
10| 6| 6.662|
10| 5| 6.662|
10| 10| 8.195|
10| 9 8.195|
10| g| 8.195|

Residual |Probability

468
468|
468|
049
049

-951|
1.218|
218|

-1.782|

-662|
-662|
-1.662|
1.805|
805|
-.195|

153
153
153
295
295
295
478
478
478
.666
.666
.666
819
819
819




Confidence Limits

Probabi 95% Confidence Limits for Konsentrasi | 95% Confidence Limits for log(Konsentrasi)®
lity Estimate |Lower Bound|Upper Bound Estimate Lower Bound |Upper Bound
PROBIT  0.01 023 001 149 -1.632 -3.130 -.827
0.02 058 003 304| -1.233| -2.556| -517
0.03 105 006 480| -.981| -2.192| -.319
0.04 162 012 677 -.791] -1.920| -.169
0.05 231 020| 897 -.636| -1.699) -.047
0.06 313 031 1.141| -.505| -1.511| 057
0.07 408| 045 1.410| -.389| -1.347| 149
0.08 517 063 1.706| -.286| -1.200| 232
0.09 642| .086| 2.030| -192| -1.067| 308
0.1 784| 113 2.385| -.106| -.945| 378
0.15 1.787 359 4.698| 25| -444] 672
0.2 3.441| 883 8.193| 537| -.054| 913
0.25 6.036| 1.873 13.457| 781| 273 1.129
0.3 9.999| 3.602| 21.472 1.000| 557| 1.332
0.35 15.960| 6.440| 33.932] 1.203| 809 1.531
0.4 24.875| 10.880| 53.823| 1.396| 1.037| 1.731
0.45 38.214| 17.567| 86.508| 1.582| 1.245)| 1.937
05 58.309) 27.391] 141824 1.766| 1.438| 2.152
0.55 88.970| 41.663|  238.343| 1.949| 1.620| 2.377
0.6 136.681| 62.455|  412.622 2.136| 1.79| 2.616
0.65 213.026| 93.225|  740.731| 2.328 1.970| 2.870
0.7 340.044|  140.091]  1392.860| 2.532| 2.146| 3.144
0.75 563.269]  214.700|  2788.191| 2.751] 2332 3.445
0.8 988.061  341.602]  6105.863 2.995| 2.534| 3.786
0.85 1902.282|  580.977] 15381.880| 3.279| 2.764] 4.187
0.9 4337.399|  1121.370| 49715.753] 3.637| 3.050| 4.696
0.91 5292.810|  1312.693| 66086.783| 3.724| 3.118| 4.820
0.92 6570.674|  1556.987| 90076.664] 3.818| 3.192| 4.955
0.93 8334.585  1877.452| 126682.580| 3.921 3.274] 5.103
0.94 10869.886|  2312.650| 185509.814| 4.036| 3.364| 5.268
0.95 14715.396|  2931.556| 286791.102) 4.168| 3.467| 5.458
0.96 21005.002|  3870.527| 478824.231| 4.322| 3.588] 5.680
0.97 32532.937|  5441.343| 900040.298| 4.512| 3.736| 5.954
0.98 58196.367|  8546.162| 2085458.602 4.765| 3.932| 6.319
0.99 1.455E5|  17366.647| 7860847.694| 5.163| 4.240| 6.895

a. Logarithm base = 10.




Lampiran 8. Dokumentasi Penelitian







DAFTAR RIWAYAT HIDUP

Ristyana lka Putranti, dilahirkan di Yogyakarta, 5 Februari
1989. Putri pertama pasangan bapak Drs. Tommy Soetomo dan ibu
Dra. Nadar Mursih. Penulis menyelesaikan pendidikan formal SD,

7y SMP dan SMA di Boja, Kendal. Pada tahun 2006, penulis diterima

sebagai mahasiswa S1 jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Matematika, Universitas
Diponegoro.

Penulis tercatat aktif dalam kegiatan kemahasiswaan dan akademik. Pada tahun
2010, penulis berhasil lolos dalam program PKM-GT DIKTI dengan judul “Smoothie
Pisang Kedelai sebagai Minuman Kesehatan untuk Mengatasi Insomnia”. Pada tahun
2011, penulis berhasil mendapat gelar Sarjana Sains (S. Si) dengan judul skripsi
"Variasi Jumlah Kromosom dan Tingkat Ploidi Genus Curcuma di Semarang, Jawa
Tengah" dan mendapat predikat cumlaude terbaik.

Pada tahun 2011, penulis berhasil mendapatkan beasiswa studi S2 dari Program
Beasiswa Unggulan BPKLN (Biro Perencanaan Kerjasama Luar Negeri), Kementerian
Pendidikan dan Kebudayaan. Pada tahun 2013, penulis mendapatkan beasiswa tesis
dari LPDP (Lembaga Pengelola Dana Pendidikan), Kementerian Keuangan. Penulis
melakukan penelitian tesis berjudul "Skrining Fitokimia dan Aktivitas Antioksidan
Ekstrak Rumput Laut Sargassum duplicatum dan Turbinaria ornata dari Jepara". Salah
satu bagian dari tesis ini telah dipublikasikan dalam International Symposium on
Indonesian Biodiversity and The Indonesian Biological Society Scientific Meeting di
Fakultas Biologi, UNSOED Tahun 2013 dengan judul Phytochemical Screening and

Cytotoxic Activities of Brown Algae Sargassum duplicatum and Turbinaria ornata.















