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VALIDASI METODE ANALISIS VITAMIN C DAN EVALUASI AKTIVITAS ANTIOKSIDAN
DARI BERBAGAI EKSTRAK TANAMAN ASAL KALIMANTAN SELATAN
MENGGUNAKAN SPEKTROFOTOMETER UV-Vis

VALIDATION OF VITAMIN C ANALYSIS METHOD AND EVALUATION OF
ANTIOXIDANT ACTIVITY OF VARIOUS PLANT EXTRACTS FROM SOUTH
KALIMANTAN USING UV-VIS SPECTROPHOTOMETER

ABSTRAK

iSpektrofotometer UV-Vis adalah salah satu instrumen yang ada di Laboratorium Farmasi FMIPA
Universitas Lambung Mangkurat yang sering digunakan untuk praktikum, penelitian maupun pengabdian
pada masyarakat| Hasil analisis dari spektrofotometer UV-Vis ini haruslah akurat, tepat, dan dapat

Ci ted [A1]: Latar belakang sebaiknya bukan karena

dipertanggungjawabkan yang mana bisa terpenuhi dengan cara metode analisis yang digunakan sudah
divalidasi. Penelitian ini bertujuan melakukan validasi metode analisis vitamin C menggunakan metode
validasi seperti linieritas, akurasi (% recovery), presisi (% RSD), batas deteksi (LOD) dan batas kuantitasi
(LOQ). Kalimantan Selatan memiliki banyak tanaman yang berpotensi sebagai tanaman obat diantaranya
pampakin (Durio kutejensis Hassk (Becc.)) dan kalangkala (Litsea garciae Vidal)| Ekstrak - ekstrak dari
kedua tanaman ini akan dievaluasi aktivitas antioksidannya menggunakan metode [DPPH. Hasil validasi
metode analisis vitamin C yang diperoleh untuk linieritas, batas deteksi, batas kuantitasi, akurasi dan presisi
berturut-turut adalah 0,999; 0,50 ppm; 5,02 ppm; 99,45-101,48%; dan 0,03-1,33%. Uji aktivitas antioksidan
menunjukkan bahwa ekstrak daun kalangkala yang menghasilkan antioksidan yang baik adalah pelarut
dengan urutan: metanol (IC5=23,03 pg/mL) > etilasetat (ICso= 27,16 pug/mL) > metilenklorida (ICso= 27,45
pg/mL > n-heksana (ICso= 32,01 pg/mL). Daun pampakin, buah kalangkala, dan buah pampakin
menunjukkan aktivitas antioksidan paling besar pada ekstrak metanol dengan ICso berturut-turut adalah
50,29; 48,70; dan 45,30 pg/mL. Berdasarkan hasil penelitian ini, metode analisis vitamin C menggunakan
spektrofotometer UV-Vis memenuhi syarat validasi. Ekstrak kedua tanaman yang diperoleh dari metanol
menunjuklkan aktivitas antioksidan paling tinggi dari pelarut lainnya seperti n-heksana, metilenklorida, dan
etilasetat.

Kata Kunci: Antioksidan, Durio kutejensis Hassk (Becc), Litsea garciae Vidal, validasi metode.
ABSTRACT

The UV-Vis Spectrophotometer is one of the instruments at the FMIPA Pharmacy Laboratory,
Lambung Mangkurat University which is often used for practicum, research and community service. The
analysis results from the UV-Vis spectrophotometer must be accurate, precise and accountable, which can
be achieved by validating the analytical method used. This research aims to validate the vitamin C analysis
method using validation methods such as linearity, accuracy (% recovery), precision (% RSD), limit of
detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ). South Kalimantan has many plants that have potential as
medicinal plants, including pampakin (Durio kutejensis Hassk (Becc.)) and kalangkala (Litsea garciae
Vidal). The extracts from these two plants will be evaluated for their antioxidant activity using the DPPH
method. The validation results of the vitamin C analysis method obtained for linearity, detection limit,
quantitation limit, accuracy and precision were 0.999; 0.50 ppm; 5.02 ppm; 99.45-101.48%; and 0.003-
1.33%. The antioxidant activity test showed that the kalangkala leaf extract which produced good
antioxidants was a solvent in the order: methanol (IC50=23.03 pg/mL) > ethylacetate (IC50= 27.16 pg/mL)
> methylenechloride (IC50=27.45 pg /mL > n-hexane (IC50= 32.01 pg/mL). Pampakin leaves, kalangkala
fruit, and pampakin fruit showed the greatest antioxidant activity in methanol extract with IC50 respectively
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50.29; 48.70; and 45.30 pg/mL. Based on the results of this research, the vitamin C analysis method uses
a UV-Vis spectrophotometer in accordance with validation requirements. The extracts of both plants
obtained from methanol showed the highest antioxidant activity compared to other solvents such as n-
hexane, methylene chloride, and ethylacetate.

Keywords: Antioxidants, Durio kutejensis Hassk (Becc), Litsea garciae Vidal, method validation.

PENDAHULUAN

LLaboratorium di berbagai perguruan tinggi di Indonesia umumnya dilengkapi dengan
peralatan/instrumen untuk mendukung proses pelaksanaan pendidikan, penelitian, dan pengabdian
pada masyarakat diantaranya: spektrofotometer UV-Vis, kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT),
Fourier Transform Imfra Red (FTIR), AAS, GC, GC-MS, dan lain-lain.| Keakuratan, ketelitian, dan
ketepatan data hasil analisis adalah syarat mutlak suatu analisis dikatakan baik. Hasi-analisis-yang

sSpektrofotometeri UV-Vis adalah salah satu metode analisis yang sering dipakai dalam pendidikan

dan penelitian irikarena—sering—digunakan—untuk—kegiatan—penelitian—dan—praktikum di berbagai

laboratorium_pendidikan _dan pengujian, termasuk di_Laboratorium Farmasi FMIPA Universitas

Lambung Mangkurat. Agar data hasil analisis dari spektrofotomer ini terpercaya maka semua apsek
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[ | Pada artikel dilaporkan hasil peneliltian terkait uji validasi metode analisis vitamin C yang

sering digunakan untuk pendidikan maupun penelitan menggunakan instrumen tersebut. \Validasi

metode analisis _adalah suatu tindakan penilaian terhadap parameter tertentu berdasarkan

percobaan laboratorium untuk membuktikan bahwa parameter tersebut memenuhi _persyaratan

untuk digunakan (Sayuti & Kurniawati, [2017).| Hasil penelitian ini diharapkan mampu meningkatkan

kinerja, ketelitian, dan keakuratan peralatan ini sehingga hasil uji dapat dipertanggungjawabkan.
Metode analisis vitamin C yang sudah divalidasi akan diterapkan di_dalam kegiatan-kegiatan di
laboratorium untuk praktikum, penelitian, ataupun pengabdian pada pada masyarakat. Oleh karena
itu, salah satu tujuan penelitian ini adalah melakukan validasi metode analisis vitamin C
menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

[Pampakin (D. kutejensis Hassk (Becc.)) dan kalangkala (L. garciae Vidal) adalah tanaman
yang banyak terdapat di Indonesia khususnya di Kalimantan Selatan. Pampakin adalah satu jenis
durian yang ada di dunia. Buah tanaman ini bisa dimakan dan salah satu spesis durian ini dikenal

dengan nama Lai (D. kutejensis Hassk (Becc.)) di Kalimantan Timur, Indonesia. Pampakin
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mengandung lemak, protein, karbohidrat, air, abu, dan gula total (Belgis dkk., 2016). Ekstrak buah
pampakin memiliki sifat antioksidan yang berpotensi untuk mengobati hiperpigmentasi dan agen
pencerah kulit (Arung dkk., 2015). Sementara itu, tumbuhan kalangkala merupakan salah satu
spesies dari genus Litsea yang tergolong dalam keluarga Lauraceae. Kebanyakan tumbuhan ini
hidup liar di kawasan hutan dan pembudidayaan biasanya bertujuan untuk diambil kayunya yang
kokoh sebagai bahan bangunan. Masyarakat Kalimantan Selatan menggunakan bijinya sebagai
obat bisul, sedangkan bagian batang muda digunakan sebagai anti iritan dari gigitan serangga.
Kalangkala mengandung metabolit sekunder seperti saponin, tannin, flavonoid, dan alkaloid
(Fitriyanti dkk., 2020). Senyawa fenolik seperti N-trans-feruloyl-4-O-methyldopamine, N-
cisferuloyltyramine, epicatechin-(4 beta->6)-epicathecin-(2 beta->7, 4 beta->8-epicathecin, 7-
Hydroxy-3-(4-methoxyyphenyl)-4-prophyl-2H-1-benzopyran-2-one dan 9-O-methylneodunol telah
diisolasi dari ekstrak metanol batang tanaman ini (Raduan dkk., 2022). Ekstrak dari berbagai bagian
dari tanaman ini seperti daun, batang, dan akar mempunyai aktivitas antikanker, anti imflamatori,
antimikroba, antioksidan, antidiabetic, anti HIV, dan sebagai insektisida (Amit & Zinyin, 2021).
Kajian farmakologi tanaman ini belum banyak ditemukan sehingga menarik untuk dikaji lebih jauh
tentang bioaktivitas maupun senyawa-senyawa yang terkandung dalam tanaman ini. Berdasarkan
latar belakang tersebut, maka tujuan yang lain dari penelitian adalah melakukan evaluasi pelarut
yang menghasilkan ekstrak tanaman obat dengan aktivitas antioksidan yang tinggi. Hasil evaluasi
pelarut tersebut diharapkan mampu memberikan informasi tentang pelarut-pelarut yang baik

digunakan untuk ekstraksi tanaman obat dengan aktivitas antioksidan yang tinggi.

METODOLOGI PENELITIAN

Tanaman

Pampakin diambil di daerah Mandiangin Martapura, Kalimantan Selatan. Sedangkan,
kalangkala diambil di daerah Barabai, Hulu Sungai Tengah, Kalimantan Selatan. Kedua tanaman ini
diambil pada bulan April 2023 dan telah dideterminasi di Laboratorium Dasar FMIPA ULM dengan
nomor sertifikat 174/LB.LABDASAR/V/2023 untuk pampakin dan 148/LB.LABDASAR/V/2023 untuk
kalangkala.

Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya alat-alat gelas seperti batang
pengaduk, gelas ukur, gelas kimia, kaca arloji, tabung reaksi, pipet volume, pipet tetes, dan botol
vial. Peralatan lain yang digunakan adalah lemari pengering, hair dryer, timbangan analitik (Ohaus),

vortex mixer (Jeio tech), mikropipet (Soccorex), bejana maserasi, waterbath (Memmert), centrifuge
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(Clement GS 150), dan spektrofotometer UV-Vis (Genesys 10UV / Thermo Scientific).

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain ekstrak daun dan buah dari
pampakin dan kalangkala, kertas saring whatman, aluminium foil, plastik wrap, akuades (H20),
metanol (CHsOH), n-heksana (Ce¢His), diklorometana (CH:Cl,), etilasetat (C4HsO.), DPPH (1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil/analytical reagent, Smart Lab), asam sitrat (CsHsO7.H.O/Merck), dinatrium
hidrogenposfat (Na,HPO4/Merck), natrium oksalat (Na>C.04/Merck), vitamin C (CsHsOs/Merck) dan

vitacimin.
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Prosedur Penelitian

Ekstraksi

Proses ekstraksi daun dan buah D. kutejensis Hassk. (Becc.) dan L. garciae Vidal dilakukan
secara terpisah menggunakan empat pelarut berbeda seperti n-heksana (HX), diklorometana (MC),
etil asetat (Ea), dan metanol (MeOH). Daun dan buah kering kedua tanaman tersebut masing-
masing 20 g diekstraksi secara terpisah dengan 250 ml n-heksana, diklorometana, etilasetat, dan
metanol selama 1x24 jam pada suhu ruangan. Tiap ekstrak disaring menggunakan kertas saring
dan dipekatkan dengan waterbath pada suhu 50°C.

Preparasi Larutan Standar

Larutan induk vitamin C disiapkan dengan menimbang vitamin C sebanyak 25 mg dan
dilarutkan dengan aquades dalam labu ukur 250 ml sehingga konsentrasinya menjadi 100 ppm.
Deret konsentrasi untuk kurva kalibrasi vitamin C diperoleh dengan mengencerkan larutan standar
induk yang dibuat dengan berbagai macam konsentrasi yaitu 0,2 ppm, 0,4 ppm, 0,6 ppm, 0,8 ppm,
1,0 ppm, 1,2 dan 1,4 ppm, (v/v).

Preparasi Sampel Uji Vitamin C

Sampel buah kalangkala dan pampakin dipisahkan kulit dengan daging buahnya, daging buah
dipotong dan dihaluskan lalu diambil bagian yang bisa mewakili keseluruhan sampel kemudian
ditimbang sekitar 1 gram. Na.C.O4 0,01 N ditambahkan ke dalam sampel sebanyak 4 mL lalu
disentrifuge selama 10 menit dengan kecepatan 2500 rpm. Selanjutnya, residu sampel dipisahkan
dengan cara dekantasi. Centrifuge diulangi sampai residu sampel tidak berwarna (Selimovic dkk.,
2011).

Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Panjang gelombang (A) maksimum ditentukan dengan menggunakan Spektorofotometer UV-
Vis. Larutan standar ditentukan panjang gelombang maksimumnya dengan melakukan scanning,
dari hasil scanning tersebut ditentukan panjang gelombang maksimum dimana sampel mempunyai
nilai absorbansi paling besar.

Validasi Metode Analisis|
Linieritas Kurva Kalibrasi

Kurva kalibrasi dibuat dengan memvariasikan larutan standar 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; dan
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1,4 ppm menggunakan panjang gelombang maksimum yang sudah ditentukan. Larutan sampel
dengan variasi konsentrasi diukur absorbansinya. Kurva regresi dibuat dari absorbansi yang
diperoleh dihubungkan dengan konsentrasi sehingga diperoleh nilai koefisien korelasi (r), dimana
nilai (r) semakin linier jika mendekati 1. Persamaan kurva kalibrasi yang diperoleh dapat digunakan
untuk penetapan kadar vitamin C. Linieritas dapat dikatakan baik jika nilai koefisien korelasinya (r)
2 0,999 (ICH, 2005).

Akurasi

Akurasi dilakukan dengan melakukan uji perolehan kembali. Prosesnya dilakukan dengan cara
menentukan kadar vitamin C dalam sampel, selanjutnya dilakukan penentuan kadar vitamin C dalam
sampel setelah penambahan larutan standar yang jumlahnya diketahui. Konsentrasi larutan standar
vitamin C yang ditambahkan adalah 50%, 100%, dan 150%. Pengulangan dilakukan sebayak tiga
kali untuk tiap sampel (ICH, 2005), kemudian persentase perolehan kembali dihitung dengan rumus
(Delviana, 2011):

Yo recovery =

Keterangan:

A = Kadar zat setelah ditambahkan larutan standar

B = Kadar zat dalam sampel

m = kadar larutan standar yang ditambahkan dalam sampel

Menurut Gonzales (2010), persyaratan % recovery adalah 98% - 102%.

Presisi
IMenurut Harvey (2000), presisi dapat dinyatakan dengan nilai % relative standard deviation
(RSD). Nilai % RSD dihitung dengan rumus:
SD
RSD = <X L0090 cev cvr cen e e e vt et e e e et e e e e et e e e e e e (2)

Keterangan:
RSD = Relative standard deviation
SD = Standar deviasi

X = Rata-rata kadar (ug/mL)

Nilai RSD yang diperbolehkan adalah < 2% (Gonzales dkk., 2010).
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Batas Deteksi (LOD) dan Batas Kuantitasi (LOQ)

Menurut Reddy (2010), batas deteksi dapat dihitung berdasarkan standar deviasi (SD), respon
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LOD= Batas deteksi, SD= standar deviasi

Sedangkan penentuan batas kuantitasi dihitung dengan rumus:

LOQ= Batas kuantitasi, SD = standar deviasi
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Uji antioksidan dengan metode DPPH
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Analisis Statistik

Data yang digunakan adalah rata-rata + standar deviasi. Persamaan regresi linier digunakan
untuk menentukan konsentrasi vitamin C. Persamaan regresi nonlinier digunakan untuk
menentukan konsentrasi antioksidan. Uji statistik perbedaan diantara kelompok-kelompok dalam

evaluasi antioksidan digunakan uji t (Student’s t-test).
HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstraksi

Ekstraksi buah dan daun kalangkala dan pampakin dilakukan di dalam bejana maserasi pada
suhu ruangan selama 1x24 jam. Ekstrak cair yang diperoleh disaring menggunakan kertas saring
whatman, ditampung, lalu pelarutnya diuapkan menggunakan waterbath. Hasil ekstraksi dari daun

dan buah pampakin dan kalangkala ditunjukkan dalam Tabel 1.

Tabel 1. Hasil ekstraksi buah dan daun dari pampakin dan kalangkala

Sampel Pelarut Berat serbuk kering (g) Ekstrak kering (g)
n-heksana 20,03 0,69
Daun kalangkala M_etilenklorida 20,04 0,75
Etil asetat 20,07 0,71
Metanol 20,05 5,28
n-heksana 20,05 1,56
Buah kalangkala M(_etilenklorida 20,58 1,68
Etil asetat 20,11 2,19
Metanol 20,65 3,12
n-heksana 20,00 0,17
Daun pampakin M(_atilenklorida 20,04 0,23
Etil asetat 20,05 0,10
Metanol 20,42 0,25
n-heksana 20,01 2,60
Buah pampakin M_etilenklorida 20,01 2,70
Etil asetat 20,00 2,23
Metanol 20,00 4,71

[Ekstrak kering yang diperoleh digunakan untuk analisis aktivitas antioksidan menggunakan
metode DPPH. Tabel 1 menunjukkan bahwa pelarut metanol mengekstraksi senyawa-senyawa yang
lebih banyak dibandingkan dengan pelarut-pelarut yang lain karena metanol adalah pelarut yang
paling polar dibanding etilasetat, diklorometana, dan n-heksana. Metanol dapat mengekstraksi
senyawa-senyawa nonpolar dan polar sehingga ekstrak yang diperoleh lebih banyak dibanding
pelarut-pelarut lain yang digunakan dalam penelitian ini (ldris dkk., 2022).]
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Validasi Metode Analisis Vitamin C

Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Pengukuran panjang gelombang maksimum dilakukan sebelum analisis kandungan vitamin C
pada sampel dan validasi metode analisis. Pengukuran panjang gelombang maksimum tersebut
dilakukan dengan metode scanning menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Panjang gelombang
diatur mulai 200 sampai 300 nm. Konsentrasi vitamin C yang dipilih dalam pengukuran panjang
gelombang maksimum adalah 0,4 ppm dengan panjang gelombang maksimum yang diperoleh
adalah 257 nm dengan absorbansi sebesar 0,921 seperti ditunjukkan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Pencarian panjang gelombang maksimum untuk analisis vitamin C

Pengukuran Kestabilan Vitamin C
Pengukuran kestabilan vitamin C dilakukan setelah penentuan panjang gelombang
maksimum. Konsentrasi standar vitamin C yang digunakan dalam pengukuran kestabilan tersebut

adalah 0,2 ppm dengan panjang gelombang 257 nm. Pengukuran kestabilan vitamin C dilakukan
selama 30 menit seperti ditunjukkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Pengukuran kestabilan vitamin C.

Waktu (menit) 1 5 10 15 20 25 30
Absorbansi 0,021 0,019 0,019 0,019 0,020 0,019 0,019
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Tabel 2 menunjukkan bahwa larutan vitamin C stabil dalam penyimpanan selama 30 menit
dimana nilai absorbansi tidak mengalami penurunan atau kenaikan yang sangat besar yakni berkisar
0,019-0,021. Menurut Selimovic (2011), vitamin C bisa stabil selama 30 menit pada suhu ruangan
karena adanya natrium oksalat (0,01 N) dalam larutan buffer fosfat. Informasi waktu kestabilan ini
sangat bermanfaat karena peneliti dapat memperkirakan lama penyimpanan yang aman untuk
larutan standar atau sampel yang mengandung vitamin C.

Linieritas

Linieritas merupakan kemampuan metode untuk memperoleh hasil uji yang secara langsung
proporsional dengan konsentrasi analit pada kisaran yang dianalisis (Ganjar & Rohman, 2007).
Linieritas suatu metode diukur berdasarkan seberapa baik kurva yang menghubungkan antara
konsentrasi analit pada sumbu x dan respon analit pada sumbu y. Standar vitamin C yang dianalisis
sebanyak 7 seri yaitu 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; dan 1,4 ppm dengan 3 kali replikasi untuk masing-
masing seri kadar. Replikasi bertujuan untuk menjamin konsistensi data yang diperoleh. Persamaan
regresi yang diperoleh adalah y = 0,7639x + 0,0184 dengan koefisien korelasi (r) = 0,999. Hal ini
menjelaskan bahwa 99,9% perubahan absorbansi dipengaruhi oleh konsentrasi vitamin C,
sedangkan 0,1% dipengaruhi oleh faktor lain seperti cemaran saat pengerjaan (Snyder dkk., 1997).
Hal ini menunjukkan bahwa dalam rentang analisis 0,2 — 1,4 ppm, metode dapat memberikan 99,9%
hasil yang akurat dan cermat.

Linieritas dikatakan baik jika nilai koefisisen korelasi (r) = 0,999 (ICH, 2005). Hal ini
menunjukkan bahwa hasil pengujian parameter linieritas dalam penelitian ini sudah memenuhi
persyaratan. Jadi, terdapat hubungan linier antara konsentrasi dengan respon (absorbansi) yaitu
dengan meningkatnya konsentrasi maka akan meningkat pula respon (absorbansi) sehingga

menghasilkan nilai koefisien korelasi yang bernilai positif.
Batas Deteksi (LOD) dan Batas Kuantitasi (LOQ)

LOD dan LOQ bertujuan untuk menentukan batas terendah konsentrasi analit yang dapat
dianalisis secara kualitatif (LOD) maupun secara kuantitatif (LOQ). Secara statistik, LOD dan LOQ
dapat dihitung melalui persamaan regresi dari kurva kalibrasi. Nilai LOD dan LOQ dapat diperoleh
dari standar deviasi dan kemiringan (slope) dari kurva baku standar kafein. Jika, nilai konsentrasi
analit lebih besar dari LOD maka analit dalam sampel dapat dideteksi secara kualitatif walaupun
tidak selalu dapat dikuantifikasi, sedangkan nilai konsentrasi analit di atas LOQ, maka analit dalam
sampel dapat ditentukan secara kualitatif dan kuantitatif (Ganjar & Rohman, 2007). Hasil
pengukuran nilai LOD diperoleh 0,50 ppm dan LOQ diperoleh 5,02 ppm. Hasil analisis LOD dan
LOQ yang rendah menunjukkan bahwa metode bisa digunakan untuk mendeteksi dan mengukur

dalam waktu yang lama dengan rentang konsentrasi yang luas| (Swetha dkk., 2015).
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Akurasi

IAkurasi dalam penelitian ini dinyatakan sebagai %-—recovery. Nilai %—recovery yanlb
diperbolehkan berkisar antara 98 — 102 % (Gonzales dkk., 2010). Recovery merupakan ukuran
ketelitian metode analisis atau kedekatan antara nilai yang terukur dengan nilai yang diterima baik
nilai konversi, nilai sebenarnya atau nilai rujukan.

Pengujian parameter akurasi dilakukan dengan cara menambahkan sejumlah analit ke dalam
sampel dengan tiga macam konsentrasi yaitu rendah, sedang, dan tinggi dengan tiga kali replikasi
untuk masing-masing konsentrasi. Penambahan tiga macam konsentrasi analit bertujuan untuk
menentukan berapa persen analit yang ditambahkan tersebut dapat ditemukan.
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B.P = Buah pampakin, B.K= Buah kalangkala, Vit= Vitacimin

Gambar 2. %-recovery buah pampakin dan kalangkala, serta vitacimin

Pengujian parameter akurasi dilakukan dengan cara menambahkan sejumlah analit ke dalam
sampel dengan tiga macam konsentrasi yaitu rendah, sedang, dan tinggi dengan tiga kali replikasi
untuk masing-masing konsentrasi. Penambahan tiga macam konsentrasi analit bertujuan untuk
menentukan berapa persen analit yang ditambahkan tersebut dapat ditemukan.

Hasil perhitungan % recovery pada Gambar 2 menunjukkan bahwa nilai rata-rata % recovery
pada tiap konsentrasi yang berbeda berada pada rentang nilai % recovery yang diperbolehkan yaitu
98-102 %. Hal ini menunjukkan bahwa metode yang digunakan pada penelitian ini mempunyai

ketelitian yang baik untuk penetapan kadar vitamin C.

Presisi

Penetapan nilai presisi bertujuan untuk mengetahui ukuran ketepatan suatu hasil analisis pada
kondisi analisis yang sama. Kondisi analisis dapat berupa peralatan yang digunakan, analis yang
mengerjakan, tempat dan waktu pelaksanaan analisis. Jika dalam suatu seri kadar pengukuran
mempunyai selisih yang sangat kecil antara satu nilai dengan nilai lainnya, maka hasil pengukuran

tersebut dapat dikatakan tepat. Presisi dinyatakan dengan nilai % relative standard deviation (RSD).
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Hasil pengukuran nilai % RSD sangat dipengaruhi oleh nilai standar deviasi, dimana semakin
tinggi nilai standar deviasi maka nilai % RSD juga semakin tinggi. Nilai standar deviasi sendiri
dipengaruhi oleh selisih kandungan vitamin C dalam sampel pada tiap replikasi dengan nilai rata-
rata kandungan vitamin C dalam sampel pada perlakuan yang sama. Nilai standar deviasi nilainya
semakin besar jika selisih nilai kandungan juga semakin besar.

Tabel 3. Hasil perhitungan presisi (% RSD)

Sampel Konsentrasi SD % RSD
Rendah (1,2 mg) 0,0100 0,67
Buah pampakin Sedang (+ 2,3 mg) 0,0300 1,33
Tinggi ( 3,4 mg) 0,0300 0,89
Rendah (+ 1,0 mg) 0,0100 0,76
Buah kalangkala Sedang (+ 2,8 mg) 0,0200 0,71
Tinggi (£ 3,5 mg) 0,0180 0,47
Rendah (+ 1,7 mg) 0,0012 0,05
Vitacimin Sedang (+ 2,7 mg) 0,0024 0,07
Tinggi (£ 3,1 mg) 0,0012 0,03

Presisi dikatakan baik jika metode memberikan simpangan baku relatif (% RSD) atau koefisien
variasi £ 2 % (Gonzales dkk., 2010). Hasil pengukuran % RSD pada Tabel 3 menunjukkan bahwa
pengukuran tersebut memiliki presisi yang baik untuk tiap tingkat konsentrasi karena memiliki nilai
koefisien variasi < 2 % (0,03-1,33 %).

Analisis vitamin C dalam sampel

Panjang gelombang maksimum yang diperoleh pada proses pencarian panjang gelombang
maksimum digunakan untuk menganalisis kandungan vitamin C dalam sampel. Sampel buah
pampakin dan kalangkala ditimbang sebanyak 1 gram, sedangkan vitacimin sebanyak 2,5 mg.
Sampel-sampel tersebut diekstraksi menggunakan larutan natrium oksalat (0,1 N) dalam larutan
buffer posfat. Fungsi natrium oksalat dalam buffer posfat ini sebagai pelarut dan pengstabil asam
askorbat (vitamin C) seperti ditunjukkan pada Tabel 2, dimana vitamin C yang dilarutkan dengan
natrium oksalat menunjukkan kestabilan selama penyimpanan 30 menit.

Tabel 4. Hasil uji kadar vitamin C

Kadar (mg)
Sampel | I T Rata-rata + SD
Buah pampakin* 0,127 0,128 0,125 0,127 + 0,002
Buah kalangkala* 0,233 0,234 0,252 0,240 + 0,011
Vitacimin** 0,628 0,632 0,654 0,638 + 0,014

* dalam 1 gram,** dalam 2,5 mg
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Vitacimin yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh dari minimarket yang ada di wilayah
Banjarbaru. Penggunaan vitacimin dalam penelitian ini adalah untuk menguji keakuratan hasil uji
vitamin C karena kandungan vitamin C sudah tercantum dalam kemasan vitacimin. Hasil uji yang
diperoleh adalah 0,638 mg dalam 2,5 mg (0,0025 g) vitacimin seperti ditunjukkan dalam Tabel 4.
Kandungan vitamin C yang seharusnya diperoleh dalam 0,0025 g adalah 0,630 mg yang dihitung
dengan cara: 0,0025 g vitacimin /1,983 g tablet x 500 mg, sementara vitamin C yang diperoleh dalam
analisis ini adalah 0,638. Jadi dalam 1,983 g tablet terkandung vitamin C sebanyak 506,06 mg. Hasil
ini hampir sama dengan kadar vitamin C yang tertera pada kemasan vitacimin yaitu 500,00 mg dalam
1,983 g tablet.

Berdasarkan Tabel 4, kandungan vitamin C buah kalangkala dan pampakin berturut-turut
adalah 0,240 dan 0,127 mg dalam 1gram sampel. Jadi dalam 1gram sampel buah kalangkala dan

pampakin mengandung vitamin C berturut-turut 24% dan 12,7%.
Evaluasi antioksidan

Semua ekstrak daun dan buah dari pampakin dan kalangkala dilakukan skrining antioksidan
menggunakan metode DPPH. [Pendekatan khas untuk menguji aktivitas antioksidan adalah metode
DPPH. Radikal bebas pada DPPH mengambil elektron atau ahidroksi radikal dari sumber lain dan
menjadi molekul diamagnetik yang stabil. Perubahan warna dari ungu menjadi kuning menunjukkan
bahwa radikal diambil oleh antioksidan melalui kontribusi hidrogen untuk menstabilkan molekul
DPPH (Idris dkk., 2022). Konsentrasi ekstrak yang digunakan dalam skrining antioksidan ini adalah
5000 ppm. Selanjutnya, ekstrak yang memiliki persentase penghambatan yang baik (>70%)
ditentukan 1Cso nya. Ekstrak yang memiliki persentase penghambatan >70% berpotensi memiliki
aktivitas antioksidan. Vitamin C digunakan dalam penelitian ini sebagai kontrol positif (Molyneux,
2004).

Berdasarkan hasil skrining pada Gambar 3, ekstrak daun dari kalangkala (n-heksana,
diklorometana, etilasetat, dan metanol), ekstrak metanol (buah kalangkala dan pampakin, serta daun
pampakin) berpotensi memiliki antioksidan yang baik karena memiliki perentase penghambatan yang
cukup tinggi (>70%), sehingga dilanjutkan penentuan ICso. Vitamin C digunakan sebagai kontrol
karena memiliki sifat antioksidan yang baik dimana dalam penelitian ini memiliki persentase
penghambatan yang tinggi yaitu 95,74% dengan 1Cso 0,80 pg/mL. Pada umumnya, buah dan sayuran
dikenal sebagai makanan sehat dengan kandungan vitamin C yang tinggi. Vitamin C berfungsi
sebagai antioksidan yang menghilangkan radikal bebas beracun dan spesies oksigen reaktif (ROS)

lainnya (Arigoni dkk., 2002). Selain itu, vitacimin menunjukkan persentase penghambatan
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(antioksidan) yang tinggi yaitu 92,57% dengan 1Cso 2,54 pg/mL karena mengandung vitamin C yang
cukup tinggi yaitu 500 mg/tablet (1 tablet= 1,983 g).
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Gambar 3. Hasil skrining antioksidan dari ekstrak tanaman pampakin dan kalangkala.

Ekstrak metanol daun pampakin memiliki aktivitas antioksidan yang baik dibanding ekstrak n-
heksana, diklorometana, dan etil asetat seperti ditunjukkan pada Gambar 3 dan Tabel 5. Kemungkinan
aktivitas antioksidan dari ekstrak metanol daun ini karena adanya senyawa flavonoid dan fenolik.
Peneliti sebelumnya telah melakukan uji fitokimia terhadap ekstrak metanol daun pampakin dan
hasilnya menunjukkan adanya alkaloid, flavonoid, fenolik, saponin, dan steroid (Manurung dkk.,
2022). Menurut Ahmed (2015), metanol adalah pelarut yang baik digunakan untuk mengekstraksi
senyawa-senyawa flavonoid dan fenolik. Dalam penelitiannya, kandungan fenolik total dari ekstrak
metanol, air, dan n-heksana dari daun Adiantum caudatum berturut-turut adalah 27,7; 21,1; dan 16,7
Kg ekuivalent asam galat per mL. Sementara itu, kandungan flavonoid total dalam ekstrak metanol,
air, dan heksana berturut-turut adalah 13,2; 11,6; dan 10,0 pg ekuivalen rutin per mL, sehingga
disimpulkan bahwa senyawa-senyawa fenolik dan flavonoid paling banyak terekstraksi pada pelarut
metanol dibanding pada air dan n-heksana. Metanol adalah pelarut yang paling polar dari pelarut-
pelarut yang digunakan dalam penelitian ini, dimana urutan kepolaran pelarut-pelarut tersebut adalah
metanol (MeOH) > etilasetat > diklorometana > n-heksana. Karena kepolarannya itu, metanol akan

mengekstraksi senyawa-senyawa polar seperti fenolik dan flavonoid.

Tabel 5 menunjukkan aktivitas antioksidan (DPPH) ekstrak daun kalangkala dengan urutan:

ekstrak metanol > etilasetat > metilenklorida > n-heksana. Peneliti sebelumnya telah melaporkan
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bahwa ekstrak daun n-heksana mengandung fenolik sebesar 30+0,002 pg GAE/mg ekstrak dan
flavonoid sebesar 190+0,004 ug GAE/mg ekstrak (Wulandari dkk., 2018). Kemungkinan adanya
kandungan fenolik dan flavonoid dalam ekstrak n-heksana mengakibatkan ekstrak tersebut dalam
penelitian ini mempunyai aktivitas antioksidan yang cukup baik dengan ICso 32+0,12 pg/mL.
Metilenklorida yang lebih polar dari n-heksana mempunyai 1Cso 27,45+0,14 pg/mL yang lebih aktif
dari ekstrak n-heksana. Ekstrak metanol daun kalangkala menunjukkan aktivitas antioksidan ddpphb
yang lebih tinggi dari ekstrak lainnya dengan[ I1Cso sebesar 23,03+0,09 uglle. Menurut Wulandari
(2018), ekstrak etanol daun kalangkala mengandung fenolik sebesar 100+0,001 pug GAE/mg ekstrak
dan flavonoid sebesar 240+0,001 pg GAE/mg ekstrak. Metanol adalah pelarut yang segolongan
dengan etanol sehingga kandungan fenolik dan flavonoidnya kemungkinan juga tinggi sehingga

antioksidan ekstrak metanol dalam penelitian ini paling tinggi diantara ekstrak lainnya.

Tabel 5. Hasil uji aktivitas antioksidan dari kalangkala dan pampakin

Sampel Ekstrak 1Cs0 (Mg/mL) = SD
n-heksana 32,01+0,12*
Daun kalangkala Meti!enklorida 27,45+0,14*
Etil asetat 27,16£0,17*
Metanol 23,03+0,09*
Buah kalangkala Metanol 48,70+1,10*
Daun pampakin Metanol 50,29+0,12*
Buah pampakin Metanol 45,30+0,06*
Vitacimin - 2,54+0,13*
Vitamin C (kontrol positif) - 0,80+0,03

Data dinyatakan sebagai rata-rata+SD dengan tiga kali ulangan, *p<0,05 vs kontrol positif

Pada Tabel 5, ICs aktivitas antioksidan ekstrak metanol daging buah kalangkala adalah 48,70
pg/mL, hasil ini didukung juga dengan referensi lain yang melaporkan bahwa akivitas antioksidan
(DPPH) ekstrak metanol daging buah kalangkala memilki ICso 60,0+3,5 pg/mL (Hassan dkk., 2013).
Hasil aktivitas antioksidan yang diperoleh dalam penelitian ini sedikit lebih aktif dari yang dilaporkan
oleh Hassan (2013) kemungkinan penggunaan pelarut metanol dengan konsentrasi yang berbeda.
Penelitian ini menggunakan metanol dengan persentase kemurnian 90% sedangkan Hassan dkk
menggunakan metanol 80%. Sumber lain melaporkan bahwa ekstrak metanol daun kalangkala
menunjukkan aktivitas antijamur terhadap Colletotrichum gloeosporioides dengan penghambatan
pertumbuhan 13,31+0,49 mm pada konsentrasi 0,01 pg/mL (Jhonny dkk., 2010). Sementara itu,
ekstrak metanol buah pampakin dan kalangkala, serta daun pampakin memiliki aktivitas antioksidan
dengan nilai 1Cso berkisar 45,30 — 50,29 pg/mL. Suatu sampel memiliki antioksidan sangat baik jika
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ICso kurang dari 50-100 pg/mL, kategori sedang dengan 1Csp 100-150 pg/mL, lemah dengan ICso
150-200 pg/mL, dan sangat lemah dengan I1Cso diatas 200 pg/mL (Kuspradini dkk., 2018). Aktivitas
antioksidan umumnya dinyatakan dengan nilai 1Cso yang menyatakan konsentrasi sampel yang
diperlukan untuk menghambat radikal bebas (DPPH) sebesar 50%, dimana semakin kecil 1Cso suatu
sampel semakin baik sifat antioksidannya (Molyneux, 2004). Hasil uji DPPH menunjukkan
perbedaan yang signifikan antara ekstrak-ekstrak dengan kontrol positif pada t-Test (p<0,05).

KESIMPULAN

1 Nalidasi metode analisis vitamin C menggunakan spektrofotometri UV-Vis memenuhi syarad
validasi untuk linieritas dengan nilai r=0,999, LOD= 0,50 ppm, LOQ= 5,02 ppm, akurasi (%
recovery) = 99,45% - 101,48%, dan presisi (% RSD) = 0,03 % - 1,33%.

2. |Ekstrak daun kalangkala yang menghasilkan antioksidan (DPPH) yang baik adalah pelarut dengan
urutan: Metanol (1C50=23,03 pg/mL) > etilasetat (ICso= 27,16 pg/mL) > diklorometana (ICso=
27,45 pg/mL > n-heksana (ICso= 32,01 pg/mL). Aktivitas antioksidan (DPPH) daun pampakin,
buah kalangkala, dan buah pampakin paling besar pada ekstrak metanol dengan ICso berturut-turut:
50,29; 48,70; dan 45,30 ug/mL.l
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