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Bagan kerja ektraksi daun sirsak (Annona muricata Linn.)

Serbuk daun sirsak
(Annona muricata L.)

Ditimbang sebanyak 60 g

Diekstraksi secara metode sonikator dengan 2040 mL
pelarut etanol

Diekstraksi selama 20 menit dengan suhu 45 °C

Ekstraksi dilakukan pengulangan sebanyak empat kali

Ekstrak etanol encer

- Semua ekstrak disatukan dan disaring
- Diuapkan secara vakum dengan menggunakan

Ekstrak ke

ntal etanol

- Dilakukan uiji fitokimia berdasarkan metode Harborne (1996)

Data hasil uji fitokimia

| :
| ™8 = _""" _.-'I
=~ =

o
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Lampiran 2. Bagan uiji fitokimia

A. Uiji fitokimia ekstrak etanol

1. Uji alkaloid

% Uji Wegner

Ekstrak etanol

- ditambahkan pereaksi Wegner
- ditambahkan H,SO, pekat

Terdapat endapan

coklat putih

s Uji Meyer

Ekstrak etanol

- ditambahkan pereaksi Meyer
- ditambahkan H,SO4 pekat

Terdapat perubahan

warna kuning

2. Uji Flavonoid

Ekstrak etanol

- ditambahkan serbuk magnesium
- ditambahkan amil alkohol

Terdapat perubahan warna

merah, kuning atau jingga

Optimization Software:
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3. Uji Fenolik

Ekstrak etanol

- ditambahkan anhidrida asetat
- ditambahkan 3 tetes FeCl; 1%

Terdapat perubahan warna

biru, hijau, kuning atau jingga

(nncitif fanalil\

4. Uji Saponin

Ekstrak etanol

- ditambahkan 10 mL aquabides
- dikocok

Terdapat busa selama 10 menit

(positif saponin)

5. Uji Terpenoid dan Steroid (Pereaksi Liebermann-Burchard)

Ekstrak etanol

- ditambahkan 2-3 tetes
asam asetat anhidrat
- ditambahkan 2-3 tetes H,SO, P.a

irna merah atau
cokelat

Warna biru, ungu,
atau hijau
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Lampiran 3. Bagan kerja proses pembuatan nanokitosan

Kitosan

- Dilarutkan sebanyak 20 g dalam 1 L asam asetat 2%

- Dilakukan sizing dengan magnetik stirer selama 30 menit

- Ditambahkan 500 puL twin 0,1%

- Proses sizing dilanjutkan sampai 1 jam

- Distabilisasi dengan 70 mL larutan natrium tripoliposfat
0,1%

- Diaduk selama 1 jam

- Dikeringkan dengan cara spray drying

Serbuk nanokitosan

- Diuji karakteristiknya dengan instrumentasi FTIR, XRD dan
TEM

Data karakteristik nanokitosan

L

o
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Lampiran 4. Bagan kerja uji antibakteri ekstrak daun sirsak, nanokitosan dan

fortifikasi ekstrak daun sirsak dengan nanokitosan

Sampel

- Sampel masing-masing 100 mg dilarutkan dalam 21000 pl
etanol p.a
- 20 pl diaplikasikan pada disk kertas saring steril (diameter 6

Bakteri uji

- Diambil satu ose isolate mikroba dengan kawat ose steril

Farland

menggunakan kaca speader

Kg) dan kontrol negatif berupa disk yang dibasahi etanol

Zona bening

-Diukur diameter zona bening yang terbentuk

Hasil data antibakteri

Catatan :

1.

Optimization Software:
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Sampel penelitian yang digunakan adalah ekstrak daun sirsak,
nanokitosan, hasil fortifikasi ekstrak daun sirsak dengan
nanokitosan, kontrol positif berupa disk yang dibasahi antibiotik
kloramfenikol dan kontrol negatif berupa disk yang dibasahi
etanol.

Bakteri uji yang digunakan adalah bakteri Staphylococcus aureus
(gram positif) dan Eschericia coli (gram negatif).

- Disuspensikan kedalam tabung yang berisi 2mL larutan NaCl
0,9% hingga diperoleh kekeruhan yang sama dengan Mc.

-+ 50 pL inokulum mikroba disebar pada media padat Muller
Hinton Agar (MHA) kemudian diratakan sampai kering

- Disk cakram kertas dengan diameter 6 mm dibasahi dengan
larutan ekstrak daun sirsak, nanokitosan dan fortifikasi daun
sirsak dengan nanokitosan pada berbagai variasi konsentrasi,
dengan kontrol positif disk yang mengandung kloramfenikol (30
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Lampiran 5. Bagan kerja uji antioksidan ekstrak daun sirsak, nanokitosan
dan fortifikasi ekstrak daun sirsak dengan nanokitosan

Sampel

- Masing-masing ditimbang 10 mg dan dilarutkan dengan
pelarut metanol p.a

Dibuat deret konsentrasi sampel masing-masing 100, 200,
400 dan 800 ppm

Ditambahkan larutan DPPH 4x10™ M sebanyak 1 mL

- Campuran dibiarkan selama 30 menit

- Diukur menggunakan spektrometer UV-Vis dengan panjang

Data Absorban

- Dihitung kemampuan untuk meredam radikal bebas DPPH

Data Nilai ICsq

Catatan :

Sampel penelitian yang digunakan adalah ekstrak daun sirsak,
nanokitosan, hasil fortifikasi ekstrak daun sirsak dengan nanokitosan,
kontrol positif berupa larutan asam askorbat.

" i
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Lampiran 6. Spektroskopi FTIR pada kitosan, NaTPP dan nanaokitosan

1. Kitosan

G sHIMADZU

1730 1500 1250 1000
Ahomi
Ho. Paak Corr. Base (H) Base (L) Arca Corr. Area
1 3548.83 Ba.642 11.083 ara.i| 3414 0.818 0T
2 S26.57 T1LOTT |.13_3 33235 37612 127804 1.142
3 505 04034 3,081 38215 034.20 10.188 oLEaT
4 B35, 568 Ti.482 2. 705 TEE. a8 B30.01 7. 408 D248
j=] §33.04 05,0804 13,313 31233 DG 0 1.614 1.43
[=] 947,053 84887 2318 aE2.84 B14. 20 1.862 OL2TE
T 102808 41.188 13.823 104735 B34 T8 24.42 &.301
] 1070.48 41.007 10.003 1132.21 104320 22317 £.024
| =] 118728 aa.521 31587 1132.01 1134.14 4.313 4.34T
10 125758 4.4 5.437 1276.68 1ZH'_D_'DQ 0637 B.EJB
11 131545 01.313 10.004 1346.31 127384 3.433 3.2301
12 1381.03 TO.035 17327 1400.33 1348.24 4. 755 2.343
13 142154 T3.00 10.708 1486. 70 1402 35 T.25 2026
14 105605 39898 339418 1784.01 1458.78 852.744 52.234
13 212558 98344 3004 2278 19944 2.357 2728
10 2333.00 54.704 3718 2370.3 2333.00 0.457 0.202
i I 2877.78 TO.024 BT 2808.73 2T40.83 1147 2068
1o 2810.37 73.727 2427 2933.43 Z800.00 3.800 0.300
13 344294 27.133 4.0 97 aTi4.e 3427 98. 304 15. 781
Comment; DatelTime; 3M4/2019 3:42:29 PM
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2. Na-TPP

101

No. |Peak Corr. | Base (H) Base (L} Area Corr. Area

1 364,55 as.44 10.142 378.05 347.19 1.067 0556
2 38383 50.469 2377 20312 TR0 0.843 0.118
3 497.63 05.805 1011 253,90 4817 a.600 0.308
4 =a0.57 20188 253 55030 501.49 31.332 1.673
5 B13.28 70,247 71343 mam 5 54 pan 14.383
& 731.02 £.790 TEAA7 721.38 1.67 0.52

7 779.24 4.248 21375 736.1 0.655 0.664
5 a71.82 7.771 am1.47 bz1.00 0.734 1oz
I= E.Err 32.067 57598 [TEr 17.570 5.395
10 593.34 oB24 100877 B77.81 0.573 0613
11 102813 32312 T.288 104158 1008.77 o.a78 0587
12 1124.3 18.643 40004 120163 1041.56 60316 50,105
13 1208.37 58.39 2207 1328.95 1203.58 10601 0.147
12 14524 4408 5248 150813 1330.08 30.534 z8.707
13 168386 74.329 1.107 1795.73 1680 o.950 0,338
10 210241 51.433 7.047 2104.13 z067.09 1.95 1.470
7 2301.00 z.000 0.02 2314.50 zz7a.07 1217 0.047
18 P 57284 2514 24872 244381 0.231 FE=E)
18 2781 56608 3.023 2E7m.86 z711.82 0.524 o7

20 3034.03 as.359 14,5902 3130.47 Z073.06 a.050 B0
2 3460.3 47.571 34.503 3267 3132.4 95102 4.2
Comment; DateiMime; 3M472019 3:28:23 PM

Ma-TPP Mo. of Scans;

Resolution;
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3. Nanokitosan

R

102

Peak Corr. Base (H) Base (L} Area Corr. Area

1 306,40 08408 1.372 ar4.18 36202 0.501 EEci:]
2 7083 38,00 024 30030 431.34 14.73 oLT7T3
3 E21.08 31052 0.380 034.38 338.29 11.7a8 LRr= |
4 033.07 48170 B.03T 033.03 B36.51 2024 1206
f=] =965 88.578 10.833 812.33 OTH.00 1.021 0.5

o |Z30.91 0.0 0.730 802.04 91420 1470 0163
7 1031.82 1878 BBED 1043 .45 B TE 35 538 4 847
=] 1074338 11.538 10,38 i'|3£3 1045342 TEAE 14.1“
| = 1183343 28.738 12 414 123058 1141.88 27 0arT 2438
10 '|2ﬂ?.:5£ 'B_!LD'-H BT1T 1:21173 IZE.M 0.858: 07BN
1 131831 71318 17338 133047 1282 88 T.OZT 3853
12 140858 3614 EZ.E iﬁ_ﬂ‘.!!. 13821 !:m F3.874
13 1384 37 23.818 38371 181245 148338 45.505 24233
14 1833 32.16-1 19.2_21 iﬂﬂ.ﬂ 1814.42 35088 ?.E?
13 187484 B8 T08 3084 152882 131308 Q.71 LBz
18 291884 m.‘lb_E 4584 2231.84 137887 3.087 Ply--]
T 2360487 83408 3.318 2411.02 Z343. M 0801 o822
18 2305.53 96507 3257 2EAT .05 2411.02 1.883 1™

13 200884 BE.EA4 1454 273438 2708 0337 o414
20 287872 TE.007 T.7TI0 2008.73 ZTE2.08 T.831 1.742
21 ZHZZA0 TO.B42 3030 aoiz.m F300.03 3082 0.03T
22 3418.78 3047 00518 3539 .47 301007 203.7TZT B01.338
Comment; DateMime;, 5S28/2019 10:05:27 AM

Manckitosan Mo. of Scans;

Resolution;
Apodization;

PDF
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Lampiran 7. Diameter pada XRD

Perhitungan diameter partikel hasil analisis X-Ray Diffraction (XRD)

No 2 theta e FWHM k A (nm) cos © kxA B B cos © Dl?r:nnf)ter
1 11.2000 5.60 0.33 0.98 0.1540 0.9952 0.15092 0.0057 0.0057 26.44
2 11.4200 5.71 0.00 0.98 0.1540 0.9950 0.15092 0.0000 0.0000
3 11.6200 5.81 0.00 0.98 0.1540 0.9949 0.15092 0.0000 0.0000
4 12.0000 6.00 0.37 0.98 0.1540 0.9945 0.15092 0.0065 0.0064 23.51
5 18.0800 9.04 0.26 0.98 0.1540 0.9876 0.15092 0.0045 0.0044 33.93
6 18.2400 9.12 0.00 0.98 0.1540 0.9873 0.15092 0.0000 0.0000
7 18.4400 9.22 0.00 0.98 0.1540 0.9871 0.15092 0.0000 0.0000
8 18.7800 9.39 0.62 0.98 0.1540 0.9866 0.15092 0.0108 0.0107 14.10
9 22.3731 11.19 0.32 0.98 0.1540 0.9810 0.15092 0.0056 0.0055 27.36
10 22.7000 11.35 0.29 0.98 0.1540 0.9804 0.15092 0.0051 0.0050 30.43
11 23.0200 11.51 0.34 0.98 0.1540 0.9799 0.15092 0.0059 0.0058 25.97

m— 4600 11.73 0.51 0.98 0.1540 0.9791 0.15092 0.0088 0.0087 17.44

D ﬁ
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11.84
11.96
12.02
12.31
12.45
13.12
13.32
13.53
13.69
15.72
16.99

0.15
0.27
0.19
0.15
0.20
0.23
0.27
0.26
0.11
0.13
0.15

0.98
0.98
0.98
0.98
0.98
0.98
0.98
0.98
0.98
0.98
0.98

0.1540
0.1540
0.1540
0.1540
0.1540
0.1540
0.1540
0.1540
0.1540
0.1540
0.1540

0.9787
0.9783
0.9781
0.9770
0.9765
0.9739
0.9731
0.9722
0.9716
0.9626
0.9563

0.15092
0.15092
0.15092
0.15092
0.15092
0.15092
0.15092
0.15092
0.15092
0.15092
0.15092

0.0026
0.0048
0.0032
0.0026
0.0034
0.0039
0.0048
0.0045
0.0020
0.0022
0.0026

0.0025
0.0047
0.0032
0.0026
0.0033
0.0038
0.0046
0.0044
0.0019
0.0021
0.0025

60.30
32.35
47.81
58.60
45.43
39.32
32.64
34.60
78.59
71.50
60.88

104

13 23.6800
14 23.9200
15 24.0400
16 24.6232
17 24.8958
18 26.2420
19 26.6438
20 27.0661
21 27.3833
22 31.4371
23 33.9757
|PC
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Lampiran 8. Data spektrum XRD nanokitosan

4

]
[l
i
[}
-
i
[}
i
i
]
i

[ *- 1]

B - o o e o v v ol v — o — o — o oo oo Do o

g - - -

sl - - - — - - - - - - - —— =l _ _

o] - — — — — — — — — — - —— 1

L%+ 1]

%4 1

e e M.
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=*% Hasic Data Process

Group : Standard
Data : kiTosanHACITRa
# Strongest 3 peaks
no. peak 2Theta d
no. (deg] {A)
1 27 44,0418 2.05444
2 3z 64.4023 1.44531
3 25 39.5257 2.27813
# Peak Data List
peak 2Theta d
no. (deg]) {A)
1 11.2000 7.8%380
2 11.4200 7.74222
3 11.6200 7.605941
4 1z2.0000 7.36928
5 18.0800 4.90230
& 18.2400 4.B5985
7 18.4400 4.B0735
8 18.7800 4,72131
9 22.3731 3.970534
10 22.7000 3.9140%
11 23.0200 3.B6040
12 23.4600 3.7883&
13 23.6800 3.75428
14 23.9200 3.71715
15 24,0400 3.6%886
16 24,6232 3.61256
17 24,8958 3.57362
18 26.2420 3.3%327
19 26.6438 3.34300
20 27.0661 3.29178
21 27.3833 3.25438
22 31.4371 2.B84336
23 33.9737 2.63645
24 37.8181 2.37698
25 39.5257 2.27813
26 43,7200 2.06881
27 44,0418 2.05444
28 44,2800 2.043%4
29 57.4817 1.601%6
30 57.8335 1.5%305
i1 64.0200 1.45321
3z G4.4023 1.44531
i3 64.7000 1.43357
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I/11
100

28
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m

L=

100

25

a1

FWHM
{deg)
0.17900
0.207B0D
0.14810

FHHM
{deg)
0.328B0
0.00000
00000
.37000
L25820
.0000o0
00000
LG62180
.32230
29000
34000
L50660
14660
27340
18500
.15110
.19500
225590
.27240
L25720
.11330
12570
.14860
.19540
.14810
.14220
.17900
09640
.17540
.10800
.10220
20780
.12340

0000000000000 000000000000 000000

Intensity
{Counts)
1508
1376
426

Intensity
{Counts)

51
61
52
51
B3
72
77
63
43
51
53
51
62
6d
54
59
54
59
56
45
53
50
73
311
426
B
1508
33
B4
77
55
1376
31

106

Integrated
{Counts)
14070
15311
3727

Integrated
{Counts)
1338
0
0
1520
2000

2700
312
568
T65
936
oz
570
G615
621
930

1059
633
547
440
554
T46

3756

3727

1361

14070

1184

3744
424
563

15311

10467
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Lampiran 9. Perhitungan aktivitas antimikroba
Pembuatan larutan uji

1. Ekstrak A. muricata L.

. 0,0025 gr
a. Konsentrasi 250 yg/mL  =——
10 mL
. 0,125 mg
b. Konsentrasi 125 pg/mL  =——""
10 mL
. 0,625 mg
c. Konsentrasi 62,5 yg/mL =———
10 mL
. 0,3125mg
d. Konsentrasi 31,25 yg/mL = ——
10 mL
: 0,1563 mg
e. Konsentrasi 15,625 pg/mL=——m—
10 mL
2. Nanokitosan
. 200 mg
a. Konsentrasi 10 mg/mL =
10 mL
. 50 mg
b. Konsentrasi 5 mg/mL =
10 mL
. 25mg
c. Konsentrasi 2,5 mg/mL =
10 mL
. 12,5mg
d. Konsentrasi 1,25 mg/mL =———
10 mL

3. Fortifikasi ekstrak A. muricata L. dan nanokitosan (240 pg/mL)

—_ prtifikasi ekstrak A. muricata L. dan nanokitosan 1: 1
1PL =0,003 gr + 0,003 gr

H = 0,006 gr = 6mg => 240 ppm

Optimization Software:
www . balesio.com




108

- mg
Ppm = 7
240 = =279
6mg
L =—— =0,025L =25 mL
240

Fortifikasi ekstrak A. muricata L. dan nanokitosan 2 : 1
=0,006 gr + 0,003 gr

= 0,009 gr = 9mg => 240 ppm

)
Ppm = 7
m
240 = kLY
9mg
=—— =0,0375L =37,5mL
240

Fortifikasi ekstrak A. muricata L. dan nanokitosan 3 : 1
=0,009 gr + 0,003 gr

=0,012 gr =12 mg => 240 ppm

mg

Pom = —

P L

12m

240 =—"9
12 mg

L = =0,05L =50 mL

240

| :
| ™8 = _""" _.-'I
=~ =

o

ortifikasi ekstrak A. muricata L. dan nanokitosan 1 : 2

=0,003 gr + 0,006 gr
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0,009 gr = 9mg => 240 ppm

_mg
Ppm = 7
m
240 = -9
L
9mg
L =—— =0,0375L=37,5mL
240

Fortifikasi ekstrak A. muricata L. dan nanokitosan 1 : 3

=0,003 gr + 0,009 gr

= 0,012 gr =12 mg => 240 ppm

)
Ppm = 7
12m
240 g
L
12 mg
L = =0,05L =50 mL
240

Optimization Software:
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Hasil Uji aktivitas antibakteri

110

Pengamatan 24 Jam

Pengamatan 48 Jam

Ekstrak Daun A.
muricata L.

Nanokitosan
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Fortifikasi ekstrak A.
muricata L. dan
nanokitosan
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Lampiran 10. Perhitungan aktivitas antioksidan
Perhitungan Pengenceran Konsentrasi Sampel

1. Ekstrak Daun A. muricata L.

Volume Volume
Konsentrasi Volume DPPH metanol Volume total
sampel (mL) (mL) (mL)
10 25 1 6.5 10
20 1 1 3 10
40 5 1 4 10
80 5 1 4 10
160 8 1 1 10

Perhitungan:

Konsentrasi larutan induk sampel adalah 200 ppm
Kontrol : 1 mL DPPH + 4 mL metanol
e Untuk konsentrasi 160 ppm:
V,C; = V,C,
V,; x 200 ppm = 10 mL x 160 ppm
V;=8mL
e Untuk konsentrasi 80 ppm:
ViCy = V,C;
V,; x 160 ppm = 10 mL x 80 ppm
V, =5mL

e Untuk konsentrasi 40 ppm:

— =V,C,

" i

80 ppm = 10 mL x 40 ppm

5mL
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e Untuk konsentrasi 20 ppm:
V,C; = V,C,
V,; x 20 ppm =10 mL x 20 ppm
V,=1mL

e Untuk konsentrasi 10 ppm:
V1Cy = VoG,
V; X 20 ppm =5 mL x 10 ppm
V, =25mL

Gambar aktivitas antioksidan daun A. muricata L.

2. Nanokitosan

Konsentrasi Volume V[;)Fl)upn:'e xgltl;r:s Volume total
(ppm) sampel (ML) )y (mL)
500 2,5 1 6.5 10
1000 5 1 4 10
2000 5 1 4 10
4000 5 1 4 10
g 1 1 10

ror

| -
= IV
4%

o
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Perhitungan:

Konsentrasi larutan induk sampel adalah 10.000 ppm

Kontrol : 1 mL DPPH + 4 mL methanol

Untuk konsentrasi 10.000 ppm:
ViCy = VoG,
V; %X 10.000 ppm = 10 mL x 8000 ppm
V=8 mL
e Untuk konsentrasi 4000 ppm:
V,C; = V,C,
V; x 8000 ppm = 10 mL x 4000 ppm
V,=5mL
e Untuk konsentrasi 2000 ppm:
V1Cy1 = VoG,
V; x 4000 ppm = 10 mL x 2000 ppm
V, =5mL
e Untuk konsentrasi 1000 ppm:
V1€ = VoG,
V,; x 2000 ppm =10 mL x 1000 ppm
V,; = mL
e Untuk konsentrasi 500 ppm:
V,C; = V,C,
V,; X 1000 ppm =5 mL x 500 ppm
V, =25mL

f
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Gambar aktivitas antioksidan nanokitosan

3. Fortifikasi ekstrak A. muricata L. dan nanokitosan
(Larutan induk masing-masing = 500 ppm)
o Fortifikasi ekstrak A. muricata L. dan nanokitosan 1 : 1
=0,003 gr + 0,003 gr

= 0,006 gr = 6mg => 500 ppm

mg
Ppm = —
pm = =
m
500 =-—2
6 mg
L =—— =0,012L=12mL
500

=> Selanjutnya dibuat deret konsentrasi 10, 20, 40, 80 dan 160 ppm.

iy sambar aktivitas antioksidan fortifikasi ekstrak A. muricata L. dan
o nanokitosan 1:1
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e Fortifikasi ekstrak A. muricata L. dan nanokitosan 2 : 1

= 0,006 gr + 0,003 gr

= 0,009 gr = 9mg => 500 ppm

mg

Ppm = —

P L
9mg 9mg

500 =—, L=——=0,018L=18mL
L 500

=>

Selanjutnya dibuat deret konsentrasi 10, 20, 40, 80 dan 160 ppm.

Gambar aktivitas antioksidan fortifikasi ekstrak A. muricata L. dan

nanokitosan 2 : 1

e Fortifikasi ekstrak A. muricata L. dan nanokitosan 3 : 1

=0,009 gr + 0,003 gr

=0,018 gr =18 mg

mg
Ppm = —
P L
12m
500 = g
12 mg
— = =0,024 L=24 mL
500

fror]

f

Selanjutnya dibuat deret konsentrasi 10, 20, 40, 80 dan 160 ppm.
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Gambar aktivitas antioksidan fortifikasi ekstrak A. muricata L. dan

nanokitosan 3: 1

Fortifikasi ekstrak A. muricata L. dan nanokitosan 1 : 2

=0,003 gr + 0,006 gr

= 0,009 gr = 9mg => 500 ppm

mg
P = —
pm L
o9m
500 =-—2
L
9mg
=—— =0,018L=18mL
500
=> Selanjutnya dibuat deret konsentrasi 10, 20, 40, 80 dan 160 ppm.

ror

[ -I
A%

o

bambar aktivitas antioksidan fortifikasi ekstrak A. muricata L. dan
nanokitosan 1: 2
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e Fortifikasi ekstrak A. muricata L. dan nanokitosan 1 : 3
=0,003 gr + 0,009 gr

=0,012 gr =12 mg => 500 ppm

mg
Ppm = —
P L
12m
500 = g
L
12mg
= =0,024L =24 mL
500

=> Selanjutnya dibuat deret konsentrasi 10, 20, 40, 80 dan 160 ppm.

Gambar aktivitas antioksidan fortifikasi ekstrak A. muricata L. dan
nanokitosan 1 : 3
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Aktifitas Antioksidan

1. Ekstrak Daun A. muricata L.

_ Absorbansi (A) A =517 nm _ Aktivitas
Konsentrasi Absorbansi o
(ug/mL)  Absorbansi Absorbansi Absorbansi  rata-rata Antioksidan
2 3 (%)
10 0.63 0.633 0.635 0.63 9.62
20 0.618 0.62 0.618 0.62 11.62
40 0.55 0.552 0.554 0.55 21.14
80 0.408 0.408 0.41 0.41 41.62
160 0.34 0.342 0.342 0.34 51.24
Kontrol 0.696 0.696 0.698 0.70 0.48
Aktivitas
Konsentrasi Antioksidan  Nilai ICsq
(bg/mL) (%) (ug/mL)
10 9.62
20 11.62
40 21.14 141.127
80 41.62
160 51.24
nilai ICsq
X =1C 5g
y =50
— 901x + 9,0592
H_":-' P ) = (y-9,0592)/0,2901 = (50-9,0592)/0,2901 = 141,127 pg/mL
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Ekstrak Daun Sirsak

A U o
o O O
I I )

y =0.2901x + 9.0592

Aktivitas Antioksidan(%)
w
o

R?=0.9115
20 ~
10 -
O T T T 1
0 50 100 150 200

Konsentrasi Ekstrak (ug/mL)

Gambar aktivitas antioksidan A. muricata L.

2. Nanokitosan

Absorbansi (A) A =517 nm Aktivitas
Konsentrasi Absorbansi ioksid
(ug/mL)  Absorbansi Absorbansi Absorbansi  rata-rata Antioksidan
1 2 3 (%)
500 0.62 0.62 0.62 0.62 10.14
1000 0.594 0.594 0.596 0.59 13.82
2000 0.516 0.516 0.516 0.52 25.22
4000 0.422 0.42 0.418 0.42 39.13
8000 0.398 0.4 0.4 0.40 42.13
Control 0.69 0.688 0.69 0.69 0.10
Konsentrasi AktIVIt.aS Nilai ICsg
(ng/mL) Antioksidan (ng/mL)
Mg (%) Mg
500 10.14 8633.023
1000 13.82
— 25.22
| 39.13
| p— 42.13

o
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nilai ICso
X=1C 59
y =50

y = 0,0043x+12,878

ICso (X) = (y-12,878)/0,0043= (50 - 12,878)/0,0043 = 8633,023 pg/mL

Nanokitosan
T 50 -
= 40 - .
(1]
S 30 -
(7]
S 20 - y = 0.0043x + 12.878
b= R2=0.811
g 10 @ ¢
§ 0 T T T T 1
= 0 2000 4000 6000 8000 10000
)
= Konsentrasi Nanokitosan (ug/mL)

Gambar aktivitas antioksidan nanokitosan
3. Fortifikasi Ekstrak A. muricata L. dan Nanokitosan

e Fortifikasi Ekstrak A. muricata L. dan Nanokitosan 1:1

Absorbansi (A) A =517 nm Aktivitas
Konsentrasi Absorbansi ioksid
(ug/mL)  Absorbansi Absorbansi Absorbansi  rata-rata Antioksidan
2 3 (%)
10 0.6 0.6 0.6 0.60 5.66
20 0.596 0.595 0.595 0.60 6.39
40 0.568 0.57 0.57 0.57 10.48
80 0.512 0.51 0.512 0.51 19.60
m— 0.424 0.425 0.425 0.42 33.23
.m 0.636 0.636 0.636 0.64 0.00
1S . -.‘:--" 0.168 0.168 0.168 0.17 73.58

o
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Konsentasi  ccian NI o
(%)
10 5.66
20 6.39
40 10.48 246.496
80 19.60
160 33.23

nilai ICsg
x=1C 50
y =50

y = 0,1893x + 3,3383
ICso (X) = (y- 3,3383)/0,1893= (50-3,3383)/0,1893 = 246,496 pg/mL

Fortifikasi1:1

< 40 -

& 30 -

T

[7,]

<

©° 20 - y = 0.1893x + 3.3383

t R%=0.9957

< 10 -

[7,]

©

)

:E 0 T T T 1

g 0 50 100 150 200
Konsentrasi Ekstrak (pug/mL)

Gambar aktivitas antioksidan fortifikasi daun sirsak & nanokitosan (1:1)

| ——

por |

A=

/\_r'
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e Fortifikasi Ekstrak A. muricata L. dan Nanokitosan 2 :1

Absorbansi (A) A =517 nm Aktivitas
Konsentrasi Absorbansi ioksid
(ug/mL)  Absorbansi Absorbansi Absorbansi  rata-rata Antioksidan
1 2 3 (%)
10 0.603 0.603 0.603 0.60 5.93
20 0.585 0.585 0.585 0.59 8.74
40 0.581 0.582 0.582 0.58 9.26
80 0.517 0.518 0.518 0.52 19.24
160 0.417 0.417 0.42 0.42 34.79
Kontrol 0.641 0.641 0.641 0.64 0.00
Blanko 0.167 0.167 0.167 0.17 73.95
Konsentrasi Al.<t|V|t.as Nilai ICsg
(ug/mL) Antioksidan (ng/mL)
(%)
10 5.93
20 8.74
40 9.26 240.009
80 19.24
160 34.79

nilai ICsq
X =1C 5g
y =50

y = 0,1933x + 3,6063
ICso (X) = (y-3,6063)/0,1933= (50-3,6063)/0,1933 = 240,009 pg/mL

PC
\
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Fortifikasi 2:1

= 40 -

&:. 35 - y =0.1933x + 3.6063

5 30 -

L 25

.0

"E 20

< g5

[7,]

£ 10 -

>

S 5 -

4

< 0 T T T 1

0 50 100 150 200

Konsentrasi Ekstrak (pug/mL)

Gambar aktivitas antioksidan fortifikasi daun sirsak & nanokitosan (2:1)

e Fortifikasi Ekstrak A. muricata L. dan Nanokitosan 3 :1

Absorbansi (A) A =517 nm Aktivitas
Konsentrasi Absorbansi ioksid
(ug/mL)  Absorbansi Absorbansi Absorbansi  rata-rata Antioksidan
1 2 3 (%)
10 0.585 0.585 0.585 0.59 7.29
20 0.559 0.56 0.56 0.56 11.30
40 0.511 0.51 0.51 0.51 19.12
80 0.399 0.4 0.402 0.40 36.56
160 0.267 0.267 0.267 0.27 57.69
Kontrol 0.631 0.631 0.631 0.63 0.00
Blanko 0.165 0.165 0.165 0.17 73.85
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Konsentrasi AI'<t|V|t'as Nilai 1C-50
(ug/mL) Antioksidan (ug/mL)
Mg (%) MO

10 7.29

20 11.30

40 19.12 131.749

80 36.56

160 57.69

nilai ICsq
X=1C 59
y =50

y = 0,3385x + 5,4029
ICso (X) = (y-5,4029)/0,3385= (50-5,4029)/0,3385 = 131,749 pg/mL

Fortifikasi 3:1

70 -

60 - y = 0.3385x + 5.4029
R? = 0.9866

50 -
40 -
30 -
20 -

10 -

0 T T T 1
0 50 100 150 200

Konsentrasi Ekstrak (ug/mL)

Aktivitas Antioksidan (%)

ar aktivitas antioksidan fortifikasi daun sirsak & nanokitosan (3:1)
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e Fortifikasi Ekstrak A. muricata L. dan Nanokitosan 1 : 2

126

_ Absorbansi (A) A =517 nm ~ Aktivitas
Konsentrasi Absorbansi o
(ug/mL)  Absorbansi Absorbansi Absorbansi  rata-rata Antioksidan
1 2 3 (%)
10 0.62 0.62 0.621 0.62 2.77
20 0.606 0.605 0.605 0.61 5.12
40 0.592 0.591 0.591 0.59 7.31
80 0.56 0.56 0.56 0.56 12.23
160 0.476 0.477 0.476 0.48 25.34
Kontrol 0.638 0.638 0.638 0.64 0.00
Blanko 0.166 0.166 0.166 0.17 73.98
Aktivitas
Konsentrasi Antioksidan  Nilai ICs
(Mg/mL) (%) (Mg/mL)
10 2.77
20 5.12
40 7.31 330.908
80 12.23
160 25.34
nilai ICsq
X=1C 59
y =50

y =0,1467x + 1,4558

ICso (X) = (y-1,4558)/0,1467= (50-1,4558)/0,1467 = 330,908 ug/mL

PC
\

Optimization Software:
www . balesio.com




127

Fortifikasi 1: 2
X 30 -
-'E 25 -
-a 20 .
=
Q2 15 -
b y =0.1467x + 1.4558
< 10 R? = 0.9949
@ 5 -
s
.2 0 T T T 1
)
= 0 50 100 150 200
Konsentrasi Ekstrak (ug/mL)

Gambar aktivitas antioksidan fortifikasi daun sirsak & nanokitosan (1:2)

e Fortifikasi Ekstrak A. muricata L. dan Nanokitosan 1 : 3

Absorbansi (A) A =517 nm Aktivitas
Konsentrasi Absorbansi ioksid
(ug/mL)  Absorbansi Absorbansi Absorbansi rata-rata Antioksidan
1 2 3 (%)
10 0.613 0.61 0.613 0.61 5.41
20 0.611 0.609 0.611 0.61 5.67
40 0.609 0.606 0.609 0.61 6.03
80 0.573 0.57 0.57 0.57 11.75
160 0.531 0.531 0.53 0.53 17.98
Kontrol 0.647 0.647 0.647 0.65 0.00
Blanko 0.165 0.165 0.165 0.17 74.50
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Aktivitas

Konsentrasi Antioksidan Nilai ICsg
(Mg/mL) (%) (Mg/mL)

10 5.41

20 5.67
40 6.03 519.571

80 11.75

160 17.98

nilai ICsq
X=1C 59
y =50

y = 0,0888x + 3,8621

ICso (X) = (y-3,8621)/0,0888= (50-3,8621)/0,0888 = 519,571 pg/mL

10

Aktivitas Antioksidan (%)

Fortifikasi 1:3

y =0.0888x + 3.8621
R?=0.9753

50 100 150

Konsentrasi Ekstrak (pg/mL)

200
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ar aktivitas antioksidan fortifikasi daun sirsak & nanokitosan (1:3)



4. Antioksidan pada Kontrol Positif (Asam Askorbat)

129

Konsentrasi Absorbansi (A) A = Aktivitas
No (Mg/mL) 515 nm Antioksidan (%)
1 0.25 0.304 27.10
2 0.5 0.289 30.70
3 1 0.27 35.25
4 2 0.239 42.69
5 4 0.15 64.03
6 Kontrol 0.417
Konsentrasi Aktivitas
No (ng/mL) Antioksidan (%) Nilai 1Csp (ug/mL)
1 0.25 27.10
2 0.5 30.70
3 1 35.25 2.597
4 2 42.69
5 4 64.03
nilai
IC50
x=1C
50 y =50
y = 9.594x + 25.08

ICs0 (X) = (y-25.08/9.594= (50-25.08)/9.594=

2.597 pg/mL

| :
| ™8 = _""" _.-'I
=~ =

o
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70 - y =9.5949x + 25.08
) 2 —
S 60 - Rz =0.9954
3 50 -
©
@ 40 -
.g 30 -
C
© 20 -
(2]
S 10 -
é 0 T T T T 1
< 0 1 2 3 4 5
Konsentrasi ekstrak (ug/mL)

Gambar aktivitas antioksidan pada asam askorbat
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Lampiran 11. Foto proses ekstraksi daun A. muricata L.

Proses pengeringan sampel daun A. muricata L.

Proses pemotongan, pengeringan dengan oven dan penghalusan
sampel daun A. muricata L.

Proses penyaringan, penimbangan dan pelarutan sampel daun A.
muricata L.dengan etanol 96%
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Proses pelarutan dalam botol vial, ekstraksi dengan sonikator dan
penyaringan dengan buchner sampel daun A. muricata L.

Proses evaporasi dan perolehan ekstrak etanol daun A. muricata L.
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Lampiran 12. Karakteristik kitosan

LABORATORIUM BIOKIMIA
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS HASANUDDIN

Kampus UNHAS Tamalanrea, JI. Perintis Kemerdekaan KM. 10, Makassar 90245

Telp/Fax : 0411-586498

HASIL ANALISIS

Nama/NIM : Ita Hasmila /H012 17 1 009
Asal Institusi : Fakultas MIPA UNHAS
Jenis Sampel : Kitosan Pharma
Jumlah : Satu
Analisis : Kadar Air

Kadar Abu

Nitrogen total

Kadar air Kadar Abu N total
No. Kode
(%) (%) (%)
1 | Kitosan Niaga 10.40 1.13 7.10

Makassar, 15 April 2019

PLP Lab. Biokimia

Mahdalia, S.Si, M.Si

— NIP. 19750826 199601 2 001
124D
im_
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Lampiran 13. Sintesis dan karakterisasi nanokitosan

Kitosan dari cangkang kepiting merah
Pharma grade

Proses Sintesis nanokitosan dengan melarutkan kitosan+ asam
asetat danpenambahan Na-TPP dan tween 80

Nanokitosan dalam bentuk larutan, proses spray dryer dan
serbuk nanokitosan yang diproleh
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