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Lampiran 1. Skema Prosedur Kerja

A. Preparasi dan Ekstraksi

1. Pengolahan Sampel

Madu

Madu Kering

e Di freeze dry selama 48 jam.

2. Ekstraksi Madu dengan pelarut Metanol

Madu Kering

Sebanyak 78 g dimaserasi dengan metanol p.a

selama 2 x 24 jam sebanyak 3 kali

menggunakan metanol p.a.

didekantasi.

Maserat

Dievaporasi pada suhu 55 °C

Ekstrak Kental
Metanol

Residu

Diremaserasi menggunakan 30 mL
metanol p.a.
Diaduk dan didiamkan.

Disarina menaaunakan kertas.

Maserat

Residu

Dievaporasi menggunakan rotary evaporator

suhu 55 °C.

L

o

Ekstrak Metanol
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3. Ekstraksi Madu dengan Pelarut Air

2 gram Madu

e Ditimbang kedalam botol vial kosong
yang telah diketahui bobotnya.

e Dimaserasi menggunakan pelarut
akuabides sebanyak 30 mL

¢ Disonikasi menggunakan alat sonikator.

e didekantasi

Maserat Residu

e Dievaporasi menggunakan rotary

evaporator pada suhu 55 °C.

Ekstrak Air

4. Ekstraksi Madu dengan Pelarut DCM

2 gram Madu

e Ditimbang kedalam falcon tube.
e Dimaserasi menggunakan pelarut DCM

sebanyak 30 mL.

| i.Iiﬁ: e Disonikasi menggunakan alat sonikator.
roAuyY Didekantasi.
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Maserat

Residu

e Dimasukkan kedalam botol vial kosong yang telah diketahui
bobotnya.

e Ditutup dengan aluminium foil yang telah diberi lubang kecil

¢ Didiamkan hingga seluru pelarut DCM menguap dan

menyisakan ekstrak DCM

Ekstrak DCM

5. Ekstraksi Madu dengan Pelarut n-Heksan

2 gram Madu

¢ Ditimbang kedalam falcon tube.

o Dimaserasi menggunakan pelarut n-Heksan
sebanyak 30 mL.

o Disonikasi menggunakan alat sonikator.

e Didekantasi.

Maserat

Residu

Dimasukkan kedalam botol vial kosong yang telah diketahui
bobotnya.

Ditutup dengan aluminium foil yang telah diberi lubang kecil.
Didiamkan hingga seluru pelarut n-Hek.san menguap dan

menyisakan ekstrak n-Heksan
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B. Uji Bioaktivitas

1. Pembuatan Larutan DPPH 0,4 mM

Serbuk DPPH

e Ditimbang sebanyak 0,015 g
e Dilarutkan dalam 100 mL metanol p.a

e dihomogenkan

Larutan DPPH 0,4 mM

2. Pembuatan Larutan Induk Asam Askorbat 500 ppm

Asam Askorbat

Ditimbang sebanyak 0,005 g.

Dilarutkan dengan 10 mL metanol p.a

Konsentrasi
500 ppm

Dipipet 0,1 mL
Ditambahkan metanol p.a 9,9 mL sehingga didapatkan

volume 10 mL.

Konsentrasi 5 ppm

3. Pembuatan Larutan Induk Ekstrak n-Heksan 500 ppm

Ekstrak n-Heksan

— ¢ Ditimbang sebanyak 0,0058 gram

e Dilarutkan dengan metanol banyak 11,6 mL.

o

An’ Konsentrasi 500 ppm
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4. Pembuatan Larutan Induk Ekstrak DCM 500 ppm

Ekstrak DCM

e Ditimbang sebanyak 0,0682 g.

¢ Dilarutkan dengan metanol banyak 11,4 mL.

Konsentrasi 6000 ppm

e Dipipet sebanyak 0,83 mL
¢ Ditambahkan metanol p.a sebanyak 9,17 mL sehingga

didapatkan volume 10 mL

Konsentrasi 500 ppm

5. Pembuatan Larutan Induk Ekstrak Metanol 500 ppm

Ekstrak Metanol

e Ditimbang sebanyak 1,016 gram

e Dilarutkan dengan metanol p.a banyak 10,2 mL

Konsentrasi 100.000 ppm

¢ Dipipet sebanyak 0,05 mL
e Ditambahkan metanol p.a sebanyak 9,95 mL sehingga

didapatkan volume 10 mL

Konsentrasi 500 ppm

o

| :
| ™8 = _""" _.-'I
=~ =
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6. Pembuatan Larutan Induk Ekstrak Air 500 ppm

Ekstrak Air

¢ Ditimbang sebanyak 0,3329 gram

¢ Dilarutkan dengan metanol banyak 10,1 mL

Konsentrasi 33.000

e Dipipet sebanyak 0,15 mL
¢ Ditambahkan metanol p.a sebanyak 9,85 mL sehingga

didapatkan volume 10 mL

Konsentrasi 500 ppm

7. Pembuatan Larutan Induk Sampel Madu 500 ppm

Sampel Madu

e Ditimbang sebanyak 0,005 g.

e Dilarutkan dengan metanol banyak 10 mL.

Konsentrasi 50 ppm

8. Penentuan Aktivitas Antioksidan Asam Askorbat dengan Metode DPPH

Asam Askorbat
Konsentrasi 5 ppm

e Dipipet masing-masing 0,25 mL, 0,5mL, 1 mL, 2 mL dan
4 mL untuk membuat deret standar 0,25 ppm, 0,5 ppm, 1
ppm, 2 ppm dan 4 ppm.

e Ditambahkan masing-masing 1 mL larutan DPPH 0,4 mM

e Ditambahkan metanol p.a masing-masing 3,75 mL, 3,5 mL,

3 mL, 2 mL dan 0 mL sehigga didapatkan volume total

AR 5 mL untuk masing-masing deret standar
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Deret Standar

e Diinkubasi pada suhu ruang ditempat gelap selama 30 menit

e Diukur serapannya pada panjang gelombang maksimum 515 nm

Data

9 Penentuan Aktivitas Antioksidan Ekstrak dengan Metode DPPH

Larutan konsentrasi 500 ppm ekstrak
n-Heksan, DCM, Metanol, Air dan

Sampel Madu

e Dipipet 0,1 mL, 0,2 mL, 0,4 mL, 0,8 mL dan
1,6 mL untuk membuat deret ukur 10 ppm, 20 ppm,
40 ppm, 80 ppm dan 160 ppm dari masing-masing
ekstrak

e Ditambahkan  masing-masing larutan DPPH
sebanyak 1 mL

e Ditambahkan masing-masing metanol hingga

volume 5 mL

Deret Ukur

Larutan DPPH 0,4 mM

fror]

f

e Dipipet sebanyak 1 mL

e Volume dicukupkan sampai 5 mL dengan menggunakan

metanol.

Kontrol
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Deret Ukur Kontrol

e diinkubasikan pada suhu ruang selama 30 menit di

ruang gelap

e Serapannya diukur pada panjang gelombang

maksimum 515 (Amax)

Data

Catatan: Larutan blanko yang digunakan 5 mL metanol dan perlakuan yang sama

dengan ekstrak
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Lampiran 2. Kurva Pengukuran Aktivitas Antioksidan

1. Pengukuran Ekstrak n-Heksan

No Konsentrasi (pg/mL) Aktivitas Antioksidan (%)
1 10 2,42
2 20 2,64
3 40 3,30
4 80 4,40
5 160 6,59
Kurva Pengukuran Ekstrak n-Heksan
7,00
S 600 Y=0028x+21337 _—*
‘g 5’00 R2=0,9995
:'9 )
% 4.00 //
g=
g 3,00 -
£ 2,00
g 1,00
0,00 | | T |
50 100 150 200
Konsentrasi ekstrak (ug/mL)
Perhitungan aktivitas antioksidan pada ekstrak n-heksan
% aktivitas antioksidan = absorbansi control — absorbansi sampel x 100 %
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a. Konsentrasi 10 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,455 — 0,444 x 100 %
0,455

=242 %
b. Konsentrasi 20 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,455 — 0,443 x 100 %
0,455

=2,64 %
c.Konsentrasi 40 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,455 - 0,44 x 100 %
0,455

=3,30 %
d. Konsentrasi 80 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,455 - 0,435 x 100 %
0,455

=4,40 %
e. Konsentrasi 160 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,455 — 0,425 x 100 %

0,455
=6,59 %
Perhitungan nilai ICso -
y = 0,028x — 2,1337
ICsy = y-b = 50 — 2,133
a 0,028
= 1709,535

L

o
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2. Pengukuran Ekstrak DCM

No Konsentrasi (ug/mL) Aktivitas Antioksidan (%)
1 10 1,41
2 20 2,34
3 40 3,98
4 80 6,32
5 160 12,18

14,00

—_
[N
[
(]

?

10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

Aktivitas antioksidan (%)

Kurva Pengukuran Ekstrak DCM

y=0,0704x +0,8782
R*= O,QQV

/

/

/

=

50 100 150 200
Konsentrasi (ug/mL)

Perhitungan aktivitas antioksidan pada ekstrak DCM

% aktivitas antioksidan = absorbansi control — absorbansi sampel

x 100 %

absorbansi kontrol

a. Konsentrasi 10 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,427 — 0,421 x 100 %

Optimization Software:
www.balesio.com

0,427

=141 %

55




b. Konsentrasi 20 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,427 — 0,417 x 100 %
0,427

=2,34%
c.Konsentrasi 40 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,427 — 0,41 x 100 %
0,427

=3,98 %
d. Konsentrasi 80 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,427 - 0,4 x 100 %
0,427

=6,32 %
e. Konsentrasi 160 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,427 — 0,375 x 100 %
0,427

=12,18%
Perhitungan nilai ICso .

0,0704x + 0,8782

y

I1Cs0 y—b 50 - 0,878

a 0,070

701,743

Optimization Software:
www . balesio.com




3. Pengukuran Ekstrak Metanol

No Konsentrasi (pug/mL) Aktivitas Antioksidan (%)
1 10 0,24
2 20 0,47
3 40 1,88
4 80 4,94
5 160 10,82

Kurva Pengukuran Ekstrak Metanol

12,00

10.00 v=0.0723% - 0.8137 »
R2=0.9977

8.00

6,00 / /
4,00

Aktivitas antioksidan (%)

2,00
0,00 m T T T 1
(|) 50 100 150 200
-2,00 .
Konsentrasi (ug/mL)

Perhitungan aktivitas antioksidan pada ekstrak metanol

% aktivitas antioksidan = absorbansi control — absorbansi sampel x 100 %
absorbansi kontrol

a. Konsentrasi 10 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,425 — 0,424 x 100 %
0,425

=0,24%

b. Konsentrasi 20 ppm

as antioksidan = 0,425 — 0,423 x 100 %
0,425

=0,47 %
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c.Konsentrasi 40 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,425 - 0,417 x 100 %
0,425

=1,88%
d. Konsentrasi 80 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,425 — 0,404 x 100 %
0,425

=4,94 %
e. Konsentrasi 160 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,425 - 0,379 x 100 %

0,425
=10,82 %
Perhitungan nilai ICso .
y = 0,0723x - 0,8137
ICsp = y—-b = 50-0,813
a 0,072
= 683,153
4. Pengukuran Ektrak Air
No Konsentrasi (ug/mL) Aktivitas Antioksidan (%)
10 1,14
20 1,36
40 1,82
80 2,95
160 5,45

Optimization Software:
www . balesio.com

58




Kurva Pengukuran Ekstrak Air

6.00
=500 v=0.029x +0.7481 /
=T El
S R>=0.9971 /
S 4,00
=
E
= 2.00
2 o /
:E B
é 0.00 . . . 1

0 50 100 150 200
Konsentrasi (ung/mL)

Perhitungan aktivitas antioksidan pada ekstrak air

% aktivitas antioksidan = absorbansi control — absorbansi sampel x 100 %
absorbansi kontrol

a. Konsentrasi 10 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,44 — 0,435 x 100 %
0,44

=114 %
b. Konsentrasi 20 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,44 — 0,434 x 100 %
0,44

=1,36 %

c.Konsentrasi 40 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,44 — 0,432 x 100 %
0,44

=1,82%

d. Konsentrasi 80 ppm

as antioksidan = 0,44 — 0,427 x 100 %
0,44

=2,95%
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e. Konsentrasi 160 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,44 — 0,416 x 100 %

Perhitungan nilai ICso -

y
ICs0

0,44
=542 %
0,029x + 0,7481
y-b =  50-0748
a 0,029
= 1698,345

5. Pengukuran Sampel Madu

No Konsentrasi (ug/mL) Aktivitas Antioksidan (%)
1 10 2,03
2 20 2,33
3 40 2,62
4 80 3,49
5 160 4,65
Kurva Pengukuran Sampel Madu
5.00
< 450 v =0.0173% +1,9501 —
< 4,00 R2=0.9916 ——
£ 3.50 /
2 3.00
'E 2.50 —7‘/
= 2,00 -
:*g 1.50
= 1.00
é 0.50
0.00 . | | 1
0 50 100 150 200
Konsentrasi (pug/mL)
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Perhitungan aktivitas antioksidan pada sampel madu

% aktivitas antioksidan = absorbansi control — absorbansi sampel x 100 %
absorbansi kontrol

a. Konsentrasi 10 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,344 — 0,337 x 100 %
0,344

=2,03
b. Konsentrasi 20 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,344 — 0,336 x 100 %
0,344

=2,33%
c.Konsentrasi 40 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,344 — 0,335 x 100 %
0,344

=2,62 %
d. Konsentrasi 80 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,344 — 0,332 x 100 %
0,344

=3,49 %
e. Konsentrasi 160 ppm

% aktivitas antioksidan = 0,344 — 0,328 x 100 %
0,344

= 4,65 %
Perhitungan nilai ICso -

y = 0,0173x + 1,9501

y—b 50 — 1,950
a 0,017

2826,471
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Lampiran 3. Perhitungan Pembuatan Larutan Induk

1. Pembuatan Larutan DPPH 0,4 mM
g =M.V.Mr
=0,4x10%.0,1.394,32
= 15,7728 x 103 g

=0,015¢

2. Pembuatan Larutan Induk Asam Askorbat 500 ppm

ppm  =mg
L
500 =mg
0,01L
mg =5mg =0,005¢

diencerkan hingga 5 ppm :

M1. V1 =M2. V2
500 . V1 =5.10
V1 = 0,1mL

Volume metanol p.a yang dibutuhkan = 10 mL — 0,1mL =9,9 mL

3. Pembuatan Larutan Induk Ekstrak n-Heksan 500 ppm

ppm =mg
mL
500 =mg
0,01
mg =5mg =0,005¢
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4. Pembuatan Larutan Induk Ekstrak DCM 500 ppm

ppm =mg
mL

=0,0682 g
11,4 mL

ppm =6000 ppm
Untuk membuat konsentrasi 500 ppm 10 mL dari konsentrasi 6000 ppm

V =500 ppm. 10 mL
6000 ppm

=0,83mL

Volume metanol p.a yang dibutuhkan = 10 mL — 0,83 mL = 9,17 mL

5. Pembuatan Larutan Induk Ekstrak Metanol 500 ppm

ppm =mg
mL

=1,0164¢
10,2 mL

ppm  =100000 ppm
Untuk membuat konsentrasi 500 ppm 10 mL dari konsentrasi 200000 ppm

V =500 ppm. 10 mL
100000 ppm

=0,05 mL

Volume metanol p.a yang dibutuhkan = 10 mL — 0,05 mL = 9,95 mL

6. Pembuatan Larutan Uji Ekstrak Air

ppm =mg
mL

=0,3329 g
10,1 mL

33000 ppm

',-: embuat konsentrasi 500 ppm 10 mL dari konsentrasi 33000 ppm
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V =500 ppm. 10 mL
33000 ppm

=0,15mL

Volume metanol p.a yang dibutuhkan = 10 mL — 0,15 mL = 9,85 mL

7. Pembuatan Larutan Induk Sampel Madu 500 ppm

ppm  =mg
L
500 =mg
0,01L
mg =5mg =0,005¢
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Lampiran 4. Perhitungan Pembuatan Deret Standar

1. Ekstrak Metanol 500 ppm
1.1 Konsentrasi 10 ppm
Mi . V1 =M:2.V:
500 ppm . V1 =10 ppm.5mL

V1 = 0,1mL

1.2 Konsentrasi 20 ppm
M1i. V1 =M2. V2
500 ppm . V1 =20 ppm.5mL

V1 = 0,2mL

1.3 Konsentrasi 40 ppm
M1 . V1 =M. V;
500 ppm . V1 =40 ppm.5mL

V1 = 04mL

1.4 Konsentrasi 80 ppm
M:. V1 =M2.V»
500 ppm . V1 =80 ppm.5mL

V1 = 0,8mL

1.5 Konsentrasi 160 ppm

M1. V1 =M. V>

— DO ppm . V1 =160 ppm .5 mL

ror

[ -I
A%

V1 = 16mL

o
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2. Ekstrak DCM 500 ppm
1.1 Konsentrasi 10 ppm
M.V =M2.V;
500 ppm . V1 =10 ppm.5mL

V1 = 0,1mL

1.2 Konsentrasi 20 ppm
M1 . V1 = |\/|2 . V2
500 ppm . V1 =20 ppm.5mL

V1 = 0,2mL

1.3 Konsentrasi 40 ppm
M1 .V, =M.V,
500 ppm . V1 =40 ppm.5mL

V1 = 04mL

1.4 Konsentrasi 80 ppm
M:. V1 =M2. V2
500 ppm . V1 =80 ppm.5mL

V1 = 0,8mL

1.5 Konsentrasi 160 ppm
M1 . Vi =M. V>
500 ppm . V1 =160 ppm .5 mL

V1 = 16mL
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3. Ekstrak n-Heksan 500 ppm
1.1 Konsentrasi 10 ppm
M.V =M2.V;
500 ppm . V1 =10 ppm.5mL

V1 = 0,1mL

1.2 Konsentrasi 20 ppm
M1 . V1 = |\/|2 . V2
500 ppm . V1 =20 ppm.5mL

V1 = 0,2mL

1.3 Konsentrasi 40 ppm
M1 .V, =M.V,
500 ppm . V1 =40 ppm.5mL

V1 = 04mL

1.4 Konsentrasi 80 ppm
M:. V1 =M2. V2
500 ppm . V1 =80 ppm.5mL

V1 = 0,8mL

1.5 Konsentrasi 160 ppm
M1 . Vi =M. V>
500 ppm . V1 =160 ppm .5 mL

V1 = 16mL
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4. Ekstrak Air 500 ppm
1.1 Konsentrasi 10 ppm
M.V =M2.V;
500 ppm . V1 =10 ppm.5mL

V1 = 0,1mL

1.2 Konsentrasi 20 ppm
M1 . V1 = |\/|2 . V2
500 ppm . V1 =20 ppm.5mL

V1 = 0,2mL

1.3 Konsentrasi 40 ppm
M1 .V, =M.V,
500 ppm . V1 =40 ppm.5mL

V1 = 04mL

1.4 Konsentrasi 80 ppm
M:. V1 =M2. V2
500 ppm . V1 =80 ppm.5mL

V1 = 0,8mL

1.5 Konsentrasi 160 ppm
M1 . Vi =M. V>
500 ppm . V1 =160 ppm .5 mL

V1 = 16mL
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5. Sampel Madu 500 ppm
1.1 Konsentrasi 10 ppm
M.V =M2.V;
500 ppm . V1 =10 ppm.5mL

V1 = 0,1mL

1.2 Konsentrasi 20 ppm
M1 . V1 = |\/|2 . V2
500 ppm . V1 =20 ppm.5mL

V1 = 0,2mL

1.3 Konsentrasi 40 ppm
M1 .V, =M.V,
500 ppm . V1 =40 ppm.5mL

V1 = 04mL

1.4 Konsentrasi 80 ppm
M:. V1 =M2. V2
500 ppm . V1 =80 ppm.5mL

V1 = 0,8mL

1.5 Konsentrasi 160 ppm
M1 . Vi =M. V>
500 ppm . V1 =160 ppm .5 mL

V1 = 16mL
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6. Deret Standar Asam Askorbat dari 5 ppm
1.1 Konsentrasi 0,75 ppm

M.V =M2.V;

Sppm.V:  =0,75ppm.5mL

V1 = 0,75mL

1.2 Konsentrasi 0,5 ppm
M1 . V1 = |\/|2 . V2
Sppm.V: =0,5ppm.5mL

V1 = 0,5mL

1.3 Konsentrasi 1 ppm
M1 .V, =M.V,
Sppm.Vi  =1ppm.5mL

V1 = 1mL

1.4 Konsentrasi 2 ppm
M:. V1 =M2. V2
Sppm.Vi  =2ppm.5mL

V1 =2mL

1.5 Konsentrasi 4 ppm
M1 . Vi =M. V>
Sppm.V:i  =4ppm.5mL

V1 =4 mL
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Lampiran 5. Dokumentasi Penelitian

Sampel madu yang diambil di Desa Sadar, Bone

Madu setelah difreeze dry Maserasi dengan pelarut metanol

Proses evaporasi dengan Rotary Eveporator
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Ekstrak Metanol Madu Maserasi madu dengan
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pelarut dcm, n-heksan dan air

. /
Madu dengan pelarut yang akan dievaporasi

Ekstrak metanl, nheksan, dcm dan air dari madu
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Pengujian ICso dengan DPPH ekstrak n-heksan

Pengujian ICso dengan DPPH ekstrak metanol

Pengujian ICso dengan DPPH ekstrak decm

Pengujian ICso dengan DPPH ekstrak air
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Pengujian ICso dengan DPPH madu

Uji fitokimia ekstrak air
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Uji fitokimia ekstrak n-heksan

Uji Saponin
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Uji Alkaloid

Uji Tanin
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