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RINGKASAN

Validasi Metode Uji Aktivitas Penangkapan Radikal 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) Produk Kapsul Ekstrak Teh Hijau

Cica Maryuni Budiastutik

Kapsul ekstrak teh hijau diyakini memiliki aktivitas antioksidan yang kuat dan
telah banyak digunakan oleh masyarakat untuk menjaga kesehatan. Pengujian aktivitas
antioksidan pada produk kapsul ekstrak teh hijau perlu dilakukan karena produk ini
diduga memiliki potensi antioksidan tinggi yang bermanfaat bagi kesehatan. Metode
DPPH memiliki kelemahan tidak bereaksi spesifik pada antioksidan tertentu
menyebabkan pengujian DPPH pada kondisi yang berbeda dapat menghasilkan hasil yang
berbeda terutama pada antioksidan dengan struktur yang kompleks, sehingga perlunya
dilakukan validasi metode uji aktivitas penangkapan radikal DPPH produk kapsul ekstrak
teh hijau. Potensi antioksidan produk kapsul ekstrak teh hijau selanjutnya dibandingkan
dengan vitamin C yang juga memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi.

Penelitian ini bertujuan memvalidasi metode uji aktivitas penangkapan radikal
DPPH yang digunakan untuk menentukan aktivitas antioksidan kapsul ekstrak teh hijau
dengan parameter uji spesifisitas, linieritas, batas deteksi, batas kuantitasi, akurasi dan
presisi, serta membandingkan aktivitas antioksidan kapsul ekstrak teh hijau yang
mengandung EGCG dalam jumlah tertentu dengan vitamin C yang merupakan
antioksidan sangat kuat. Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dengan menentukan
nilai ICso EGCQG, vitamin C dan ekstrak teh hijau. Validasi metode analisis yang
dilakukan mengacu pada pedoman ICH Q2(R1) dengan menggunakan standar EGCG.

Pada uji spesifisitas dilakukan pengamatan spektra larutan EGCG, vitamin C dan
ekstrak teh hijau pada panjang gelompang 400 — 800 nm (daerah visible) masing-masing
dioverlay dengan spektra larutan DPPH 25 ppm. Hasil overlay spektra didapatkan bahwa
larutan EGCG, vitamin C dan ekstrak teh hijau tidak memiliki puncak/serapan pada
panjang gelompang 400 — 800 nm, sehingga pengukuran serapan DPPH pada panjang
gelombang 517 nm dapat dilakukan tanpa adanya gangguan senyawa-senyawa tersebut.

Validasi metode yang dilakukan menunjukkan adanya hubungan linier antara
peningkatan kadar EGCG, vitamin C dan ekstrak teh hijau dengan peningkatan %
inhibisi. Diperoleh nilai koefisien korelasi (r) EGCG, vitamin C dan ekstrak teh hijau
secara berturut-turut adalah 0,9983, 0,9995 dan 0,9990 serta Vxo < 5%. Nilai batas
deteksi (LOD) 0,317 pg/ml. Nilai batas kuantitasi (LOQ) 1,056 pg/ml. Penentuan akurasi
dengan penetapan persen perolehan kembali EGCG sebesar 95,17 %. Simpangan baku
relatif (RSD) yang diperoleh untuk keterulangan ekstrak teh hijau sebesar 1,61 %..
Metode uji aktivitas penangkapan radikal DPPH yang telah memenuhi syarat validasi
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kemudian diaplikasikan untuk menguji aktivitas antioksidan EGCG, vitamin C dan
ekstrak teh hijau. Didapatkan nilai ICso EGCG, vitamin C dan ekstrak teh hijau berturut-
turut sebesar 6,99 pug/ml, 11,13 pg/ml dan 14,18 pg/ml.

Berdasarkan hasil uji independent t-test untuk perbandingan ICso EGCG dengan
vitamin ¢ dan perbandingan ICso vitamin C dengan ekstrak teh hijau diperoleh harga
Sig.(2-tailed) < 0,05 yang artinya pada taraf kepercayaan 95% terdapat perbedaan
bermakna antara kedua data yaitu ICso EGCG dengan ICsg vitamin C dan ICso vitamin C
dengan ICso ekstrak teh hijau, sehingga dapat disimpulkan bahwa ICso EGCG lebih
rendah daripada ICso vitamin C (aktivitas antioksidan EGCG lebih tinggi daripada
vitamin C) dan ICso vitamin C lebih rendah daripada ICso ekstrak teh hijau (aktivitas
antioksidan vitamin C lebih tinggi daripada kapsul ekstrak teh hijau).
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ABSTRACT

Validation of 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) Radical Scavenging Activity
Test Method of Green Tea Extract Capsules

Cica Maryuni Budiastutik

Green tea extract capsules have strong antioxidant activity and have been widely
used to maintain health. This study aims to validate the DPPH method used to determine
the antioxidant activity of green tea extract capsules and compare the antioxidant activity
of green tea extract capsules with vitamin C. Validation of the analytical method carried
out refers to the ICH Q2(R1) guidelines with parameters of specificity, linearity, LOD,
LOQ, accuracy, and precision. The antioxidant activity test was carried out by
determining the ICso value. Validation of the method showed a linear relationship
between increasing levels of EGCG, vitamin C and green tea extract with an increase of
% inhibition. The correlation coefficient (r) between EGCG, vitamin C and green tea
extract concentration with signals were 0.9983, 0.9995, and 0.9990, respectively. The
coefficient of variation of each function (Vxo) was < 5%. The detection limit value (LOD)
was 0.317 pg/ml. The quantitation limit value (LOQ) was 1.056 pg/ml. The accuracy of
the method based on the percentage of EGCG recovery was 95.17%. The precision was
1.61%. The validated method was then applied to test the antioxidant activity of EGCG,
vitamin C and green tea extract capsules. The ICso values of EGCG, vitamin C and green
tea extract capsules were 6.99 pg/ml, 11.13 pg/ml and 14.18 pg/ml, respectively. As
conclusions, the DPPH method for determining the antioxidant activity of green tea
extract capsules was fulfill the validation requirements and antioxidant activity potential
(ICs0) of green tea capsules was lower than vitamin C.

Keyword: antioxidant, DPPH, EGCG, green tea extract capsules, method validation,
vitamin C.
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ABTS
AAPH
BHA
BHT
CTC
DPPH
EC
ECG
EGC
EGCG
EPR
FRAP
GC
GPx
ICso
KV
LOD
LOQ
ORAC
PG
ROS
RSD
TBHQ
TPTZ
SOD
UV-Vis

SKRIPSI

IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR SINGKATAN

: 2,2-Azinobis-(3- ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid
: 2,2"-azobis- (2-amidino-propana) dihidroklorida
. butylated hydroxy anisole

. butylated hydroxy toluene

: crushing-tearing-curling

: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

: (—)-epicatechin

: (—)-epicatechin-3-gallate

: (—)-epigallocatechin

: (—)-epigallocatechin-3-gallate

: Electron Paramagnetic Resonance

: Ferric Reducing Antioxidant Power

. (+)-gallocatechin

: Glutation Peroksidase

: Inhibitory Concetration 50

: Koefisien Variasi

: Limit Of Detection

: Limit Of Quantification

: Oxygen Radical Absorption Capacity
: propyl gallate

: Reactive Oxygen Species

: Relative Standard Deviation

: tertiary butyl hydroquinone

2 2,4,6-tri-(2-pyridyl)-1,3,5-triazin

: Superoksida Dismutase

: Ultra Violet — Visible

XVi
VALIDASI METODE UIJI..... CICA MARYUNI B



