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RINGKASAN

Telah dilakukan penelitian tentang isolasi dengan metoda AOAC ;
identifikasi serta uji aktifitas antiradikal bebas DPPH dan uji anfiperoksida
lemak dalam homogenat hepar tikus Strain Wistar Jantan dengan induksi fes-
butil hidrogenperoksida skualena dari minyak hati ikan Hiu Cucut Botol yang
diperoleh dari nelayan pantai Sendang Biru Malang Sefatan.

isolasi skualena dilakukan berdasarkan reaksi penyabunan minyak
hati ikan Hiu Cucut Botol dengan KOH dafam etanol dan direfluk sefama 30
menit . hangat- hangat ditambah heksana dan air-alkohol. Fase tak
tersabunkan yaitu fase heksana yang mengandung skualena dipisahkan,
fase ini dinamakan skualena kasar. Setelah itu dilakukan pemurnian
skualena secara kromatografi kolom, Skualena murni dimasukkan kedalam
botol coklat, dialiri gas nitrogen dan hasilnya ditimbang dan dipercleh hasil
isolasi = 75,830 + 1,140 %.

Skualena hasil isolasi diidentifikasi dengan kromaltografi lapisan tipis
(KLT) dengan fase gerak heksana dan dilihat dibawah lampu UV terlihat
satu noda dengan Rf = 0,457 sedangkan skualena standard baku Rf = 0,457,
Identifikasi dengan spekiroskopi infra merah { FTIR ) dipercieh pita serapan
pada bilangan yang sama antara skualena standard baku dan skualena
isolat yaitu : 300-200 Cm ~* dan 1450 - 1350 Cm ' menunjukkan adanya

gugus mefil dan metilena ; pita 1668,58 dan 1446,74 menunjukkan adanya

vili
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ikatan rangkap ; 1381dan 137,23 serta 833 2 menunjukkan adanya cabang
. identifikasi dengan kromatografi gas diperoleh satu puncak yang sama yaitu
pada menit ke 9 dan hasil spektra - massa yang identik pula yaitu pada m/e =
41{CaHs); 55(CaHy); 69 (CsHy) B1{CeHi): 95(CyHqq); 108 (CgHya); 123
( Cala); 137 (CroHag); 148 (Caatyy), 161 (CiaHap), 177 (CigHz), 191 (CaaHas);
231{Cq7Hze) dan 410 {CasHso) . identifikasi dengan resonansi magnetik infi
(RM! ) menghasitkan geseran kimia 17,514 (C-1=cis} ; 25,285 (C-1c = trans) ;
130,601 (C-2); 124,168 dan 124 320 (C-3,C-7 & C-11 } ; 26,661 ; 26,614,
28,277 { C-4,C-8 & C-12); 30,741 { C-5 & C-8); 134,412 : 134,585 ( G-6 &
C -10 ) jadi ada 15 atom karbon yang identik antara baku dan isolat.

Lineritas dari DPPH dalam etancl dilakukan dengan membuat larutan
dengan kadar 0,04 % yang dianggap sebagai larutan induk 100 % dari induk
tersebut dibuat barbagai kadar yaitu 80 % ; 80 % ; 70 % ; 60 %; 40 % ; 30 %;
20 % dan 10 % ; kemudian masing - masing diamati pada A = 5170 nm.
Dihasilkan kurva linler dengan r = 3,887 dan persamaan garis linier :
Y = 0,0256 + 0,00914 X

Uji antiradikal bebas dari skualena dan pembanding « - tokoferol
dilakukan dengan melarutkan masing - masing bahan aktif dalam etanol dan
dibuat & macam kadar, kemudian diamati absorpsinya dengan
spektrofotometer pada g = 5170 nm. Kemudian dihitung persentasi

peredaman dari larutan OPPH oleh bahan aktif,
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Hasil ufi aktivitas antiradikal bebas DPPH ditunjukkan dengan %
aklivitas rata-rata tiap ppm dari skualena isclat; skualena baku dan o -
tokoferol yang dihitung berdasarkan luas area dibawah kurva dari 0 jam
sampai 5 jam secara berurutan sebagai berikut : $,00031 = 0,00014 % :
0,00405 + 0,00006 % / ppm dan 13,14867 + 1,04648 % / ppm.

Uii antipercksida lemak dari skualena dan pembanding o - tokoferet
dilakukan dengan membuat masing - masing 5 macam kadar bahan aktif
dalam media homogenat hepar tikus putih dengan cara sebagai berikut -
blanke | berisi homogenat + bahan aktif + aguabides ; blanko H berisi
homogenat + agquabides; kontro! berisi homogenal + aguades + - BHP dan
larutan uji berisi homoegenat + aquades + bahan aktif + +-BHP kemudian
dipanaskan pada suhu 37°C selama 15 menit. Setelah itu masing - masing
diambil 1,3 mi larutan masuk ketabung lain yang berisi HCL 0,25 N ; larutan
SDS 10 % dan larutan TBA 1 % kemudian dipanaskan 95°C selama 45 menit
Setelah dingin ditambah 4,0 mi butano! dan divortek ;| kemudian disentrifus
untuk memisahkan fase butancl dan fase air. Fase butanol diamati dengan
spektrofiuorometer pada ). Eks. = 539 nmn dan A Em. = 549 nm.

Linieritas larutan kontrol (TBARS = MDA -TBA ) dari homogenat
dilakukan dengan mengencerkan larutan tersebut yang dianggap kadarmya
100 % menjadi beberapa macam kadar yaitu 80 % ; 80 % ; 70 %; 60 %; 50%,;
40 %; 30 %; 20 % dan 10 % masing - masing diamati dengan

spektrofiuorometer pada A Eks. = 5389 nm dan ) Em. = 549 nm.
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Hasil uji aktivitas antipercksida iemak dipercleh dan rata-rala %
aktivitas tiap-tiap ppm bahan aktif dari skualena isolat ; skualen baku dan « -
tokofercl secara berurutan adalah sebagai berikut : 0,2884 & 0,0233 % ;

0.5841x 0,0994 %/ ppm dan 1,0472 + 0,1652 % / ppm.
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ABSTRACT

Squalene consist six 2-methyl-2-pentene units, that every unil as
quaternary carbons can release electron easely { electron donate )
suspiciused had activity to scavenge free radical and anlilipidperoxide . The
scavenger free radical activily of squalene was tested against a solution of
diphenyl picryl hidrazyl radical and the decoloration determined with UV-Vis
spectroscopic al . = 517 nm. The anti-lipocperoxidative activity was tested
against a solution of ter- butyl hydroperoxide { fer~-BHP ) that induced lipid
percxidation in rat liver homogenate and the vield of TBARS = Thio
Barbituric Acid Rreactive Substances ( Malondialdehyde-thicbarbituric acid =
MDA ) determined with spectroflucrometric at Agm = 539 nm; Ag = 548 nm.

The specific activity antiradicat DPPH { % antiradikal activity per ppm )
by isolated and standard squalene were lower than «- tocopherol as nalure
antioxidant respectively 0,00031 £ 0,00014 %/ppm ; 0,00405 + 0,00006 %
and 13,14867 + 1,04648 % / ppm. The specific activity antilipoperoxidation by
isclated and standard squalene were lower than o- tocopherol respectively
0,2884 + £,0223 % / ppmy; 0,5841 & 0,09945 % / ppm and 10479 +
GJEEIE % { ppm

The resulls suggest that isolated and standard squalene scavenged
DPPH radical acfivity and anti-lipoperoxidation activity were lower than w-

tocopherct.

TESIS UJI PERBANDINGAN AKTIVITAS SKUALENA DENGAN alfa - TOKOFEROL ...ANIEK SETIYA BUDIATIN



X

IR- PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Keywords : squalene ; - tocopherol, antioxidant ; rat liver; lipid peroxidation ;

DPPH ; te-BHP
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SINGKATAN

AQAC = Association of Official Analytical Chemists
DPPH = Diphenyit Picryl Hydrazil

FTIR = Fourier Transform Infra Red

GC-MS = Gas Chromatography - Mass Spectra

HCI = Hydro Chloric Acid

KOH = Katium Hidroksida

LSD = Least Significant Different

MDA = Malondialdehyde

NMR = Nuclear Magnetic Resonance
R = Resonansi Magnet Inti

ROS = Reactive Oxygen Species
SDS = Sodium Dodecyl Sulfate

SK = Skualena

SO0 = Superoksid dismutase

SPSS = Statistic Program Social Sciences
tef- BHP = ferdier - Butyl Hydroperoxide

TBA = Thio Barbiuric Acid

TBARS = Thio Barbituric Acid Reactive Substance
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- T

PENDAHULUAN \

1.1. Latar Belakang Masalah.

Akhir-akhir ini, perhatian dunia kesehatan terhadap radikal bebas
semakin meningkat. Hal ini disebabkan karena radikal bebas dapat
menimbulkan kerusakkan sel yang mendasari berbagai macam keadaan
patologis, seperti kanker, penyakit jantung koroner, rematik artritis, penyakit
respiratorik, katarak, penyakit hati, serta dicurigai ikut berperan pada proses
penuaan dini (Bast Aalt.ef al, 1991; Fry,1988) .

Radikaf bebas  adalah senyawa yang sangat reaktif. Salah satu

bentuk radikal bebas adalah "CH { radikal hidroksil ), yang memiliki elektron

tidak berpasangan dalam orbital luarnya, sehingga dapat bereaksi dengan
molekul biclogis yang bersifat nonradikal , dengan cara mengikat elektron
dari molekul tersebut untuk memenuhi orbital luarnya (Bast Aalt, of af 1981).
Akibat dari reaksi tersebut dapat terjadi reaksi rantai yang menghasitkan
radikal bebas baru. Oleh karena itu adanya radikal bebas dapat mengganggu
Integritas komponen-komponen sel, baik komponen  struktura maupun

komponen fungsional (Sano Mitsuaki, ef af., 1995)
Kerusakan membran biclogis akibat adanya radikal hidroksi {"CH})

ditunjukkan oleh terjadinya reaksi rantai yang diketahui sebagai peroksidasi
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lemak. Hal ini terjadi karena "OH menyerang rantai asam lemak lak jenuh

seperti asam arakidonat , asam linoleat, asam linolenat pada lapisan
membran yang mengandung lemak (-fosfolipid | glikolipid } . Radikal hidrok'sﬂ‘
rmengambil atom bidrogen dari satu karbon  rantai samping dan  bergabung
dengannya membentuk  molekul air ( H,0 ) dan membentuk radikal
karbon dalam membran( Bast Aait, et af.,1991: Halfiwell, 1891; Rice-Evans,

el al. 1991}, terlihat pada reaksi sebagai berikut:

-CH- +"0H o -'C- +H0 {1}

Radikal karbon ( - 'C - atau R* ) dari rantai asam lemak tak jenuh tersebut

akan mengalami penyusunan ulang untuk membentuk  struktur konjugasi
diena, sehingga menghasilkan bermacam - macam asam lemak yang tebih
pendek. Bila dua radikal karbon daiam membran bertemu akan terjadi
ikatan silang dari rantai samping asam lemak dan dua elektronnya
bergabung membentuk ikatan kovalen ; hal ini berarti reaksi rantai berhenti,
Tetapi secara fisiologi, sebagaian besar lemak yang mengandung radikal
karbon akan bereaksi dengan oksigen untuk membentuk radikal lain yaitu
radikal peroksil yang biasa disebut radikal peroksid {Rice-Evans A of

&f., 1981} hal ini terfihat pada reaksi sebagai berikyt :
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Radika! peroksil { LOOQ™ ) sangat reaktif menyerang rants samping asam

lemak yang berdekatan dan mengambil atom hidrogen serta membentuk
molekul baru lipid hidroperoksida ( LOOH ) dan radikal karbon baru {Rice-

Evans A et &/, 1891} ,hal ini terlihat pada reaksi sebagai berikut :

02 H 24 .

B N (3)
reakst (2) dan reaksi3), merupakan reaksi berantai dan berlangsung ferus
menerus.
Dengan demikian satu radika! hidroksil dapat menyebabkan banyak rantai
samping asam lemak tak jenuh dalam membran biclogis berubah menjadi
lipid hidroperoksid. Fungsi membran akan terganggu  bila  terjad
pengumpulan LOOH serta dapat menyebabkan kerusakan. Lipid
hidroperoksida dapat pula menyebabkan pembusukkan  sehingga
menghasitkan produk yang toksik yaitu aldehida. Sebagian besar peneliti
menyebut malondialdehida (MDA). Aldehida dan peroksi radikal juga dapat
menyebabkan beberapa kerusakan pada membran protein, inakifasi
reseptor dan ikatan enzim membran {Bast Aalt et al.,1991; Hailiwel B,1591:
Rice-Evans et al., 1991).

Tubuk manusia secara normal terus-menerus mengalami proses

pembentukan radikal bebas mefalui peristiwa metabolisms sel misalnya

dalam proses perfindungan peradangan, kekurangan nutrisi dan sebagai
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respon terhadap adanya radiasi sinar UV seria pelusi fingkungan. Sehingga
untuk menjaga dan melindungi tubuh memerlukan  adanya senyawa
tambahan yaitu antioksidan yang dapat menetralisic atau mengharbat
dampak negatif radikal bebas {Bast Aalt, ef al. 1991 Halliwell B..1891).
Sebenarnya di dalam tubuh sendiri terdapat anticksidan yang berfungsi
melindungi tubuh dari pengaruh negatif radikal bebas, tetapi bila sistim
keseimbangan ini terganggu akan menimbulkan suaty penyakit.  Uniuk
mengatasinya, maka diperlukan tambahan anticksidan dari tuar { Bast
Aait,et al,, 1991; Halliweli,1991)

Antioksidan adalah suatu senyawa yang mudéh teroksidasi dan
mampu menunda atau mencegah terjadinya oksidasi dari substrat serta
dapat bersifat sebagai penangkap radikal , peredam singlet oksigen atau
penghambat elektron { Mathiesen Liv et al. 1985). Telah banyak diteliti
berbagai macam antioksidan seperti vitamin C, o-tokoferol, B - karoter,
katekin dan epikatekin ( yang terdapat dalam daun teh hijau } dan  terbukti
secara in vilro mempunyai efek biologis sebagai antioksidan. Cara kerja
antioksidan tersebut diatas yang merupakan senyawa alami dapat meredam
radikal bebas karena kemampuan dari senyawa tersebut memberikan
elektron yang diperlukan oleh radikal bebas untuk membentuk elektron yang
berpasangan dalam orbitat kulit iuar sehingga dia tidak reaktif lagi (Kohno Y.

et al., 1995)
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Skualena adalah senyawa hidrokarbon tak jenuh, dalam strukiur
molekul tersebut terdapat 6 ikatan rangkap , dengan adanya ikatan rangkap
itu maka moleku skualena diduga mampu memberikan elektronnya kepada
radikal bebas, hal ini didukung oleh peneliti sebelumnya vang menelit;
kemampuan skualena untuk meredam reaks; singlet oksigen dan menangkap
radikal bebas, yang dilakukan pada  permukaan kult manusia dengan
inisiator sinar uitraviolet (De Luca €. of al. 1996) proses terjadinya
pigmentasi akibat  lipoperoksidasi  oleh jJamur  pada permukaan kulit
{ Desai K.N, et af,1988)

Skualena tidak dapat disintesa di luar tubuh makluk hidup, senyawa
tersebut terdapat tersebar disemua organ dan  jaringan dengan
berbagai fungsi {Budiarso [.T.,1982). Sumber utamanya adalah minyak hati
ikan Hiu Botol yang mengandung skualena antara 70 sampai 88 %
(Andriyany, 1995;Retnowati, 1994 Suprayitne £,1995). kan tersebut banyak
ditangkap oleh para nelayan daerah Sendang Biru Malang Selatan. Mareka
mengekstraksi minyak hati ikan Hiu Boto! secara tradisionil yaitu dengan cara
memanaskan hafi kan hiu di baw:elh sinar matahari atau dengan cara
merebusnya. isclasi skualena menurut Andriyani (1985} dapat diperoleh
rendemen vyang tinggi (8588 %) dimumikan secara super  Kritik,
menggunakan pefarut karbon dicksida cair pada tekanan 4500 psi selama 2

jam. Namun prosedur ini operasienalnya sangat sukar dan biayanya besar,
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Pada akhir -gkhir ini penggunaan skualena dalam masyarakal sebagai
makanan sehat alami ( natural heakh food } dan sebagai pelindung kulit
dalam kosmetik semakin meningkat karena dipercaya bahwa skualena
mampu  mencegah dan menyembihkan berbagai penyakit antara f{ain
penyakit hati, kencing manis, meningkatkan ketahanan daya tubuh ;
mencegah kanker serta menjaga kulit dari pengaruh sinar matahari,
menjaga kelembaban kulit (Budiarso 1.T.,1992).

Dengan mengetahui kenyataan vang telah dilakukan masyarakat
terhadap skualena dan peneliti sebelumnya, maka timbul pertanyaan apakah
skualena mempunyai  aktivitas dapat mencegah dan memperbaiki penyakil
yang terkait dengan radikal bebas 7. Untuk membuktikan hal tersebut, maka
periu ditekukan Ujf aktivitas skualena sebagai penangkap radikal bebas
secara reaksi kimia dan secara in vit}o dapat diuji berdasarkan aktivitas
antiperoksidanya. Sebagai model radikal bebas dapat digunakan berbagai
jenis senyawa, salah satu yang dapat digunakan adalah difenil pikrit hidrazil
(DPPH). Sedangkan untuk menguji aktivitas antiperoksidanya, sebagai mode!
dapat digunakan lemak homogenat hepar dengan induksi fer - Butil
Hidroperoksida (¢-BHP) berdasar parameter pembentukan peroksida lemak
dengan pengukuran MDA (Yoshino Kyoji ef al., 1991: Joyeux M. ef af., 1990).

Hepar merupakan tempat intoksikasi dalam kehidupan |, sehingga
dalam percobaan ini digunakan homogenat hepar terdiri dari campuran sel

yang dihancurkan sampai ketingkat sub-seluler sehingga zat yang diteliti
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sebagai antioksidan dapat langsung bereaksi dengan target yang dituju tanpa
harus mengalami absorpsi bila dilakukan secara in vivo ( Fry R.J.,1988)
u-Tokoferol yang telah diketahui sebagai antioksidan dengan cara
melepaskan atom hidrogennya dalam menghambat reaksi akibat radikal
bebas pada lemak { Bast Aalt ef al.,1991) | ha! ini diduga sama dengan yang
terjadi  pada skualena, maka senyawa tersebut digunakan sebaga

pembanding dalam rancangan uji perbandingan akfivitas .

1.2, Rumusan masalah
1. Apakah skualena mempunyai aktivitas penangkap radikal bebas
dan aktivitas antiperoksida {emak ?
2. Bagaimanakah aktivitas penangkap radikal bebas dan aktivilas

antiperoksida skualena bita dibanding dengan u- takoferol ?

1.3 Tujuan Penelitian '

1.Menguji aklivitas penangkap radikal bebas terhadap DPPH sera
aktivitas antipercksida femak homogenat hepar dengan induksi -
BHFP skualena.

2. Membandingkan aktivitas penangkap radikal bebas skualena

dengan a- tokoferol,
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1.4. Manfaat Penelitian
T.Memberikan  bukti empiris tentang aktivitas skualena untuk
mencegah  penyakit akibat oksidan
2. Meningkatkan penggunaan bahan alami sebagai obat alternatif

yang febih murah dan aman serta banyak dipasaran sehingga

mudah diperoleh.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Skualena

Minyak hati ikan Hiu Botal mempunyai potensial tinggt sebagai bahan
mentah utama dari industri skualena. Dalam minyak hati {ersebut skualena
merupakan komponen nonlemak dengan kadar antara 70 - 88 %,

Skuaiena mempunyai rumus empirik  CuwMse  atau  spinasen
26.10,15,19,23 - heksametjl - 2,6,10,14,18,22 - tetrakosaheksaena
merupakan hidrokarbon tidak jenuh yang mempunyal 6 ikatan rangkap |
dalam bentuk cairan jernih seperti minyak, tetapi bukaniah minyak sepert
pengertian secara harfiah, berbau khas. Skualena hersifat nonpolar, tidak
larut air dan sedikit larut alkoho!, eter, petrolium eter, CCl,, aseton serta
larut dalam pelarut lemak , membeku pada - 60°C dan titik didih 225°G : g2
= 1,497( The Merck Index, 1989)

Struktur skualena dapat digambarkan sebagai berikut :

CHls Cﬁﬁ CEa

Hac"ézcH'CHE"{GH'CECH-CH2}2~(CH2=HC:

-Cth?Hz
HzC - C=CH
L
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atau

()

e

Dalam struktur skualena terdapat beberapa ikatan rangkap |, sehingga
senyawa tersebut mempunyai beberapa bentuk isomer yaitu sebanyak enam
macam, adapun bentuk - bentuk isomernya { Gambar 2.1 sampai dengan

Gambar 2.6 } adalah sebagai berikut :

%
C—CH,
1
ab
a-’f RC, - U
e CCHy—CHy— G ¢
HiC-C, 14 ‘i
al , / .
th Joi
qiﬂ ECI‘IA
,C=CH=CHp—CHp—CHi=C
ihC CH,

Gambar 2.1 Struktur dasar dari skualena dengan nomer regester
0045143-600 { Info Chem Geselischaft fur Chemesche
Information, Germanyy}
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CH
N CHy=CH, §Hs
s (=
C
Hzg’ ™~ H 4 H,C
GH2 HZC}?H
O i
[ §~cu; Hal O,
g
C\Igl___C/CHJ
' SOl
0 1

Gambar 2.2 Struktur isomer skualena nomer regester Q045143-207
(Sen Stephanie E., Prestwich Glenn D.,1989)

H3Cn_
Lﬁc“ﬁn
: 2,
H cfly Ci CH
C//c‘“c Hy-—CH2 cH Xﬁﬁ; {‘*‘*C\
—_—

Ffiz\cm ¥ 1 C{]ﬁ
iy ClI4; fiif Iy
f i

CH i

C‘ff fzc\
e .

Gambar 2.3 Struktur isomer skiualena no, regester 0045143-006
( Masuyama Yoshiro., Yamada Kehji et alt ., 1987 )
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Gambar 2.4 Struktur isomer skualena No. regester 0045142-705
(Marner Franz-Josef., Gladke Dieter et all., 1988)

I
——CI,-CH /
-CHy
,Cﬂz'f \C::-—c/
CH CH AN I
[ Pomé O
ClL,—C.
H3C— NCH H “Cly
3 CH,
H3 ~CH,”

HaC* Ciy

Gambar 2.5 struktur isomer skualena No. regester 0045143-504
{ Pill 4., Auferanger J et all ., 1887 H
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13 CHy /i
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ﬁ HyC CH; o
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Fjﬁ H3C H; ' \C!;'z
C\'{( f"{ M,
H; CHs HaC

Gambar 2.6 Struktur isomer skualena No. regester 0045143-303
(Sasaoka Shin-Inchi ., Yamamote Taku et al! L T9RG )

Berdasarkan penelitian sebelumnya pemisahan skualena dengan
kemponen non- femak fainnya dapat dilakukan secara kromatografi kolom
dengan fase diam silika gel atau alumina dan fase gerak petroleum ater atau
n- heksana (AODAC,1995; Suprayitno E.,1995),

Skualena diketahui mempunyai nitai ekonomi tinggi sebagai bahan
kimia yang digunakan dalam industri kosmetik . farmasi terutama obat
tradisionil dan sebagai bahan makanan sehat alami . industri sutra
prosesing karet dan sebagal _peiurnas { Campagno,1984).

Sebagai bahan makanan sehat alami skualena dipercaya mampy
mencegah dan mengobati berbagai penyakit seperti tuberkulose . penyakit
kulit , penyakit lambung & usus , radang hati dan luka luar serta diduga dapat

mencegah timbuinya kanker( Budiarso,1992 ). Hal ini karena didalam tubuh
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skualena bereaksi dengan air ( HzO } membentuk skualana dengan
melepaskan oksigen , dimana bila aliran  oksigen dalam tubuh iancar akan
mengurangi fimbuinya penyakit akibat jaringan kekurangan oksigen yang
salah satunya adalah penyakit kanker (Budiarso, 1692} . Tubuh manusia
mengandung  skualena yang terssbar disemua argan dan jaringan , dikuiit
berfungsi sebagai bahan peFemb‘ab serta menghaluskan  kulit yang
terkandung dalam sebum yang dihasilkan oleh kelenjar talk ( sebasfus } juga
melindungi kulit dari sengatan matahari , di hati berfungsi sebagai bahan

dasar pembuatan kolesterol dan steroida {Budiarso, 1982, Hendrickson, 1980)

2.2 Oksidasi biologis

Pengertian cksidast secara kimia didefinisikan sebagai pengurangan
elektron dan reduksi sebagai penambahan elektron. Selanjutnya oksidasi
selaiv dilkuti oleh reduksi dari akseptor elekiron. Definisi diatas mencakup
lebih banyak reaksi dibanding dengan definisi terdahulu yang mencakup
hanya penambahan oksigen atau pelepasan hidrogen (Murray R.K, et
afl., 1980}

Contoh :  Fe®™ . Fe®™ e

Pada reaksi yang menyangkut oksidasi dan reduksi , pertukaran energi
bebas sebanding dengan kecenderungan reaktan untuk melepaskan atau
menerima elektron, Cksigen adaiah zat yang sangat toksik , keracunan

oksigen sampai sekarang dihubungkan dengan pembentukan Ha02 0 juga
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dalfam jaringan oksigen direduksi dengan mudah menjadi radikal bebas anion

superoksida {( Oy " ) . Superoksida dapat terbentuk selama oksidasi univalen

dengan molekul oksigen datam rantai pernafasan. Bekerjanya supercksida
sebagai reduktor dan oksidator , efex kimianya diperbesar oleh reaks/ rantai
radikal bebas. Fungsi superoksida dismutase melindungi arganisme aerob
terhadap kemungkinan efek supercksida yang merusak. Dalam hal ini
antioksidan diperlukan uLntuk mengikat radikal bebas dan mengurangi
toksisitas oksigen (Bast Aait, et afl., 1991; Halliwel B ,1861)

Meskipun oksidan dihasilkan dalam proses biologis normal |, kekuatan
untuk merubah dan merusak dapat dihambat oleh susunan anticksidan intra
dan ekstraseluler yaitu sitoplasma » mitckondria dan bentukan ekstraseiuler
seperti superoksid dismutase {S0D) | kataiase dan sistein glutation (GSH) |
makromolekul seperti seruloplasmin dan transferrin : susunan malekul kecil
diantaranya glutation , metionin , vitamin E dan C (Bast Aalt, ef af. 1982,
Halliwell B.,1992; Tripathi Y.B, ef al.,1985)

Dunia  kedokteran memberikan perhatian yang besar terhadap
oksidan; karena peran coksidan dalam hai patogenesis dari berbagai penyakit.
Hubungan anfara oksidan dan penyakit pada manusia ditemukan dari tiga
sumber vaitu : {(a). Difurunkan melalyj proses biclegls intraselluler nommal
sebagai perlindungan tubuh | (b). pelepasan oleh sei radang
kelingkungannya dan (¢) turunan kedus xenobiotik | sebab xenobiotik

termasuk oksidan ( Bast Aalt, et a/,, 1991: Fry R.J.,1988).

JDIATIN
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Mekanisme oksidan menyebabkan kerusakkan sangat kompleks |
sebab daya tarik untuk menerima elektron dari molekut target dan cksidan
dapat merubah { modifikasi ) struktur-dan fungsi molekul - molekul target hal
ini terjadi bila keseimbangan reaksi redoks dalam tubuh tak seimbang . Hal
ini mengarahkan bahwa oksidan merusak sel karena berinteraksi dengan

kompanen struktural dan fungsional sel target tanpa hambatan .

2.3 Radikal bebasg

Elektron daltam atom menempati suatu daerah atau ruangan yang
diketahui sebagai orbital . Masing - masing orbital dapat ditempati maksimum
dua elektron {berpasangan) yang saling beriawanan arah: karena
elektronnya berpasangan dan berlawanan arah membuat molekul tersehut
lebih stabil ( nonradikal ) {Rice-Evans a. Catherine, et al., 1991},

Radikal bebas dapat didefinisikan sebagai spesies vyang
keberadaannya independen dan mempunyai satu atau lebih elektron tak
berpasangan , kerena elektronnya sendirian radikal bebas menjadi lebih
reaktif dari nonradikal dan cenderung untuk mencari elektron guna
membentuk pasangannya { Haliwell Barry,1891; Pine, et al. 1988}

Reaksi radikal bebas dan nonradikal menurut Bast Aalt, ef & (1981)
ada 3 cara yaity :

1. Radikal memberikan elekiron tanpa pasangan ke nonradikal { reduktor

radikal ).
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2. Radikal mengambil elektron nonradikai { oksidasidator radikal )
3. Radikal bergabung denpan nonradikal,
Dari ketiga tipe rekast tersebut menyebabkan spesies nonradikal menjadi
radikal , hal ini merupakan ciri - ciri dari reaksi radikal bebas dengan
nonradikal cenderung membentuk reaksi rantai

Dari ketiga tipe rekasi tersebut menyebabkan spesies nonradikal
menjadi radikal , hal ini merupakan ciri - ciri dari reaksi radikal bebas dengan
nenradikal cenderung membentuk reaksi rantai .

Ciri - ciri reaksi radikal bebas ada 3 macam yaitu { Pine et at., 19848)
a. Tahap permulaan pembentukan / inisiasi.

Pada tahap ini ada dua cara yang lazim vaitu :

1. Melalui pemutusan secara homolisis 1R-R- R + R’
X

2.Reaksi molekul dengan radikal bebas lain : R-R-» R +R'
Pemisahan ikatan sigma secara homolisis terjadi pada suhu yang sangat
tinggi atau cahaya (fotolisis ) . Inisiator adalah zat apa saja yang dapat
mengawali terjadinya reaksi radikal bebas; dalam reaksi kimia vyang
berperan sebagai inisiator adalah cahaya , panas , peroksida organik ,
perksida logam ., Zat yang dapat, menghambat kerja inisiator disebut

antioksidan.
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b. Tahap pemanjangan / propagasi yaitu reaksi radikal dan nonradikal

R+ 0; 5 RG;’

ROO + R'H - ROOH + R""
Tahap ini merupakan tahap reaksi rantai yang sebenarnya ; dimana saty

radikal dapat bereaksi dengan oksigen membentuk radikal baru ROQ" yang

disebut radikal peroksida. Radikal tersebut dapat bereaksi dengan nonradikal
membentuk peroksida dan radikai baru, radikal baru yang terbentuk dapat
bereaksi dengan satu molekul oksigen dan membentuk radikal peroksida lagi
reaksi ini akan terus terjadi.

¢. Tahap penghentian / terminasi

ROO" +R '~ ROOR’
R+ R'>» R-R'

Pada reaksi akhir ini lerjadi bila dua radikal bebas bertemu sehingga
keduanya bergabung membentuk ikatan kovalen dengan 2 elektron milik
bersama dan menyebabkan molekul tersebut tidak reaktif lagi.

Oksigen merupakan suatu diradikal stabil sehingga merupakan
penyebab terjadinya reaksi oksidasi ; terutama oksigen diudara

menyebabkan terjadinya otooksidasi pada lemak dengan ikaian tak jenuh,
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2.4 Radikal bidroksil { 'OH)

Ahli kimia dan biologi telah meneliti dengan seksama peranan reaksi
radikal bebas datam merusak sel hidup akibat adanya radiasi dengan energi
tinggi. Bila jaringan terkena radiasi sinar gamma ; semua energi akan diserap
oleh air sel ; sebab sebagian besar komposisi sel terdiri dari air. Radiasi

menyebabkan ikatan kovalen oksigen - hidrogen dari air terputus dengan

membentuk H' dan "OH yang merupakan radikal.

Radikal hidroksil (OH } diketahui sebagai radikal yang sangat reaktif

serta dapat menyerang dan merusak hampir setiap molekul yang ditemui

dalam sel hidup secara cepat. Reaksi antara "OH dengan molekul biclogi

yang bersifat nonradikal dapat menyebabkan reaksi rantai.

Moleku! biclogi yang dapat diserang oleh radikal ‘OH adaiah sebagai

berikut { Bast et al, 1981 ) ;

1. Radikal hidroksi! {'CH ) mengambil 'H datri :

~Gugustiol : R-SH +'OH - RS + H,0
Dari reaksi tersebut menghasitkan radikal suifur ( radikal tiil ) dapat

bereaksi dengan oksigen membentuk radikal cksisulfur { RSO; dan

RS0 ) yang dapat merusak moleku biologi: sebagai contoh turunan
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ohat penisiliamin yang mengandung radikat sulfur dapat menyerang

serta merusak protein tertentu.

- Rantai samping asam tak jenuh

-CH- 4 OH —»-C - +H0

Ciri khas kerusakkan yang disebabkan cleh 'OH  ditandai dengan

terjadinya reaksi rantai dari rantai samping asam lemak yang
diketahui sebagai peroksida lemak { Gambar 3.2).

2. Radikal hidroksil menyerang purin dan pirimidin sebagai dasar dari DNA

2.9 Feroksidasl lemak

Membran lemak terdin dari fospolipid , gliholipid dan sterol - kolestero
pada membran mamalia . Dari 2 golongan utama fosfolipid yang terdapat
pada membran |, fosfogliserida adalah yang lebih utama dan terdiri dari
rangka gliserol dimana terikat 2 asam lemak datam ikatan ester dan alkoha!
terfasforilasi,

Bagian asam lemaknya ada yang bersifat jenuh dan asam lemak tidak
jenuh ; dimana asam lemak tak jenuh terdiri dari asam linolenat |, asam
lenoleat dan asam arachidonat relatif tidak stabil ; mudah rusak akibat
terjadinya oksidasi .

Oksidasi pada rantai asam lemak tak jenuh terjadi pada ikatan

rangkapnya akan menghasilkan berbagai macam molekul dengan rantai
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karbon yang lebih pendek antara lain asam - asam lemak dengan rantai
karbon lebih pendek ; aldehid dan keton. Hasil reaksi ini yang dapat
menyebabkan berubahnya permeabilitas ; merubah floiditas  serta
berpengaruh pada ikatan antara enzim - membran dan bersifat toksik

terhadap tubuh sehingga menimbulkan berbagai keadaan patologis .

2.6 Malondialdehid { MDA }

Malondialdehid merupakan hasil dari peroksidasi  asam lemak n - 6
{ lincleat , y linoleat dan asam arakidonat ) dan n - 3 (o linoleat dan asam
dokosaheksaenclat ) yang terdiri dari tiga karhon ( dialdehid } bersifat
sangat reaktf . Tetapi dapat juga merupakan turunan dari hasil hidrolisis
pentosa ; deoxyribesa ; heksosa ; dari beberapa asam amino dan DNA .
MDA sering diukur kadarnya mehggunakan reaksi  dengan asam
tiobarbiturat { TBA test ).

Dalam reaksi secara Stoichiometri satu molekul MDA bereaksi dengan
dua molekul asam 2- tiobarbiturat dan reaksi terjadi pada pH 2 - 3 |
Reaksi yang terjadi adalah sebagai berikut fhat gambar 2.7. Hasil reaksi ini
dapat diamati dengan spektrofotometer dengan & = 532 - 535 nm dan bisa
juga digunakan spektrofiucrometer pada A emisi = 549 nm dan A eksitasi =

539 nm. { Rice-Evans et all , 1981 )
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Gambar 2.7 Reaksi TBA dan MDA

2.7 Antioksidan

Antioksidan adalah senyawa bersifat mudah teroksidasi vang dapat
menunda atau mencegah terjadinya oksidasi dari suatu substrat {Halliwell
B., 1891). Substrat yang mudah tercksidasi dalam sel hidup adalah protein,
lemak, karbohidrat dan DNA. Secara normal dalam tubub terdapat
antioksidan seperti GSH { Glutation) ; SOD (Superoksid Dismutase) ; vit. E |
tetapi bila keseimbangan sistemn oksidasi - reduksi dalam tubuh lerganggu
maka perlu penambahan anticksidan dari luar guna menanggulangt

timbulnya keadaan patologis { Halliwell B., 1891).
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Secara garis besar cara kerja antioksidan ada tiga cara yailu

{Halliwell B., 1991) :

1. Mencegah atau menghambat terjadinya percksida femak.

2. Menangkap (Scavenge) spesies oksigen reaktif (ROS).

3. Memperbaiki kerusakkan akibat RCS ( superoksid anion radikal, hidroksil
radikal, percksil radikal )

Antioksidan yang berasal dari bahan - bahan alam sekarang banyak
digunakan karena tidak menimbulkan efek samping dan lebih aman
dibanding antioksidan sintetik yang biasanya merupakan turunan dari fenol,
Antioksidan alami yang sudah diuji antara lain : Vit. E ; Vit. C ; B karolen ;
sesamol ; katekin ; EGC {Epigaliokatekin } , senyawa - senyawa tersebut
dapat mencegah terjadinya oksidasi dari asam lemak tak jenuh akibat
oksidan / radikal bebas dengan jalan mencegah pengambilan atom hidrogen
dart lipid dan mereka dapat memberkan atom hidrogennya pada radikal
bebas tersebut{ Wijaya Andi, 1996.,Yoshino Kyoyi et al., 1984),

Galam penelitian ini digunakan skoalena yang mempunyai 6 ikatan
rangkap yané diduga mampu memberikan atom hidrogennya pada radikal
bebas (Gambar 3.1sampai dengan Gambar 3.3 ) membentuk radikal
skualena dan bereaksi dengan oksigen membentuk monoperoksida skualena
dan skualena mempunyai 6 ikatan rangkap . sehingga mempunyal aktivitas

antiradikal yang besar karena mampu melepas 6 atom hidrogennya.
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2.8 Difenil Pikril Hidrazil {(DPPH)

Difenit Pikrll Hidrazit (G1gH1zNsOg): Serbuk berwarna hiau ,BM =
394,33 sebagai radikal bebas yang stabil, reaklifitasnya meningkat bila
berdekatan dengan radikal lainnya dibanding dengan moleku! yang bersifat
netral { Sykes Peter, 1975 ). DPPH larut dalam etanol dan metanct, bita
dilarutkan dalam alkohol atau metanol akan berwaran ungu (purple) dan
apabila bereaksi dengan senyawa antiradikal, maka warna larutan akan
memucat. Perubahan ini dapat diamati pada A = 517nm menggunakan

spektrofotometer, Reaksi dapat dilihat pada gambar 3.1.

"
DPPHidrazil N . DPPHidrazin

2,9 o- Tokoferol

Vitamin £ adalah merupakan campuran tokoferol yang larut lemak
yaitu a, & dan y tokoferol . Diantara ketiganya ao- tokoferol yang paling aktif
menangkap peroksil radikal dengan memberikan atom hidrogennya sehingga
dia menjadi  bentuk radikal baru yang bersifat lebih stabil karena terjadi
delokalisasi elektron yang tidak berpasangan ( posisi elektron yang lebih
stabil pada Gambar 3.5 adalah yang ke V dari beberapa bentuk

resonansinya } . Adanya resonansi elektron dalam radikal a- tokofero!l ini

menyebabkan molekul tersebut bersifat kurang aktif dibanding LOO
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(peroksida lemak). Struktur dain terjadinya resonansi elektron pada radikal -
tokoferol dapat dilihat pada Gambar 3.5.

Gambaran reaksi dari a- tokoferol yang melepas atom hidrogennya
dan cara penangkapan radikal lemak (LOOC’ ) sehingga dapat menghentikan
reaksi perpanjangan yang terfjadi pada lemak tak jenuh

a- Tokoferol + LOQ s LOOH + Radikal o~ tokoferol

Banyak penelitian sudah ditakukan dengan menggunakan - tokoferol
sebagai Kontrol positif maupun pembanding karena sudah diketahui
potensinya sebagai antioksidan dan dalam penelitian ini digunakan sebagai

pembanding dari skualena.

2.10 Reaksiradikal bebas dengan anticksidan

Untuk mencegah terjadinya reaksi rantai akibat adanya radikal bebas
yang menyerang membran sel terutama lapisan lemak , maka perlu adanya
antioksidan seperi telah diterangkan diawal bab ini.

Tahapan reaks! antara radikal bebas dan antioksidan ada 2 macam
yaitu :
1. Antioksidan bereaksi dengan radikal bebas sebelum radikai tersebut

menyerang lemak tak jenuh. R:H + X’ = R" + XiH
2. Antioksidan mencegah terjadinya réaksi rantai ( Scavenger ) antara lemak

tak jenuh dan radikat bebas, LiH + X' > L + X H
10,
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LOC +R:H-» LOOH +FR’
+ LH
v LOOK

Dengan adanya RH { antioksidan ), peroksil radikal { LOQ" ) tidak akan

mengambil hidrogen dari lemak tak jenuh ( LH ) tetapi mengambil dari

antioksidan sehingga reaksi rantai berhenti,
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BAB 3

KERANGKA KONSEPTUAL
DAN
HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptuat
Skualena mempunyai enam ikatan rangkap dan bentuk cabang pada
ikatan rangkap tersebut sehingga dianggap sebagai bentuk tersier, diduga
masing - masing mampu melepaskan satu elektron berupa atom hidrogen,
sehingga satu molekul skualena dapat melepas enam atom hidrogen atau
enam elektron ( Gambar 3.3 ).
Difenl Pikril Hidrazil merupakan salah satu model senyawa

radikal bebas yang mempunyai satu elektron tak berpasangan ; senyawa

| M
NToan” N*H
0N NO 2 02N NG 2
NO 2 NO 2
Difenil pikril hidrazil Cifenit pikrit hidrazin

Gambar 3.1 Mekanisme reaksi penangkapan atom hidrogen berasal
dari ikatan rangkap skualena oleh difenil pikril hidrazil

TESIS UJI PERBANDINGAN AKTIVITAS SKUALENA DENGAN alfa - TOKOFEROL ...ANIEK SETIYA BUDIATIN



28

IR- PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
tersebut digunakan untuk menguji aktivitas skualena sebagai penangkap
radikal bebas dan menggunakan a-tokoferol sebagai pembanding antiradikal
bebas ( Gambar 3.1).

a- Tokoferol digunakan sebagai pembanding karena sudah
diketahui aktivitasnya sebagai anticksidan alamiah. Satu molekul ¢- lokoferol
hanya mampu melepas satu elektron yang berasal dari gugus fenoinya dan
molekul radikalinya mampu membentuk ima macam resonansi {Gambar 3.5).

Untuk menguji aktivitas antiperoksida lemak dari skualena digunakan
media homogenat hepar tikus putih dimana dalam media tersebut
mengandung asam lemak tak jenub yang berasal dari membran sel. Asam
tomak tak jenuh merupakan sasaran dar radikal hidroksil yang berasal dari
t- BHP{ Gambar 3.2 } untuk mengambit elektronnya berupa atom hidrogen |
sehingga membentuk meleku! air { H,0) yang bersifat netral dan membentuk
radikal asam lemak { Gambar 3.4 ). Reaksi rantal ini akan terus berjalan
sehingga rantai samping dari moleku! lemak akan terpotong - potong menjadi
molekul dengan rantai karbon lebih kecll antara lain molekul malomalgdehid
(MDA). Dengan adanya skualena ataupun o - tokoferol yang mampu
melepas atom hidregennya, sehingga menghambat terjadinya reaksi rantai
yang merupakan ciri khas dari reaksi radikal hidroksil { Gambar 3.4 3, Hatl ini
tercermmin dari penurunan pembentukkan malonaldehid dan dapat dilihat dari
penurunan intensitas warna reaksi antara MDA dan asam tio barbiturat

{ Gambar 3.4 dan Gambar 2.7 ) .
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SKUALEN LEMAK

>:m/\ DPPHydrazyl DPPlydrazing/ 'I." W 'l./ 13

>7“//\ i /:H\//_W 3

Q2
C
HG:O-C-C  (-BHP

>_//\ ¢ _ ooH
H f‘*\{ﬂ/\/ H3
OOH ' -

o.c.c —* HO-C-C
+ C C

Gambar 3.2, Reaksi analogi dar salu itkatan rangkap skualen dan
lemak dengan DPPH atau radikal bebas OH yang berasal dan -BHP
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/‘\‘
. He

Py =~

DUGAAN PELEPASAN ELEKTRON SKUALENA (3Q)

Gambar 3.3 Dugaan Pelepasan Elekiron skualena
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~CH;-CH=CH-CH;-CH=CH-CH; - CH = CH- ( as. lemak tak jenuh }

N h
-CH;-CH=CH-CH-CH=CH-CH;~-CH = CH - { karbon radikal pusal )

penatazn utang

v

CHy - CH-CH=CH-CH=CH-CH; - CH=CH - { konjugasi diene )
=P

-CH;, - ?H -CH= CH-CH=CH- CH;- CH = CH - { radikal peroksil }
0 RH
o N R

Siklik peroksida

-CH;-!:().‘.H-CH=CH-CH=CH-CH2=CH = CH -
E { Widroperoksida }

Siklik endoperokst Fe V Fe(lil) W

RO ROO : RO ferrit

emperkuat kerusaify tnistasi dar perdksi:da lemak

alkenal (MDA )

Gambar 3.4 Skema reaksi berantai radikal bebas dengan asam lemak tak
jenuh hingga terbentuk MDA yang bisa terdeteksi {Rice-
Evans A, et &l 18491)

a - Tokoferol mempunyal gugus feno!l yang mampu melepaskan atom

hidrogen bebasnya sebagai elekiron yang akan ditangkap oleh radikal bebas
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{ Gambar 3.2 ) dan mempunyai bentuk resonansi radikainya yang stabil ada

tima macam ( Gambar 3.5) sebagai berikut :

HO
O
*0
CigHys
L}
I
#* CH:“JJ
0 0
CieHas O
W
4
O
It
v

Gambar 3.5 Struktur dan resonansi dari o - tokoferol (Bast, et al. 1981}

Berdasarkan kemampuan skualena melepas enam atom hidrogen

(Gambar 3.3) maka diduga skualena mempunyai aldtivitas lebih besar dari ¢-
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tokoferol { Gambar 3.5) yang hanya dapat melepaskan satu atom
hidrogennya (Kohno Y, ef af.,1995, Desai K.N, ef af,1998)

Unfuk membuktikan bahwa skualena juga bersifat sebagai penangkap
radikal bebas dalam biomembran yang salah satunya adatah aktivitas
antipercksida lemak , maka dilakukan penelitian dengan induksi fer-butil
hidroperoksida(-BHP) dalam homogenat hepar dibanding dengan a-tokoferol
( Gambar 3.2).

3.2 Hipotesis Penslitian

Hipotesis dalam penelitian ini dapat dirumuskan sebagai berikut :

1. Skualena mempunyai aktivitas menangkap radikal bebas lebih besar
dibanding a-tokoferol,

2. Skuaiena mempunyai aktivitas antipercksida lemak lebih besar dibanding
a-tokoferal.

Agar hipotesis penelitian tersebut dapat diamati dan diuji, maka perlu
dirumuskan hipotesis kerja sebagai berikut :

1. Penurunan intensitas warna larutan radikal bebas Difenil Pikril Hidrazi
{ DPPH ) yang disebabkan karena penambahan skualena lebik besar dari
pada penambahan c-tokoferol.

2. Pembentukan peroksida lemak yang ditunjukkan dengan menurunnya
kadar MDA yang terbentuk oleh induksi fer- Butll Hidropercksida (-BHP}
karena penambaban skualena lebih besar dari pada penambahan «-

tokoferol.
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BAB 4

BAHAN DAN METODE PENELITIAN

4.1 Bahan Penelitian

4.1.1 Bahan dasar
Minyak hati ikan Hiu Botof dipercleh dari nelayan Pantai Sendang Biru
Malang Selatan sebagai bahan dasar unfuk isolasi skualena,

4.1.2 Bahan kimia
Jika tidak disebutkan lain maka semua bahan kimia yang digunakan

datarn penelitian ini dengan tingkat kemurnian pro analisis:

{a) Skualena ( Sigma ) {9) Heksana { E. Merck )

{b} GFPH ( Sigma } {M) Etanol { E. Merck )

(6} o - Tokoferoi { Sigma 3 (i) KOH ( E. Merck }

(d) £-BHP ( Sigma ) (} n-Butanol ( £. Merck )

(e) TBA (Sigma ) (k) Asam asetat glasial ( E. Merck)
{f) SDS& { Sigma) (i} HCl {E. Merck)

{m) Gas Nitrogen (n} Plat KLY G 254 F( E. Merck )

(0} Florisil ¥ - 9127 ( Sigma )
4.1.3 Bahan Percobaan

Homogenat hepar dibuat dari hepar tikus putih Strain Wistar dengan

jenis kelamin jantan.
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4.2 Peralatan.
Peralatan yang digunakan dalam peneiitian inl dapat dikelompokkan
menjadi 4 kelompok :
1. Peralatan untuk isolasi dan identifikasi skualena dati minyak hati
ikan Hiu Botol terdiri dari : I’
(@) Direct Reading Micro Balance +.m-20 ( Shimadzu )
{b) Alat-giat gelas { Pyrex )
(c) Rotavapor
(d) FTIR {Jasco FT/IR - 5300 )
{e) GCMS { Jeot )
{f) RMI { Hitachi R-1800}
(g} GC { GC-380, Gi. Sclences)
(h) Electronic Balance Ex-200A ( Shimadzu )
2. Peralatan untuk uji aktivitas antiradikal terdiri dari :
{a} Alat- alat gelas { Pyrex )
(b) Spekirofotometer { Shimadzu UV-VIS-NIR - 365 }
3. Peralatan untuk pembuatan homogenat hepar terdiri dari :
{a} Alat-alat gelas { Pyrex )
(b) Spuit injeksi 1 ml { Sciva }
{c) gunting operasi, pinset, kanuia
4. Peralatan unfuk uji aktivitas antiperoksida lemak terdirt dari

(a) Alat-alat gelas (Pyrex )
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{b} voriex
{C) penangas sair

{d) Spektrofluorometer { Hitachi F - 4000 }

4.3 Metode Penelitian

4.3.1 Isolasi dan identifikasi skualena darl minyak hati tkan Hiu Boto}

4.3.1.1 Isolasi skualena darl minyak hati ikan Hiu Botol { AOAC,1995}
Ditimbang teliti £ 5 g minyak hati ikan Hiu Botol dimasukkan kedalam
labu alas bulat 125 ml, kemudian ditambahkan berturut - turuit 3 ml KOH
pekat { 80g KOH dilarutkan dalam 40 ml aguades} dan 20 mi efandl ,
kemudian direfluk selama 30 menit. Dalam keadaan masih hangat
ditambahkanr 50 mi heksana, kemudian iarutan dipindahkan dalam
corong pisah 125 mi {1}, labu alas bulat dicuci dengan campuran 20 mi
gtanot dan 40 ml aquades, cairan cucian labu dicampur dalam corong
pisah{i}. Seterusnya corong pisah dikocok baik-baik kemudian dibiarkan
cairan memisah. Fase heksana dituang kedalam corong pisah 125 mi
{il) yang berisi 20 ml air. Fase air dalam corong pisah{i) dibilas dengan
heksana 50 m! dikocok | dibiarkan terpisah , campur fase heksana yang
dipercleh dalam corong pisah {il}. Carong pisah (li} dikocok balk - baik,
dibiarkan terpisah. Fase air dibuang dan fase heksana yang tinggal

dicuci dengan 20ml KOH encer (28g KOH tambah aguades sampai 1
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liter), fase air dibuang. Fase heksana dicuci lagi dengan air sampai
bebas basa. Fase heksana adalah merupakan ekstrak skualena kasar
diuapkan dengan rolavapor sampai tidak mens'tes lagi heksananya.
Residu yang dipercleh dimurnikan dengan cara dimasukkan kedalam
kolom yang berist serbuk Fiorisit F-8127 ( Sigma ) dengan derajat
kehalusan mesh 60-100/PR kemudian dielusi dengan heksana, wadah
skualena Kasar dicuci dengan heksana dan bilasan dimasukkan kolom,
aliri terus dengan heksana sampai diperoleh larutan 100 ml. Heksana
divapkan dengan rotavapor sampai tidak menetes lagi dari pendingin,
isolat dialiri gas nitrogen untuk mengusir oksigen dan sisa heksana bila
masih ada, kemudian isolat ditimbang. isolasi skualena dilakukan

sebanyak tiga kali.

4.3.1.2 identifikasi skualena hasil isolasi

Untuk identifilkasi isolat dibandingkan dengan karakteristix  baku.

Identifikasi meliputi penentuan harga Rf pada KLT harga tg pada GC,

spekira IR, RMI dan MS dengan prosedur kerja sebagai berikut

a. Krematografi lapis tipis { KLT) :
Ditotelkan skualena baku dan isolat masing-masing {5 ul )} pada plat
silika gel-254 F yang sama dengan iarak 2,0 cm dari batas bawah
dan jarak antara 2 skuaiena tersebut 1.5 cm, dimana plat sebelum

digunakan diaktifkan terlebih dahulu dengan pemanasan dalam oven

TESIS UJI PERBANDINGAN AKTIVITAS SKUALENA DENGAN alfa - TOKOFEROL ...ANIEK SETIYA BUDIATIN



IR- PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

selama tiga jam pada suhu 100-120°C .| kemudian dimasukkan

dalam bejana pengembang yang berisi n-heksana sampai garis

batas 7,0 cm. Plat diambil dan diblarkan pada suhu kamar untuk

menghilangkan sisa eluen, kemudian dideteksi dengan sinar

ultraviolet dan noda yang terlihat ditandai serta diukur harga Ry nya.

b. Fuorier transform Infra red { FTIR) :

Pertama- tama ditimbang serbuk KBr 50 mg , kemudian dibuat pelet

KBr dengan alat pengempa , setelah pelet jadi,isolat diteteskan 10

pada pelet tersebut dan diamati , hal tersebut juga dilakukan untuk

skualena baku,

c. Resonansi magnetik Inti { RMI );

Isolat + 0,250 ml difarutkan datam tabung gelas dengan 0,500 ml

CDCl;, kemudian dimasukkan alat dan diamati . Hal tersebut

dilakukan juga untuk skualena baku.

d. Kromatografi gas(GC) digunakan kondisi alat sebagai berikut :

1. Kolom yang digunakan  : QV-1

2. Suhu injektor
3. Suhu detektor

4. Suhu oven

: 280°C
: 280°C
{240°C

5.Laju & gas pembawa  : faju udara = 2,1 kgfiem?; Hp =2,7 kgffem?

8. Volume injeksi

TESIS

dan N; =2.6 kgffem?

10,2 ab
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Skuaiena baku dan isolat langsung diinjeksikan ke injektor sebanyak

0,2ul

4.4 Uji akiivitas penangkap radikal skualena isolat ; skualena baku dan

a-tokoferol terhadap DPPH ( Joyeux Michel ; 1995 )

4.4,1 Preparasi larutan skualena haku

Ditimbang teliti £ 1g skualena baku , masukkan secara kuanti kedalam
labu ukur 10,0 ml dan tambahkan etanol sampai tanda garis |
sehingga dipercleh larutan dengan kadar 100.000 ppm . Dari larutan
induk dibuat 6 macam kadar larutan yaitu 20.000 ppm ; 40.000 ppm ;

50.000 ppm ; 60.000 ppm ; 70.000 ppm dan 80.000 ppm.

4.4.2 Praparasi Iarutah skualena isolat.

Ditimbang teliti £ 5 g isolat |, masukkan secara kuanti kedalam fabu
ukur 10,0 ml dan tambahkan etanol sampai tanda garis | sehingga
dipercleh larutan dengan kadar 500.000 ppm . Dari farutan induk
dibuat 6 macam kadar larutan yaitu 50.000 ppm; 100.000 ppm ;

200.00C ppm ; 250.000 ppm ; 300.000 ppm dan 400.000 ppm.

4.4.3 Preparasi larutan « - tokoferol

Ditimbang tefiti £ 1mg w-tokoferol ,masukkan secara kuanti kedalam
labu ukur 10,0 ml dan tambahkan etanol sampai tanda garis , sehingga
diperoleh larutan dengan kadar 100 ppm. Dar larutan induk tersebut
dibuat & macam kadar 5 ppm ; 10 ppm ; 15 ppm ; 20 ppm ; 25 ppm dan

30 ppim.
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4.4.4 Preparasi larutan difenll pikril hidrazil (DPPH)
Ditimbang 4,000 mg DPPH , masukkan secara kuanti kedalam labu
ukur 100 ml dan tambahkan etanol sampai tanda garis, sehingga
diperoleh larutan dengan kadar 0,004 %.
4.4.5 Cara kerja uji aktivitas penangkap radikal
Diarbit 1,0 ml larutan skualena baku dari berbagai kadar , masing -
masing dimasukkan kedalam tabung reaksi yang berbeda : kemudian
dimasukxan 2 mi larutan DPPH pada tiap tabung. Campuran tersebut
diamati 0.0 jam ; 1,0 jam; 2,0 jam; 3,0 jam ; 4,0 jam dan 5,0 jam
dengan spektrofotometer pada A = 517 nm, sebagai larutan blanko
digunakan etanol 1ml sebagai ganti sampel. Selanjutnya dengan cara
yang sama, dilakukan untuk larutan skualena isolat dan larutan o-
lokoferol. Pemeriksaan ditakukan dengan lima replikasi.
Perhitungan hasi adalah sebagai berikut :
% penurunan intensitas warna = [ {1 - { As/Ab }} 100 % )
dimana . |
As = absorbsi sampel dan Ab = absorbsi blanko
Selanjulnya  untuk  mempermudah  mengambil  kesimpulan  difakukan

perhitungan luas area dibawah kurva dari % P/ppm mulai 0 jam sampai 5 jam
Berdasarkan rumus [ AUC )" =P + Prg (to-toy )

tn-4 2 (Sharge! Leon, et all., 1880 )
dimana : P = peredaman dan t, = waktu ke n jam
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4.5 Uji aktivitas antiperoksida lemak skualena baku; skualena isolat dan
a - tokoferol pada hemogenat hepar tikus dengan induksi - BHP
4.5.1 Preparasi homogenat hepar tikus putih Strain Wistar jantan
( Yoshino Kyoyl et al , 1994 }
Tikus dianestesi dengan eter , kemudian dibaringkan ditempat operasi
dan keempat kakinya dikat . 0,5 ml heparn disuntikkan secara
intravena. Rongga peritonial dan rongga toraks dibuka ; vena cava
interior dan vena cava superior diputus. Darah yang ada di hepar dibilas
NaCl fisiologis mefalui vena porta dengan menggunakan kanula .
sampai hepar teriihat memucat dari coklat merah menjadi cokiat muda ;
kemudian hepar diambii dan ditimbang beratnya . Hepar dihomogenasi
dengan 19 bagian larutan buffer fosfat pH = 7 4 dan disentrifus dengan

kecepatan 9000 G .

4.2.2 Preparasi larutan skualena baku dan skualena isolat
Ritimbang 10,00 mg skualena baku dimasukkan secara kuanti kedalam
100 mi labu ukur dilarutkan dengan sedikit etanol, kemudian ditambah
aguabides sampal tanda garis, sehingga diperoleh kadar farutan 100
ppm. Dari larutan induk tersebut diatas dibuat kadar skualena 10; 25
ppm ; 50 ppm dan 75 ppm, demikian juga untuk skualena isolat dibuat

dangan cara yang sama.
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4.5.3 Preparasi larutan otokofarol

Ditimbang 10,00 my a-tokoferol dimasukkan secara kuanti kedatam
labu ukur 1000 ml dilarutkan dengan sedikit etanot kemudian
tambahkan aquabides sampai tanda garis, sehingga diperoleh kadar
larutan 100 ppm. Dari larutan induk tersebut dibuat larutan dengan

kadar 10 ; 26 ppm ; 50 ppm dan 75 ppm.

4.5.4 Preparasi [arutan ter- Butil Hidroperoksida (-BHP)

Pitimbang 100 mg +-BHP dimasukkan secara kuanti kedalam labu ukur
10 ml dan tambahkan aquabides sampai tanda garis | sehingga

diperoieh kadar larutan £BHP 1 %

4.5.5 Uji aktivitas antiperoksida lemak dengan metode Yoshino Kyoyi,

ef al, (1994)
Disiapkan dua pulfuh tabung reaksi bertutup dengan volume 10 mi,
kemudian dibagi menjadi empat kelompok masing - masing 5 tabung
yaitu :
Kelompok satu sebagai blanko | diisi dengan 0.5 mi homogenat |
2,250 mi aquabides dan 0,5 ml larutan skualena 10 ppm, kemudian
diaduk dengan vortex. Kelompok dua sebagal blanko It diisi dengan
0.5 ml homogenat dan 2,750 mi aquabides , diaduk dengan vorex,

Kelompok tiga sebagai kontrot berisi 0,5 mi homogenat, 2,725 mj
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aquabides dan 25 pi -BHP, kemudian diaduk dengan verex dan
kelompok empat sebagai larutan uji diisi dengan 0,5 m! homogenal,
2,225 ml aguabides : 0,5 ml farutan skualena 5 ppm dan 25 pl FBHP
kemudian diaduk dengan vortex. Kedua puluh tabung reaksi tersebu
diatas semuanya diinkubasi pada suhu 37°C selama 15 menit. Setelal
diinkubasi kemudian dilanjutkan dengan langkah - langkah sebagai
berikut :

Disiapkan dua puluh tabung reaksi baru dan masing - masing tabung
diisi dengan 1,3 ml larutan yang telah diinkubasi sesuai kelompok
masing - masing , kemudian ditambahkan barturut-turut {,1mi farutan
SD8 10 %, 0,8 mi HCI dan 1 ml TBA1%. Kedua putuh tabung reaks
tersebut diatas kemudian diinkubasi dalam penangas air 95°C selama
45 menit, Sesudah itu semua tabung didinginkan dan setelak dingin
ditambahkan 4 ml n-butanol, diaduk dengan vortex. Didiamkan
sebentar dan ambil fase n-butano! | diamati intensitas flucrometrisnya
(E} dengan spektrofluorometer pada A emisi = 549 nm dan 1. eksitasi
= 539 nm,

Potensial antiperoksida femak skualena dan «-tokofercl dapat dihitungy

dengan persamaan sebagai berikut ;

{E.Sed. Uji - E.Blanko 1)

Aktivitas antipercksidasi lemak (%) =11 - 1% 100 %

(E.Kontrol- E Blanko il)
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Pemeriksaan diatas diulang dengan cara yang sama , tetapi kadar

larutan skualena diganti 25 ppm ; 50 ppm ; 75 ppm dan 100 ppm. Dengan

cara yang sama dilakukan untuk skualena isolat dan a-tokoferol. Masing -

masing kadar dilakukan lima kali replikasi.

4.6 Analisa data

a. Untuk menguji apakah ada perbedaan aktivitas penangkap radikal

bebas larutan DPPH cleh skualena standar dan skualena isclat
dibanding dengan a-tokofero! dilakukan uji Anava one way , pada  «
= 5 % . Perhitungan Anava dilakukan dengan program SPSS. Jika
dipercleh harga p < 0,05 berarti ada perbedaan bermakna antar
perlakuan, maka selanjutnya dilakukan uji beda antar periakuan
dengan uji 1.SD.

. Unfuk menguji apakah ada perbedaan aktifitas antiperoksida lemak
skualena standar dan skualena isclat pada homogenat hepar
dengan induksi -BHP dibanding dengan o-tokoferol, maka
dilakukan ujfi Anava one way pada « = 5 % . Perhitungan Anava
dilakukan dengan program SPSS. Jika diperoleh harga p < 0,05
berarti ada perbedaan bermaknha antar perlakuan, maka selanjutnya

dilakukan uji beda antar perlakuan dengan uji LSD.
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BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS PENELITIAN

8.1 Isolasi dan pemurnian skualena
Hasil isolasi skualena dari minyak hati ikan Hiu Cucut Botol adatah
sebagai berikut { Tabel 5.1)

Tabel 5.1 Isolasi Skuatena dari Minyak Hati tkan Hiu Cucut Boto!

Percobaan | Berat minyak hati Berat isolat (g ) % Hasit
ikan Hiu (g ) isolasi
1 5,100 3,835 75,196 |
2 5,150 3,973 77,146
3 5,050 3,795 75149 |
Rata-rata 5,100 3,867 . 75,830
SD 0,050 (083 1,140

Jadi % hasil isolasi skualena yang diperoleh dari tiga kali isolasi

adalah : 75,830 & 1,140 %
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5.2 Identifikasi skualena isolat
5.2.1 Hasil idenfifikasi dengan Kromatografi laplsan tipis ( KLT )
Kromatogram dan harga Rf dari skualena isolat dan skualena baku

adafah sebagai berikut (Gambar 5.1) :

Fy o
by . i":_-\...'

n pmarmsm e kg A T

sf = | -'-." Jﬁj‘lps.,,,-,f Se 5

Gambar 5.1 Kromatografi lapisan tipis skualena isolat dan skualena
baku dengan fase gerak heksana, St = skualena haku,
Sp = isolat { sampet )

Dari masing - masing dua kali penotolan diperoleh : Rf skualena isolat
= 3,20/ 7,00 = 0,457 , sedang Rf skualena baky = 3,20/ 700 =
0,457. Dilakukan adisi skualena isolat dengan skualena baku
diperoleh harga Rf 3,20 / 7,00 = 0,457 : sehingga dapat disimpulkan

batwa tarutan isolat identik dengan skualena baku.
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5.2.2 Hasil identifikasi dengan Gas Kromatografi { GC )

Kroematogram dan harga tr dari skualena isolat { Gambar 5.2 } adalah
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Gambar 5.2 Krematogram Skualena Isolat
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Adapun kromatogram dari skualena baku { Gambar 5.3 )} adalah sebagai
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Gambar 5.3 Kromatogram Skualena baku
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Skualena isolat mempunyai waktu retensi = 9,065 menit |

baku mempunyai wakiu retensi =

waktu retansi yang sama sehingga dapat disimputkan sementara

bahwa isolat identik dengan baku.

5.2.3. Haslil identifikasi dengan GC-MS

Kromatogram dari skualena isolat { Gambar 5.4 ) dan spektrum massa

skualena isolat { Gambar 5.5 ) adalah sebagai berikut

Gambar 5.4 Kromatogram Skualena Isolat

Hasil identifikast dengan Spekiromassa dari skualena izolat adalah

sebagai berikut ( Gambar 5.5 ) :
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9,124 menit, keduanya mempunyai
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Gambar 5.5 Spektrum massa Skualena Isolat
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Adapun spektrum massa dari skualena baku menurst * Library” dalam

alat yang digunakan adalah sebagai bertkut { Gambar 3.6} .
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Gambar 5.6 Spekirum massa Skualena * Library ©
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Dari Gambar 5.5 dan Gambar 5.8, dibuat Tabel 5.2 yang menunjukkan
hasil fragmentasinya dari skualena isclat dan skualena baku adatah
sebagai berikut :

Tabel 5.2 Hasil fragmentasi dari Skualena Isolat

Skualena "Library” Skualena Isolat Keterangan
41 41 CaHs
55 55 o CaHy
g9 69 B CsHg
81 81 CgHa
85 95 CyHys
109 109 CgHy3
123 123 CioHiz
137 *1368 Ci1Hys & *CyiHya
149 149 CizHie
161 1651 C13H15m
177 175 CMHig B C;HHW
191 191 C45H2y
203 203 CisHas
231 231 CgHor
410 411 CagHsg

Fragmentasi yang tertinggi adalah mie = 69 yaitu satu unit isoprena
(CsHy ) dimana molekul skualena terdii dari 6 unit isoprena
( Gambar 5.12 ). Fragmentasi yang diperoleh dari skualena isolat dan
skuaiena baku mempunyal fragmen dengan massa yang sama .

Sehingga dapat disimpulkan isolat identik dengan skualena baku.
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5.2.4 Hasil identifikasi dengan Spektrofometer Infra Merah { FTIR )

Spektrum infra merah skualena isolat ditunjukkan oleh Gambar 5.7
dengan nilai bifangan gelombangnya terlihat sebagai berikut ;
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Gambar 5.7, Spektrum Infra Merah Skualena Isolat
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Hasil identifikasi dengan spektro infra merah dart skualena baku
adalah sebagai berikut { Gambar 5.8 :
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=
5T
17
5]
£l
b
EI..llr:jlel-'E!!!EIIll‘il‘flﬂ*]llj|| |J]|r
4500, 3083, 9 2098, ey S
Mavenunmber e, 130, L

Gambar 5.8 Spekirum infra Merah Skualena baku
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3

Hasil identifikast dengan spektro infra merah dari adisi skualena haku

dan skualena isclat adalah sebagai berikut { Gambar 5.9 3 :

1, 40

ut

£, Q0

I3
r

1. .. i lo.dl. L ¢ i | N R | ] | ]

4530, 0

0949, g 20G0,8

Haveoumber

Gambar 5.9 Tumpukan spekira (1) KBr { .......) ; (2} Skualena baku {--

Isolat }

Dari ketiga spektra skualena baik isolat maupun baku dapat dibuat

tabel bilangan gelombang sebai berikut { Tabel 5.3 ) :

Tabel 5.3 Bilangan gelombang dari Skualena {solat dan Skualena baku

Skuatena baku Skuaiena isolat Keterangan
2980 - 2850 2980 - 2850 CH dari metil dan
metilena
1668,58 & 1446,74 | 1668,58 & 1446,74 C=C

1381,18 & 835,25

1381,16 & 835,25

Bentuk cabang

835,25

Trisubsitutsi

TESIS
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Dari bilangan gelombang yang terbaca menunjukkan adanya ikatan
rangkap, bentuk percabangan dan trisubsitusi ; hal int menumjukkan
satu unit isoprenil (Gambar 5.12 ), sehingga dapat diduga isclat sama
dengan skualena baku.
5.2.5 Hasil identifikasi dengan Resonansi Magnetik Inti
Spektrum RMI proton { 'H ) dar skualena isolat {(Gambar 5.10) adalah

sebagai berikut

S 'i.}ﬂ! 1 I I ;.{uqum' o ' - rtL ‘ 0o

1

LERN A —
LA e ————
T ——
LN o

L1510 [T =
T.BLE D433

b

Gambar 5.10 Spekirum RMl 'H Skualena isclat
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Spekirum RMI proton { 'H ) dari skualena isolat (Gambar 5.11 ) adatah

sebagai berikut

r .............................................. =
|
|
|
5 IC, o
=
H C/ ~\'C HE -
|
a. |
|
|
|
|
sy w.-n_o-ll'\'--ﬂ-.-ﬂ-ﬂj
| ! Lq I T T
LR + i.0 .9
A | /] "
= E 5B
= : i%

Gambar 5.11 Spektrum REMI 'Y Skualena baku
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Berdasarkan spekira RM) 'R dari skualena isolat dan skualena baku

dapat dibuat daftar nifai geseran kimianya { Tabel 5.4 ) sebagai berikut

Tabel 5.4 Interfretasi Pergeseran Kimia { § ) Pada RMI Proton

Skualena baku Skualena isolat Keterangan
- 0,835 & 0,888 H; dari heksana
- T269 & 1435 | H, H; Ha dar hoksana |
1,601 & 1674 1,508 & 1,670 Ha
2,016 2,016 M+
5150 & 5,155 5,155 Ha
1 3
HC, i
o=
Hl‘r(f- CHp
2 isoprenil

CHz-CHz -CHy - CHz - CHz - CH;  Heksana
1 2 3 4 5 6

Gambar 5.12 Saty unit isoprenif dan heksana

Dari hasil spekira proton dapat disimpuikan bahwa isolat identik dengan

skualena baku.
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Untuk memudahkan identifikasi sampel dibuat spektrum RBMI karbon

( PC ) skualena isofat { Gambar'5.13 ) adalah sebagai barikut :

|

WLABLL,..

14 ) 1 ! Kl il
rli r’: §|| i IFIF\\H"S\H i -
CER B P Sgreomesaze
e k32 E BREREIONRIRIR
£% § B3 5 3 EERZEmOTSSE T
2 £ = sz A Snmpmedmim s o

Gambar 5.13 Spektrum RMI "°C Skualena Isolat
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Hasil identifikasi atom karbon ( °C ) skuafena baku dengan RMI

{ Gambar 5.14 ) adalah sebagai berikut :

! ! P w 'i 'F"'I“ﬁ';*ll %Ibﬁ“knﬂﬁmr
[
| T 1 ) | |
o L 100 e J ' L ! F ' T
N i ' i P il
SN i1 ' (Y 13
= oRoE 5 : BE L
& s E ded e Oooe o m
2F = 7= z =R i

Gambar 5.14 Spektrum RMI *C Skualena baku
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Breitmaier E et. all { 1978 ) dalam buku memberikan gambaran separo
dari molekul skualena ( Gambar 5,15 ) adalah sebagai berikut ;

{ Breitmater E ; Voelier W, 1978)
117,50 (cis} 6. 134,30 {1, 124,60
12550 {frans) 7, 124,60 12, 28,40

2.130,60 8.2690 {3 1500
3.124,80 9.39.90 14, 15,90
4.27.00 10. £34,60

5.39,90 T

Gambar 5.15 Gambaran separo struktur molekul Skualena { Cq5)

Berdasarkan gambar 515 maka spekira RMI ™ C skualena baku

( Gambar 5.14 ) dan skualena isolat { Gambar 5.13 ) dapal

diintepretasikan sebagai berikut { Tabet 5.5 )

Tabel 5.5  Interpretasi Pergeseran Kimia Skualena (5} V¢
3 { ppim ) baku & ( ppm ) isolat Keterangan
- 11,29 ; 14,008 £ - 1 dari Heksana
15,6 15,8 C -13 dan 14
17,514 17,514 C-1 {cis )
- 22,515 22 667 { - 2 heksana
25533 26,288 25 503 ; C -1¢ {trans )
26,570 ; 26,692 26,661 ; 26,814 C-4:C-8
28,155 28,277 dan C- 12
- 28 07¢ C - 4 dari heksana
- 31,830 C - 3 dari heksana
39,619 39,741 C-5 dan C-§
124,076 ; 124,198 124,168 ; 124,320 C-3 ; C-7 dan C-11
130,723 130,601 C-2
134,443 ; 134,656 134,412 ; 134,585 C-6 dan C-10

TESIS
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Dari nilai pergeseran Kimia dari karbon antara isclat dan skualena
baku terdapat beberapa yang sama , sehingga dapat disimpulkan

bahwa isolat identik dengan skualena baku.

Dari keseluruhan data hasit identifikasi yaitu KLT; MS: IR; GC dan RMI dapat

disimputkan bahwa isolat identik dengan baky

8.3 Penentuan PanJang Gelombang Maksimum serta Linieritas dari
larutan Difenil Pikril Hidrazil
Untuk memperoleh absorpsi yang maksimum dari larutan DPPH yang
berwarna pink maka dibuat kurva antara absorpst dan panjang
gelombang didaerah sinar tampak { A = 300-720 nm ) adalah sebagai

berikut ( Gar'f'_l__l;-ar 516):

o it ~I:';E“-.;rﬁ}p_cﬂ
n TiT T - = T ; i - LI‘ h
fad = dad ot o i bt 1 - B b 13 =
& ok g % : % % FHH R TR
" T 1]
i o 4
o : EESEilTass
T i
u ::*’T: Sy o i =T A
7 i i ; L
R R s e
O = AL : L2 FAEELERET! I
2 R
A 2 toeT
et TErtL = P g oy g m et 5
< i stafctilonthetityit R ARRTPRARITI LT b
R e e fRe g, :
iasmero st Rt
Shinn TH A T ] ramiye &-_t\';
i e T sreactbiths oo SrHsa N e
S e e
2 . it £ ErL i = =55t
2oy .I 3 Efﬁ-” T Bt m
Tk t HH £ e rEeEE A A o
= =] B A S R R o £ ERpr iR
= SHEHEIHE Panjang Gelombang HHERE

Gambar 5.16 Spektra antara Panjang Gelombang dan Absorpsi dari
larutan DPPH dalam Etanol
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Dari pembacaan spektra antara absarpsi dan kadar Jarutan DPPH dalam
etanol dipercleh panjang gelormmbang maksimum adalah 517 nm
{Gambar 5.16). Selanjutnya dilakukan pembacaan absorpsi dari
berbagai kadar larutan DPPH pada panjang gelombang maksimum

tersebut dan hasiinya adalah sebagai berikut { Tabel 5.6 } -

Tabet 56  Hasil Absorpsi dari Berbagai Kadar larutan DPPH dalam

etanol

MNo. Kadar BPPH (%) Absorpsi
1 100 0,888
2 80 0,825
3 80 0,808
4 70 0,698
5 60 0,642
6 40 0.345
7 30 0,244
8 20 0,200
8 10 0,148
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Berdasarkan pembacaan absorpsi dari berbagai kadar { Tabel 5.6 )
dapat dibuat Kurva baku antara kadar dan absorpsi sebagai berikut

(Gambar 5.17 ) :

Regression Fit

Vg SEE02+ 9 WMEOIR
R-Squared= .975
= = = G5 F%Conficencs Bandsmees 05 0% Predisl inn Bands

Gambar 5.17 Kurva baku antara larutan DPPH (% b/iv)
dalam etancl dan Absorpsi
Dari kurva baku antara farutan DPPH dan absorpsi ( Gambar 5.17 j
diperoleh persamaan regresi  linier  antara kadar larutan DPPH
dan absorpsi dari masing - masing kadar yaitu ;

Y = 2,56,10% + 9,14.10% X danr = 0,087
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5.4 Hasil Uji Aktivitas Antiradikal Bebas DPPH dari Skualena Isolat :
Skualena Baku dan « - Tokoferol

5.4.1 Aktivitas Antiradikal Bebas DPPH dari Skualena Isolat

Dari enam kali percobaan aktivitas antiradikal DPPH dari skuaiena
isolat yang dilakukan selama 5 jam ( Tabel 5.7 ) dan kurva antara
wakiu dan % aktivitas peredaman DPPH{Gambar 5.18) adalah
sebagai berikut ;

Tabel 5.7 % Aktivitas Antiradikal bebas DPPH Spesifik Skualena lsolat
dalam pelarut Etancl diamati pada A = 517 nm

No. % Akfifitas antiradikal / ppm Skualena isolat |
Q0jam t 1,0jam { 20jam { 3.0jam | 40jam | 50jam

1 ] 0219. | 0218 | 0.924. | 3,229. | 6,898 | 8.663.
107 10 10° 10° 1078 10°

2 | 0,298 | 0,282 | 1073 | 5364. | 7,800. | 8823
10° 10 10° 10° 10° 10°

3 | 0183, ] 0372 | 1,213 | 5780 | 8673 | 16.644.
10" 10° 10°* 107 10° 10°

4 | 0201, | 0714 | 1,324 | 8,138, | 14.197. | 20,317
107 10° 10 107 10 10°

5 | 0247. | 0,799, | 1,514. | 6,150, | 17,080. | 27,000
10 107 102 10 10° 107

6 | 0,589. | 1,286. | 25857 | 12.860. | 22,711, | 23.764,
1078 107 10°° 10° 107° 108

L]
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wurva waktu vs % peredaman DPPH oleh
Skuatena Isolat

0'uﬂ12 T e R T TR AL L
0.001 ;. FiSeriess
% o008 | ESeriess
E P Soariasd
£ 0.00086 ‘ ISerlesd
0. WSorias?
40004 -
# mSaries1 -
DO002
0

1) 1 2 a 4 5
Wakte {Jam]

Gambar 5.18 Kurva antara Waktu dan % peredaman DPPH oleh
Skualena Isclat .

Dari Tabel 5.7 dibuat kKurva antara wakiu dan % peredaman DPPH
oleh skualena isclat { Gambar 5.18) ; kemudian diakukan
penghitungan luas area dibawah kurva dari 0 jam sampai 5 jam dan

hasiinya adalah sebagai berikut { Tabel 5.8 ) :

Tabel 5.8 Luas Area Dibawah Kurva antara waktu dan %
peredaman DPPH oleh skualena isclat darf 8 kali replikasi
{ s/d V1 ) antara 0,0-5,0jam

Replikasi | I} il IV W Vi
% aktivitas | 0,00016 | 000012 | 0,00024 | 0,00037 { 0,00040 | 0,00052
Antiradikal
DPPH
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5.4.2 Aktivitas antiradikal bebas DFPH dari Skualena baku

Perlakuan yang sama dari skualena baku dengan skuatena isclat
diperoleh hasil % aktivitas peredaman DPPH ( Tabel 5.9 ) adalah

sebagai berikut :

Tabel 5.9 % Akfivitas Antiradikal bebas DPPH Spesifik Skualena baku
dalam pelarut Etancl diamati pada » = 517 nm

No, % Akfifitas antiradikal / ppm Skualena baku
0,0jam | 1,0jam | 20jam | 30jam | 4,0jam | 50jam
1 | 7608 | 7.820. | B.036. | 8.182. | 8,298 | 86569,
10 107 104 10 10 10™
2 | 7.517. | 7.628. | 7.819, | 7.841. | 8,063 | 8173,
10 10 147 10 10 107
3 | 7.783. | 7,933 | 8,026. | 8,083. | 8207 | 8251
107 10 107 10 107 107
4 | 7819 | 8013, | 8089 | 6198 [ B340, | 8420
10" 10™ 10 10 107 10
5 | 7606 | 7761, | 8883 | 7.023. | 8.040. | 8507
10 10 10 10 10 104
6 | 7,865 | 8101. | 8227. | 8337. | 8.447. | 8,516,
50 10 10 107 10 104
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Berdasarkan Tabel 5.9 dibuat Kurva antara waktu dan % peredaman

skualen baku terhadap DPPH { Gambar 5.19 ) adalah sebagai berikut

Kurva waktu Vs % Peredaman DPPH oleh Skualena

Standar

0.005

0,005 :.HSa"bes?
= | B Seriess
E 0.004 . M Seriest
$ 0003 - £ Seriesa
& oo b 01 Series3
52 & Series2

B Serigst’

Wakiu { Jam)

Gambar 5.19 Kurva antara Wakiu dan % Peredaman DPPH
oleh Skualena baku

Dari Gambar §,19 dilakukan penghitungan luas area dibawah kurva
antara 0 jarn sampai 5 jam dan hasilnya sebagai berikut ( Tabel 5.10 );

Tabel 5.10 Luas Area Dibawah Kurva antara wakiu dan % peredaman
DPPH oleh skuaiena baku 6 kali replikasi {} s/d VI ) antara

0.6 -5,0jam
Replikasi | I} HI i V VI
% aktivitas | 0,00404 | 0,00393 | 0,00403 {0,00408 | 0,00407 | 0.00413
Antiradika
DPPH
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§.4.3. Aktivitas antiradikal bebas DPPH dari o - Tokofero!
Dengan perlakuan yang sama seperti skualepa dipercleh hasil %
aktivitas peredaman DPPH oleh o - Tokoferol { Tabel 5.11) dan dibuat
kurva antara waktu dan % peredaman {Gambar 5.20 )} adalah
sebagai berikut :

Tabel 5.11 % Aktivitas Antiradikal bebas DPPH Spesifik « - Tokoferal
dalam pelarut Etancl diamati pada i = 517 nm

No. % Aktifitas antiradikal / ppm « - Tokoferol

00jam | 1,0jam | 20jam | 30jam | 4,0jam | 50 jam
2,849 2,907 2,928 2,954 2,832 2,919
2.824 2,860 2,865 2,882 2,806 2,585
2,485 2,505 2,516 2,530 2,546 2,547
2,464 2,492 2,505 2.514 2,521 2,520
2,469 | 2,497 2,517 2,531 2,545 2,543
2,385 2,424 2,440 2,448 2,457 2,480

g ) B ] Mo

Kurva waktu ve % peredaman DPPH oish Tokoferol
16,000
14,000
12,000
10,000 forEr

a‘m = _;_."' iy ';'.-" ey
BO00 L
4,000 38
2,000

% peredaman

waki [ Jain )

Gambar 520 Kwva antara waktu dan % perdaman DPPH cleh
a - Tokoferol
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Dari kurva antara waktu dan % peredaman DPPH cleh a-tokoferol
{ Gambar 5.20 } diperoleh luas area dibawah kurva { Tabel 5.12 )
adalah sebagai berikut :

Tabel 5.12 Luas Area Dibawah Kurva antara wakiu dan % peredaman

CPPH oleh o - tokoferol dari 6 kali replikasi antara

0,0 - 5,0 jam
Replikasi i L I I A Wi
% aktivitas | 14,60500 § 14,35750 | 12,61800 | 12,52400 | 12,5860 § 12,1915
Antiradi-
kal DPPH

5.4.4 Analisa data % Aktivitas Antiradikal Bebas DPPH
Hasil dari tiga kelompok sampel yaitu skualena isolat ; skualena baku
dan o - Tokoferol (Tabel 5,13} adalah sebagai berikut

Tabel 5.13 Luas Area Dibawah Kurva dari Skualena Isolat ; Skualena baku

dan « - Tokofercl dengan kadar yang sama yaitu 1 ppm

No. % Aktivitas Antiradikal DPPH
Skualena Isclat(1) | Skualena bakur{2} | o - Tokoferol {3)

1 0,00018 0,00404 14.60500

2 0,00018 0,00393 14,35750

3 0,00024 0,00403 12,61800

4 0,00037 0,00408 12,52400

5 0,00040 0,00407 12,58600

8 0,00052 0,00413 12,18150

X 0,00031 {00405 13,14867
SD 0,00014 0,00006 1 04648
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satu arah , hasilnya ( Tabet 5,14) adatah sebagai berikut :

Tabel 5. 14 Tabel Anava

69

tersebut diatas { Tabel §.13} dilakukan uji Anava

Sumber | [Q.F. JK KT F hitung F.
variasi Prop.
Perlakuan 2 681,3205 345,6602 846,8000 | 0.0000
Sisa 15 54756 0,3650 |

Total 17 £96.7961

Perhitungan Anava dapat dilihat dalam lampiran :

Dari perhitungan diperoleh P = 0,000 « 0,05 | jadi ada perbedaan

bhermakna antar periakuan , maka selanjutnya dilakukan uji LSD.

Tabel 5.15 Tabel Perbadaan Rata - rafa tiap perfakuan

SK. Isolat SK . baku o- Tokofercl
SK lsolat 0 0,00374 13,14836°
SK Baku 0,00374 0 13,14462 ~
- Tokoferol 13,14836 * 13.14462 * 0
LSD = 0,42720
Keterangan

* = herbeda makna; SK = skualena

Dari hasil uji Anava satu arah dapat disimpulkan bahwa aktivitas isolat

tidak berbeda makna dengan skualena baku , tetapi keduanya berbeda

TESIS UJI PERBANDINGAN AKTIVITAS SKUALENA DENGAN alfa - TOKOFEROL ...ANIEK SETIYA BQDIATIN



10

IR- PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
makna dengan o- tokoferol. Jadi aktivitas antiradikal DPPH skualena

isolat dan skualena baku lebih kecil dibanding - tokoferot.

5.5 Hasil Uji Aktivitas Antiperoksida Lemak dari skualena [soiat;

Skualena Baku dan «- Tokoferol

5.5.1 Linieritas Larutan MDA-TBA

Larutan MDA-TBA merupakan larutan kontral yang terdian dari 4,5 mil
homogenat ;| 2,725 ml aquabides dan 25 pl fer-BHP; kemudian
larutan divortek dan dipanaskan 37° C selama 15 menit , cairan yang
diperoleh berbentuk suspenst berwarna putih. Suspensi diambil 1,30
ml masuk tabung yang berisi 0,1 mi {arutan SDS 10 %; 0,8 ml HCL
0,1N dan 1.0 mi TBA 1 % ; selanjutnya campuran tersebut dipanaskan
85°C selama 45 menit dan diperoleh larutan berwarna kemerahan
{ ingga ) . TBARS yang berwarna jingga diekstraksi dengan n- butanol
untuk diamatl. Selanjutnya larutan tersebut diamati unfuk memperoleh
panjang gelombang maksimum eksitasi dan emisi maka dilakukan
pembacaan panjang gelombang 400 - 700 nm terhadap intensitas

warna.
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Dari pengamatan dengan spekirofluorometer diperoieh panjang

getombang eksitasi maksimum dan emisi maksimum sebagai berikut

{ Gambar 5.21) :

I e o o o o P g o
P el 3 e o o I £ e A
i = S SHENEE R
. o O e i . B Bt -"::".':“' ;,__'_'-.
g._ o o o P S 'f_":':.l___'_ gL —I= =
e P o R vt ) o bt e 4 ] O B R
E — - E /’!II 4 ‘\1\ —‘” — |- ._:_ .:“ ::
@ |- - T4 ] & :‘\1\ SaEREERRS
= e = 4 milicy N fid-
E ] e e e o e et e e
—_— / [ p— o -t e faa .- .-
3= sl R :":‘Eh___.‘ R
T e P e B bt R o i o e e s EE
i e e G o o i o P i o A T ARE S -
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e AR P L R -
L3

F"anjang Gelombang
Gambar 5.21 Kurva antara Panjang Gelombang dan Intensitas warna
(1) Pita panjang gelombang Eksitasi { -.-.-.-) dan
{2 ) Emisi( }
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Dari larutan TBARS yang diperoleh diatas yang dianggap sebagai
100% ; selanjutnya dilakukan pengenceran dengan berbagai kadar
untuk pembuatan kurva linieritas dan  pembacaan pada A Eksitasi
maksimum = 539 nm dan A Emisi pada 400 nm sampai 700 nm adalah

sebagai berikut { Gambar 5.22):

:ﬁ_.|_ ..,...i.h.____ g I—b e s - -
el - ,__F_':,‘::_'Z:_::.:':""_'J:r
TRE e e
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EEECER R T EEana=EREsRaR
T AN e
'_ [‘ ANABRRENNEERREC! ABAEh N ‘“T;
T e

panjang gelamban

Gambar 5.22 Spektrum intensitas Warna dari Berbagai Kadar TBARS
pada Akks =538 nmdan A Em. =200 - 700 nm.
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Pembacaan besamya intensitas warna pada iexs. = 539 nm dan
dew = H49 adalah sebagai berikut { Tabel 5.16 ) :

Tabel 5.16 Hasil Fembacaan intensitas warna pada A Eks.=539 nm
dan 4 Em. = 549 nm.

N, Kadar MDA Intensitas warna
1 100 8351
2 ap 8145
3 B0 794 8
4 70 7732
5 60 717 .1
6 50 6750
7 40 594 3
8 30 4832
9 20 86,1
10 10 2323
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Dari hasil pembacaan intensitas warna pada panjang gelombang
eksitasi dan emisi maksimumn { Tabel 516 ) dibuat kurva linieritas

adalh sebagai berikut { Gambar 5.23 )

Fegession Fit

Y =31 13+6 308X

Ry eed= 0GP
s+ e EOUCidrosBrds — = SE0%Padcion Bk

INTENSIT

Gambar 523 Kurva Baku antara Kadar MDA.TBA (TBARS) dan
intensitas warha pada AEks., = 539 nm dan
hEm. = 548 nm.

Dari kurva baku antara kadar dan intensitas warna { Gambar 5.23 )

diperoleh persamaan regresi finjer yailu | Y = 281,168 + 6,37048 X dan
r= 0,950

TESIS UJI PERBANDINGAN AKTIVITAS SKUALENA DENGAN alfa - TOKOFEROL ...ANIEK SETIYA BUDIATIN



75
IR- PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

5.6 Analisa data % Aktivitas Antiperoksida LLemak dari Skualena 1solat ;
skualena Baku dan « - Tokoferol
Dengan penambahan masing ~ masing zat aktif { skualena isolat
skualena baku dan  « - tokoferol ) pada larutan uji menunjukkan
penurunan intensitas warna yaitu warna jingga semakin memucat

dengan meningkatnya kadar zat aktif , ini berarti terjadi penurunan

pembentukkan senyawa MDA,
Hasit uji aktivitas anfiperoksida lemak dari tiga sampel vaitu skualena
isolat, skualena baku dan « - tokoferal { Tabel 5.17.) adalah sebagai

berikut :

Tabel 5.17. % Aktivitas Antiperoksida Lemak dari Skualena isolat
Skualena baku dan « - Tokoferof

Mo, % Akftivitas Antiperoksida lemak / ppm bahan
Skualena isofat(1) | Skualena baku(2) | ¢ - Tokoferol {3)
1 0,271 0,496 1,257
2 0,266 0,484 1,178
3 0,282 0,590 ~1003
4 0,300 {624 {0,842
5 0,323 0,726 0,860
X 0,288 0,584 1,048
SD 0,023 0.089 0,165
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Berdasarkan data tersebut { Tabel 5.17.} dilakukan uji Anava satu
arah. Haslinya {Tabel 5.18 ) adalah sebagai berikut :

Tabeal 5.18. Tabel Analisa Varian

Sumber | D.F. JK KT Fhiung F.
variasi Prop.
Perlakuan 2 1,4858 0,7328 58,1954 0.0000
Sisa 12 £,1511 0,0126
Tetal 14 18170

Darn perhitungan { Tabe] 5.18 ) diperoleh P = 0,000 < 0,05 , jadi ada

perbedaan bermakna antar perlakuan , maka selanjutnya dilakukan uji
L5D sebagai berkut { Tabel 519 ) :

Tabel 5.19 Tabel Perbedaan Rata - rata tiap perlakuan

SK. Isolat SK . baku o- Tokoferol
8K isolat ] 02957 * 0,7585 *
SK Baku 02067 * 0 04638 *
a- Tokoferol 07595 " 0,4638 * 0
LSD = 00774
Keterangan

* = herbeda makna dan SK = skualena

Dari hasll analisis secara Anava satu arah ada perbedaan bermakna
% aktivitas antiperoksida lemak antara skualena isolat , skualena baku dan
o - tokoferol secara berurutan adalah sebagai berikut : 0,2884 + 0,023 % ;
0,584 £ 0,039 % dan 1,048 + 0,1655 %
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BAB &

PEMBAHASAN

6.1 Isolasi dan pemurnian skualena

isolasi skualena dengan bahan dasar minyak hati ikan Hiu yang
diperoleh dari nelayan daerah Panta Sendang Biru Malang Selatan berwarna
coklat kekuningan , dilakukan  dengan reaksi penyabunan yang
menggunakan kalium hidroksida (KOH} dalam etanol (AOAG, 1985}, Dalam
proses ini akan terjadi pemisahan antara fase tersabunkan dan tak
tersabunkan, dimana fase tersabunkan mengandung asam lemak yang
memiliki gugus karboksil { -COOH) berwaina cokiat tua dan skualena yang
tidak mempunyai gugus karboksil masuk daiam fase tak tersabunkan
berwamna kekuningan. Pemisahan ini terjadi akibat adanya perbedaan
polaritas dari kedua fase fersebut , dimana asam lemak yang bereaksi
dengan KOH akan membentuk garam yang bersifat polar dan skualena kasar
sersifat nonpolar masuk ke fase heksana.

Pemurnian skualena kasar dilakukan dengan kromatografi kelom
berisi silika yang bertindak sebagai fase diam, sedangkan fase gerak
digunakan heksana , Dalam pemu;nian ini skualena nonpolar larut dalam
fase gerak akan langsung lereluasi sehingga terpisahkan dengan pengotor
lain yang teradsorpsi cleh fase diam, hal ini terlihat dan perubahan warna

fase diam vang semula putih menjadi kuning. Sejanjuinya  dilakukan
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pemekatan skualena dengan rotapavor untuk menguapkan fase gerak
heksana, setelah tidak meneles lagi skualena yang diperoleh dialid gas
nitrogen, kemudian ditimbang. Dari £ 5,000 gram minyak hati ikan hiv Cucut
Botol dipercleh skualena 3,867 + 0,083 gram atau sama dengan 75,830 =

1,140 %

8.2, Identifikas] Skualena ( Isolat)

Identifikasi  skualena murni  dilakukan dengan  menggunakan
kromatografi lapisan tipis (KLT) ; spektroskopi infra merah (IR) , kromatografi
gas- spektroskopi massa ( GC-MS) dan spekiroskopi Resonansi Magnetik
inti (RMI) .

identifikasi dengan kromatografi lapisan tipis dengan fase geraknya
heksana diperoleh satu noda dengan Rf = 3,20/7.00 = 0,457, , skualena
baku Rf = 3 20/7,00 = 0,457 , adisi isolat dan skualena baku Rf = 3,20/7.00 =
0,457 ; jadi isolat Identik dengan skualena baku

Identifikasi dengan spekiroskopi infra merah dari Skualena Isolat dan

Skualena baku

113{: H
Se=c”

- e
e . CHz-
Skualena terdiri dart 6 unit isoprenil sehingga pada
identifikasi dengan infra merah { IR } dan Resonansi Magnetk Inti {RMI)

yang terlihat sepertinya satu unit tersebut .
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Pada pengamatan ini diperoleh puncak - puncak yang menunjukkan
bilangan gelombang yang sama (Gambar 5.2 ; 5.3 dan 5.4 ) antara isolat dan
skualena baku, jadi keduanya sama yaitu 1 unit isoprenil . Bilangan
gelombang 1378 menunjukkan adanya percabangan menjadi bentuk iso .
Bitangan gelombang 833 menunjukkan frisubsitusi dar gugus vinil dimana
empat atom hidrogen yang ada figa digantikan dengan karbon ( alkil dan
alkilena ).

identifikasi kromatografi gas diperoleh satu puncak bakk isolat maupun
baku yaitu untuk isolat mempunyai waktu retensi = 8,065 menit dan baku
9,124 menit perbedaan wakiu ini terjadi karena antara injektor tidak ada
hubungan fangsung dengan rekorder, sehingga waktu mulainya fidak
bersamasn. Dari hasl yang diperoleh dapat disimpulkan bahwa isclat identik
dengan skualena baku secara kromatografi gas {Gambar 5.5 dan 5.6)

Sedangkan untuk identifikasi skualena ( CagHse ) menggunakan
kromatografi gas - spekiroskopi massa;, dengan GC tersebut isolat
menunjukkan satu puncak {Gambar 5.7) dan puncak tersebut diperiksa
spektrum massanya menunjukkan fragmen - fragmen yang mirip dengan
informasi seyawa skualena yang ada didalam alat tersebut berartl isolat
memang skualena ; puncak tertinggi mempunyai mfe = 69,3 yaitu CsHy seper
enam dari m/e total berarti 1 unit isopren dan m/fe total = 410 { CupHso )

{ Gambar 5.8 dan 8.9)
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identifikast dengan RMI, baik isolat maupun skualena baku dilarutkan
dalam sebuah tabung dengan 0,50 mi COCl; |, kemudian dimasukkan
kedalam medan magnit dari instrumen dan diputar. Dasar kerja dari RMI
adaiah penyerapan gelombang radio oleh inti - inti tertentu dalam mokekut
organik, apabila molekul berada dalam medan magnit. Adanya pengaruh
medan maghit tersebut maka inti molekul yang semula tidak teratur posisinys
akan berubah _menjaﬁi searah  {pararel) dan yang menyerap energi lekih
tinggi akan berposisi berlawanan arah (anti pararel ) dengan medan magnit ;
sefiap proton atau karbon dalam moleku yang mempunyai lingkungan kimia
berbeda skan memberikan resonansi yang berbeda sehingga harga
pergeseran kimianya ( 8 ) berbada pula (Silverstein, 1991) .

Hasit identifikasi menunjukkan adanya sedikit perbedaan dari
pergeseran kimia baik pada proton maupun karbon disebabkan kemungkinan
adanya perbedaan strukiur dari skualena isolat dan skualena baku yaitu
isolat yang berasal dari alam berposisi trans - trans - trans ; sedangkan yang
sintesis trans - sis - frans ( Merck Index ,1895 }, banyak lagi gambaran
isomer dari skualena { Gambar 2.1 sampai Gambar 2.6 ).

Pergeseran kimia dari C-2 berbeda dengan C-8 dan C-10 , hal ini
karena lingkungannya berbeda C-8 dan C-10 lebih terperisai dibanding C-2 ,
sehingga C-6 dan C-10 lebih kekiri_r( upfield). Jadi berdasarkan geseran

kimianya isclal identik dengan skualena baku
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Berdasarkan identifikasi isolat dan skualena baku dengan KLT; IR ;
RMI ; GC dan MS maka dapat disimpulkan bahwa isolat identik dengan

skuaiena baku.

6.3 Uji aktivitas peredaman radikal bebas DPPH oleh skualena isolat ;
skualena baku dan c-tokoferof .

Untuk mempermudah perhitungan dan pengambilan kesimpulan,
maka dilakukan perhitungan % aktivitas peredaman per ppm yang
merupakan ciri spesifik dari masing - masing bahan aktif ; selanjuthya
dihitung luas area dibawah kurva dari kurva antara % peredaman DPPH dan
waktu yaitu dan 0,0 jam sampal 5,0 jam kemudian dijumlahkan sehingga
diperoleh enam data dari enam kali percobaan.

Dari hasit pengamatan dan perhitungan diperoleh rata-rata % aktivitas
peredaman radikal DPPH isolat dengan kadar yang sama satu ppm yaitu
0,06031 + 0,00014 % lebih kec de:ri skualena baku 0,00405 + 0,00008 %
tetapi tidak berbeda makna, sedangkan o- fokoferol mempunyai aktivitas
antiradikat DPPH 13,14867 + 1,04648 % menunjukkan perbedaan bermakna

dengan kedua skualena. Perbedaan yang besar antara dua skualena dan a-

tokoferol hal ini disebabkan «- fokofercl lebih mudah dan iebih cepat

melepaskanxelektmnnya { ') terlibat dari wakiu awal pencampuran  antara

radikal DPPH dan o-tckoferol { 0,0 jam } langsung terihat perubahan
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intensitas warna darl DPPH |, sedangkan skuatena memeriukan wakiu yang
lebih lama dalam memberikan efek serta adanya resonansi dati a-tokoferct

membaearikan dorongan pada gugus fenolnya untuk melepas elektronnya yang
berupa atom 'H {(Gambar 3.5} dan radikal ag-tokoferol bersifat stabil ( De Luca

C. et all., 1996 ) dibanding dengan ikatan rangkap pada molekut skualena

meskipun jumizhnya enam.

6.4, Ui aktivitas antipercksida lemak oleh skualena isolat ; skualena
baku dan a-tokoeferol .

Untuk mempermudah perhitungan dan membandingkan % aktivitas
antiperoksida maka dilakukan perhitungan % aktivitas masing - masing
bahan aktif per ppm. Dari hasil pengamatan tiga bahan aktif { isolat; skualena
baku dan o- tokoferol ) yang masing - masing dilakukan replikasi lima kali .
Dari Ema kal pengamatan dilakukan perhitungan rata - rata maka diperoleh
% akiivitas antipercksida lemak dari isolat { 0,288 + 0,023 % / ppm } lebih
kecil dari skualena baku { 4,684 = 0,098 % / ppm ) hal ini kemungkinan
disebabkan oleh perbedaan siruktur dari keduanya yaitu posisi frans -tfrans -
trans dan isolat dan posisi trans - sis - trans dar skualena baku hal ini

menunjukkan molekul skuaiena baku lebih mudah melepaskan elektrehnya

(H). Sedangkan perbedaan aktivitas yang besar antara keduanya dengan o-

tokoferol (1,048 + 0,165 % / ppm ) hal ini disebabkan oleh u-tokefercl lebih
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mudah dan lebih cepat melepaskan elektronnya { 'H ) karena adanya efek

resonansi dari a-tokoferol (Gambar 3.5) dan radikal «-tokoferot stabil { De
tuca C. et all,1996} dibanding dengan katan rangkap pada moleku
skuaiena meskipun jumlahnya enam.

Dari hasil pengamatan % aktivitas spesifik antiradikal bebas DPPH
dari isolat dan skualena baku ternyata lebin kecit dibanding % aktivitas
spesifik antiperoksida lemak ; hal ini membuktikan bahwa reaksi antara
skualena dan DPPH yang hanya merupakan reaksi kimia biasa tanpa
dipengaruhi oleh faktor ain berfangsung lama dan lemah. Sedangkan dalam
homogenat lever yang merupakan media biologis % akfivitas spesifiknya
reningkat, hal ini kemungkinan adanya pengaruh enzim yang ada dalam
media tersebut yang meningkatkan kerja dari skualena untuk meredam atau
menghambat terjadinya peroksida lemak yang ditunjukkan dengan
menurunnya kadar TBARS { MDA},

Persen aktivitas antiradikal DPPH yang sangat kecit dar skualena
baku maupun iselat ini menunjukkan bahwa DPPH bukan model yang cocok
untuk membﬁktikan sifat antiradikal yang baik dari skualena, tetapi senyawa
tersebut sangat baik untuk zat yang bersifat radikal atau zaf yang mudah
melepaskan elekironnya seperti a-tokoferol, katekot ( Sykes Peter,1987). |

Sedangkan % aktivitas spesifik antiradikal DPPH dari a-tokoferot labih

besar dart % aklivitas spesifik antiperoksida iemak, hal ini menunjukkan
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bahwa reaksi kimia dari u-tokoferol dengan radikal DPPH berlangsung
mudah dan cepat dibanding dalam media biclogis. Dalam pelarut etanol -
tokoferot {arut dan dalam keadaan bebas, sedangkan dalam media biologis
a-tokoferol berikatan dengan membran sel { lipid-soluble ), sehingga dia tidak
dalam keadaan bebas yang berakibat kecepatan reaksinya lambat dan lebih

kecil dibanding dengan realsi kimia biasa ( Rice -Evans, 1991).
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BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan hasil penelitian yang tetah diuraikan di atas maka dapat

ditarik kesimpulan :

1. Dengan uji radikal bebas menggunakan Difenii Pikril Hidrazit ternyata

besarnya akfivitas antiradikat Isolat dan skualena baku tidak ada
perbedaan bermakna, sedangkan aktivitas anfiradikal skualena isolat
dan skualena baku ada perbedaan bermakna dengan o- tokoferol .
Adapun aktivitas antiradikal DPPH per ppm dari skualena isolat |
skualena baku dan o -tokofero! secara berurutan masing - masing
adalah : 0,00031 + 0,00014 % ; 0,00405 = 0,00006 % dan 13,14867 &
1,04648 % ( X +8D)

. Dengan uji akfivitas antiperoksida lemak ternyata besarnya aklivitas
antiperoksida dari isolat; skualena baku dan o- tokoferol masing -
masing ada perbedaan bermakna. Adapun aklivitas antipercksida
lemak per ppm dari isolat ; skualena baku dan o- tokoferol secara
berurutan masing - masing adalah : 0,2884 & 0,0233 % . 0,5841x

0,0094 % dan 1,0478+ 0,1652 %
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7.2 Saran

Bergasarkan hasif penelitian dt atas maka disarankan :

1. Mencari model antiradikal yang cocok untuk skualena secara reaksi
kiria biasa selain DPPH.

2. Perlu diteliti iebih jauh secara in vivo aklivitas skualena sebagai
antiradikal bebas dan antiperoksida femaknya . Untuk memberikan
bukti iimiah kepada masyarakat, karena dipasaran sudah banyak
beredar heberapa merek dagang dari skualena yang dipercaya
dapat menyembuhkan beberapa penyakit yang ditengarat sebagai

akibat adanya radikal bebas.

8o
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Larnpiran 1
Hasil Pengamatan dan perhitungan Aktivitas Antiradikat bebas DPPH oleh Larutan Skualena Baku dalam etanol
diamati dengan spektrofotometer pada » 517
<
Mo | OPPH % 0 jam 1 jam 2 jam 3 jam 4 jam 5 jam
3 hiv
E: A % P A % P A % P A % P A % P A | %P
A | 4120 107 | 0,838 - 0,819 - 0,805 - {0,800 - 0,798 - 0,790 -
@ | 3920.10° | 0,850 - 0,848 - 0,836 - 2,830 - 0,828 - 0,825 -
5 | 4,100, 10° | 0,885 - 0,885 - {1,885 - {3,885 - 0,885 - 0,885 -
Z | 3,840 10° | 0,855 - 0,853 - 0,850 - 0,843 - 0,837 - 0,830 -
4.060. 107 | 0,893 - 0.893 - {0,888 - 0,833 - 0 863 . 0,856 -
lW 4,008.10° | 0,864 - 0,860 - 0,853 - 0,848 - 0,342 - 0,837 -
%D | 0,122, 107 | 0,024 - 0,030 - {1,035 - 0.036 - 0,033 - 0,036 -
V 3,048 2,735 - 3,484 - 4 084 - 4,270 - 3.859 - 4,251 -
L
[a
Wo. | Skualena 0 jam 1 jam 2 fam 3 jam 4 fam 5 jam
halu(ppm) A % P A % P A % P A % P A % P A % P
1 | 20195800 | 0,715 | 14677 | 0698 | 14774 | 0.680 | 15528 | 0672 | 16,000 | 0.663 15,817 | 0842 | 18734
2 | 20356700 | 07091 16588 | 0703 | 17,000 | 0,890 | 17,464 | 0682 | 17,831 | 0,678 18,116 | 0.B75 | 18,182
3 | 20112400 | 0,770 | 12,984 | 0765 | 13,559 | 0,760 i 14,124 | 0,755 | 14,689 | 0.748 15,480 | 0,720 | 15,384
4 | 20128800 | 0728 | 14854 | 0721 | 15475 | 0.718 | 15529 | 0,714 | 15303 { 0.710 15173 | 0702 | 15,422
5 1 20012200 {0741 ] 17,021 | 0738 | 17357 | 0,730 | 19,783 | 0.725 | 17.884 | 0.708 17,961 | 0,703 | 17,674
X | 20161040 | 0733 ] 15227 | 0725 | 15853 { 0,716 | 16488 | 0,710 | 16,343 { 0.701 16,729 | 0,692 { 17,318
SD| 127345 10024 | 1620 £.027 1566 | 0032 | 2167 | 0,034 | 14862 0,033 1,366 | 0,037 { 1,372
KV 0,632 3314 | 10840 | 3776 | 10,194 | 4378 | 13325 | 4723 | Bg48 4,631 8162 | 5264 | 7921
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Lanjutan
No. i Skualena 0 jam 1iam 2 jam 3jam 4 jam
Baku (ppm} A WP A Y% p A % P A % P A %P
1 403591600 | 0,586 { 30,072 0,564 31,936 | 0535 133540 | 05621 | 34,875 0518 35,338
m. A0712,200 | 0,577 32 118 0,675 32193 | 0566 | 324101 0551 | 32.410 {557 32,730
2 40224800 | 0643 § 27,345 0,636 28136 | 0,630 288141 0B28 | 20266 0.620 28 944
# | 40257200 | 0604 | 29357 0.601 29,534 | 0,597 [ 28765 0.590 | 30,012 | 0,581 30,585
5 40024400 | 0603 | 32,475 0,600 32,811 | 0,583 | 33221 | 0,587 | 33,522 0.570 33,551
X | 40322080 { 0603 | 30,273 0.585 | 30762 1 0,584 | 31,550} 0577 | 32017 | 0,565 32,510
ﬂU 254,691 0,025 2,104 0,028 1,623 0036 | 2131 0,039 2,355 0,038 2,258
s 05632 4,202 6,850 4 679 g 251 8,107 | 6754 | 6,747 7,354 6,636 4,940
-}
Np, | Skuazlena 0 jam 1 jam 2 jam 3 jam 4 jam
< | Baku{ppm} | A % P A % P A % P A % P A %, P
3 S0489 500 | 0502 | 40085 0,478 416368 | 0468 | 41,8631 0,521 | 41,875 0.516 42 105
¥ | 50890500 | 0,503 | 40,824 0500 | 41038 | 0491 1412681 0484 | 41687 | 0480 42029
3 50281000 | 0,545 | 38413 0 540 38883 | 0535 {39648 0530 { 40113 0,526 40,565
3 50321, 500 | 8533 | 37 681 0,526 38,335 | 0512 {39,765 ] Q803 § 38,739 0,503 39,801
5 SO030.500 | 0,543 39154 0.541 38,418 | 0.534 | 39,865 0,527 § 40,317 0,458 422694
X 1 50402800 1 0525 | 30238 0517 1 39882 { 0508 {40462 0514 ; 40,746 | 0505 41,379
SO 1 318363 1 D021 1,266 0,027 1,389 | 0029 { 1036 | 0,019 | 0.868 0,018 1,076
Ky (.632 4,040 3,227 5,284 3,508 5663 | 2860 | 3853 2375 3,488 2601
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Lanjutan
Skualena | 0 jam 1 jam 2 jam 3 jam 4 jamn Sjam i
baku {ppnt} A % P A % P A %P A % P A % P A % P

60587400 | 0,440 | 47,454 0,426 45985 | 0418 | 48075} 0.415 | 48,125 0,405 49,248 | 0,400 | 49,367 ;

610686800 | 0,431 | 49254 0,428 | 40,528 | 0,419 | 49,880 } 0,411 | 50,482 0,403 51,32¢ | 0,400 | 51515

80337,200 | 0,479 | 45876 0,462 47,797 | 0454 | 48,701 | 0.449 | 44,266 0,444 48,831 0,439 | 50,356

60385,800 | 0488 | 45,263 0445 | 47,832 | 0433 | 49059 0423 | 493822 0,413 50,657 | 0,402 | 51,566

60036,600 | 0,459 | 48,600 0,454 48160 | 0445 | 49.887 | 0440 § 50,170 0,420 51,133 | 0,413 | 51,752
60483,120 | 04585 | 47,308 0,443 48,660 | 0434 149120} 0428 | 48,573 0417 50,440 | 0411 | 50919

382,036 0,020 1,723 0.016 0,797 | 0016 | G781 | 0,016 § 0,827 0,017 0,882 0,017 | 1,049

0632 4,338 3,643 3,068 1,637 | 3650 | 1,585 | 3,820 | 1,870 3,968 1,748 4,057 | 2000

Skuziena 0 jam 1 jam 2 jam 3 jam 4 jam 5 jam
Baku {ppm) { A % P A o P A % P A % P A % P A | %P

70685,360 | 0375 | 55251 0,364 55,556 1 0,355 {55801 1 0,350 : 55,250 0,345 56,767 | 0,340 i 58,8962

71245700 | 0,368 | 56,588 0,388 58,840 | 0,360 | 56,938 | 0354 | 57 348 0,350 57,730 | 0,347 ] 57,939

70393400 | 0444 | 48,831 0,437 50622 | 0432 | 51,187 | 0425 ; 51,977 0,420 52542 | 0410 | 53.672

70450,100 | 0422 | 50,643 0,385 53,224 § 0,387 | 544711 0379 | 55042 0,374 55,317 | 0,362 | 56,386

70042700 ) 0,382 | 56,103 2,381 57,335 1 0,370 | 58,333 ; 0362 | 59003 0.334 61,300 | 0,327 181800

70563,640 | 0,400 | 53,682 0389 | 547151 0,381 | 55366 | 0374 | 55824 + D365 56,731 | 0,357 | 57,352

445 708 £.031 3,195 0,030 2,787 1 0031 F 2731 | 0031 | 2645 0,034 3.218 0,032 | 2948

§ CC!H R A L mRP'L§1AKb§\@~u¢i!mmm|wurnA g

0,632 7,824 5,552 7,727 5,003 | 8173 | 4832 | 8,182 | 4,728 9,393 5,672 8,088 ] 5140

UJI PERBANDINGAN AKTIVITAS SKUALENA DENGAN alfa - TOKOFEROL ...ANIEK SETIYA BUDIATIN

TESIS



<+
L2
Lanjutan
<
O
)
2 _ _ -
7@. Skualena 0 jam 1 jam : 2 jam 3 jam 4 jam Sjam i
o | Baku{ppm) | A % P A % P A % P
w 80783,200 | 0,280 655,384 0,288 65,835 | 0,272 | 66,211 | 0,261 | B7.375 0,258 57,660 0,250 | 68,354
= 81424 800 | 0,281 65,785 (0,289 65,820 | 0,281 | 66,388 | 0,275 | B6,867 0,270 67,381 0,267 | 67,636
3 | 80445,600 | 0,336 | 52034 0,306 85424 | 0,298 | 68,328 | 0,289 | 67,345 0,285 &67.797 0,280 | 6§,362
E BO514,400 | 0,335 | 50,819 0,299 54,947 | 0,282 | 66,824 ) 0272 | 67,734 0,264 68,459 0257 | 69,036
i,m 80048,800 ¢ 0329 ; 63158 0.318 84,614 | 0,302 {65991 | 0283 | 65818 0,265 69,285 0,257 | 69,977
X1 BOB44 180 | 0,316 | 63434 £,300 65,348 | 0287 {66348 | Q0278 | 67278 0,268 68 122 0,262 | 68,673
S0 509 381 0,024 2130 00312 0,563 003 {1 0308 | 0013 0,384 G010 0,763 0,012 | 0,881
hal 0,632 7,468 3,358 3,939 0,862 4380 | 0461 | 4476 | 0571 3,731 1,120 4580 t 1,283

4
Keterangan : A = Absorpsi dan P = Peredaman

Cantoh perhitungan % aktivitas peredaman

Ab = abserpst blanko | As = Absorpsi sampel

%P={{1-As/Ab)100% }

% P pada 60 menit dari skualena baku 80048,800 ppm = {( 1-0,316/0,883) 100 % } = 64,614 %

Perhitungan % P per ppm = 64,824 / B0048,800 = 8,073 .10
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Lampiran 2

Hasil Pengamatan dan perhitungan Aktivitas Antiradikal bebas DPPH oleh Larutan Skuaiena Isolat dalam etanol
diamati dengan spektrofotometer pada » 317

<
K. | DPPH % biv Giam 1jam 3 fam | 3jam d7am 5 jam
< A g, P A % P A % £ A % P A % P A % P
% | 4.080 10° | 0.845 _ 0.642 : 0840 | - 0.939 : 0.937 ~ 0935 -
2 4,140. 107 | 0,967 - 0,966 - 0,964 - 0,961 - 0,960 - 0,958 -
7:) 4.080.10° | 0,938 - 0,835 - 0,933 - 0,930 - 0,927 - 0,925 -
Y 4,004 107 0,888 - 0,885 - 0,880 - 0,877 - 0,875 - 0,870 -
5 4,012 10" 0,878 - 0,874 - 0,872 - 0,871 - 0,865 - 0,866 - [
X | 4067.107 | 0,923 - 0,920 - 0,918 - 0,916 - 0,914 - 0,911 -
$n | 0051107 | 0039 - 0,038 - 0,040 - {3,040 - 0,040 - 0,041 -
R 1,262 4,225 - 4,266 - 4,353 - 4,333 - 4,364 - 4,485 -
A .
hd
M. Skualena 0 jam 1 jam 2 iam 3 jam - 4jam 5 jam L
i isolat {ppm} A % P A o% P A % P A % P A % P A %P
1 0060000 | 0994 | 0106 | 0941 | 01068 | 0,537 { 0319 | 0923 | 1.704 0,903 3627 10892 | 4539
2 50065000 | 0966 | 0903 | 0.965 | 0107 | 0,950 | 0429 | 0,944 | 1,769 0.927 3438 [ 0919 4071
3 0045000 | 0937 | 0407 | 0934 | 0,407 | 0829 | 0429 | 0.915 | 1,613 0,808 3,128 [0888 | 4,324
4 49825000 | 0887 | 0,413 | 0884 | 0113 | 0875 | 0568 { 0863 | 1,598 0,845 3429 | 08331 4253
5 49350000 | 0875 | 0114 | 0873 | 0114 | 0867 | 0573 | 0,855 | 1,837 0,838 3567 | 0825 4,734
X | 49869000 | 0832 | 0109 | 0919 [ 0,108 | 0914 | 0484 | 0.500 | 1.704 0882 3438 08711 4.398
5D 307,071 0051 | 0005 | 0,029 | 0004 | 0041 { 0,107 1 0.038 ; 0,102 0,039 0,193 | 0040 | 0,268
KV 6,616 5446 | 4348 | 4270 | 3457 | 4446 | 23,175 ¢ 4,333 | 8,004 4,400 5608 | 4830 ! 8.090
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Lanjutan
No. Skualena 0 jam 1 jam 2 jam ] 3jam 4 fam 5 jam
isclat {ppm) A % P A % P A % P A %o P A % P A %P
100120,000 0543 0,212 0,938 0,318 0931 | 0858 | 0,880 | 5218 0,868 7577 0,858 8,235 |
2 1003130,000 0,965 0,207 0,863 {3,321 0,963 | 0,865 | 0,908 | 5.515 0,886 7.708 0873 8,873
E: 100090,000 | 0836 | 0213 | 0832 1 0321 | 0,824 | 0,565 | 0,883 | 5034 | 0,860 7,228 1 0852 { 7.882
% 99650,000 08686 | 0225 | 0883 1 0226 | 0870 ] 1,136 | 0829 | 5473 | 0.803 8229 | 0786 | 9655
o) 98700,000 0,874 0,728 0,872 0,229 0882 | 1147 | 0,823 | 5511 0,798 3,170 0,781 9815
% 297.38,000 8,921 0,217 0,918 0,283 0,508 | 1,034 | 0,867 1 5354 0,843 7,782 0,830 8,894
614,142 0,038 0,009 0,038 8,051 0,040 §{ 0,088 + 0,038 § 0,208 0,040 0,420 0,043 0,847
_‘m.__. 0516 4234 | 4160 | 4221 [ 17961 | 4305 | 9483 | 4411 | 3887 ! 4,707 53594 | 5207 9.517 |
Z
NB. Skualena g jam 1 jam 2 jam ] 3 jam 4 jam 5 jam
= | isolat { ppm ) A % P A % P A % P A % P A % P A o P
3 200240,000 0,842 2,318 0,936 0637 10816 | 2553 | 0,876 | 6708 0,768 18,036 | 0,858 ; 32,941
m 200260000 1 0964 + 0310 | 05858 | 0749 | 08940 ¢ 2250 | 0,893 | 7,078 0,803 16,354 | D632 | 34,029
! 200180,000 0,935 3,320 0,928 0749 | 0812 | 2251 | 0,867 | 6774 0,773 16,613 [ 0619 | 33,081
4 196300,000 (.885 0,338 0,878 0,791 0859 | 2386 | 0,807 | 7982 0,719 17,829 | 0673 | 33,448
5 197400,000 1 0873 | 0,343 | 0867 | OB01T | 0851 | 2408 | 0,807 | 7348 0,716 17,606 | 0.583 | 32679
X | 198476000 | 0920 | 0326 | 0914 | OTF54 10896 | 2370 | 0,850 | 7,178 0,756 17,283 | 0.654 { 33236
5D 1228 283 0,039 014 0,639 0065 | 0039 | 0,126 | 0,040 | 0,517 0,033 0,755 1 0118 {0,523
KV 0,618 4 238 4,310 | 4,313 B732 | 4318 | 5328 | 4,747 | 7202 4,955 4,368 | 17,75 1,574
g
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Lanjutan
5
Ng. Skualena 0 jam 1 jam 2iam 3iam 4 jam 5 jam
3 | isclai {ppm) A %P A % P A % P A % P A % P A % P
T 550300.000 1 0941 | 0457 © 0.925 | 1,805 | 0008 | 3,404 | 0,803 | 14484 | 0810 ; 34899 | 0.263 | /1.872
£ | 950325000 | 0.967 | 0426 | 0949 | 1,820 | 0934 | 3,320 | 0.811 {15600 | 08618 | 35521 & 0253 73,591
$ | 550225000 | 0034 | 0,426 | 0518 | 1818 | 0802 | 3,323 | 0798 [ 14,194 | 0612 | 33,981 j 0257 72,216
¥ T 549125000 | 0.885 | 0,563 | 0669 | 1,808 | 0850 | 3,409 | 0,738 | 15,850 | 0.554 | 36,388 | 0,227 73,508
£ T 246750000 | 0.870 | 0571 | 0859 | 1.716_1 0,843 | 3,326 | 0,731 | 16074 | 0555 | 36134 | 0225 | 74,018
¥ | 245345000 | 0918 | 0,482 | 0904 | 1.793 | 0,887 | 3,356 | 0.776 | 15.242 1 0590 ) 35384 | 0245 73,121
a5 [ 1535354 | 0,040 | 0078 _| 0,039 | 0044 {0036 { 0,046 | 0038 | 0847 { 0,033 | 0973 | 0,018 1,003
1 0,616 4306 116,156 1 4253 | 4,438 | 4429 | 1.365 | 4951 | 5557 | 5522 | 2781 | 7233 | 1.372
o
[i4
No. Skualena 0 jam 1 jam 2 jam 3 jam 4 jam 5 jam
€ | isofat { ppm) A % P A % P A % P A % P A % P A % P |
T T7300360.000 | 0.956 | 0.741 | 0.819 | 2442 | 0.893 | 5000 | 0774 | 17,572 | 0461 {50800 | 0,153 | 83,636 |
51 300350.000 1 0960 | 0640 | 0.942 | 2.570 | 0920 | 4,180 | 0,780 | 18,835 | 0,484 | 51867 | 0,166 | 82,672
3 T 300120.000 | 0932 | 0.640 | 0911 | 2,567 | 0894 | 4186 | 0768 | 17.312 | 0462 | 50,162 1 0.154 | 83357
3 T 598950000 | 0881 | 0788 | 0,865 | 2260 | 0,843 | 4,205 { 0,711 | 188281 0422 51771} 0138 | 84,138
= 266106000 | G865 | 0799 | 0.855 | 2,474 | 0851 | 4702 | 0,703 | 19228 | 0427 {50,863 | 0,140 | 83,834 |
1298184000 | 0916 | 0722 | 0898 | 2,408 | 0.876 | 4,453 | 0,747 | 18387 | 0447 151,053 | 0,150 | 83,526
SO | 1822040 | 0035 | 0.078 | 0037 | 0.180 | 0,038 | 0376 | 0,037 | 0884 | 0821 | 0868 | 0012 | 0,557
KV 0,609 4967 | 10755 | 4.121 | 7,491 | 4,294 | 8490 | 4,976 | 4,807 | 4657 | 1,309 | 7626 | 0.870
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Lanjutan
3
% . . _ . , 5 jam
. 1 Skualena 0 jam 1 jam 2 jam 3 jam 4 jam
__,Mu isclat {ppm) A oG P A %P A % P A %P A % P A Yo _uu
m_ 400480,000 0,825 2118 0,894 5,095 0.846 110000 | 04687 | 50,266 ¢ 0,102 B9, 114 0063 | 94,332
2 400520,000 0,944 2,450 0,916 4,820 0866 {10,166 { 0488 | 51197 | 0098 38 792 0,051 94 875
i1 4006360,000 0,915 2,480 0,589 4920 | 0,838 {10397 { 0461 | 504301 0,091 80,183 0,043 | 95,351
2 388600,000 {0,865 2,580 0,838 5311 0,750 {10227 { 0,410 | 53,250 | 0069 82,114 0,043 | 95,053
W 398600,600 0,855 2,397 0,829 5.149 6,784 1100821 0,423 | 51,4351 0,071 g1 830 0,046 | 94,683
X 3589712,000 0,901 2.401 0,873 &,079 0824 | 10176 0446 | 51,316 1 0,086 o0 &80v 0,047 | 84,821
0 10165,819 0,038 0,175 0,038 o166 | D036 | 0,150 | 0,028 | 1,189 | G015 1,308 0,003 0,392
[V 0,254 4311 7.268 4328 3,259 4,351 1471 &, 161 2317 17773 1443 9755 i 0,414
:
i
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Lampiran 3
Masil Pengamatan dan perhitungan Aklivitas Antiradikal bebas DPFH cleh Larutan o - Tokoferol dalam etanct
diamati dengan spekirofotometer pada 7 517
NE. DPPH 0 jam 1 jam 2 jam 3 jam 2 jam 5jam |
E: (ppm) A % P A % P A %P A % P A % P A % P
A 3,740,107 | 0,825 - 0,823 - 0,822 - 0,821 - 0,820 - 0.820 - ]
D 3.700.10° | 0,803 - 0,802 - 0,800 - 0,800 - f,800 - 0,798 -
Y | 3080.10° ! 0,749 - 0,748 - 0,747 - 0.747 - 0,746 - 0,743 -
£ 3,960, 107 | 0,889 - 0,869 - 0,864 - 0,858 - 3,853 - 0,854 -
% 3812 10~ | 0,908 - 0,858 - (0,894 - 0,888 - 0,883 - 0,873 -
% | 3858.10° | 0,831 - 0,828 - 0,825 - 0,823 . 0,820 - 0,818 -
3P 0,130 0,061 - 0,058 - 0,057 - 0,054 - 0,052 - 0,051 -
e 3,357 7.387 - 7,063 - 6,907 - 5,500 - 5,373 - 6,221 -
[11]
o : -
Ne. | a- Tokoferol 0 jam 1 jam 2 jam 3 jam 4 jam 5 jam a
{ ppm ) A % P A %, P A % P A % P A % P A % P
1 5,350 0720 | 312727 | 0.718 | 12,758 | 0,718 112652 6,715 [ 128111 0710 | 13415 | 0,707 i 13,781
7 5,300 5,700 | 12,827 | 0698 | 12,968 | 0,605 [13,125] 0.694 | 13250 | 0694 | 13375 & 0,691 13.408
3 5,200 0.635 [ 15900 | 0632 | 15,508 | 0,630 | 15663 | 0627 | 16,064 | 0,625 | 16220 | 0,624 | 16015
4 5775 0718 | 17.376 1 0,711 | 18,182 | 0,702 | 18,750 | 0,695 | 18,998 | 0890 | 19.108 | 0,680 | 18935
5 5,350 D747 | 17.822 | 0,735 | 18,152 | 0.734 | 17.897 | 0,732 | 17.568 | 0,742 | 15968 | 0.736 | 15,693
X 5,335 8704 | 15184 | 0699 | 15514 | 0,696 | 15617 | 0,693 | 15758 | 0692 | 15617 | 0688 | 15,567
SD 0,099 0.042 | 2417 | 0040 | 2653 | 0040 : 2,739 | 0.040 | 2658 | 0.043 2.375 0,041 | 2,203
KV 1,863 5075 | 15804 | 5675 | 17,102 | 5,713 | 17,541} 5760 { 16,868 | 6180 | 15205 | 6011 | 14,152

UJI PERBANDINGAN AKTIVITAS SKUALENA DENGAN alfa - TOKOFEROL ...ANIEK SETIYA BU?DIATIN

TESIS



S
Lanjutan
No. | e- Tokoferol {0 jam 1 jam 2 jam ; 3 jam 4 jam 5 jam
< (opm) A % P A % P A % P ) o P A % P A % P
P 10,700 Q603 § 26,909 | 0587 | 27,461 | 0,685 j 27.618 0,585 | 28,745 {1,580 26 268 | 0579 | 29,350
2 10,800 n588 | 26775 | 0586 | 26,933 | 0586 126750 0,586 26,750 0,555 26,875 | 0,585 | 26,682
F 10,400 0507 32,310 {0,506 32353 1 0,505 {32388 % 0,505 | 32,396 0,503 32574 | 0,503 | 32,302
_M 18,550 0 568 34,522 0,561 35443 | 0,558 | 35417 1 0,550 | 35887 0,545 35,108 | 0540 36,085
l...m 10,700 0,635 30,143 0624 | 30512 | 0623 {20313 ] 0622 | 28,955 0,620 29785 | 0816 | 29,438
= 10,670 0580 | 30,132 | 0575 | 30,540 | 0,573 ; 304898 | 0570 | 30,749 0,567 & 30,922 { 0,565 § 30,784
.|£m.g {1989 {048 3,378 0,045 3529 | 0,045 | 3542 | 0,044 | 3530 0,044 3537 0,044 3,571
K 1,863 8,203 11,214 7,762 41556 | 7.7/80 | 11614 | 7,757 | 11,481 7.834 11,437 { 7,783 11,600
X
v@. a- Takofero! @ jam 1 jam 2 jam 3 jam 4 jam Sam
g { ppm ) A o P A o P A % P A % P A %P A % P
i 16,050 0513 | 37818 | 0,512 | 37,789 | 0511 {37,835 | 0,509 | 38,002 0 505 38,415 | 0,504 | 38,537
@ 15,900 0,496 | 38232 0,434 38,404 | 04083 {38375 0493 | 38373 0453 38375 | 0,482 | 38346
3 15,600 0446 | 40,454 | 0444 | 40642 | 0,442 | 40,830 | 0.442 | 40,830 0,441 40885 | 0,440 { 40,781 |
4 16,425 0490 | 43613 | 0,489 | 43982 | 0,484 | 43,982 | 0477 | 44,406 0,470 44,000 | 0460 | 452962
5 18,050 0549 | 39944 | 0539 | 39978 | 0,533 | 40,380 | 0,525 | 40,878 0,519 41,223 {1 0,518 | 40,664
A 16,005 0,499 15544 | 0498 | 40159 | 0,483 | 40,280 | 0,488 | 40,498 0,486 40760 | 0,483 | 40778
50 0,288 0,037 2.307 0,035 2428 0,034 | 2430 | 0032 | 2562 G,031 2672 0,032 2,808
Ky 1,863 7.498 5775 1.034 G 045 6835 § 6033 { §516 | 5516 8,330 6,555 6,651 T 43

L
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Lanjutan
Ng. | - Tokoferol 0 Jjam 1 jam 2 jam 3 jam 4 jam 5 jam
Q {ppm) A % P A o% P A % P A % P A %P A | %P
£ 21,400 D413 | 49935 | 0406 | 50668 | 0402 151,085] 0400 | 51,278 | 0,387 51,585 | 0,395 | 51.828
E 21,200 0365 | 54,795 | 0,361 | 54988 § 0,380 55,0001 0,360 | 55000 | 0.360 55,000 | 0,358 | 55.013
® 20,800 0360 | 51838 | 0354 | 52674 | 0,340 153,280 0347 [ 535481 0345 53,753 | 0.344 | 53,701
) 20,600 0420 | 51668 | 0415 | 52244 | 0409 | 52,662 | 0,400 | 53,380 | 0,394 53,810 | 0,388 | 54,083
& 21,400 0437 | 51925 | 0424 | 52784 | 0423 152685 | 0,422 | 52,478 | 0421 52322 | 0421 | 51,776
b4 21,140 0399 | 52053 | 0,392 | 52,672 | 0,360 | 52,044 | 0,386 | 53,137 | 0,383 | 53,294 | 0.381 | 53.280
5B 0,279 0035 | 1744 | 0032 | 1547 {1 0032 { 1406 | 0,631 | 1,377 { 0,031 1,347 0.030 | 1,431
xw 1,321 8644 | 3350 | 8221 | 2938 | 8304 | 2655 | 8078 | 2,582 | 7.968 2527 7671 | 2,686 ;
<
N2. | a- Tokoferof 0 jam 1 jam 2 jam 3iam 4 jam 5 jam L
i { ppm } A % P A % P A % P A % P A % P A % P
T 26,750 6201 | 64727 | 0,280 | 65978 | 0,272 {66,910} 0,268 | 67,327 | 0,263 67,927 | 0,282 | 68048
2 26,500 0279 | 65255} 0276 | 65586 | 0,272 {66000 0,270 | 66250 | 0,268 £6,500 | 0,267 | 66.541
3 26,000 0.954 | 66088 | 0246 | 67,112 | 0,242 | 67604 0238 {68,138 ] 0234 | 686833 | 0234 | 68506
4 26,375 0268 | 69160 | 0,262 | 68,850 | 0.256 | 70,3701 0,253 | 70,692 | 0350 70,602 | 0249 | 70,533
5 26,750 0348 | 61,716 | 0340 1 62,138 | 0,336 [ 624161 0,330 163,194 ] 0,325 63,194 | 0,322 {63116
x 28,475 0,208 | 85380 | 0,281 | 66,133 | 0,276 | 66,6601 0,300 | 67,389 | 0,268 67.38% | 0,267 | 67,349
SO 0,311 0036 | 2677 | 0036 | 2787 | 0,036 | 2880 { 0054 | 279G | 0035 2,790 0,033 | 2,763
Ky 1,176 12575 | 4,003 | 12.707 | 4,514 | 13066} 4320 | 17,808 | 4,140 | 12864 | 4,140 112520} 4,103 j
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Lanjutan
No. | o- Tokoferol 0 jam 1 jam 2 jam 3 jam 4 jam Sjam |
{ppm) A % P A % P A % P A % P A %P A % P
% 3z 100 p216 | 73818 | 0,187 77.278 | 0179 | 78,224 | 0,174 | 78,806 0,163 79,512 | 0,166 um.ﬂmm.
E...m 31,800 0,188 | 76,837 0,181 77.431 | 0178 | 77,750 0178 | 77750 0,178 77750 ] 0178 | 77.894
3 34.200 0182 | 75701 0,180 75936 | 0177 | 78,305 0.1V4 | 76,707 0,171 ; 77,078 1 0,168 | 77,388
& 31.850 0.168 | 80,867 | 0,160 81588 | 0,156 | 81844 | 0,154 | 82,051 0,152 52,181 0,150 1 82,248
2 32,000 0,251 72,387 1 0,240 73.274 | 0,234 | 73,826 | 0,230 | 74,089 0228 74179 1 0,225 | 74227
3 31,810 0,201 75882 1 0180 i 77401 | 0185 { V7,610 | 0,182 | 77.883 01759 78,000 | 0177 | 78283
58 0,368 0033 3175 0,030 32 0,025 | 2967 | QU028 | 2913 0,625 2976 0,028 2,972
KE/ 1,157 18,532 1 4,184 15,799 3808 | 15755 3822 (15618 | 3,740 18,047 3,811 16,031 3.806
Z
nazmz perhitungan luas area dibawah kurva (AUC):
Dari mﬂm % P/ ppm , digunakan rumus : .p.cn_,un [ Pn+ Pn-1 }{tn-th-1]
S . 2
.um:._mmﬂ =waklu {jam ) n = jam ke dan AUC = Area Under Curve
No. % Aktivitas anliradikal { % P / ppra ) o - tokoferol
0.0 jam 1.0 jam Z2.01am 3.0 fam 4 () jam 5.0 am
1. 2,845 2,907 2,928 2,854 2932 2,919
_p,cnw = [2845+0][0-0] ufhm“bcn“ , = {2,907 +2,849]{1-0] = 2,878
5 . e
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Lampiran 4

HASIL LIMA KAL] PENGULANGAN AKTIVITAS ANTIPEROKSIDA LEMAK o -
TOKOFEROL DALAM HOMOGENAT HEPAR TIKUS , DIAMATI DENGAN
SPEKTROFLUOROMETER PADA ) gis. = 539 nm OAN b gn = 548 M

[— No. Kadar | Intensitas % Anti- Kadar | Intensitas [ % Anti-
{ppm) warna peroksiga (ppm) WAIMa peroksida |
1 10,080 11,2 14,119 25200 576 4 29,060
2 10,080 4013 14,708 258,125 416 0 29082 |
E 10,200 610 4 13,854 35,050 570,2 31,248
4 10 060 530.5 12,107 25,150 4571 29738
5 10,080 4937 12,168 25,200 4518 55,049
X 10,058 13,391 25 145 30677 |
g0 0,025 1,186 0,062 2,951
KV 0,249 8 8354 0,247 7,201
Mo, Kadar intensitas % Anti- Kadar Intensitas % Anti -
{pom) Warna neroksida {ppm} warna peroksida
1 50,400 5220 2422 78500 4784 71,144
2 50,250 358 6 50,650 75,375 271.5 74 242
3 63,100 5279 49 550 75,150 480,14 70,232
4 50,300 372.7 50,012 75,450 266.9 70622
§ 50,400 3682 50,645 75,600 3513 70185
X £0 290 £0.656 75,435 349,7 71,285
50 0,125 1,061 {187 1,697
4% 0,249 2,153 0, 248 2603
No. Kadar | Intensitas % Anti- Romrol | Blanko 1 | Blanko il
{ppm) warna peroksida .
1 100 800 A448.5 84 111 2859 4112 53,02 ]
2 100,500 2149 80,572 496 4 1764 127 .2
3 100,200 453,7 81,655 288 5 411,3 57,38
4 100,500 2145 88,014 584, 1 164,68 2678
5 100,800 2036 88,759 B350 2787 587.8 |
X 100,580 86,422
SD 0,249 3,391 .
KV 0,248 | 3923 ]
TESIS
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l.ampiran 5

HASIL LIMA KALI PENGULANGAN UJ1 AKTIVITAS ANTIPEROKSIDA LEMAK
SKUALENA BAKU  DALAM HOMOGENAT HEPAR TIKUS , DIAMATI DENGAN
SPEKTROFLUOROMETER PADA X gis. = 539 nm DAN A gy, = 549 nm

Noe. Kadar Intensitas % Anti- Kadar | Infensitas [ % Anti- |
fpimd WArna peroksida {ppm} peroksida
1 10,030 422 8 5 542 25,075 399 1 12,838
2 10,050 463 1 4 808 25125 4371 12,078
3 16,010 4375 5118 25,025 410,1 | 13,349
4 10,030 700,0 4,634 35 075 666,32 10,906
5 10,040 B66,49 4 550 25,100 649 3 12,638
X 10,032 4,851 25,080 12,362
S0 0,015 0,400 0,037 0,833
KV 0,150 8,081 0,148 7.543
No. Kadar intensitas % Anti- Kadar Intansitas % Anti -
{ppm) warna percksida (ppm} warna peroksida
1 50,150 3459 29,218 75,225 287 .1 47,321
2 50,250 370.8 30,364 75375 308,3 48 152
3 50,050 350.8 31,069 75,075 298.3 46,782
4 50,150 566.4 28,498 75 2258 4765 46 231
& 50 200 6131 28 355 75,300 580 4 44 302
X 50,160 29 701 75,240 48 558
S0 0,074 1,048 0,111 1,447
Ky 0,148 3,530 0,148 3107
No. Kadar Intensitas % Anti- Kontrof Blanko Blanko it
{ppm} WaImna peroksida
1 100,300 1802 77,155 450.5 16,0 125,73
2 100,500 222,5 71,263 493,8 118,3 1318
3 100900 2054 74 589 465,3 1205 131,2
4 100,300 349,1 69,887 7240 1876 223.7
5 100,400 5218 71,232 B33 459 2 6457
* 100,320 72 825
sSD 0,148 2,978 _
Ky 0,148 4,088

Contoh perhitungan % aklivitas antiperoksida lemak

{E.Sed i~ EBlankol}
% aktivitas = [ 1- (E. Kontrol - E.Blanke It} ] 100 %

Kadar = 100,300 : Intensitas warna { £.sed.Uji ) = 180,2; E. Blanko | = 116,0
E. Kontrol = 450,5 : E.Blanke Ii =125,7 {1802 - 116,01
% aklivitas antiparoksida lemak = [1-{ 450,5- 1257 ) | 100 % = 77,162
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Lampiran 6

LIMAKALI PENGULANGAN AKTIVITAS ANTIPEROKSIDA LEMAK SKUALENA ISOLAT
DALAM HOMOGENAT HEPAR TIKUS , DIAMATI DENGAN SPEKTROFLUOROMETER
PADA A ggs. = 539 nm DAN A g = 549 nm

No. Kadar Intensitas % Anti Kadar Intensitas %o Anti-
{pom) Warma percksida fpprm) warna peroksida
1 10,044 840, 1 2,140 26,100 8241 4 983
2 10,045 1015 2,100 26,125 488 B 5,085
3 10,370 0950 1,858 25,925 9757 4918
4 10,240 £14,0 1,730 25600 9011 4,280
5 10,380 971,5 2,042 25975 953 5 5157
X 10,378 1,874 25,945 4 898
2D 0,084 0,174 0,210 0,407
KW 0,810 8,831 0.810 » 8,210
No. Kadar intensitas % Anti- Kadar Intensitas % Anti -
{ppm}) warha peroksida {ppm} WwWarna peraksida
1 50,220 T8 1 10,538 78 300 761,5 17,866 |
2 50,225 970 8 10,243 78,375 0388 16,138
3 51,850 944 3 9,900 71775 804,3 16,246
4 51,200 8709 10,201 78,800 8412 16,038
8 51,950 9213 10,728 77,925 8903 16,093
X 21,088 10,322 77,835 18,474
S 0,842 0,320 0,187 0,776
KV 0,165 3,103 0,248 4,711
No. Kadar Intensitas % Anti- Kontrol Blanko | Blarko Il
{ppm) WA peroksida
1 104,400 722 6 25,635 8170 350,7 316,68
2 104,500 B90,5 26,037 8990 483.6 4562
3 103,700 BG7.1 22148 8948 | 3764 364,86
4 102,400 8125 21,878 963,2 414,0. 454 4
5 103,900 B44.6 24 001 094,48 376,4 3646
X 103,780 23,700
S0 0,841 1,741
Kv 0,810 7,345

TESIS
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Lampiran ¥

Larutan Dapar Fosfat { FBS )

Dulbeccos’ Phosphate Buffer Solution

gl
Na G e 8.000
KCl . 0,200
CaClz2H0 ..oococvev. 0,100
MgCl2.8 H:0 .. 0,100
NazHPO4.2H.0 ... 1,150
KH2POs oo 0,200

NaORH 1 N ad pH 7,40
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