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ABSTRACT 

Electronic waste contains hazardous materials which have an adverse impact on the 

environment. Therefore, a solution is needed to recycle electronic waste. One solution is 

recovering copper metal from the Printed Circuit Board (PCB) in electronic waste. The 

dissolution of copper is carried out by the leaching method, which means dissolving copper 

using a selective solvent. Analysis of copper was performed using Inductively Coupled 

Plasma-Optical Emission Spectroscopy (ICP-OES). This experiment aims to determine the 

factors that influence the optimization of copper dissolution from PCB electronic waste by 

leaching method and analysis the copper content using ICP-OES. The primary data 

obtained is the per cent recovery of each factor that affects copper dissolution, which is the 

concentration of sulfuric acid as a solvent, the percentage of solid / liquid, the speed of 

stirring, the temperature, and the length of stirring. The optimum conditions were achieved 

in the form of the highest recovery in each variation, which is 9.8% sulfuric acid, 5% 

solid/liquid percentage, 200 rpm stirring speed, and at temperature 60 °C with a stirring 

time of 120 minutes, the per cent recovery was obtained respectively 79.83%; 74.86%; 

76.52%; and 54.84%. 

 

ABSTRAK 

Optimalisasi Pelarutan Tembaga dari Limbah Elektronik 

Printed Circuit Board dengan Metode Leaching 

Limbah elektronik mengandung bahan-bahan berbahaya yang berdampak buruk bagi 

lingkungan. Oleh sebab itu, diperlukan solusi untuk mendaur ulang limbah elektronik salah 

satunya adalah pengambilan kembali atau recovery logam tembaga dari Printed Circuit 

Board (PCB) pada limbah elektronik. Pelarutan tembaga dilakukan dengan metode 

leaching, yaitu dengan melarutkan tembaga menggunakan pelarut yang selektif. Analisis 

terhadap kadar tembaga dilakukan menggunakan Inductively Coupled PlasmaOptical 

Emission Spectroscopy (ICPOES). Percobaan ini bertujuan untuk mendapatkan faktor-

faktor yang berpengaruh pada optimalisasi pelarutan tembaga dari limbah elektronik PCB 

dengan metode leaching dengan analisis terhadap kadar tembaga menggunakan ICPOES. 

Data primer yang diperoleh adalah persen recovery dari setiap faktor-faktor yang 

memengaruhi pelarutan tembaga, yaitu konsentrasi asam sulfat sebagai pelarut, persentase 

solid/liquid, kecepatan pengadukan, suhu, dan lama pengadukan. Kondisi optimum yang 

dicapai berupa recovery tertinggi pada setiap variasi, yaitu pada 9,8% asam sulfat, 

persentase 5% solid/liquid, kecepatan pengadukan 200 rpm, dan suhu pada 60 C dengan 

lama pengadukan 120 menit diperoleh persen recovery secara berturut-turut 79,83%; 

74,86%; 76,52%; dan 54,84%. 

 

Kata kunci : elektronik, limbah,  PCB, pelarut, tembaga 

http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
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PENDAHULUAN 
 

Produk elektronik di era modern ini terus 

berinovasi dan semakin canggih. Hal ini 

menyebabkan penjualannya di pasaran terus 

mengalami peningkatan setiap tahun. Namun, 

nyatanya inovasi produk elektronik yang 

dikembangkan saat ini bukanlah teknologi tahan 

lama, sehingga mendorong konsumen untuk 

mengganti barang elektroniknya dalam kurun 

waktu yang lebih cepat. Kekhawatiran pun timbul 

akan limbah elektronik yang disebabkan oleh 

industri ini (Sadah et al., 2015). Limbah 

elektronik merupakan barang-barang elektronik 

atau listrik yang tidak digunakan lagi dan siap 

digantikan dengan barang-barang baru yang lebih 

canggih dan berkualitas (Nahor, 2019). Data yang 

dirilis United Nations University Institute for the 

Advances Study of Sustainability (UNU-IAS) 

menyebut limbah elektronik dunia telah mencapai 

41,8 juta ton pada tahun 2014 (Kaya, 2019). 

Sedangkan di Indonesia sendiri, tercatat sejak 

tahun 2009 hingga 2016 jumlah limbah elektronik 

terus meningkat mencapai 900.000 ton (Arthaya 

et al., 2018). 

Melimpahnya jumlah limbah elektronik 

saat ini nyatanya masih kurang mendapat 

perhatian serius dari pemerintah Indonesia, 

karena hingga kini belum ada sistem 

pengumpulan dan pengangkutan limbah 

elektronik yang terarah (Wahyono, 2013). 

Limbah elektronik tidak dapat disamakan dengan 

limbah pada umumnya karena limbah elektronik 

mengandung 40% logam diantaranya logam-

logam berat (Riafinola et al., 2018). Apabila 

limbah elektronik dibuang ke tempat 

pembuangan sampah, limbah akan tercuci ketika 

hujan. Air hujan pada timbunan sampah (lindi) 

mengandung logam berat dan zat beracun lainnya 

dapat mencemari sumber daya tanah dan air. 

Selain itu, racun tersebut dapat pula merusak 

jaringan tubuh manusia bahkan menyebabkan 

berbagai penyakit berbahaya (Nahor, 2019). Oleh 

karena itu, diperlukan upaya pengolahan limbah 

elektronik, salah satunya adalah pengambilan 

kembali atau recovery logam tembaga dari 

komponen yang terdapat dalam limbah 

elektronik, yaitu Printed Circuit Board (PCB). 

PCB merupakan papan yang terbuat dari bahan 

komposit polimer yang digunakan untuk 

menempatkan alat-alat elektronik yang dirangkai 

menjadi suatu rangkaian elektronik yang 

terintegrasi. Kandungan terbesar dari suatu PCB 

adalah logam tembaga yaitu 30,57% (Birloaga et 

al., 2013). 

Tembaga memiliki beragam kegunaan baik 

dalam bentuk murni maupun paduan, yaitu 

sebagai bahan peralatan transportasi, bahan 

pembuatan koin, bahan pipa air, dan lain-lain 

(Sari, 2018). Oleh karena itu, daur ulang tembaga 

dapat menjadi solusi dari pemanfaatan limbah 

elektronik yang sudah tidak digunakan lagi. Salah 

satu metode yang efisien untuk recovery tembaga 

dari limbah elektronik adalah leaching. Leaching 

dilakukan dengan melarutkan tembaga dari 

limbah PCB ke suatu pelarut (leaching agent) 

(Yuliusman, 2016). Beberapa faktor yang 

memengaruhi pelarutan tembaga dari limbah 

PCB dengan metode leaching, yaitu konsentrasi 

asam sulfat sebagai pelarut, persentase 

solid/liquid, kecepatan pengadukan, suhu, dan 

lama pengadukan. Berdasarkan hal-hal tersebut 

percobaan ini melakukan variasi pada setiap 

faktor yang memengaruhi pelarutan tembaga 

untuk menentukan kondisi optimum dalam 

recovery tembaga dari limbah PCB. Analisis 

kadar tembaga dalam percobaan dilakukan 

menggunakan Inductively Coupled 

PlasmaOptical Emission Spectroscopy 

(ICPOES) dikarenakan mampu menganalisis 

secara selektif.  

 

 

BAHAN DAN METODE  

 

Bahan dan Alat 

Bahan-bahan yang digunakan, yaitu limbah 

PCB, asam sulfat, aquademineral, larutan standar 

multielemen 1000 ppm, asam nitrat 1:1, dan 

kertas saring Whatman 42. Alat-alat yang 

digunakan, yaitu reaktor yang terbuat dari bahan 

gelas dengan kapasitas 1 L, pemanas listrik, 

pengaduk listrik Flotation Tester-1000 Heiko 

Seisakusho, pengendali suhu, neraca analitik, 

gelas piala, kaca arloji, batang pengaduk, sudip, 

bulb, pipet volumetrik, pipet tetes, corong, labu 

takar, gelas ukur, botol semprot, Inductively 

Coupled PlasmaOptical Emission Spectroscopy 

(ICPOES) Agilent 700, X-Ray Flourescence 

(XRF) S2 Puma Bruker, stopwatch, dan oven. 

 

Metode  

Penentuan Kadar Air Limbah PCB 

Limbah PCB yang telah diperkecil 

ukurannya menggunakan palu ditentukan kadar 

airnya dengan cara cawan porselin ditimbang. 

Selanjutnya, cawan porselin dipanaskan di dalam 

oven pada suhu 105 °C selama 1 jam, 

didinginkan, kemudian ditimbang. Langkah ini 



Optimalisasi Pelarutan Tembaga dari Limbah Elektronik Printed Circuit Board dengan Metode Leaching | 3 

 

Jurnal Sains Natural Universitas Nusa Bangsa Vol. 12, No.1, Januari 2022, 01 – 09 

 

diulangi hingga bobot cawan porselin yang 

diperoleh konstan. Sampel limbah PCB 

ditimbang ke dalam cawan tersebut kemudian 

dipanaskan ke dalam oven suhu 105 °C selama 1 

jam, didinginkan, kemudian ditimbang. Langkah 

ini diulangi hingga diperoleh bobot yang konstan. 

Kadar air (%) dapat dihitung menggunakan rumus 

sebagai berikut : 

 

Kadar Air (%) = 
(𝐴−𝐵)

𝐴
 x 100% 

 

Keterangan : 

A = Bobot sampel (g) 

B = Bobot sampel kering (g) 

Pembuatan Larutan Standar Tembaga 

Pembuatan larutan standar tembaga 

dilakukan dengan cara sejumlah larutan standar 

multielemen 1000 ppm dipipet kemudian 

dimasukkan ke dalam labu takar 100 mL yang 

telah berisi 3 tetes asam nitrat pekat 1:1 dan ditera 

menggunakan aquademineral untuk membuat 

deret standar tembaga 20, 40, 60, 80, dan 100 

ppm. Deret standar tersebut kemudian dianalisis 

kadar tembaga menggunakan ICPOES. 

 

Pelarutan Tembaga Limbah PCB 

menggunakan Variasi Konsentrasi Asam 

Sulfat  
Limbah PCB ditimbang dalam reaktor 

gelas kemudian ditambahkan larutan asam sulfat 

konsentrasi 4,9% dalam aquademineral sebanyak 

500 mL. Leaching dilakukan dengan cara 

memasukkan pengaduk listrik ke dalam reaktor 

dengan kecepatan pengadukan 100 putaran per 

menit (rpm) selama 1 jam pada suhu ruang. 

Setelah selesai, larutan disaring menggunakan 

saringan Whatman 42. Filtrat yang diperoleh 

dilakukan pengenceran dan ditera aquademineral 

setelah itu dianalisis kadar tembaga 

menggunakan ICPOES. Hal yang sama 

dilakukan pada konsentrasi asam sulfat 0%; 9,8%; 

dan 14,7%.  

 

Pelarutan Tembaga Limbah PCB 

menggunakan Variasi Persentase Solid/Liquid  
Limbah PCB ditimbang bervariasi dengan 

persentase solid/liquid 5%; 10%; dan 20% 

kemudian ditambahkan larutan asam sulfat 14,7% 

dalam aquademineral sebanyak 500 mL. 

Leaching dilakukan dengan cara memasukkan 

pengaduk listrik ke dalam reaktor dengan 

kecepatan pengadukan 100 rpm selama 1 jam 

pada suhu ruang. Setelah selesai, larutan disaring 

menggunakan saringan Whatman 42. Filtrat yang 

diperoleh dilakukan pengenceran dan ditera 

aquademineral setelah itu dianalisis kadar 

tembaga menggunakan ICPOES.  

 

Pelarutan Tembaga Limbah PCB 

menggunakan Variasi Kecepatan 

Pengadukan  
Limbah PCB ditimbang 20% solid/liquid 

kemudian ditambahkan larutan asam sulfat 14,7% 

dalam Aqua aquademineral sebanyak 500 mL. 

Leaching dilakukan dengan cara memasukkan 

pengaduk listrik ke dalam reaktor dengan 

kecepatan pengadukan 100 rpm selama 1 jam 

pada suhu ruang. Setelah selesai, larutan disaring 

menggunakan saringan Whatman 42. Filtrat yang 

diperoleh dilakukan pengenceran dan ditera 

aquademineral setelah itu dianalisis kadar 

tembaga menggunakan ICPOES. Hal yang sama 

dilakukan pada kecepatan pengadukan 50; 200; 

dan 300 rpm.  

 

Pelarutan Tembaga Limbah PCB 

menggunakan Variasi Suhu dan Lama 

Pengadukan  
Larutan asam sulfat 14,7% dalam 

aquademineral sebanyak 500 mL dimasukkan 

kedalam reaktor dan suhu dinaikkan sampai 45 

C. Setelah suhu tercapai, ditambahkan limbah 

PCB 20% solid/liquid. Leaching dilakukan 

dengan cara memasukkan pengaduk listrik ke 

dalam reaktor dengan kecepatan pengadukan 300 

rpm, pada rentang lama pengadukan 0; 15; 30; 60; 

dan 120 menit dilakukan sampling larutan 

sebanyak 5 mL. Larutan tersebut disaring 

menggunakan saringan Whatman 42. Filtrat yang 

diperoleh dilakukan pengenceran dan ditera 

aquademineral. Setelah itu, dianalisis kadar 

tembaga menggunakan ICPOES. Hal yang sama 

dilakukan pada suhu 60 C dan 70 C. 

 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Limbah Printed Circuit Board (PCB) yang 

digunakan sebagai bahan baku dalam percobaan 

ini diambil dari pabrik penghasil limbah 

elektronik di Cikarang. PCB mengandung sekitar 

30% material logam, 40% resin berbahan dasar 

organik, dan 30% material kaca sebagai penguat 

resin organik (Hino et al., 2009). Bahan resin 

organik dan material kaca merupakan polimer 

yang digunakan sebagai tempat melekatnya 

logam. Limbah PCB tersebut pada awalnya 
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dilakukan uji menggunakan X-Ray Flouresencene 

(XRF) untuk mengetahui komponen logam yang 

terkandung didalamnya yang dapat dilihat pada 

Tabel 1. 

Sampel limbah PCB yang digunakan pada 

percobaan ini tidak dipanaskan suhu tinggi, 

karena pemanasan di atas titik leleh solder dapat 

melepaskan gas beracun, tinggi konsumsi energi, 

dan merusak beberapa komponen yang dapat 

digunakan kembali (Zhang et al., 2015). Preparasi 

sampel limbah PCB dilakukan dengan cara 

memperkecil ukuran sampel menggunakan palu 

untuk memperbesar luas permukaan agar lebih 

mudah berinteraksi dengan pelarut.  

Aqua regia, sianida, dan asam sulfat 

merupakan pelarut yang umum digunakan untuk 

melarutkan logam. Aqua regia dan sianida 

memberikan hasil yang baik dalam melarutkan 

logam, namun zat-zat ini bersifat racun dan 

menimbulkan pencemaran lingkungan. Oleh 

karena itu, percobaan ini menggunakan asam 

sulfat sebagai pelarut karena ion sulfat memiliki 

afinitas tinggi untuk ion logam serta lebih 

ekonomis dari aqua regia dan sianida (Hossain et 

al., 2018). Selain itu, asam sulfat juga memiliki 

tingkat leaching (ekstraksi) tembaga yang tinggi, 

tingkat polusi lingkungan yang rendah, dan 

konsumsi energi yang rendah (Wang et al., 2019).  

Pelarutan tembaga dari limbah PCB 

dengan asam sulfat menghasilkan warna biru 

pada larutannya. Warna biru tersebut diketahui 

sebagai larutan tembaga (II) sulfat (Vogel, 1979) 

dengan reaksi menurut Fitrony et al., (2013) 

sebagai berikut: 

Cu + H2SO4 + 5H2O → CuSO4·5H2O + H2 

Setelah proses pelarutan selesai, masih 

terdapat residu yang tidak larut sehingga 

dilakukan penyaringan menggunakan kertas 

saring Whatman 42. Filtrat tersebut kemudian 

dilakukan pengenceran agar dapat masuk pada 

rentang deret standar. Analisis dilakukan 

menggunakan ICPOES dengan kurva deret 

standar tembaga terlihat pada Gambar 1. 

Berdasarkan Gambar 1, diketahui bahwa kurva 

deret standar tembaga memiliki persamaan garis 

Y = -73,6324 + 63,0495X dengan koefisien 

determinasi (R2) 0,9985. Hal ini menunjukkan 

linearitas yang baik dikarenakan telah memenuhi 

persyaratan AOAC (2011) yaitu R2 > 0,990 

sebagai keberterimaan dalam metode analisis. 

Linearitas menggambarkan kemampuan metode 

analisis memberikan respon proporsional 

terhadap konsentrasi analit dalam sampel 

(Pirdaus et al., 2018). Penggunaan variasi pada 

percobaan dilakukan untuk melihat pengaruhnya 

terhadap pelarutan tembaga dari limbah PCB.

 

Tabel 1 Hasil XRF limbah PCB kering 

Unsur 

 
Persen Fraksi (%) 

CuO 22,74 

Fe2O3 24,88 

NiO 0,02 

Lainnya (Cl, Na2O, MgO, Al2O3, SiO2, P2O5, SO3, CaO, 

ZnO, BaO, MnO2, SrO) 
52,36 

 

 

Gambar 1. Kurva deret standar tembaga 
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Gambar 2. Kurva antara recovery tembaga dengan konsentrasi asam sulfat 

 

Pengaruh Konsentrasi Asam Sulfat terhadap 

Pelarutan Tembaga  
Konsentrasi asam sulfat sebagai pelarut 

memainkan peran yang sangat penting yaitu 

aktivitas H+ yang menghasilkan pelepasan ikatan-

ikatan dalam limbah PCB untuk dapat melarutkan 

tembaga secara optimum. Percobaan ini 

memvariasikan beberapa konsentrasi asam sulfat, 

yaitu 0%; 4,9%; 9,8%; dan 14,7% untuk melihat 

pengaruh dari besarnya konsentrasi asam sulfat 

terhadap kemampuannya dalam melarutkan 

tembaga dari limbah PCB dengan persentase 

solid/liquid 5%, kecepatan pengadukan 100 rpm, 

dan dilakukan pada suhu ruang. Hasil yang 

diperoleh terlihat pada Gambar 2. 

Pemilihan variasi konsentrasi tersebut 

berdasarkan percobaan yang dilakukan Royani et 

al. (2017), pada percobaan tersebut hasil yang 

diperoleh menunjukkan meningkatnya recovery 

logam dengan meningkatnya konsentrasi asam 

sulfat. Hal itu dikarenakan peningkatan 

konsentrasi asam sulfat dapat meningkatkan laju 

kecepatan reaksi dan laju difusi H+. Konsentrasi 

yang lebih tinggi dapat meningkatkan laju dari 

leaching, dikarenakan semakin tingginya 

konsentrasi pelarut akan meningkatkan luas 

permukaan kontak antara molekul solut dengan 

pelarut (Habashi, 1970). Berdasarkan Gambar 2, 

dapat diketahui bahwa ketika konsentrasi asam 

sulfat lebih dari 4,9%, laju leaching tembaga tidak 

berubah secara signifikan. Hal ini karena 

peningkatkan konsentrasi asam sulfat dapat 

mendorong pelepasan ikatan-ikatan fase mineral 

dalam sampel dan membuat tembaga terekstrak 

dalam jumlah besar. Konsentrasi asam sulfat 9,8% 

memiliki recovery tembaga tertinggi, namun 

terjadi penurunan recovery pada 14,7% 

kemungkinan karena kemampuan larutan asam 

sulfat untuk melarutkan tembaga telah jenuh 

sehingga penambahan konsentrasi lebih tinggi 

tidak lagi efektif (Ifa & Nurjannah, 2017). Di 

samping itu, percobaan ini menggunakan sampel 

basah yang menyebabkan nisbah massa dari 

sampel dapat berubah dan memengaruhi jumlah 

tembaga yang akan larut. 

 

Pengaruh Solid Liquid Limbah PCB terhadap 

Pelarutan Tembaga  
Percobaan pelarutan tembaga 

menggunakan variasi solid/liquid dilakukan 

dengan pelarut asam sulfat konsentrasi 14,7%. 

Variasi persentase solid/liquid yang dilakukan 

pada percobaan hanya pada 5%; 10%; dan 20% 

dimana hal tersebut belum memenuhi asas 

statistik, hal ini dikarenakan keterbatasan waktu 

percobaan dalam penyusunan karya ilmiah ini. 

Ketiga variasi persentase solid/liquid dilakukan 

dengan kecepatan pengadukan 100 rpm pada suhu 

ruang. Hasil yang diperoleh terlihat pada Gambar 

3. 

Hasil tersebut menunjukkan bahwa 

persentase solid/liquid 5% memiliki recovery 

tembaga tertinggi. Semakin tingginya persentase 

solid/liquid akan menurunkan jumlah tembaga 

yang akan larut. Hal ini disebabkan pada saat 

persentase solid/liquid bertambah maka jumlah 

limbah PCB pun bertambah dengan jumlah 

pelarut untuk leaching tetap sama yaitu 500 mL. 

Kesempatan untuk bereaksi antara tembaga 

dengan larutan asam sulfat pun akan semakin 

kecil akibat mobilitas (gerakan) atom atau ion 

yang terbatas (Sarempa & Isjudarto, 2019). Hal ini 

sesuai dengan pernyataan Habashi (1970), laju 

dari leaching akan semakin menurun bila 

persentase solid/liquid dinaikkan.
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Gambar 3. Kurva antara recovery tembaga dengan persentase solid/liquid 

 

Berdasarkan Gambar 3, diketahui bahwa 

persentase 20% solid/liquid mengalami 

peningkatan recovery tembaga, dimana 

seharusnya recovery semakin menurun. Hal ini 

terjadi akibat percobaan dilakukan pada suhu 

ruang yang memungkinkan pada 20% solid/liquid 

terjadi pada suhu yang lebih tinggi dari 10% 

solid/liquid sehingga tembaga dapat larut lebih 

baik karena suhu yang lebih tinggi akan 

meningkatkan laju leaching. Percobaan 

selanjutnya menggunakan persentase solid/liquid 

20% dikarenakan percobaan ini diperuntukkan 

untuk kapasitas industri yang akan menampung 

banyak limbah PCB dengan penggunaan asam 

sulfat yang ditekan jumlahnya agar tidak terlalu 

membutuhkan biaya besar. 

Penggunaan pelarut asam sulfat 14,7% 

dipilih karena dalam percobaan ini mengacu pada 

hasil teoritis bahwa semakin tingginya 

konsentrasi asam sulfat akan meningkatkan 

recovery logam (Royani et al. 2017). Namun, 

hasil pada percobaan menunjukkan penurunan 

recovery tembaga pada variasi konsentrasi asam 

sulfat tertinggi tersebut. Keterbatasan waktu 

dalam percobaan membuat percobaan tidak dapat 

diulang kembali, kemungkinan hasil percobaan 

variasi solid/liquid akan lebih baik bila 

menggunaan konsentrasi asam sulfat optimum 

pada percobaan ini, yaitu 9,8%. 

 

Pengaruh Kecepatan Pengadukan terhadap 

Pelarutan Tembaga  

Pelarutan tembaga dari limbah PCB 

selanjutnya dilakukan percobaan variasi 

kecepatan pengadukan pada proses leaching 

dalam reaktor dengan konsentrasi pelarut 

ditetapkan 14,7% asam sulfat, persentase 

solid/liquid 20%, dan dilakukan pada suhu ruang. 

Variasi kecepatan pengadukan dilakukan pada 50; 

100; 200; dan 300 rpm. Hasil yang diperoleh dapat 

dilihat pada Gambar 4.

 

 
Gambar 4. Kurva antara recovery tembaga dengan kecepatan pengadukan 
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Gambar 5. Kurva antara recovery tembaga dengan lama pengadukan menggunakan variasi suhu 

 

Variasi kecepatan pengadukan yang dipilih 

pada percobaan ini mengacu pada percobaan 

Royani et al. (2017), yaitu peningkatan recovery 

logam akan meningkat dengan meningkatnya 

kecepatan pengadukan. Pengadukan memberikan 

gaya mekanik yang baik untuk kontak antara 

padatan dan pelarut sehingga laju difusi 

meningkat (Prasetyo & Yosephine, 2012). Selain 

itu, pengadukan dapat memengaruhi pelepasan 

elemen dengan meningkatkan difusi internal ke 

permukaan partikel yang tidak bereaksi. 

Peningkatan kecepatan pengadukan 

memungkinan sampel terurai dengan baik 

sehingga tingkat leaching meningkat (Ni’am et 

al., 2019). Berdasarkan Gambar 4, peningkatan 

kecepatan pengadukan dari 50 rpm hingga 200 

rpm sejalan dengan meningkatnya recovery 

tembaga. Kecepatan pengadukan 200 rpm 

memiliki recovery tembaga tertinggi. Namun 

ketika melebihi 200 rpm, difusi eksternal (difusi 

menuju lapisan batas) menjadi kecil dan difusi 

menjadi dikontrol difusi intenal (difusi menuju 

permukaan padatan) oleh karena itu tingkat 

leaching pada dasarnya tidak berubah (Shi et al., 

2019). 

 
Pengaruh Suhu dan Lama Pengadukan 

terhadap Pelarutan Tembaga  

Pelarutan tembaga dari limbah PCB juga 

dipengaruhi oleh suhu dan lama pengadukan. 

Percobaan ini memvariasikan beberapa suhu 

untuk melihat pengaruh dari tinggi rendahnya 

suhu dengan lama pengadukan 0; 15; 30; 60; dan 

120 menit pada proses leaching terhadap 

kemampuannya dalam melarutkan tembaga dari 

limbah PCB dengan ditetapkan konsentrasi asam 

sulfat yang digunakan 14,7%, persentase 

solid/liquid 20%, dan kecepatan pengadukan 300 

rpm. Hasil yang diperoleh dapat dilihat pada 

Gambar 5. 

Berdasarkan percobaan yang telah 

dilakukan, diketahui recovery logam tembaga dari 

limbah PCB hanya memiliki nilai tertinggi 

sebesar 79,83%. Hal ini kemungkinan karena 

keberadaan polimer yang melapisi tembaga dalam 

PCB. Menurut Bhavsar (2014), di dalam PCB 

selain terkandung tembaga terdapat material 

laminate. Laminate atau substrat digunakan untuk 

menahan lapisan-lapisan pada PCB yang terdiri 

dari komposit resin dan bahan penguat. Terdapat 

berbagai macam jenis substrat sesuai 

keperuntukannya dan jenis yang paling umum 

digunakan adalah FR-4. Jenis FR-4 memiliki sifat 

ketahanan beban yang baik, tahan terhadap api, 

dan ketika ada kenaikan suhu sifat mekanik, 

listrik, fisik material tetap terjaga. Standar dari 

FR-4 memiliki suhu dekomposisi tinggi yaitu 

lebih dari 345 C (Sunstone, 2020). 

Resin berperan sebagai zat pengikat di 

dalam PCB. Jenis substrat FR-4 memiliki jenis 

resin, yaitu epoksi yang memiliki sifat ketahanan 

retak yang tinggi dan stabil pada suhu tinggi (Ellis 

& Smith, 2009). Fiberglass merupakan bahan 

penguat dalam papan PCB yang berfungsi untuk 

memperkuat matriks polimer (resin) untuk 

membentuk komposit. Sebagai penguat, 

fiberglass berkontribusi terutama listrik, termal, 

dan manfaat mekanis ke matriks polimer di 

sekitarnya. Fiberglass merupakan isolator yang 

sangat baik untuk PCB karena memiliki sifat 

dielektrik yang baik, memiliki stabilitas termal 

yang sangat baik, serta sensitivitas rendah 

terhadap kelembaban dan korosi kimia 

(Longobardo, 2009). Keberadaan dari polimer 

yang melapisi tembaga dalam PCB inilah yang 

kemungkinan menghambat proses difusi antara 

ion tembaga dengan pelarut asam sulfat 
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dikarenakan dalam preparasi limbah PCB ini tidak 

dilakukan pemanasan suhu tinggi untuk 

mendekomposisi bahan-bahan tersebut sehingga 

pelarutan tembaga belum dapat maksimal. 

 

 

KESIMPULAN  
 

Kondisi optimum yang dicapai berupa 

recovery tertinggi pada setiap variasi pelarutan 

tembaga dari limbah elektronik Printed Circuit 

Board (PCB) dengan metode leaching dengan 

analisis terhadap kadar tembaga menggunakan 

Inductively Coupled PlasmaOptical Emission 

Spectroscopy (ICPOES) diperoleh pada 

konsentrasi 9,8% asam sulfat yaitu sebesar 

79,83%, pada persentase solid/liquid 5% yaitu 

74,86%, kecepatan pengadukan 200 rpm yaitu 

sebesar 76,52%, serta suhu 60 C dengan lama 

pengadukan 120 menit yaitu 54,84%. 
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PENDAHULUAN 
 

Air limbah merupakan pencemar terbesar 

yang masuk ke wilayah perairan, dan jika 

langsung di buang ke lingkungan tanpa 

pengolahan akan meningkatkan pencemaran 

(Susanthi et al., 2018). Hal ini terjadi karena 

komposisi air limbah rata-rata yang mengandung 

senyawa organik dan senyawa mineral berbentuk 

suspensi atau bahan terlarut bahkan organisme 

pathogen sehingga berpotensi untuk menjadi 

sumber pencemaran (Astika et al., 2017). Bakteri 

Coliform merupakan bakteri yang dapat 

ditemukan pada air limbah yang bersumber dari 
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ABSTRACT 

Wastewater originating from experimental animal cages that are not treated properly can 

be a source of pollution because it contains organic, inorganic materials and even 

pathogenic microorganisms. Disinfection using chlorine is the last step in the wastewater 

treatment process to reduce microorganisms. This study aimed to determine the 

effectiveness of chlorine tablets in reducing the content of Coliform from experimental 

animal cage wastewater at the Wastewater Treatment Plant (WWTP) to meet the Total 

Coliform quality standard in the Regulation of the Minister of Environment and Forestry 

No. 68 of 2016 concerning domestic wastewater quality standards. The research was 

conducted using laboratory experiments pre and post-test. Wastewater samples were taken 

from 2 points, namely, the point inlet (before treatment) and outlet (after chlorination), the 

MPN test Coliform (SNI 2897 2008) were repeated twice, and the measured pH and 

temperature to analyze environmental factors. The results showed that 200 g of chlorine 

tablets could effectively reduce Coliform up to 98.55% and meet the quality standards used 

as a reference. 

 

ABSTRAK 

Efektivitas Tablet Klorin Dalam Menurunkan Kandungan Coliform 

Pada Instalasi Pengolahan Air Limbah  

Air limbah yang berasumber dari kandang hewan coba yang tidak diolah dengan tepat dapat 

menjadi sumber pencemaran karena mengandung bahan organik, anorganik bahkan 

mikroorganisme pathogen. Desinfeksi meggunakan klorin merupakan tahapan terakhir 

pada proses pengolahan air limbah untuk mengurangi mikroorganisme. Tujuan dari 

penelitian ini adalah mengetahui efektivitas tablet klorin dalam menurunkan kandungan 

Coliform dari air limbah kandang hewan coba di Instalasi Pengolahan Air Limbah (IPAL) 

agar memenuhi baku mutu Total Coliform dalam Peraturan Menteri Lingkungan Hidup dan 

Kehutanan No. 68 Tahun 2016 tentang baku mutu air limbah domestik. Penelitian dilakukan 

dengan menggunakan eksperimen laoboratorium pre dan post test. Sampel air limbah 

diambil dari 2 titik yaitu titik inlet (sebelum pengolahan) dan outlet (sesudah klorinasi), uji 

MPN Coliform (SNI 2897 2008)  dilakukan dua kali ulangan, serta mengukur pH dan suhu 

untuk menganalisis faktor lingkungan. Hasil penelitian menunjukkan tablet klorin sebanyak 

200 g efektif dapat menurunkan Coliform  hingga 98,55 % dan memenuhi baku mutu yang 

dijadikan acuan. 

 

Kata Kunci: Coliform, Klorin, air limbah, IPAL dan baku mutu. 

http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
mailto:chiarofah@gmail.com
https://doi.org/10.31938/jsn.v%2012i1.
https://doi.org/10.31938/jsn.v%2012i1.
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kandang hewan coba karena bercampurnya air 

sisa pencucian kandang dengan feses hewan. 

Oleh karena itu, perlu dilakukan pengolahan pada 

Instalasi Pengolahan Air Limbah (IPAL) 

sebelum dibuang ke lingkungan (Widyastuti et 

al., 2013). 

Bakteri Coliform merupakan 

mikroorganisme indikator yang menentukan 

kualitas sumber air yang tercemar (Pakpahan et 

al., 2015). Bakteri Coliform adalah bakteri 

berbentuk batang, gram negatif, mampu 

memfermentasi laktosa serta membentuk asam 

dan gas pada suhu 37 oC. Contoh bakteri 

Coliform antara lain Escherichia coli, Klebsiella 

sp. dan Enterobacter sp. (Wiliantari et al., 2018). 

Total Coliform digunakan sebagai parameter 

standar mutu mikrobiologi karena 

keberadaannya berkorelasi positif dengan 

keberadaan mikroorganisme pathogen. Untuk 

mengurangi atau bahkan membunuh 

mikroorganisme dalam air limbah, digunakan 

desinfektan untuk meningkatkan kualitas 

bakteriologisnya sehingga jumlah 

mikroorganisme yang terkandung didalamnya 

berkurang (Agung et al., 2009). Klorin 

merupakan desinfektan yang umum digunakan 

pada proses pengolahan air, karena ekonomis dan 

mudah didapat, namun penggunaan klorin yang 

berlebih akan menimbulkan efek klinis 

(Widyaningsih et al., 2016). Efektivitas dari 

penggunaan klorin perlu diketahui sehingga 

bahaya yang ditimbulkan dapat diminimalisir 

(Agung, 2009).  

Instansi ‘X’ memiliki fasilitas IPAL 

System Contact Aeration atau Submerged Fixed 

Film Bioreactor (ASFF) untuk mengolah air 

limbah dengan volume harian 49 m3 bersumber 

dari kandang hewan percobaan dan wastafel 

bangunan utama. Desinfektan yang digunakan 

pada bak klorinasi di IPAL tersebut  adalah tablet 

klorin 200 g berkadar 90%. Berdasarkan 

penelitian pendahuluan, pada penggunaan tablet 

klorin sebanyak 400 g  diperoleh nilai penurunan 

Coliform dari >1,1 x 105 sel/100 mL menjadi 0 

sel/100 mL, sehingga dijadikan dasar untuk 

menurunkan massa klorin dalam memenuhi baku 

mutu yang dijadikan acuan.   

Supriyadi (2010) menyatakan bahwa dosis 

optimum klorin untuk menurunkan kandungan 

bakteri Coliform total dan Escherichia coli pada 

sampel air sungai Garang, sungai Kreo dan 

sungai Tugu Soeharto sebesar 3,5 mg/L dengan 

efisiensi tercapai 100% pada dosis 4 mg/L 

(Supriyadi. et al., 2010). Hasil penelitian lain 

menunjukkan bahwa penggunaan klorin dari 

limbah domestik pada bak clarifier (ember 

penjernih air), menghasilkan kualitas air dengan 

parameter E. coli sebesar 0 MPN/100 mL pada 

penambahan dosis 350 ppm dan 400 ppm 

(Ratnawati & Sugito, 2013).  Berdasarkan latar 

belakang di atas, maka perlu dianalisis jumlah 

tablet klorin yang efektif dalam memenuhi Total 

Coliform yang diperkenankan berdasarkan baku 

mutu Peraturan Menteri Lingkungan Hidup dan 

Kehutanan No. 68 Tahun 2016 Tentang Baku 

Mutu Air Limbah Domestik dimana batas 

maksimum Coliform sebesar 3000 (Kementerian 

Lingkungan Hidup dan Kehutanan, 2016). 

(Supriyadi. et al., 2010) 

 

 

BAHAN DAN METODE 
 

Bahan dan Alat 

Bahan yang digunakan dalam penelitian 

ini adalah sampel air limbah yang bersumber dari 

kandang hewan percobaan dan lavatory dengan 

debit harian 40 m3 dengan kadar BOD 200 mg/L 

serta dari wastafel bangunan utama sebanyak 9 

m3 dengan BOD maksimum 50 mg/L. 

Selanjutnya bahan-bahan lain yang digunakan 

adalah media Buffered Pepton Water (BPW) 

merk Himedia™, media Lauryl Tryptose Broth 

(LSTB) merk Oxoid™, media Brilliant Green 

Bile Broth (BGLB) merk Oxoid™ dan air 

demineralisasi hasil produksi mesin Organo™.  

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian 

ini adalah timbangan elektrik Shimadzu Libror 

EB 3300 HW, pH meter merk Horiba Laqua F74 

BW, pH meter portable, thermometer air raksa, 

autoclave Hirayama, Biosafety Cabinet Level 2 

ESCO Labculture, incubator Memmert, 

magnetic stirrer merk Iuchi, vortex mixer merk 

Biosan, automatic pippete jet merk Eppendorf, 

ose sterilizer merk Etna Glowzone, rak tabung, 

botol  Durran,  gelas ukur, pipet  volumetrik,  

kertas timbang, sendok takar, labu Erlenmeyer, 

tabung reaksi, tabung Durham, Petri disc, dan 

alat pelindung diri. 

 

Metode  

Jenis penelitian berbasis eksperimen 

dengan metode pre dan post test. Sampel yang 

digunakan adalah air limbah kandang hewan 

coba dari 2 (dua) titik yaitu titik inlet (sebelum 

pengolahan di IPAL) dan outlet (telah 

mendapatkan perlakuaan klorinasi di IPAL) 

dengan penambahan variasi tablet klorin 

sebanyak 100, 200, 300 dan 400 g. Metode yang 

digunakan mengacu pada SNI 2897:2008 tentang 
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uji Most Probable Number (MPN) Coliform 

menggunakan 2 tahapan pengujian yakni uji 

pendugaan (presumptive test)  dan uji penegasan 

(confirmed test)  (BSN, 2008). Langkah-langkah 

yang dilakukan dalam penelitian ini yakni: 

 

Aplikasi Tablet Klorin Pada Bak Klorinasi di 

IPAL dengan variasi 100, 200, 300 dan 400 g. 

Aplikasi   tablet   klorin   pada   IPAL   

dilakukan   dengan   cara membuka tutup bak 

klorinasi kemudian menambahkan tablet klorin 

dengan variasi 100, 200, 300, dan 400 g. Pada 

masing-masing aplikasi tablet klorin diberikan 

waktu jeda untuk meminimalisir sisa efek 

aplikasi tablet klorin sebelumnya. 

 

Pengambilan Sampel Air Limbah 

Sampel air diambil dari titik inlet dan 

outlet IPAL menggunakan botol durran steril 

sebanyak masing-masing 100 mL. Setiap sampel 

dari bak inlet dan bak outlet diambil masing-

masing 2 botol. Kemudian sampel air limbah di 

bawa ke laboratorium untuk dilakukan pengujian 

Coliform. Sampel yang akan diuji tidak boleh 

lebih dari 24 jam setelah pengambilan. Pada 

masing-masing sampel dilakukan pengukuran 

pH dan suhu secara duplo untuk mengetahui 

faktor lingkungan.  

 

Pengujian MPN Coliform  
Pengujian dilakukan menggunakan 

metode MPN dengan 2 (dua) tahapan pengujian 

meliputi uji praduga dan uji penegasan pada 

media spesifik. Uji MPN pada penelitian ini 

menggunakan ragam 333 (9 tabung) yang 

merupakan ragam alternatif dalam uji MPN.  
Pada tahapan uji praduga dilakukan 

pengenceran menggunakan media Buffered 

Pepton Water (BPW) hingga diperoleh 

pengenceran 10-1, 10- 2 ,dan 10- 3 . Selanjutnya 

dari masing-masing pengenceran tersebut 

didistribusikan masing-masing sebanyak 1 mL 

ke dalam 3 tabung media Lauryl Sulphate Broth 

(LSTB) 9 mL dan diinkubasikan selama 24-48 

jam dan diamati adanya gas pada tabung durham. 

J ika pada uji praduga positif maka dilakukan uji 

konfirmasi, dan jika hasil uji praduga negatif 

maka pengujian dikatakan selesai (Amelia, 2019; 

Suriaman & Apriliasari 2017). 
Pada uji konfirmasi dari masing-masing 

tabung yang diduga positif Coliform diambil 

sebanyak 1 (satu) ose untuk selanjutnya 

diinokulasikan ke dalam media BGLB dan 

diinkubasikan pada suhu 37 oC selama 24-48 jam 

untuk melihat adanya gas pada tabung durham. 

Hal ini memperkuat keberadaan Coliform pada 

sampel air. Hasil uji MPN kemudian 

dikonfirmasi ke dalam tabel MPN seri 3 (tiga) 

tabung dalam Bacteriological Analitycal Manual 

Edisi 8.  
Hasil positif pada uji praduga ditandai 

dengan adanya gas pada tabung durham (10% 

atau lebih dari volume tabung durham) serta 

perubahan warna media LSTB dari kuning 

bening ke kuning keruh. Hal ini disebabkan 

karena bakteri Coliform memfermentasi laktosa 

yang terdapat dalam media cair LSTB yang 

menghasilkan asam piruvat dan asam asetat 

sehingga muncul gelembung gas CO2 yang 

terperangkap dalam tabung durham yang terbalik  

(Putri & Kurnia, 2018). Sedangkan hasil negatif 

ditandai dengan tidak terbentuknya gelembung 

gas pada tabung durham. Hasil pada uji praduga 

ini memiliki probabilitas rendah, sehingga 

pengujian dilanjutkan ke uji konfirmasi pada 

media BGLB  (Jiwintarum et al., 2017). Media 

BGLB dapat menghambat pertumbuhan bakteri 

gram positif sehingga hanya bakteri Coliform 

saja yang dapat tumbuh. Media ini mengandung 

laktosa dan garam empedu sehingga Coliform 

dapat tumbuh secara optimal. 

 
Analisis Data  

Jumlah Coliform yang diperoleh dari tabel 

MPN seri 3 (tiga) tabung kemudian dihitung 

menggunakan rumus di bawah ini (Kartikasari et 

al., 2019).  

Jumlah Koloni/100 mL = 𝑁𝑖𝑙𝑎𝑖 𝑀𝑃𝑁 𝑡𝑎𝑏𝑒𝑙 𝑥 
1

𝑃𝑒𝑛𝑔𝑒𝑛𝑐𝑒𝑟𝑎𝑛 𝑑𝑖 𝑡𝑒𝑛𝑔𝑎ℎ  
 

 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

Nilai Most Probable Number (MPN) Air 

Limbah 

Metode Most Probable Number (MPN) 

merupakan metode uji kualitas air atau bahan 

pangan olahan untuk menghitung jumlah 

perkiraan mikroorganisme terdekat pada sampel 

uji dengan menggunakan medium cair tertentu. 

Hasil positif pada uji ini ditandai dengan adanya 

gas sebanyak 10% atau lebih dari volume tabung 

durham yang disimpan terbalik dalam tabung 

reaksi. Metode MPN merupakan metode yang 

paling sensitif untuk mendeteksi keberadaan 

Coliform dalam batas yang rendah (Aminah & 

Wahyuni, 2018). Nilai MPN Coliform sebelum 

dan sesudah klorinasi dapat dilihat pada Gambar 

1.  
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Gambar 1. Nilai MPN Coliform sebelum dan 

sesudah klorinasi 

 

Berdasarkan hasil pada Gambar 1, sampel 

air limbah pada inlet di IPAL memiliki nilai 

MPN >110000 sel/100 mL (>1,1 x 105), sehingga 

tidak memenuhi baku mutu yang dipersyaratkan 

yaitu 3000 sel/100 mL. Nilai MPN Coliform air 

limbah yang tinggi di Instansi ‘X’ disebabkan 

oleh sumber air limbah yang bercampur dengan 

air pencucian dan belum mengalami serangkaian 

pengolahan pada IPAL, sehingga untuk 

meningkatkan mutu secara bakteriologis perlu 

dilakukan pengolahan sebelum dibuang ke 

lingkungan atau badan air  (Sulistiyawati, 2019). 

Sementara itu, setelah diberikan tablet klorin 

dengan variasi 100, 200, 300 dan 400 g, nilai 

MPN Coliform mengalami penurunan.  Pada 

penambahan 100 g tablet klorin, nilai MPN turun 

dari >110000 sel/100 mL menjadi 67000 sel/100 

mL. Sedangkan, pada penambahan tablet klorin 

200 g, nilai MPN Coliform turun menjadi 1600 

sel/100 mL. Pada penambahan 300 g tablet 

klorin, nilai MPN Coliform turun menjadi 450 

sel/100 mL, sedangkan pada penambahan 400 g 

tablet klorin, nilai MPN turun menjadi 0 sel/100 

mL. Berdasarkan hasil di atas dapat terlihat 

bahwa semakin tinggi massa klorin yang 

diberikan pada bak klorinasi IPAL, maka 

semakin tinggi penurunan jumlah MPN 

Coliform. Untuk memenuhi baku mutu yang 

digunakan yakni nilai MPN Coliform 3000 

sel/100 mL, maka penambahan tablet klorin 200 

g adalah yang paling efektif dengan nilai MPN 

1600 sel/100 mL. Penambahan tablet klorin pada 

bak klorinasi dapat mengurangi Coliform hingga 

100% terlihat pada penambahan tablet klorin 

sebanyak 400 g. 

Derajat Keasaman (pH) 

Derajat keasaman (pH) rata-rata 

meningkat setelah klorinasi pada IPAL (Gambar 

2). Perubahan pH yang cenderung basa 

disebabkan oleh penambahan klorin, semakin 

banyak klorin yang ditambahkan maka pH air 

meningkat (Sawyer, 2003). Reaksi yang terjadi 

dapat dilihat seperti berikut ini:   

2Ca(OCl)2 (s) + 2H2O (l) →  

 2CaO (s) + 2HOCl (aq)  + 2HCl (aq) + O2 (g) ↑ 

Ca(OH)2 (s) → Ca2+ (aq) + OH- (aq) 

Klorin di dalam air akan terhidrolisis dan 

membentuk senyawa Ca(OH)2 (basa kuat) dan 

HOCl (basa lemah), kemudian senyawa  

Ca(OH)2  akan terurai membentuk ion Ca 2+ dan 

ion OH-  yang mengakibatkan larutan bersifat 

basa. Hal ini disebabkan oleh keberadaan ion OH- 

yang lebih besar dibandingkan ion H+ (Sawyer, 

2003). Pada penelitian ini, pH air limbah berada 

dalam rentang 6-9, sehingga masih memenuhi 

baku mutu yang dipersyaratkan. Klorin efektif 

mendisinfeksi air yang memiliki pH netral, jika 

pH melebihi 8,5 asam hipoklorit akan terionisasi 

menjadi hipoklorit sehingga mengurangi 

efektivitas klorin sebagai desinfektan (Suri, 

2019). pH merupakan kontrol dari klorinasi, pH 

yang terlalu rendah bersifat korosif, sehingga 

mengakibatkan korosi, sedangkan pH yang 

terlalu tinggi bersifat kaustik. 

 
Gambar 2. Pengukuran pH air limbah sebelum 

dan sesudah klorinasi 

 

Suhu 

Suhu rata-rata air limbah setelah klorinasi 

meningkat (Gambar 3), hal ini dapat disebabkan 

oleh adanya udara yang masuk ke bak klorinasi 

saat tutupnya dibuka, adanya pengaruh dari suhu 

lingkungan saat pengambilan sampel air. 

Peningkatan suhu juga dapat disebabkan oleh 

aktivitas desinfeksi dari tablet klorin yang 

digunakan, karena semakin efektif proses 

klorinasi, maka suhu akan naik yang akan 

mempercepat proses desinfeksi air limbah 

(Nugrayanti et al., 2018). Pada penambahan 

tablet klorin 300 gram suhu mengalami 

penurunan hal ini disebabkan oleh factor 

lingkungan saat oengambilan sampel. Menurut 
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Kerubun (2014) suhu air limbah terklorinasi 

lebih tinggi dari suhu sebelum pengolahan, hal 

ini disebabkan penggunaan bahan kimia organik 

maupun anorganik (Kerubun, 2014). Hasil 

pengukuran suhu air limbah sebelum dan sesudah 

klorinasi masih memenuhi baku mutu yaitu 

kurang dari dari 30 oC sebagaimana 

dipersyaratkan dalam Keputusan Menteri Negara 

Lingkungan Hidup Nomor Kep-

51/MenLH/10/1995 yakni maksimal 30 oC. 

 

 
 

Gambar 3. Pengukuran suhu air limbah sebelum 

dan etelah klorinasi 

 

Nilai Efektiviatas Tablet Klorin Dalam 

Menurunkan Coliform 

Nilai MPN yang diperoleh berdasarkan uji 

MPN Coliform, kemudian dihitung untuk 

memperoleh presentase efektifitas dari 

penggunaan tablet klorin terhadap penurunan 

Coliform air limbah. Selanjutnya, hasil tersebut 

dibandingkan dengan batas maksimal nilai MPN 

Coliform pada baku mutu yang dijadikan acuan. 

Nilai efektivitas tablet klorin terhadap penurunan 

kandungan Coliform dapat dilihat pada Gambar 

4.  

 
Gambar 4. Nilai efektivitas tablet klorin dalam 

menurunkan Coliform 

 

Tablet klorin 400 g memiliki daya bunuh 

paling efektif (100%) (Gambar 4) dengan nilai 

MPN 0 sel/100 mL (Gambar 1.). Sedangkan 

tablet klorin yang paling efektif dalam memenuhi 

baku mutu Peraturan Menteri Lingkungan 

Hidup dan Kehutanan No. 68 Tahun 2016 

adalah tablet klorin 200 g dengan nilai MPN 

1600 sel/100 ml (98,55%). Penggunaan klorin 

dalam bak klorinasi merupakan cara yang efektif 

untuk mengurangi kontaminasi Coliform karena 

khasiatnya sebagai desinfektan mampu merusak 

sel bakteri, merusak asam nukleat dan enzim 

(Busyairi et al., 2016). 

Selain berperan sebagai desinfektan, 

klorin juga dapat memberikan dampak negatif 

bagi lingkungan yaitu menjadi limbah sehingga 

tablet klorin 400 gram bukan pilihan yang tepat 

dalam menurunkan kandungan Coliform air 

limbah kandang hewan coba di Instansi ‘X’, 

karena tablet klorin 200 gram efektif 98.55% 

menurunkan Coliform dalam memenuhi baku 

mutu yang dijadikan acuan.  Limbah cair yang 

mengandung klorin dapat mencemari perairan 

dan ekosistem di dalamnya. Besarnya pengaruh 

tergantung pada tingkat dan jenis senyawa serta 

tingkat toksisitasnya. Klorin menghasilkan 

senyawa  organoklorin seperti Polychlorinated 

Bipheniyls (PCBs), dioksin, Dichloro Dietil 

Trichloromethana (DDT) dan lain-lain yang 

dapat mengganggu kekebalan, merusak hati dan 

ginjal, gangguan pencernaan, gangguan sistem 

saraf, gangguan sistem reproduksi bahkan kanker 

(Hasan, 2006). Oleh karena itu, penggunaan 

klorin yang efektif bertujuan untuk 

mengendalikan atau mengurangi residu klorin 

yaitu senyawa halogen organik  dan 

trihalometana  (THM) (Busyairi et al., 2016).   
 

 

KESIMPULAN 
 

MPN Coliform pada titik inlet IPAL yaitu 

sebesar >110000 sel/100 mL (>1,1 x 105) 

sehingga tidak memenuhi baku mutu yang 

dipersyaratkan yaitu 3000 sel/100 mL. Nilai 

MPN Coliform air limbah pada titik inlet yang 

tinggi disebabkan oleh sumber air limbah 

kandang hewan coba yang bercampur dengan air 

pencucian dan belum mengalami serangkaian 

pengolahan pada IPAL, sehingga untuk 

meningkatkan mutu air limbah secara 

bakteriologis, perlu dilakukan pengolahan 

terlebih dahulu sebelum di buang ke lingkungan 

atau badan air.  

Penambahan tablet klorin dengan variasi 

100, 200, 300 dan 400 g pada bak klorinasi di 

IPAL dapat mengurangi Total Coliform pada air 
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limbah yang bersumber dari kandang hewan coba  

di Instansi ‘X’ dengan efektifitas 100% pada 

tablet klorin 400 g dengan jumlah Coliform 

diperoleh 0 sel/100 mL. Sedangkan untuk 

memenuhi baku mutu yang ditetapkan dalam 

Peraturan Menteri Lingkungan Hidup dan 

Kehutanan No.68 Tahun 2016 adalah tablet 

klorin 200 g dengan efektivitas 98.55% yakni 

Total Coliform diperoleh 1,6 x 103 sel/100 mL.  
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PENDAHULUAN 

 

Sektor perikanan sangat berperan penting 

dalam pemenuhan kebutuhan pangan di 

Indonesia. Namun dalam pemenuhan kebutuhan 

pangan tersebut, pengolahan ikan memiliki 

keterbatasan dalam hal umur simpannya. Ikan 

merupakan zat organik yang mudah membusuk, 
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ABSTRACT 

This research aimed to determine nitrite and nitrate contamination in wastewater discharge 

from the smoked fish industry around the fishpond area in Penatarsewu village, Sidoarjo 

East Java. Samples were taken from ten locations along The Alo River from September to 

November 2020. Nitrate and nitrite levels were determined by the Standard Method for 

Examination of Water and Wastewater 4500-NO2-B dan 4500-NO3-B. Nitrite formed a 

reddishpurple azo dye produced by coupling diazotized sulfanilamide with N-(1-naphthyl)-

ethylene-diamine dihydrochloride after a visible spectrophotometer measured the 

complexes nitrite at wavelength 543 nm. Meanwhile, the Nitrate level was determined by 

ultraviolet spectrophotometer at a wavelength of 220 nm. The standard nitrite calibration 

curve was shown by the line equation y= 3,30361x-0,0028 and a determination coefficient 

of 0.9999. Whereas the standard nitrate was showed by the line equation y=0,2507x + 

0,0067 and a determination coefficient 0,9996. The level of nitrate and nitrite in the sample 

ranged from 0.05-0.93mg / L 1,2-1,6 mg / L. According to a quality standard threshold 

value for nitrite and nitrate-based on the Government Regulation of the Republic of 

Indonesia (PPRI) No.82 2001 is 0,06mg/L and 10 mg/L, therefore it can be concluded that 

some samples are above the threshold value for nitrite level 

ABSTRAK 

Penentuan Kadar Nitrit dan Nitrat Pembuangan Limbah Cair 

Industri Ikan Asap 

Penelitian bertujuan untuk menentukan tingkat kontaminasi nitrat dan nitrit pada limbah 

industri ikan asap di sekitar kawasan tambak ikan asap di Desa Penatarsewu, Sidoardjo, 

Jawa Timur. Sampel diambil dari 10 titik  di areal sekitar tambak sepanjang badan Sungai 

Alo pada bulan September sampai November 2020. Penentuan kadar nitrat dan nitrit 

mengacu pada Standard Methods for the Examination Water and Wastewater 4500-NO2-B 

dan 4500-NO3-B. Nitrit membentuk kompleks ungu kemerahan yang dihasilkan dari 

kopling sulfanilamida dengan N-(1-naptil)-etilena-diamina dihidroklorida kemudian 

kadarnya ditentukan dengan spektrofotometer sinar tampak pada panjang gelombang 543 

nm. Kadar nitrat ditentukan menggunakan spektrofotometer ultraviolet pada panjang 

gelombang 220 nm. Hasil pengukuran standar nitrit menghasilkan persamaan garis 

y=3,30361x-0,0028 dengan koefesien determinasi 0,999 dan standar nitrat menghasilkan 

persamaan garis y=0,2507x+0,0067 dengan koefesien determinasi 0,9996. Kadar nitrit dan 

nitrat secara berturut-turut berkisar antara 0,05-0,93 mg/L dan 1,2-1,6 mg/L. Berdasarkan 

nilai ambang batas baku mutu nitrit dan nitrat berdasarkan Peraturan Pemerintah Republik 

Indonesia (PPRI) No.82 tahun 2001 adalah 0,06 mg/L dan 10 mg/L, maka dapat 

disimpulkan bahwa beberapa sampel mengandung kadar nitrit  di atas ambang batas. 

Kata kunci : ikan asap, nitrat, nitrit, Sungai Alo, spektrofotometer 

http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
https://doi.org/10.31938/jsn.v%2012i1.
https://doi.org/10.31938/jsn.v%2012i1.
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dengan demikian berbagai upaya pengolahan ikan 

dilakukan untuk memperpanjang umur 

simpannya. Pengolahan ikan juga bertujuan untuk 

dapat meningkatkan citra rasa sehingga 

menghasilkan produk yang lebih menarik minat 

konsumen dan dapat meningkatkan nilai 

ekonomis. 

Industri pengolahan ikan dapat dibagi 

menjadi proses industri pembekuan, pengasapan, 

penepungan, pembuatan minyak ikan dan 

pengalengan (Setiadi et al., 2019). Teknik 

pengolahan ikan yang dilakukan di desa 

Penatarsewu, Sidoardjo, Jawa Timur adalah 

pengasapan ikan. Lebih dari 90% masyarakatnya 

mengggantungkan kehidupannya dari pengolahan 

ikan asap mujair (Kusumanti et al., 2021).  Teknik 

pengasapan ikan adalah salah satu teknik 

pengawetan makanan yang tertua di dunia. 

Tujuan utama pengasapan ikan adalah untuk 

mengeringkan ikan sehingga ikan sukar 

teroksidasi dan memperlambat proses 

pembusukan (Setiadi et al., 2019). Kelompok 

senyawa kimia dalam asap kayu yaitu karbonil 

(aldehida dan keton), asam organik, fenolik, basa 

organik, alkohol, hidrokarbon, gas CO2, CO, O2, 

dan nitrogen. Beberapa senyawa asap tersebut  

bersifat antioksidan dan bakterisidal 

(Sulistijowati et al., 2011). 

Proses pengasapan ikan terdiri dari tahapan 

pencucian, penggaraman dan pengasapan. Pada 

tahapan pencucian dilakukan proses pemotongan 

sirip, ekor, kepala, pengeluaran isi perut. Ikan 

kemudian dibersihkan sebelum dilakukan 

penggaraman. Proses penggaraman dilakukan 

sampai garam meresap ke dalam daging. Tahap 

selanjutnya adalah proses pengeringan dan 

pengasapan. Terdapat tiga tahap pada proses 

pengasapan, yaitu pengeringan, pengasapan,  

pemasakan awal dan pematangan ikan (Suhu 80 

°C) (Setiadi et al., 2019). 

 Permasalahan yang sering muncul dari 

kegiatan industri perikanan adalah kurangnya 

perhatian terhadap air limbah sisa pengolahan 

ikan. Air sisa produksi berwarna kecoklatan 

keruh, berbau amis dibuang ke badan sungai 

tanpa dilakukan pengolahan terlebih dahulu. 

Limbah air tersebut mengandung berbagai 

macam bahan organik yang tinggi, seperti sisa isi 

perut, sisa daging, darah, lemak, karbohidrat dan 

protein (Saputra et al., 2016). Tingginya bahan 

organik pada limbah air tersebut dapat 

mempengaruhi perkembangan mikroorganisme. 

Dengan demikian pemantauan karakteristik 

limbah mencakup parameter fisika dan kimia 

menjadi faktor yang sangat penting untuk 

dianalisis 

Salah satu parameter kimia penentu 

kualitas air adalah nitrogen. Unsur nitrogen 

merupakan salah satu unsur yang berperan 

sebagai penentu produktivitas air. Produktivitas 

air dalam menghasilkan material organik sangat 

berperan dalam mempertahankan 

keberlangsungan biota akuatik. Produktivitas 

yang relatif tinggi diperlukan untuk kehidupan 

ikan dan berfungsi sebagai dasar rantai makanan 

dan ekosistem perairan. Namun produksi yang 

berlebihan mengakibatkan pembusukan biomassa 

yang dihasilkan, tingginya konsumsi oksigen 

terlarut  akan menghasilkan aroma air yang tidak 

enak (Dey et al. 2021). Tingginya kadar nitrogen 

juga dapat menyebabkan eutrofikasi. Proses 

eutrofikasi dapat terjadi jika kadar nitrogen 

melebihi 0,20 mg/L (Huang et al., 2015).  

Efek nitrat dan nitrit bagi manusia 

dilaporkan dapat menyebabkan 

methemoglobinemia (blue syndrom) (Dey et al. 

2021). Nitrit dapat mengganggu sistem 

transformasi oksigen dalam tubuh, karena 

menyebabkan konversi irreversible hemoglobin 

menjadi methemoglobin  dalam aliran darah, 

dimana kemampuan hemoglobin untuk menukar 

oksigen sangat tergangu. Efek nitrat yang lain 

adalah dapat menyebabkan kanker lambung yang 

dikaitkan dengan nitrosamine di perut yang 

diproduksi oleh tingginya kadar nitrat dan nitrit 

(Taziki et al., 2016).  

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan 

tingkat kontaminasi nitrat dan nitrit pada badan 

air sungai di desa Penatarsewu, Sidoardjo, Jawa 

Timur sebagai dampak dari teknik pengolahan 

ikan dengan metode pengasapan. Penentuan 

kadar nitrat dan nitrit mengacu pada Standard 

Methods for the Examination Water and 

Wastewater 4500-NO2
-B dan 4500-NO3

-B 

(American Public Health Association, 2017) 

 

 

BAHAN DAN METODE 
 

Bahan dan Alat 

Bahan yang digunakan meliputi bahan uji 

dan bahan kimia. Bahan uji adalah sampel air 

yang diperoleh dari limbah air di sekitar area 

pembuangan pengolahan ikan asap. Bahan kimia 

yang digunakan adalah  air bebas nitrit, HCl 1M, 

NH4OH 1M, NaNO2, CHCl3, KMnO4 0,05N, 

H2SO4p, Na2C2O4 0,025M, ferro ammonium 

sulfat 0,05M, H3PO4 85%, sufanilamida, N-(1-

naptil)-etilena-diamina dihidroklorida, KNO3. 
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Alat yang digunakan adalah peralatan gelas, 

timbangan  analitik, spektrofotometer UV-VIS. 

 

Metode 

Pengambilan Sampel 

Pengambilan sampel dilakukan pada bulan 

September sampai November 2020. Lokasi 

pengambilan sampel terdiri dari sepuluh titik 

yang berlokasi di sepanjang sungai Alo desa 

Penatarsewu, Sidoardjo, Jawa Timur   (Gambar 

1). Sampel yang diambil ditempatkan dalam 

dirigen plastik ukuran 5L. 

 

Penetuan Kadar Nitrit  

Padatan yang tersuspensi dalam sampel 

dihilangkan terlebih dahulu dengan menyaring 

sampel ke dalam saringan membran 0,45 µM. 

Sampel yang sudah disaring kemudian diatur 

pHnya berkisar antara 5 sampai 9 menggunakan 

HCl 1 M atau NH4OH 1 M. 50 mL sampel 

ditambahkan dengan pereaksi pewarna dan 

dibiarkan stabil dengan kisaran waktu antara 10-

60 menit. Standar dibuat dengan konsentrasi 0; 

0,02; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5  mg/L. Standar 

diperlakukan sama dengan sampel. Sampel dan 

standar diukur serapannya menggunakan 

spektrofotometer pada panjang gelombang 543 

nm.  

 

Penentuan Kadar Nitrat  

Sampel terlebih dahulu disaring kemudian 

50 mL sampel ditambahkan dengan HCl 1M dan 

diaduk. Standar yang digunakan adalah standar 

NO3-N dengan konsentrasi antara 0,1,2,3,4,5 

mg/L. Serapan sampel dan standar diukur 

menggunakan spektrofotometer UV pada panjang 

gelombang 220 nm dengan akuades sebagai 

blanko. 
 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

Pengambilan sampel air berlokasi di daerah 

sekitar tambak ikan sepanjang sungai Alo desa 

Penatarsewu, Sidoardjo, Jawa Timur. Titik 

pengambilan sampel mengarah ke laut. 

Masyarakat di sekitaran tambak umumnya 

melakukan teknik pengasapan ikan untuk 

meningkatkan nilai tambah ikan. Hasil 

pengukuran pH menunjukkan bahwa pH sampel 

berkisar antara 7,37 sampai 7,62 (Gambar 1). 

Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan 

bahwa sampel air memiliki pH yang baik. 

Berdasarkan nilai ambang batas PP RI No 82 

Tahun 2010, Air dapat digunakan untuk 

prasarana/sarana rekreasi air, pembudidaya-

an ikan air tawar, peternakan, air untuk 

mengairi pertanaman, dan atau peruntukan 

lain yang mempersyaratkan mutu air yang 

sama dengan kegunaan tersebut. 
Penentuan kadar nitrat menggunakan 

metode spektrofotometri. Nitrit pada kondisi 

asam (pH antara 2 sampai 2,5) akan membentuk 

ungu kemerahan yang dihasilkan dari kopling 

sulfanilamida dengan N-(1-naptil)-etilena-

diamina dihidroklorida. Kompleks yang 

terbentuk diukur serapannya menggunakan 

spektrofotometer sinar tampak pada panjang 

gelombang 543 nm (American Public Health 

Association, 2017).  

 
Gambar 1. Lokasi pengambilan sampel 
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Standar yang digunakan pada penentuan 

kadar nitrat dibuat dengan konsentrasi 0; 0,02; 

0,05; 0,1; 0,3 dan 0,5 mg/L. Persamaan 

matematika yang diperoleh pada pengukuran 

standar adalah y=3,30361x-0,0028 dengan 

koefesien determinasi 0,999. Hubungan linier 

yang ideal ditunjukkan dengan nilai intersep 0 dan 

nilai koefesien determinasi (R2) +1 atau -1 

(Riyanto, 2014). Slope yang diperoleh dari 

persamaan adalah 3,30361 dan intersep -0,0028, 

Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan 

bahwa hubungan proposional antara hasil 

pengukuran dengan konsentrasi analit 

menunjukkan ketelitian yang tinggi dapat dilihat 

dari koefesien determinasi yang mendekati 1. 

Nilai slope yang besar dan intersep yang 

mendekati nol menunjukan pengukuran memiliki 

sensitifitas yang tinggi (Gambar 3). 

 
Gambar 2 Nilai pH sampel  

 
Gambar 3. Kurva kalibrasi standar nitrit 

Pada penentuan nitrat, sampel tidak 

direaksikan dengan kompleks warna. Sampel 

diukur serapannya mengunakan spektrofotometer 

UV pada panjang gelombang 220 nm (American 

Public Health Association, 2017). Standar yang 

digunakan pada penentuan kadar nitrat dibuat 

dengan konsentrasi 0,1,2,3,4 dan 5 mg/L. 

Persamaan garis yang diperoleh pada pengukuran 

standar adalah y=0,2507x+0,0067 dengan 

koefesien determinasi 0,9996. Hubungan 

proposional antara hasil pengukuran dengan 

konsentrasi analit menunjukkan ketelitian yang 

tinggi dapat dilihat dari koefesien determinasi 

yang mendekati 1. Nilai slope yang besar dan 

intersep yang mendekati nol menunjukan 

pengukuran  memiliki sensitifitas yang tinggi 

(Gambar 4). 

 
Gambar 4. Kurva kalibrasi standar nitrat 

Pada pengukuran sampel air sungai 

menunjukkan nilai kadar nitrat lebih tinggi 

dibandingkan dengan kadar nitrit.  Nitrit adalah 

senyawa intermedit antara amonium dan nitrat. 

Amonium teroksidasi menjadi nitrit dan 

kemudian nitrit teroksidasi menjadi nitrat 

(Manahan, 2001). Nitrit umumnya ditemukan 

dalam jumlah yang kecil dibandingkan nitrat. 

Nitrit bersifat tidak stabil dan akan mengalami 

oksidasi menjadi nitrat melalui proses nitrifikasi. 

Dengan demikian berdasarkan data yang 

diperoleh dapat disimpulkan bahwa nitrogen pada 

sampel berada pada kondisi bilangan oksidasi 

tertinggi. Hasil analisis juga menunjukan 

kecenderungan berbanding terbalik antara kadar 

nitrat dan nitrit. Hal ini bisa dilihat dari sampel 8 

dan 9 menunjukan kadar nitrit terendah, hal ini 

berbanding terbalik dengan kadar nitratnya yang 

menunjukkan kadar nitrat yang paling tinggi 

(Gambar 5). 

 
Gambar 5. Kadar nitrit dan nitrat sampel 

Kadar nitrit pada sampel menunjukkan 

nilai yang bervariasi. Sampel 9 menunjukkan 

kadar terendah 0,05mg/L dan sampel 10 

menunjukkan kadar tertinggi 0,93mg/L. 
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Berdasarkan Peraturan Pemerintah Republik 

Indonesia (PPRI) No.82 tahun 2001,  batas mutu 

kadar nitrat di dalam air adalah 0,06 mg/L (PP RI, 

2001).  Berdasarkan data yang diperoleh kadar 

nitrat sampel berada diatas baku mutu kecuali 

pada sampel 9. Hasil yang diperoleh sejalan 

dengan penelitian yang dilaksanakan Saputra et 

al., (2016). Air limbah pengolahan pengasapan 

ikan menyebabkan kadar nitrit berada di atas baku 

mutu. Tingginya kadar nitrit yang berada di atas 

baku mutu mengindikasikan jumlah terbatasnya 

jumlah oksigen terlarut dalam air sehingga nitrit 

tidak teroksidasi sempurna menjadi nitrat. 

Sedangkan pada sampel 9 hampir semua nitrit 

teroksidasi menjadi nitrat, dengan demikian dapat 

diperkirakan bahwa kandungan oksigen yang 

terkandung pada sampel 9 lebih tinggi 

dibandingkan pada sampel air lainnya.  Kadar 

Nitrat pada sampel juga menunjukkan nilai yang 

bervariasi, yaitu berkisar antara 1,2 sampai 1,6 

mg/L. Berdasarkan Peraturan Pemerintah 

Republik Indonesia (PPRI) No.82 tahun 2001, 

batas mutu kadar nitrat di dalam air adalah 10 

mg/L. Dengan demikian, kadar Nitrat sampel 

berada di bawah nilai ambang batas.  

Tinginya kadar nitrit hampir di semua 

sampel mengindikasikan bahwa aktifitas 

pengolahan ikan asap diduga berkontribusi pada 

peningkatan kadar nitrit. Kadar nitrit juga dapat 

dipengaruhi oleh masuknya limbah dosmetik atau 

aktivitas pemupukan lahan pertanian, aktivitas 

pertenakan di sekitar area pengambilan sampel 

(Yogafanny, 2015). Nitrit merupakan salah satu 

parameter kimia untuk menentukan kualitas air. 

Tingginya kadar nitrit dapat menyebabkan 

eutrofikasi yang dapat menggangu keseimbangan 

ekologi perairan 

 

 

KESIMPULAN 
 

Tingkat kontaminasi nitrat dan nitrit pada 

badan air sungai di desa Penatarsewu, Sidoardjo, 

Jawa Timur menunjukkan nilai di atas baku mutu 

untuk nitrit dan di bawah baku mutu untuk nitrat 

berdasarkan Peraturan Pemerintah Republik 

Indonesia (PPRI) No.82 tahun 2001. Tingginya 

kadar nitrit hampir di semua sampel 

mengindikasikan bahwa aktifitas pengolahan ikan 

asap diduga berkontribusi pada peningkatan 

kadar nitrit. 
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PENDAHULUAN 
 

Mineral esensial merupakan mineral yang 

dibutuhkan dalam proses fisiologis makhluk 

hidup dalam pembentukan organ atau membantu 

kerja enzim. Mineral esensial dalam tubuh 

memiliki beberapa unsur yang terbagi menjadi 

dua golongan, yaitu mineral mikro dan mineral 

makro. Mineral makro dibutuhkan oleh tubuh 

dalam jumlah besar seperti kalsium, kalium, 

natrium, fosfor dan magnesium sedangkan 

mineral mikro dibutuhkan oleh tubuh dalam 

jumlah sedikit seperti zink, kobalt, tembaga, 

iodin, besi dan mangan (Arifin, 2008).  

Zink adalah salah satu zat gizi yang 

berpengaruh terhadap pertumbuhan sel, 

mengaktifkan sel T (limfosit T), regenerasi sel, 

membantu metabolisme tubuh, dan memperbaiki 

jaringan tubuh. Zink di dalam tubuh setiap 

harinya mengalami proses ekskresi oleh karena 

itu asupan harian zink perlu diperhatikan untuk 

menjaga jumlah zink di dalam tubuh tetap dalam 

jumlah yang normal karena di dalam tubuh tidak 
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ABSTRACT 

Zinc is a nutrient that affects cell growth, helps the body's metabolism, activates T cells (T 

lymphocytes), cell regeneration, and repairs body tissues. Zinc in the body undergoes a 

process of excretion every day, therefore daily intake of zinc needs to be considered to 

maintain the amount of zinc in the body in a normal amount. This study aimed to obtain 

information on the application of the Inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-

MS) method to determine the concentration of zinc in the serum of pregnant women. The 

application of Inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS) method in zinc 

analysis provided the advantages of a minimal sample volume requirement with higher 

instrument sensitivity, fast retention time and had a concentration detection limit of up to 

parts per billion (ppb). Analysis of the zinc concentration in the serum of pregnant women 

using the ICP-MS method showed 80% serum with a concentration below the reference 

value, 13.3% normal and 6.7% a concentration higher than the WHO reference value. 

ABSTRAK 

Aplikasi Metode Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry 

(ICP-MS) Dalam Analisis Zink 

Zink adalah salah satu jenis zat gizi yang sangat berpengaruh terhadap pertumbuhan sel, 

mengaktifkan sel T (limfosit T), regenerasi sel, dan membantu metabolisme tubuh. Zink di 

dalam tubuh setiap harinya mengalami proses ekskresi oleh karena itu asupan harian zink 

perlu diperhatikan untuk menjaga jumlah zink di dalam tubuh tetap dalam jumlah yang 

normal. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan informasi penggunaan metode 

Inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS) untuk menentukan konsentrasi 

zink dalam serum ibu hamil. Penggunaan metode ICP-MS dalam analisis zink memberikan 

keuntungan berupa kebutuhan volume sampel minimal dengan sensitivitas alat lebih tinggi, 

waktu retensi yang cepat serta memiliki batas limit deteksi konsentrasi hingga bagian per 

triliun (ppt). Analisis konsentrasi zink dalam serum ibu hamil dengan metode ICP-MS 

menunjukan 80% serum dengan konsentrasi dibawah nilai rujukan, 13,3% normal dan 6,7% 

konsentrasi yang lebih tinggi dibandingkan nilai rujukan menurut WHO. 

 

Kata kunci : defisiensi zink, inductively coupled plasma-mass spectrometry (icp-ms), zink 

http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
https://doi.org/10.31938/jsn.v%2012i1.
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terdapat mekanisme khusus dalam penyimpanan 

zink (Simbolon, 2019). Kebutuhan zink 

meningkat pada masa kehamilan, laktasi dan 

anak-anak. Defisiensi zink pada ibu hamil dapat 

menyebabkan tidak optimalnya pertumbuhan dan 

fungsi imunitas janin serta terganggunya fungsi 

kognitif (Anggraheni, 2015). Salah satu 

parameter yang dapat digunakan untuk 

menetapkan konsentrasi zink di dalam tubuh 

sebagai indikator defisiensi zink antara lain 

konsentrasi zink dalam serum darah. Konsentrasi 

zink di dalam serum adalah parameter yang paling 

sering digunakan untuk menetapkan kadar zink 

seseorang, karena mudah dilakukan dan hasilnya 

akurat (Gibson, 2005). Konsentrasi zink dalam 

serum dapat diukur menggunakan Inductively 

coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS). 

ICP-MS memiliki kelebihan yaitu dapat 

mengukur kadar multi unsur dalam waktu yang 

bersamaan, jumlah sampel yang dibutuhkan 

sedikit dan mempunyai batas deteksi (limit 

detection) yang rendah yaitu hingga tingkat 

nanogram (Rukihati & Saryati, 2006). Penelitian 

ini bertujuan untuk mendapatkan informasi 

penggunaan metode Inductively coupled plasma-

mass spectrometry (ICP-MS) untuk mengukur 

konsentrasi zink (Zn) dalam serum darah ibu 

hamil.    

 

 

BAHAN DAN METODE  
 

Bahan dan Alat 

Bahan-bahan yang dipergunakan yaitu 

Sampel Serum sebanyak 15 sampel, n- Butanol, 

ICP multi-element standard solution IV 10 ppm, 

Serum Control lyophilised, ultra-pure water, 

Alkohol 70%, HNO3 2%, HNO3 6%,  Tabung ICP 

6 mL, Triton X-100, Amonia 25%, Padatan 

EDTA, Standar Indium 1000 ppm, Standar 

Merkuri 1000 ppm, Tabung Darah bertutup biru 

tua, Botol Kaca, Gas argon dan Tip 200µL. Alat-

alat yang digunakan yaitu ICP-MS (Agilent 

7700X), Fumehood, Mikropipet 200 µL dan 10 

mL, Pipet AutoRep E, Vortex, Labu ukur 100 mL 

dan 1000 mL, Sudip, Neraca analitik (Ohaus 

PA214), Rak tabung, Sonikator, microtube vortex 

dan Sentrifuse.  

 

Metode  

 Pembuatan Diluen. Ultra-pure water 

sebanyak 500 mL dimasukkan ke dalam labu ukur 

1000 mL kemudian EDTA ditimbang sebanyak 

37 miligram dan ditambahkan ke dalam labu 

ukur. Larutan tersebut ditambahkan Triton X-100 

sebanyak 700 µL dan Amonia 25% sebanyak 105 

µL. Larutan kemudian ditera dengan ultra-pure 

water dan dihomogenkan. Larutan disonikasi 

selama 1 jam. Prosedur pembuatan larutan standar 

merkuri 10 ppm yaitu sebanyak 1 mL larutan stok 

merkuri 1000 ppm dipipet ke dalam labu ukur 100 

mL, kemudian ditera dengan diluen dan 

dihomogenkan. Prosedur pembuatan larutan 

standar indium 10 ppm yaitu sebanyak 1 mL 

larutan stok indium 1000 ppm dipipet ke dalam 

labu ukur 100 mL, kemudian ditera dengan HNO3 

6% dan dihomogenkan.  

Pembuatan Larutan Standar dan Kontrol 

Serum. Larutan Deret Standar dibuat sebanyak 8 

level dengan pengenceran bertahap. Larutan Stok 

Standar 8 dibuat dengan dicampurkan ICP multi 

element standard solution 10 ppm sebanyak 5000 

µL, standar merkuri 10 ppm sebanyak 500 µL dan 

diluen sebanyak 4500 µL ke dalam botol kaca, 

kemudian larutan tersebut divortex sampai 

homogen. Larutan Stok Standar 7 hingga 1 dibuat 

secara seri dengan faktor pengenceran sebanyak 4 

kali yaitu 1 mL standar ditambahkan 3 mL diluen. 

Pembuatan deret standar dilakukan dengan cara 

masing - masing standar dipipet sebanyak 100 µL, 

kemudian ditambahkan 20 µL n-butanol dan 

diluen sebanyak 1880 µL. Larutan deret Standar 

0 dibuat dengan dicampurkan diluen sebanyak 

1980 µL dan n-butanol sebanyak 20 µL 

sedangkan blanko digunakan HNO3 2%. Larutan 

kontrol serum dihomogenkan dengan microtube 

vortex selama 5 menit kemudian, larutan dipipet 

sebanyak 200 µL dimasukkan ke dalam tabung 

ICP kemudian ditambahkan diluen sebanyak 

1800 µL setelah itu larutan divortex. Kontrol 

serum dibuat dua kali ulangan. Sampel darah 

pasien sebanyak 15 orang yang masing - masing 

disimpan di dalam tabung bertutup biru tua yang 

berisikan EDTA bebas logam. Sampel darah 

kemudian disentrifuse dengan kecepatan sebesar 

3000 rpm selama 15 menit. Serum yang 

didapatkan dipipet sebanyak 200 µL ke dalam 

vial ICP, kemudian ditambahkan diluen sebanyak 

1800 µL. Larutan sampel kemudian divortex agar 

homogen.   

 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

Sampel yang digunakan untuk penentuan 

zink adalah serum sebanyak 15 sampel, serum 

diperoleh dengan cara pemisahan dengan 

sentrifuse 3000 rpm selama 15 menit yang berasal 

dari sampel darah tanpa antikoagulan. Serum 

yang didapatkan dipipet sebanyak 200 µL, 
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kemudian dimasukkan ke dalam vial ICP. Sampel 

serum darah ditambah diluen sebanyak 1800 µL 

dan divortex agar homogen. Larutan diluen 

berisikan EDTA sebanyak 37 miligram, 700 µL 

Triton X-100, 105 µL Amonia 25% dan ultra-

pure water. Larutan diluen tersebut berfungsi 

untuk menjaga protein dan lemak tetap dalam 

larutan sampel serta Triton X-100 yang 

merupakan surfaktan juga berfungsi untuk 

meningkatkan kelarutan protein dalam sampel 

(Levi et al., 2018). Metode ICP-MS adalah teknik 

yang paling efektif untuk mengukur trace 

elements dan mineral dalam sampel biologis. 

Jumlah volume sampel biologis yang sedikit 

menjadi salah satu keterbatasan dalam analisis 

tetapi ICP-MS dapat mengatasi masalah tersebut. 

Metode ICP-MS banyak dikembangkan untuk 

pemeriksaan dalam bahan biologis seperti darah, 

plasma, urin dan rambut. Metode ICP-MS mampu 

mengkuantifikasi 27 hingga 32 elemen secara 

bersamaan dalam matriks biologis (Goulle et al., 

2005).  

 

Tabel 1. Hasil pengukuran konsentrasi zink dalam 

serum darah 

Sampel Konsentrasi Zink (µg/dL) 

1 123 

2 62 

3 76 

4 98 

5 51 

6 63 

7 55 

8 29 

9 43 

10 58 

11 64 

12 66 

13 63 

14 80 

15 72 

 

Penentuan konsentrasi zink di dalam tubuh 

sangat diperlukan karena zink memiliki peranan 

esensial dalam fungsi tubuh. Konsentrasi zink di 

dalam serum paling sering digunakan sebagai 

parameter uji dalam menetapkan keadaan 

konsentrasi zink seseorang karena mudah 

dilaksanakan dan hasil yang didapatkan akurat 

sedangkan metode ICP-MS banyak digunakan 

untuk penentuan multi element dalam sampel 

serum manusia karena efisien, sensitivitas tinggi, 

memiliki kemampuan analisis isotop, hasil 

analisis yang didapatkan mencapai presisi dan 

akurasi yang tinggi untuk analisis isotop, serta 

waktu analisis yang dibutuhkan cepat 

(Abduljabbar et al., 2019). Hasil pengukuran 

konsentrasi zink dalam serum dapat dilihat pada 

Tabel 1. 

Keuntungan pengukuran zink mengguna-
kan ICP-MS adalah sensitivitas alat lebih tinggi 
dan memiliki batas limit deteksi konsentrasi 
hingga bagian per triliun (ppt). Selain itu, ICP-MS 
dapat mengukur konsentrasi logam secara multi 
element dalam analisis dengan waktu yang cepat 
dan jumlah sampel yang dibutuhkan untuk 
analisis lebih sedikit dibandingkan dengan AAS 
(Tyler & Yvon, 2003). 

Berdasarkan hasil pengukuran konsentrasi 

zink pada Tabel 1 sampel serum pasien ibu hamil 

memiliki konsentrasi zink berkisar antara 29 – 

123 µg /dL. Nilai rujukan konsentrasi zink dalam 

serum menurut world health organization (WHO) 

yaitu 80 - 110 µg /dL. Berdasarkan nilai rujukan 

tersebut persentase hasil sampel yang dianalisis 

yaitu 80% memiliki konsentrasi lebih rendah dari 

nilai rujukan, 13,3% normal dan 6,7% memiliki 

konsentrasi lebih tinggi dari nilai rujukan. Hal ini 

menunjukkan bahwa sebagian besar pasien ibu 

hamil tersebut mengalami defisiensi zink atau 

kekurangan zink. Ibu hamil sangat rentan 

terhadap defisiensi zink karena jumlah zink pada 

ibu hamil relatif mengalami penurunan sebesar 

35% yang terjadi akibat adanya perubahan 

hormon dan pembagian nutrisi dari ibu ke janin. 

Konsentrasi zink yang rendah pada ibu hamil 

dapat menyebabkan berkurangnya nutrisi dari ibu 

ke janin dan berdampak pada berkurangnya 

penyediaan gizi yang memadai untuk janin. 

Fungsi zink bagi ibu hamil yaitu mendukung 

perkembangan dan pertumbuhan janin sampai 

dengan masa balita dan anak-anak. Defisiensi 

zink selama kehamilan dapat menyebabkan 

keterlambatan tumbuh kembang pada janin 

karena berpengaruh terhadap sistem imun 

(Wijaksono et al., 2019). Defisiensi zink di dalam 

tubuh dapat disebabkan oleh beberapa faktor 

seperti kurangnya asupan zink, gangguan proses 

penyerapan zink, konsentrasi albumin dalam 

plasma, meningkatnya kebutuhan zink dalam 

tubuh dan ekskresi zink. 

 

 

KESIMPULAN  

 

Penggunaan metode Inductively coupled 

plasma-mass spectrometry (ICP-MS) dalam 

pengukuran zink memberikan keuntungan berupa 

kebutuhan volume sampel minimal dengan 
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sensitivitas alat lebih tinggi, waktu pengukuran 

yang cepat serta memiliki batas limit deteksi 

konsentrasi hingga bagian per trilliun (ppt). 

Analisis konsentrasi zink dalam serum ibu hamil 

dengan metode ICP-MS menunjukkan 80% 

sampel serum memiliki konsentrasi lebih rendah 

dari nilai rujukan, 13,3% normal dan 6,7% 

konsentrasi yang lebih tinggi dibandingkan nilai 

rujukan menurut WHO.  
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ABSTRACT 

Endophytic bacteria are microorganisms that live in plant parts. Endophytic bacteria 

from clove (Syzygium aromaticum L.) leaves with antibacterial activity are rarely 

reported. Therefore, this study aims to isolate endophytic bacteria from clove leaves 

(Syzygium aromaticum L.), screen and determine potential endophytic bacteria as 

antibacterial compounds, identify molecularly with 16S rRNA, analyze bacterial 

growth curves and detect bioactive compounds produced by potential bacteria. 

Endophytic bacteria were isolated as many as 7 pure isolates including IRV1, IRV2, 

IRV3, IRV4, IRV5, IRV6, IRV7. IRV3 isolates showed the most dominant activity in 

inhibiting the growth of test bacteria and as the most potential producer of antibacterial 

compounds. Molecular identification with PCR (polymerase chain reaction) 

amplification in the 16S rRNA gene showed IRV3 isolate as Staphylococcus sp. with a 

99% similarity value. Besides, the results of GCMS analysis of secondary metabolites 

of IRV3 isolates showed pyrazine content as a dominant compound, which has been 

known as a bioactive compound in inhibiting bacterial growth. Therefore, the results 

of this study revealed that IRV3 isolates that were successfully isolated and identified 

would be able to contribute to further research to find new antibiotic sources. 

 

ABSTRAK 

Isolasi dan Identifikasi Molekuler Bakteri Endofit Daun Cengkeh 

(Syzigium aromaticum L) dan Mekanisme Aksinya Sebagai 

Antibakteri 

Bakteri endofit adalah mikroorganisme yang hidup di dalam bagian tanaman. Bakteri 

endofit dari daun cengkeh (Syzygium aromaticum L.) dengan aktivitas antibakteri 

masih jarang dilaporkan. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi 

bakteri endofit dari daun cengkeh (Syzygium aromaticum L.), skrining dan menentukan 

bakteri endofit potensial sebagai penghasil senyawa antibakteri, mengidentifikasi 

secara molekuler dengan 16S rRNA, menganalisis kurva pertumbuhan bakteri dan 

mendeteksi senyawa bioaktif yang diproduksi oleh bakteri potensial. Bakteri endofit 

yang berhasil diisolasi sebanyak 7 isolat murni diantaranya IRV1, IRV2, IRV3, IRV4, 

IRV5, IRV6, IRV7. Isolat IRV3 menunjukkan aktivitas yang paling dominan dalam 

menghambat pertumbuhan bakteri uji dan sebagai penghasil senyawa antibakteri yang 

paling potensial. Identifikasi molekuler dengan amplifikasi PCR (polymerase chain 

reaction) pada gen 16S rRNA menunjukkan isolat IRV3 sebagai Staphylococcus sp. 

dengan nilai similaritas 99%. Selain itu, hasil analisis GCMS dari metabolit sekunder 

isolat IRV3 menunjukkan kandungan pirazin sebagai senyawa dominan, yang telah 

dikenal sebagai senyawa bioaktif dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Oleh 

karena itu, hasil penelitian ini mengungkapkan bahwa isolate IRV3 yang berhasil 

diisolasi dan diidentifikasi akan dapat berkontribusi pada penelitian lebih lanjut untuk 

menemukan sumber antibiotik baru. 

Kata kunci: antibakteri, endofit, daun cengkeh, bioaktif, Syzigium aromaticum 

http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
mailto:usep.suhendar@unpak.ac.id
https://doi.org/10.31938/jsn.v%2012i1.
https://doi.org/10.31938/jsn.v%2012i1.
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PENDAHULUAN 
 

Sumber daya alam Indonesia memiliki 

beragam tanaman yang dapat digunakan sebagai 

sumber untuk pengobatan. Sumber daya alam 

telah menyediakan industri farmasi dengan 

sumber senyawa kimia yang paling penting,  
dan hingga 40% dari obat modern berasal dari 

sumber alam (Jassim & Naji, 2003). Ini 

menunjukkan peran terapeutik potensial tanaman 

di bidang  kesehatan (health)  (Barthwal  et 

al.,2008). Tanaman  memiliki aktivitas 

antioksidan yang  mengandung  senyawa 

metabolit sekunder  (Asif, 2015). Senyawa kimia 

yang digunakan sebagai antioksidan alami seperti 

copherol, asam askorbat, dan flavonoid telah 

banyak dipelajari (Birch  et al.,  2001). Tanaman 

cengkeh (Syzygium  aromaticum L)  merupakan 

tanaman yang telah banyak digunakan oleh 

masyarakat di Indonesia. Cengkeh memiliki 

kandungan minyak sebagai hasil produk olahan 

dari tanaman cengkeh (Syzygium  aromaticum  L). 

Produk olahan dari tanaman cengkeh memiliki 

senyawa eugenol. Karakterisasi dilakukan dengan 

metode GC-MS terhadap senyawa aktif yang 

terdapat pada produk olahan utama minyak 

cengkeh tersebut, menyimpulkan bahwa 

senyawa penting yang diperoleh dari produk 

olahan tanaman cengkeh memiliki kesamaan 

dengan senyawa eugenol dengan tingkat 

kesamaan sebesar 98%. Senyawa kimia tersebut 

memiliki aktivitas sebagai anti-mikrobial. 

Bakteri endofit mampu hidup bersama secara 

simbiosis dalam jaringan tanpa menyebabkan 

efek negatif bagi tanaman.  Hubungan antara 

tanaman dan bakteri endofit merupakan simbiosis 

mutualisme yaitu  menghasilkan senyawa bioaktif 

yang sama pada tanaman inangnya (Barbara 

&christine, 2006). Mikroorganisme endofit 

merupakan mikroorganisme yang dapat diisolasi 

dari seluruh bagian tanaman (Larran  et al., 2016). 

Tanaman dapat bersimbiosis dengan mikroba 

endofit yang mampu menghasilkan senyawa 

kimia yang mirip dengan senyawa kimia yang 

dihasilkan oleh tanaman inangnya. Kemampuan 

mikroba endofit untuk menghasilkan senyawa 

kimia sesuai dengan tanaman inangnya menjadi 

peluang besar yang dapat digunakan untuk 

pencarian dan sekaligus memproduksi 

senyawa kimia yang dapat digunakan sebagai 

obat yang diperoleh dari produksi mikroba 

endofit. Jadi, jika endofit yang diperoleh dari 

tanaman dapat menghasilkan senyawa kimia 

dalam jumlah yang besar dan tidak  perlu 

mengurangi tanaman inanngnya untuk 

diambil sebagai bahan simplisia. Dengan 

mengolahnya menjadi simplisia tentu mungkin 

membutuhkan waktu yang lama dalam setiap 

proses pemisahan senyawa kimia (Radji, 

2005). 

Berdasarkan sifat bakteri endofit, bakteri 

endofit melawan mikroba patogen dengan 

mengganggu metabolisme sel, menghambat 

sintesis dinding sel, mengganggu permeabilitas,  
dan menghambat sintesis protein dalam sel 

(Syarmalina, 2008). Bakteri  endofit   ini ditemu-

kan di berbagai bagian jaringan tanaman, tetapi 

tidak menyebabkan  penyakit. Bakteri endofit ini 

mampu hidup saling tidak merugikan, dalam hal 

ini bakteri endofit memperoleh nutrisi dari hasil 

metabolisme tanaman dan melindungi tanaman 

dari berbagai kondisi biotik dan abiotik. 

Sebaliknya,  tanaman mendapatkan derivat nutrisi 

dan senyawa aktif selama hidup bersimbiosis 

tersebut (Tanaka et al., 1999). Berdasarkan latar 

belakang ini, penelitian dilakukan untuk  
mengisolasi dan mengidentifikasi bakteri endofit 

molekuler dari daun cengkeh (Syzygium  

aromaticum L), memperlambat pertumbuhan 

bakteri  Staphylococcus aureus  ATCC 6538 dan 

Escherichia coli  ATCC 8739. 

 

 

BAHAN DAN METODE  
 

Bahan dan Alat 

Bahan-Bahan yang digunakan dalam 

penelitian ini adalah daun cengkeh (Syzygium 

aromaticum L), Tryptone Soy Agar  (TSA) Merk, 
Tryptic Soy Broth  (TSB) Merk, NaClO3, Buffer 
Posfat, etanol 70%, pelarut n-butanol, n-heksana, 

etil asetat, Ampicillin 10 mg/ml, nystatin, aqua 

dest, Staphylococcus aureus  ATCC 6538  dan 
Escherichia coli  ATCC 8739. Alat yang 

digunakan dalam penelitian ini termasuk 
Laminar Air Flow (LAF), sentrifugal, UV-VIS 

Spectrophotometer, Polymerase Chain Reaction  
(PCR),  Gas Chromatography-Mass Spectrometer  
(GC-MS)  Agilent Technologies  7890, perangkat 

lunak ChromasPro, DNA MAN v9.0, MEGA 7.0. 

 

Metode  

Isolasi Bakteri Endofit Daun Cengkeh 

(Syzigium aromaticum L) 

Dalam penelitian ini,  daun cengkeh 

(Syzygium aromaticum  L.) dengan kondisi 
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karakteristik baik dan dari tengah batang 

permukaan disterilkan mengikuti protokol 
Sogandi  et al.,(2019) dengan modifikasi. 

Pertama,  daun segar dicuci dengan air mengalir, 

kemudian permukaan disterilkan    dengan 2% 

natrium hipoklorit selama 5 menit dan dicuci 

dengan air suling setidaknya tiga kali. Sampel 

daun cengkeh akhirnya dicuci dengan etanol 70% 

dan kemudian diuapkan. Setelah penguapan 

etanol dari permukaan daun cengkeh, daun 

cengkeh dipotong menjadi potongan-potongan 

kecil (1x1 cm) dan ditempatkan pada permukaan 
piring Tryptone Soy Agar  (TSA) yang  

dilengkapi dengan  nystatin  incrusted  pada suhu 

37 ° C.   Piring diperiksa setiap hari setelah  
injeksi,  dan setelah  tiga  hari inkubasi, bakteri 

endofit dari sampel daun cengkeh diambil  tujuh 
koloni dengan morfologi terbaik, dimurnikan 

dengan isolat budaya untuk memastikan bahwa 

itu  benar-benar  koloni tunggal, isolat bernomor 

adalah Irv1, Irv2, Irv3, Irv4, Irv5, Irv6, dan Irv7, 

ditransfer secara terpisah ke TSA miring sebagai 

media stok dan  disimpan pada 4oC untuk 

penggunaan lebih lanjut.   
 

Persiapan Kultur Bakteri 

Sepuluh mikroliter  dari isolat yang diperoleh 

ditransfer ke tabung reaksi yang berisi 50 mL 

media TSB. Isolat ditumbuhkan pada media 

tersebut selama 24 jam pada suhu 370 C. 

Selanjutnya dilakukan proses sentrifugasi untuk 

memperoleh supernatant dengan kecepatan 6000 

rpm selama 20 menit. Supernatan yang diperoleh, 

disimpan pada suhu -20ºC dan diukur aktivitas 

antibakterinya. 

 

Aktivitas Bakteri Endofit Daun Cengkeh 

(Syzigium aromaticum L) terhadap Bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli 

Pengujian aktivitas antibakteri isolat bakteri 

endofit daun cengkeh (Syzygium aromaticum L)  
terhadap  Staphylococcus aureus  ATCC 6538  
dan Escherichia coli  ATCC 8739 dilakukan 

dengan metode paper disk pada media Tryptone 

Soy Agar  (TSA). Lima kertas cakram disiapkan 

yaitu masing-masing tiga kertas cakram untuk 

bakteri endofit daun cengkeh dan dua kertas 

cakram untuk kontrol positif dan kontrol 

negatif. Selanjutnya diuji bakteri endofit potensial 

menggunakan metode fraksinasi dengan pelarut 

n-butanol, n-heksana, dan etil asetat. 

 

 

Optimasi Kurva Pertumbuhan 

Isolat potensial ditumbuhkan dalam medium 

TSB 5 mL kemudian diinkubasi selama 12 jam. 

Isolat potensial ditumbuhkan pada media TSB 

sebanyak 50 mL, diambil 1% kemudian dikultur 

isolat potensial tersebut pada suhu 37OC selama 

24 jam dilakukan proses inkubasi, setiap dua jam 

kultur isolat diambil dan disimpan pada suhu -

20OC. Kultur hasil isolasi selanjutnya dilakukan 

penentuan nilai serapannya pada panjang 

gelombang 600 nm kemudian dibuat kurva 

pertumbuhannya. 

 

Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) 

Supernatan Bakteri endofit potensial daun 

dilakukan pengenceran terlebih dahulu dengan 

konsentrasi 5%, 10%, 15%, 20%, dan 25%. 

Kemampuan supernatan menghambat 

pertumbuhan  Staphylococcus aureus ATCC 6538 

dan Escherichia coli ATCC 8739 ditentukan 

berdasarkan zona hambat. 

 

Analisis Senyawa Metabolit Sekunder dengan 

Gas Chromatography-Mass Spectrometer 

(GCMS) 

Analisis kimia dilakukan dengan 

menggunakan kromatografi gas ditambah dengan 

GCMS Agilent Technologies 7890 dilengkapi 

dengan HP ultra 2 Capillary Column (30m×0.20 

mmLD, 0.11μm filmthickness). Temperatur 

kolom, 2500C, kecepatan linear gas helium gas 

pembawa, 30cm/detik, rasio split, 1/30, 

temperatur sumber ion, 230oC, dan temperatur 

antarmuka 280oC. Identifikasi senyawa kimia 

dibandingkan dengan database dan dikonfirmasi 

menggunakan sampel standar otentik (Suhendar 

& Sogandi, 2019). 

 

Identifikasi Molekuler Bakteri Endofit Daun 

Cengkeh (Syzigium aromaticum L) (Suhendar 

et al., 2021) 

Dari total tujuh isolat, isolat potensial 

selanjutnya dilakukan isolasi genom. Selanjutnya 

dilakukan amplifikasi menggunakan gen 16S 

rRNA menggunakan mesin PCR. Hasil PCR 

selanjutnya dilakukan elektroforesis mengguna-

kan gel agarose dan dilakukan visualisasi dibawah 

sinar UV dan diperoleh pita DNA, berikutnya 

dilakukan pemurnian. Selanjutnya dilakukan 

pensejajaran dengan urutan basa dalam database 

NCBI. Hasil pensejajaran selanjutnya 

dimasukkan ke dalam NJPlot untuk dilakukan 

konstruksi pohon filogenetik. 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

Tujuh isolat murni (Irv1, Irv2, Irv3, Irv4, 

Irv5, Irv6, Irv7) diperoleh dari bakteri endofit 

daun cengkeh  (Syzygium aromaticum L). Pertama 

pengujian dilakukan dari tujuh isolat murni, yaitu 

pengujian akivitas antibakteri dari isolat bakteri 

daun cengkeh (Syzygium aromaticum L) terhadap 

bakteri staphylococcus aureus di 6538  

Escherichia coli  ATCC 8739.   Uji  aktivitas  

bakteri endofit  daun cengkeh (Syzygium 

aromaticum  L)  terhadap  Staphylococcus aureus 

ATCC 6538 dan Escherichia coli  ATCC 8739 

dilakukan dengan metode paper disk dengan 

menggunakan media TSA. Pada pengujian 

menggunakan lima kertas cakram pada setiap 

bakteri yang diuji. Tiga  cakram untuk  sampel 

bakteri endofit daun cengkeh dan  dua  cakram 

untuk kontrol positif dan kontrol negatif . 

 

 
Gambar 1. Hasil isolasi bakteri endofit  daun 

cengkeh (Syzygium aromaticum L) 

 

 

 
Gambar 2. Diagram Hasil Uji Aktivitas Bakteri 

Endofit daun cengkeh (Syzygium 

aromaticum L) 

 

Hasil tes bakteri endofit potensial daun 

cengkeh (Syzygium aromaticum L), kontrol 

negatif dalam pelarut dan kontrol positif dalam 

bentuk  ampisilin  10  mg / ml menunjukkan 

bahwa bakteri endofit Irv3 memiliki 

penghambatan yang lebih signifikan daripada 

isolat lainnya. Oleh karena itu sampel Irv3  

disebut sebagai bakteri endofit potensial. Tes awal 

bakteri endofit potensial Irv3 dilakukan dengan 

menggunakan metode fraksinasi dengan pelarut 

n-butanol, n-heksana dan etil asetat. 

 

Tabel 1. Hasil uji aktivitas terhadap bakteri 

endofit Irv3 

Bakteri Potensial Diameter rataan (mm) 

Kontrol (-) 0 

kontrol (+) 16,42 ± 0,03 

n-butanol 11,88 ± 0,52 

n-heksan 17,16 ± 0,97 

etil asetat 20,65 ± 2,49 

 

Hasil aktivitas uji bakteri endofit  

potensial  daun cengkeh Irv3  dengan kelompok 

uji  fraksi n-butanol, fraksi n-heksana dan fraksi 

etil asetat menunjukkan angka daya 

penghambatan terbaik adalah fraksi etil asetat 

dengan luas rata-rata zona hambar di kedua 

bakteri uji adalah 20,65 ± 2,49. Berdasarkan hasil 

kurva yang terbentuk pada gambar 3, dapat 

diketahui bahwa potensi bakteri endofit Irv3 

mengalami fase lag atau fase adaptasi pada jam 

ke-0 hingga ke-12; hal ini dapat dilihat dari 

peningkatan absorbansi yang tidak terlalu tinggi. 

Pada fase ini bakteri melakukan penyesuaian 

terhadap media tumbuh bakteri. Pada fase ini 

bakteri mampu atau tidak mampu untuk bertahan 

hidup pada media tersebut. Setelah mengalami 

fase lag, bakteri potensial mengalami fase 

eksponensial yang dapat dilihat dengan 

peningkatan nilai absorbansi pada jam ke-14 

hingga ke-20. Pada fase ini, tentu bakteri yang 

mampu bertahan hidup pada media tumbuh akan 

tumbuh dengan cepat. Pertumbuhan bakteri 

tersebut antara bakteri, memiliki pertumbuhan 

yang berbeda-beda, hal ini dipengaruhi oleh faktor 

sifat genetik dari bakteri tersebut. Setelah itu, 

bakteri potensial menjalani fase stasioner yang 

dapat dilihat pada nilai absorbansi pada jam ke-20 

hingga ke-26. Pada fase ini, bakteri menuju laju 

kematiannya. Kondisi ini menunjukkan 

keseimbangan keseluruhan bakteri dengan 

kondisi media dan adanya pembelahan sel yang 

berkurang. 
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Gambar 3. Hasil optimasi kurva pertumbuhan 

 
Gambar 4. Hasil Uji Konsentrasi Hambat 

Minimum 

 

Bakteri endofit potensial Irv3 pada fraksi etil 

asetat dianggap 100% dilakukan pengenceran 

terlebih dahulu dengan konsentrasi 5%, 10%, 

15%, 20%, dan 25%.. Hasil tes aktivitas 

antibakteri dari lima konsentrasi ini menunjukkan 

bahwa setiap konsentrasi menghasilkan zona 

hambat terhadap  Staphylococcus aureus  dengan 

rata-rata   0,77 ± 0 mm;   0,50 ± 0,002  mm; 0,28 

± 0,002  mm; 0,76 ± 0,01 mm dan 1,01 ± 0 mm. 

Sedangkan zona resistance terhadap Escherichia 

coli  dengan rata-rata   0,63 ± 0 mm; 0,29 ± 0 mm; 

0,46 ± 0,01 mm; 0,98 ± 0,002 mm; dan 0,80 ± 

0,001 mm. Hasil pengukuran Konsentrasi Hambat 

Minimum (KHM) kemudian dihitung  untuk 

menunjukkan bahwa konsentrasi terendah yang 

menghasilkan zona hambar adalah 15% pada 

bakteri Staphylococcus  aureus. Pada  bakteri 

Escherichia   coli,  konsentrasi terendah adalah  10 

Hasil kedua konsentrasi tersebut ditandai dengan 

tidak adanya keruhan sebelum inkubasi dan 

sesudah inkubasi. 

Gambar 5 dan 6 menunjukkan terjadinya 

peningkatan absorbansi dari supernatan sel, yang 

menandakan terjadinya peningkatan bahan-bahan 

yang dapat diserap pada panjang gelombang 260 

nm dan 280 nm yang di keluarkan oleh sel bakteri. 

Pada pengujian ini terlihat adanya kebocoran sel 

yang diamati pada panjang gelombang 260 nm 

untuk protein dan panjang gelombang 280 nm 

untuk asam nukleat. Kebocoran sel dapat 

diakibatkan adanya senyawa aktif yang dihasilkan 

oleh bakteri endofit. Dengan adanya senyawa 

kimia tersebut dapat mengakibatkan perubahan 

permeabilitas membran sel sehingga komponen 

didalam sel terganggu dan mengakibatkan 

komponen sel keluar. 

 
Gambar 5. Kebocoran Sel Protein dan Asam 

Nukleat daun cengkeh terhadap 

bakteri Staphylococcus aureus 

ATCC 6538. 

 

 
 

Gambar 6. Kebocoran Sel Protein dan Asam 

Nukleat daun cengkeh terhadap 

bakteri Escherichia coli ATCC 

8739. 

 

Staphylococcus aureus ATCC 6538  

memiliki kebocoran sel paling banyak daripada  

Escherichia coli ATCC 8739. Konsentrasi bakteri 

potensial dari fraksi daun cengkeh etil asetit Irv3 

mempengaruhi kebocoran asam nukleat dan 

protein dalam sel bakteri, yaitu pada konsentrasi 2 

MIC, ada kebocoran asam nukleat daripada pada 

konsentrasi 1 MIC. Bakteri Staphylococcus  

aureus ATCC 6538 paling sensitif terhadap 

bakteri endofitik potensial  Irv3 etil asetat daun 

cengkeh (Nilai MIC 15%) dibandingkan dengan 

Escherichia coli  ATCC 8739  (nilai MIC 10%). 

Perbedaan antara keduanya adalah karena 

perbedaan dalam struktur dinding sel,dimana 

bakteri Gram-positif  memiliki lapisan 

lipopolysaccharide tipis dan lapisan 

peptidoglikan tebal. Bakteri gram negatif  
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memiliki lapisan lipopolysaccharide tebal dan 

lapisan peptidoglikan tipis. 

Senyawa yang diidentifikasi ini tidak 

semuanya termasuk dalam kelompok senyawa 

dengan aktivitas antibakteri. Senyawa dengan 

konsentrasi tertinggi adalah 

benzylhexahydropyrrolo [1,2-a] pyrazine-1,4-

dione,  dengan kandungan 13,47% pada waktu 

retensi 31.330. Senyawa dominan yang paling 

sering terdeteksi dalam analisis GCMS ini adalah 

Pyrazine dan turunannya terdeteksi pada waktu 

retensi 28.841 (2,52%), 29.027 (5,04%), 29.206 

(11,73%), dan 31.303 (12,58%). Piran  adalah 

senyawa dengan komponen heterosiklik yang 

mengandung nitrogen dan hasil dari interaksi 

antara dikarbonil,  sedangkan amina adalah 

interaksi antara kelompok asam amino. Peran 

rantai asam amino dalam  membentuk  pyrazine  

sangat  penting,terutama bagian dari rantai yang 

mengandung atom nitrogen seperti glutamin, as-

paragon,dan lysine (Yulia &Wijaya, 2015). 

Pyrazine termasuk dalam senyawa alkaloid 

karena memiliki atom nitrogen. Senyawa alkaloid 

dalam isolat Irv3 dianggap memiliki aktivitas 

antibakteri. 

Kemurnian DNA dapat dilihat dari rasio 

absorbansi DNA (A260/A280), di mana kemurnian  

DNA yang diperoleh dari   studi isolat Irv3  adalah  

1,85  yang menurut  Sambrook  et al. (1989),  hasil 

isolasi DNA dikatakan murni jika nilai rasioA260/ 

A280  adalah  antara  1,8-2,00. Dalam penelitian 

ini,  konsentrasi DNA yang diekstraksi adalah 

283,1  ng / ul. Setelah pemurnian, urutan gen 

rRNA 16S ditentukan. Urutan parsial rRNA 16S 

yang diperoleh selaras dengan urutan basis dalam 

database NCBI. Urutan isolat Irv3 yang selaras 

menunjukkan bahwa gen rRNA 16s dalam isolat 

± 1500 bp (pasangan basa). Selanjutnya, urutan 

gen rRNA 16s dari isolat Irv3 terdaftar ke 

database NCBI Genbank sebagai Staphylococcus 

epidermidis. Rekonstruksi pohon filogenetik 

mendukung  mencari tahu  hubungan antara 

spesies (Zhang  et al., 2019). Penyelarasan urutan 

bakteri dengan beberapa urutan bakteri lain yang 

diambil dari database NCBI GenBank  dilakukan 

dengan menggunakan cluster X2. Selain itu, hasil 

penyelarasan dimasukkan ke dalam NJPlot untuk 

merekonstruksi pohon filogenetik. Rekonstruksi 

pohon filogenetik menunjukkan bahwa  isolat Irv3  

memiliki hubungan terdekat dengan 

Staphylococcus epidermidis  yang mengiden-

tifikasi kesamaan 100%. Cladogram menghasil-

kan urutan 16s rRNA dari isolat potensial Irv3 dan 

nota sekutunya. 

 
Gambar 8. Hasil elektroforesis dari produk 

amplifikasi gen 16S-rRNA 

 

Hasil elektroforesis sampel diketahui 

memiliki pita yang disajikan dan sejajar dengan 

penanda sekitar 1.500 bp. Hal ini menunjukkan 

bahwa fragmen gen terlibat dengan ukuran ± 

1.500 bp, sehingga disimpulkan bahwa proses 

penguatan  isolat Irv3 berhasil dilakukan. 

Kemudian isolat Irv3 ditentukan menggunakan 

urutan 16S-rRNA yang  dianalisis secara penuh 

pada analisis Cluster Malaysia basis 1st pada 

urutan dilakukan dengan program BLAST-IN dari  

NBCI. 

 

Tabel 1. Hasil GCMS Isolat Bakteri Endofit Potensial (Irv3) 

Jenis/Kode 

Sampel 
RT Senyawa 

Kandungan 

(%) 

Isolated 

Irv3 

28.841 Pyrrolo [1,2-a] pyrazine-1,4-dione hexahydro-3-( 2-methyl propyl)- 2,52 

29.027 ISOBUTYLHEXAHYDROPYRROLO [1,2-A] PYRAZINE-1,4-DIONE 5,04 

29.206 Pyrrolo [1,2-a] pyrazine-1,4-dione hexahydro-3-( 2-methylpropyl)- 11,73 

31.303 Pyrrolo [1,2-a] pyrazine-1,4-dione hexahydro-3-( phenylmethyl)- 12,58 

31.330 BENZYLHEXAHYDROPYRROLO [1,2-A] PYRAZINE-1,4-dione 13,47 

1.500bp 
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Tabel 2. Hasil Pengukuran Konsentrasi DNA 

Nama Sample 
Panjang Gelombang (A) 

Konsentrasi (ng/ul) 
260/280 260/230 

Irv 3 1.85 2.27 283.1 

 

 

Gambar 9. Hasil Analisi BLAST dari Isolat Irv3 

 

Gambar 10.  Phylogenetic tree dari Isolat Irv3 

 

Hasil analisa dengan menggunakan program 

BLAST menunjukan bahwa bakteri endofit 

potensial isolat Irv3 merupakan bakteri dengan 

spesies Staphylococcus sp. dengan identity 99% 

terhadap strain Firmi-72. Filogenetik adalah 

metode yang digunakan dalam sistematika untuk 

menunjukkan keanekaragaman suatu organisme 

dengan melalui proses penataan ulang hubungan 

kekerabatan. Pohon filogenetik merupakan suatu 

grafik yang ditampilkan yang mampu 

memberikan gambaran kekerabatan yang terdiri 

dari sejumlah titik-titik dan beberapa cabang 

dengan hanya satu cabang yang menghubungkan 

dua titik terdekat. Setiap titik merupakan wakil 

unit suatu taksonomi dan setiap cabang 

merupakan wakil yang memiliki hubungan antar 

unit dengan memberikan gambaran hubungan 

turun temurun terhadap nenek moyang. 

Hasil analisis pohon filogenetik isolat Irv3 

menunjukkan kekerabatan yang lebih dekat 

dengan spesies bakteri Staphylococcus sp, 

sehingga isolat Irv3 diidentifikasi menggunakan 

rRNA 16s. Staphylococcus adalah bakteri Gram-

positif dengan diameter 0,5-1,5 μm dan ditandai 

oleh lokus individu, yang membagi lebih dari satu 

bidang menjadi kelompok-kelompok. 

Staphylococcus adalah anaerobik fakultatif non-

motil, tidak membentuk spora yang tumbuh 

dengan respirasi aerobik atau fermentasi. 

Sebagian besar spesies memiliki kebutuhan 

nutrisi yang relatif kompleks, tetapi, secara 

umum, mereka membutuhkan sumber nitrogen 

organik, dipasok oleh 5 hingga 12 asam amino 

esensial, misalnya arginin, valin, dan vitamin B, 

termasuk tiamin dan nikotinamida (Khianngam  et 

al., 2013). Selain metabolit sekunder yang aktif 

secara biologis, bakteri endofit juga menghasilkan 
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antimikroba   penting. Dalam sebuah penelitian 

yang mencari enzim endofit berproduksi tinggi di 

bakau di Thailand, Khianngam  et al. (2013) 

menemukan bahwa bakteri Gram-positif 

menunjukkan lebih banyak aktivitas hidrolitik  

daripada  bakteri Gram-negatif. Tanpa diduga, 

strain spesifik  S. epidermidis  diamati untuk 

menghasilkan analog nukleobase dengan 

kapasitas untuk menghambat sintesis DNA. 

Ketika diberikan secara intravena atau diterapkan 

pada tikus, molekul ini atau strain S. epidermidis 

yang hidup itu sendiri menekan pertumbuhan 

tumor in vivo (Nakatsuji  et al., 2018). 

Selanjutnya,  Nawangsih et al, (2011) melaporkan 

bahwa bakteri endofit S. epidermidis  adalah 

pengendali biologis bakteri patogen lain 

(Ralstonia solanacearum)  dalam  tomat. 

 

 

KESIMPULAN  
 

Kesimpulan pada penelitian ini adalah 

terdapat tuujuh isolat murni bakteri endofit daun 

cengkeh yang diperoleh dari fraksi etil asetat daun 

cengkeh terhadap pertumbuhan bakteri 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 (15%) 

dengan zona hambat pertumbuhan bakteri sebesar 

0.28 ± 0,002 mm dan bakteri Escherichia coli 

ATCC 8739 (10%) dengan zona hambat 0.29 ± 0 

mm. Optimasi Kurva pertumbuhan bakteri potensial 

Irv3 mengalami tiga ase yaitu fase lag atau fase 

adaptasi, fase eksponensial dan fase stasioner. 

Pada jam ke-18 bakteri potensial Irv3 

memproduksi metabolit sekunder. Isolat Irv3 

mengandung senyawa pyrazine yang dapat 

digunakan sebagai sumber bahan alam untuk 

kesehatan dan teridentifikasi sebagai bakteri 

Staphyllococcus sp. 

 

 

SARAN 
 

Adapun saran dari penelitian ini adalah isolat 

potensial Irv3 dapat dilakukan pengujian berbagai 

bioaktivitas lainnya serta dilakukan isolasi 

senyawa kimia dari isolat potensial Irv3. 
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PENDAHULUAN 

 

Binahong merupakan tanaman yang 

memiliki genus Anredera dan merupakan Famili 

Basellaceae, pada beberapa penelitian 

menyatakan bahwa pada hasil isolasi daun 

binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) 

mengandung saponin triterpen (Arif et al., 2008), 

flavonoid, steroid (Ayu et al., 2018) dan polifenol 

(Kurniawan & Aryana, 2015). Flavonoid 

merupakan senyawa fenolik yang terdapat di alam 

yang berpotensi sebagai penangkal radikal bebas 

(Parwati et al., 2014).  

Penarikan suatu senyawa dalam daun 

binahong membutuhkan suatu metode ekstraksi. 

Dalam pengujian fitokimia, proses ekstraksi 

sangat penting karena dari tahap awal hingga 

akhir menggunakan proses ekstraksi. Ekstraksi 
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ABSTRACT 

Binahong leaves contain flavonoid and polyphenol compounds that are potentially free 

radical scavengers. Extraction using ultrasonic has been carried out at various extraction 

times and temperatures. The purpose of this study was to obtain the optimum time and 

temperature of ultrasonic for yield and free radical scavenging activity of binahong leaves 

using Response Surface Methodology (RSM) with the Central Composite Design method. 

Binahong leaves were extracted at three levels of time (10, 20, 30 minutes) and temperature 

(40, 45, 50°C) with a frequency of 40 kHz using an ultrasonic bath. The results showed at 

a temperature of 45°C for 20 minutes obtained the highest yield of 10.44%, with a predictive 

value of RSM 10.15%. At a temperature of 40°C for 30 minutes, the optimum value of the 

free radical scavenging activity of binahong leaf extract was obtained. The percent 

inhibition value was 55.92%, with a predictive value of 48.85%. Based on the results, the 

temperature and time variables have a significant effect on the percentage of extract yield 

and have no significant effect on free radical scavenging activity. 

 

ABSTRAK 

Pemanfaatan Ekstrak Daun Binahong (Anredera cordifolia ) Asal 

Kabupaten Bogor Sebagai Penangkal Radikal Bebas 

Daun binahong memiliki senyawa flavonoid dan polifenol yang berpotensi sebagai 

penangkal radikal bebas. Telah dilakukan ekstraksi dengan menggunakan bantuan 

gelombang ultrasonic yang dilakukan dengan berbagai waktu dan suhu ekstraksi. Tujuan 

dari penelitian ini yaitu diperolehnya waktu dan suhu optimum ekstraksi berbantu 

gelombang ultrasonik terhadap rendemen ekstrak dan aktivitas penangkal radikal bebas 

daun binahong dengan menggunakan Response Surface Methodology (RSM) metode 

Central Composite Design. Daun binahong diekstraksi dengan 3 taraf waktu (10, 20, 30 

menit) dan suhu (40°C, 45°C, 50°C) dengan frekuensi 40 kHz dengan menggunakan 

ultrasonic bath. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada suhu 45°C pada waktu 20 menit 

diperoleh hasil rendemen ekstrak tertinggi yaitu 10,44% dengan nilai prediksi RSM 10,15% 

dan pada suhu 40°C dengan waktu 30 menit diperoleh nilai optimum terhadap aktivitas 

penangkal radikal bebas ekstrak daun binahong yaitu diperoleh nilai persen inhibisi 55,92% 

dengan nilai prediksi 48,85%. Berdasarkan hasil penelitian, menunjukkan bahwa variabel 

suhu dan waktu hanya berpengaruh nyata terhadap persentase rendemen ekstrak dan tidak 

berpengaruh nyata terhadap aktivitas penangkalan radikal bebas. 

 

Kata kunci: Binahong, Response surface methodology, Rendemen ekstrak, Aktivitas 

penangkal radikal bebas 

http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
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https://doi.org/10.31938/jsn.v%2012i1.
https://doi.org/10.31938/jsn.v%2012i1.


37 | Utilization of Binahong (Anredera cordifolia) Leaves Extract from Bogor Regency as Free Radical Scavenging Activity 

 

Jurnal Sains Natural Universitas Nusa Bangsa Vol. 12, No.1, Januari 2022, 36 – 44 

 

yaitu suatu metode pemisahan dari campurannya 

dengan menggunakan pelarut tertentu. Suhu dan 

waktu merupakan parameter yang dapat 

mempengaruhi ekstraksi, sehingga peningkatan 

suhu dan waktu harus diperhatikan karena suhu 

yang terlalu tinggi dapat merusak bahan yang 

akan diproses dan waktu ekstraksi yang tepat 

dapat menghasilkan senyawa yang optimal 

(Ibrahim et al., 2015). Pada penelitian ini 

menggunakan ekstraksi berbantu gelombang 

ultrasonik. Ekstraksi berbantu gelombang 

ultrasonik yaitu ekstraksi yang dilakukan dengan 

bantuan gelombang ultrasonik pada frekuensi 20-

2000 kHz (Sekarsari et al., 2019).  

Response Surface Methodology yaitu suatu 

metode statistik dan matematik yang digunakan 

untuk membangun, mengembangkan serta 

mengoptimasi proses. Untuk mengetahui suhu 

dan waktu ekstraksi yang tepat maka dilakukan 

optimasi untuk menentukan nilai optimum dari 

variasi suhu dan waktu ekstraksi. Proses optimasi 

dilakukan dengan menggunakan RSM, karena 

pada penelitian Kunarto et al, (2019) menyatakan 

bahwa dengan menggunakan metode RSM dapat 

menghasilkan waktu, suhu dan konsentrasi 

pelarut yang optimal dari ektraksi biji melinjo 

kerikil berbantu gelombang ultrasonik. 

Penelitian terkait optimasi suhu dan waktu 

pada ekstraksi berbantu gelombang ultrasonik 

terhadap rendemen ekstrak dan aktivitas 

penangkalan radikal bebas daun binahong 

(Anredera cordofolia) menggunakan metode 

optimasi Response Surface Methodology (RSM) 

belum pernah dilaporkan. Berdasar uraian di atas 

maka sangat perlu dilakukan penelitian terkait 

optimasi suhu dan waktu ekstraksi berbantu 

gelombang ultrasonik terhadap rendemen esktrak 

dan aktivitas penangkal radikal bebas daun 

binahong menggunakan metode optimasi RSM 

dengan rancangan Central Composite Design. 

Tujuan penelitian yaitu menentukan suhu dan 

waktu optimum ekstraksi berbantu gelombang 

ultrasonik terhadap persentase rendemen ekstrak 

dan untuk mengetahui aktivitas penghambatan 

radikal bebas yang optimum pada ekstrak daun 

binahong. 

 

 

BAHAN DAN METODE KERJA 

 

Bahan dan Alat 
Penelitian dilakukan pada Tahun 2021, di 

Laboratorium Farmasi Fakultas Matematika dan 

Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Pakuan 

Bogor. 

Bahan penelitian meliputi daun binahong 

(Anredera cordifolia (Ten.) Steen), metanol 96%, 

DPPH, vitamin C, air suling, heksana, pereaksi 

Dragendroff, pereaksi Bouchardat,  pereaksi 

Mayer, larutan 10% besi (III), metanol 50%, asam 

klorida (HCl), serbuk Mg, serbuk Zn, pereaksi 

Liebermann-Burchard, gelatin, larutan 3% besi 

(III), natrium klorida (NaCl). Alat penelitian 

meliputi timbangan analitik, blender, ayakan 40 

mesh,  sonikator, rotary evaporator,  pipet tetes,  

alat-alat gelas, waterbath, spektrofotometer UV-

Vis, alat sentrifugasi, Alat Pelindung Diri (APD), 

kertas saring Whattman, aluminium foil. 

 

Metode  
Pengumpulan bahan dan determinasi 

Dalam penelitian ini sampel yang digunakan 

yaitu seluruh bagian daun binahong (Anredera 

cordifolia (Ten.) Steen) yang diperoleh dari 

Kabupaten Bogor. Selanjutnya determinasi 

dilakukan di Lembaga Ilmu Pengetahuan 

Indonesia Kebun Raya Bogor. 

 

Pembuatan serbuk daun binahong 

Seluruh bagian daun binahong (Anredera 

cordifolia (Ten.) Steen) segar sebanyak 17,889 kg 

dicuci dan disortasi basah. Selanjutnya daun 

dikeringkan di bawah sinar matahari langsung. 

Kemudian daun binahong yang sudah kering 

dihaluskan dengan menggunakan blender dan 

diayak dengan ayakan 40 mesh. 

  

Optimasi ekstraksi dengan Response Surface 

Methodology (RSM) 

Proses ekstraksi berdasarkan hasil analisis 

perangkat lunak Design Expert 11.1.2.0 Trial 

dengan menggunakan rancangan percobaan 

Central Composite Design. Faktor atau variabel 

yang digunakan yaitu suhu ekstraksi yaitu 40°C, 

45°C, 50°C dan waktu ekstraksi 10, 20, 30 menit 

(Sekarsari et al., 2019). Setelah data dimasukkan 

ke dalam perangkat lunak Design Expert 11.1.2.0 

Trial, akan diperoleh 13 kombinasi perlakuan 

untuk ekstraksi dengan bantuan gelombang 

ultrasonik. 

Pembuatan ekstrak daun binahong 

berdasarkan hasil kombinasi analisis perangkat 

lunak yaitu dengan cara serbuk daun binahong 

ditimbang 100 gram dengan menggunakan 

pelarut metanol 95% 1000 mL (1:10). Kemudian 

sampel diekstraksi berdasarkan hasil 13 

kombinasi analisis RSM dengan menggunakan 

alat sonikator dengan frekuensi gelombang 40 

kHz. Selanjutkan ekstrak cair disaring dan 

dipekatkan dengan rotary vaccum evaporator. 
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Kemudian ekstrak cair dikentalkan dengan 

menggunakan water bath pada suhu 70°C hingga 

menjadi ekstrak pekat. Selanjutnya dihitung 

persentase rendemen ekstrak. 

 

% Rendemen = 
𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑎𝑘ℎ𝑖𝑟

𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑎𝑤𝑎𝑙
 X 100% 

 

Tabel 1. Hasil kombinasi perlakuan Response 

Surface Methodology 

Std Run Suhu 

(°C) 

Waktu 

(Menit) 

12 1 45 20 

10 2 45 20 

1 3 40 10 

5 4 38 20 

7 5 45 6 

2 6 50 10 

9 7 45 20 

3 8 40 30 

6 9 52 20 

4 10 50 30 

8 11 45 34 

11 12 45 20 

13 13 45 20 

 

Uji karakteristik simplisia dan ekstrak 

Uji kadar air 

Uji kadar air ditentukan menggunakan 

metode gravimetri, yaitu dengan cara sampel 

sebanyak 2 gram dimasukkan ke dalam cawan 

penguap. Sampel dimasukkan ke dalam oven 

pada suhu 105°C selama 5 jam, selanjutnya 

ditimbang sampai bobot konstan. Penetapan 

kadar air dilakukan secara duplo. 

Uji kadar abu 
Sampel sebanyak 2 gram dimasukkan ke 

dalam kurs porselin. Sampel dimasukkan ke 

dalam tanur dengan suhu ± 600°C dengan waktu 

6 jam sampai arang habis. Pengujian dilakukan 

secara duplo. 

Uji aktivitas penangkalan radikal bebas 

dengan metode DPPH (Utami et al, 2018) 

a. Larutan DPPH 1 mM 

DPPH sebanyak 98,58 mg ditimbang, 

dimasukkan ke dalam labu ukur 250 mL. DPPH 

dilarutkan dengan menggunakan pelarut metanol 

p.a hingga batas labu. Kemudian labu ukur 

dilapisi aluminium foil. 

b. Larutan blanko 

1 mL larutan DPPH 1mM dimasukkan ke 

dalam labu ukur dan ditambah 10 mL metanol p.a 

dan dihomogenkan. Labu ukur dilapisi dengan 

menggunakan aluminium foil dan diinkubasi 

pada suhu kamar yaitu 25-30°C. 

c. Larutan baku vitamin C 100 mg/L 

Vitamin C dimasukkan ke dalam labu ukur 

100 mL sebanyak 100 mg, ditambahkan metanol 

p.a sampai batas labu (1000 mg/L). 10 mL larutan 

vitamin C 1000 mg/L  dimasukan ke dalam labu 

ukur 100 mL dilarutkan dengan metanol p.a. 

 

Penentuan panjang gelombang maksimum 

Metanol p.a sebanyak 8 mL dipipet dan 

ditambahkan 1 mL larutan DPPH 1 mM dan 

diencerkan dengan metanol p.a sampai batas pada 

labu ukur 10 mL. Labu ukur dilapisi dengan 

aluminium foil dan selanjutnya diinkubasi pada 

suhu kamar selama 30 menit.  

 

Penentuan waktu inkubasi optimum 

 1 mL larutan standar vitamin C dimasukkan 

ke dalam labu ukur 10 mL. Metanol p.a 4 mL dan 

larutan DPPH 1 mM sebanyak 1 mL dipipet dan 

ditambahkan metanol p.a sampai tanda batas labu. 

Absorban diukur pada panjang gelombang 

maksimum dan diukur pada waktu 10, 20, 30, 40, 

50, 60 menit.  

 

Pembuatan deret larutan standar vitamin C 

 Pembuatan deret vitamin C dengan variasi 

konsentrasi yaitu 2, 4, 6, 8, 10 mg/L dibuat dalam 

labu ukur 10 mL. Larutan DPPH 1 mM sebanyak 

1 mL dimasukkan dalam labu dan ditambahkan 

metanol p.a hingga tanda batas labu. Selanjutnya 

larutan diinkubasi dengan waktu optimum dan 

diukur pada panjang gelombang maksimum 

dengan menggunakan alat spektrofotometer UV-

Vis. 

 

Pembuatan larutan uji dari 13 kombinasi hasil 

analisis RSM 

 Larutan uji dibuat dengan cara membuat 

larutan induk 1000 mg/L. Larutan dimasukkan ke 

dalam labu ukur 50 mL dan dilarutkan dengan 

metanol p.a sampai tanda batas. Konsentrasi 50 

mg/L dibuat dari larutan induk 1000 mg/L ke 

dalam labu ukur 10 mL. Metanol p.a 4 mL dan 

larutan DPPH 1 mM sebanyak 1 mL ditambahkan 

ke dalam labu lalu metanol p.a ditambahkan 

hingga tanda batas, kemudian labu dilapisi 

aluminium foil. 

 

Pengujian penangkalan radikal bebas  

 Larutan uji dari 13 perlakuan, deret larutan 

kontrol positif vitamin C dan blanko diukur 

absorbannya dengan menggunakan alat 

spektrofotometer UV-Vis. Nilai persentase 
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hambatan DPPH dihitung dengan menggunakan 

nilai IC dengan perhitungan sebagai berikut. 

 

% Inhibisi = 
Abs blanko DPPH−Abssampel

absorbansi blanko DPPH
 X 100 % 

Pengolahan data 

 Hasil data persentase rendemen dan 

persentase inhibisi diperoleh dari hasil ekstraksi 

13 kombinasi perlakuan, kemudian diolah dengan 

analisis RSM menggunakan perangkat lunak 

Design Expert 11.1.2.0 Trial  dengan rancangan 

Central Composite Design (CCD) untuk 

menetapkan kondisi hasil optimum ekstraksi 

analisis RSM terhadap pengaruh pada faktor suhu 

dan waktu ekstraksi terhadap persentase 

rendemen dan uji aktivitas penangkalan radikal 

bebas. kemudian data diuji dengan ANOVA 

menggunakan tingkat kepercayaan 95%. 

 

Uji fitokimia 

Pengujian alkaloid 

Ekstrak ditimbang sebanyak 0,5 gram, lalu 

ditambahkan 1 mL HCl 2N dan 9 mL air. 

Selajutnya larutan dipanaskan di atas penangas air 

selama 15 menit, larutan didinginkan dan 

disaring. Hasil filtrat digunakan untuk pengujian.  

Filtrat diteteskan pada kaca arloji, ditambahkan 

reagen Dragendroff, Mayer dan Bouchardat.  

 

Pengujian flavonoid   

Identifiksai senyawa flavonid dilakukan dengan 

menggunakan beberapa pereaksi flavonoid, yaitu  

a. Ekstrak ditimbang sebanyak 0,5 gram, 

dilarutkan dalam 1 - 2 mL metanol 50%, jika 

perlu dengan menggunakan pemanasan di atas 

penangas air, kemudian larutan ditambahkan 

logam magnesium dan ditambahkan 5-6 tetes 

asam klorida pekat. Selanjutnya larutan 

dipanaskan beberapa menit di atas penangas 

air, warna merah hingga merah lembayung 

yang timbul menandakan adanya senyawa 

flavonon, flavonol, flavanonol, dan 

dihidroflavonol. 

b. Ekstrak ditimbang sebanyak 0,5 gram, 

dilarutkan dalam 1 - 2 ml metanol 50%, di 

panaskan diatas penangas air, kemudian 

larutan ditambahkan sedikit serbuk seng dan 

ditambahkan 5-6 tetes asam klorida pekat. 

Selanjutnya larutan dipanaskan beberapa 

menit di atas penangas air. Timbulnya warna 

merah lembayung menunjukan adanya 

senyawa dihidroflavonol, flavanon dan positif 

mengandung flavonoid jika larutan tidak 

berwarna atau berwarna merah muda lemah. 

Pengujian steroid dan triterpenoid 

 Ekstrak sebanyak 1 gram dimasukkan ke 

dalam tabung reaksi,  lalu ditambahkan 2 mL 

heksana. Larutan dikocok perlahan dan 

ditambahkan pereaksi Liebermann-Burchard. 

Timbulnya warna merah atau ungu menunjukan 

positif mengandung triterpenoid, dan larutan 

positif steroid jika larutan berubah menjadi warna 

biru atau hijau.  

 

Pengujian saponin 

 Ekstrak daun binahong sebanyak 1 gram, 

ditambahkan 10 mL air panas lalu didinginkan. 

Larutan dikocok kuat-kuat sampai menghasilkan 

busa, lalu ditambahkan asam klorida yang 

bertujuan agar busa tetap stabil.   
 

Pengujian tanin  
Ekstrak daun binahong ditimbang sebanyak 

0,5 gram, ditambahkan aquadest panas lalu 

diaduk dan didinginkan. Selanjutnya 

ditambahkan larutan  gelatin 10%, adanya tanin 

ditandai timbulnya endapan warna putih. Ekstrak 

ditambahkan NaCl-gelatin dengan perbandingan 

1:1. Hasil positif tannin ditandai dengan 

timbulnya endapan pada larutan. Ekstrak 

ditambahkan dengan larutan 3% besi (III) klorida, 

adanya tanin ditandai timbulnya warna hijau biru 

hingga kehitaman. 

 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Hasil pembuatan serbuk 

 Daun binahong basah sebanyak 17,889 kg 

setelah dikeringkan dan diblender diperoleh 1,336 

kg dengan persentase rendemen serbuk yaitu 

7,4682. Serbuk daun binahong yang dihasilkan 

berwarna hijau, bau aromatik, serbuk kasar dan 

tidak ada rasa. 

 

Hasil uji karakteristik simplisia dan ekstrak 

 Penetapan kadar air yaitu tahapan 

standarisasi parameter nonspesifik dengan 

menggunakan metode gravimetri. Penetapan 

kadar air ini bertujuan untuk mengetahui rentang 

atau batas minimal kandungan air yang 

diperbolehkan dalam suatu bahan. Jika suatu 

bahan mengandung jumlah air yang tinggi maka 

akan semakin mudah ditumbuhi mikroorganisme 
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serta dapat merusak senyawa dalam simplisia dan 

dapat pula mengurangi umur simpan bahan 

(DepKes RI., 2000). Hasil penetapan kadar air 

serbuk daun binahong diperoleh rata-rata 6,4922 

% dan kadar air ekstrak daun binahong diperoleh 

rata-rata 4,5949 %. Hasil penetapan kadar air 

sudah memenuhi syarat sesuai dengan literatur 

yaitu kurang dari 10% (BPOM et al., 2019). 

 Penetapan kadar abu bertujuan untuk 

mengidentifikasi zat anorganik dan mineral 

setelah proses pengabuan (Arif et al., 2008). 

Penetapan kadar abu yaitu dilakukan dengan cara 

sampel ditanur dimasukkan kedalam oven dengan 

suhu tinggi sampai menjadi abu dan menyisakan 

unsur-unsur mineral dan anorganik. Hasil 

penetapan kadar abu serbuk simplisia yaitu 

dengan rata-rata 6,26895 % dan kadar abu ekstrak 

daun binahong diperoleh rata-rata yaitu 6,0761 %. 

Hasil penetapan kadar abu simplisia dan ekstrak 

daun binahong sudah memenuhi syarat yaitu 

kurang dari 16,6 % (DepKes RI, 2008). 

 

Hasil uji fitokimia serbuk dan ekstrak  

 Uji fitokimia dilakukan dengan 

menggunakan analisis kualitatif yaitu mengamati 

perubahan warna pada setiap penambahan 

pereaksi. Uji fitokimia ini bertujuan untuk 

mengetahui kandungan yang terdapat pada 

ekstrak. Pengujian ekstrak daun binahong 

diantaranya yaitu alkaloid, flavonoid, steroid, 

triterpen, saponin dan tanin. 

Dari hasil pengamatan yang telah diperoleh 

pada uji fitokimia ekstrak daun binahong 

diperoleh bahwa reaksi positif terdapat pada 

senyawa alkaloid, flavonoid, steroid, triterpen, 

saponin dan tanin. Hasil penelitian ini sesuai 

dengan yang dilakukan oleh Ayu et al., (2018) 

menyatakan bahwa ekstrak daun binahong 

mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, 

steroid, triterpen dan saponin. Parwati et al., 

(2014) juga menyatakan bahwa daun binahong 

mengandung senyawa tanin. Sehingga pada 

penelitian ini tidak menyebabkan adanya 

perbedaan hasil pada penelitian sebelumnya. 

Setelah diperoleh hasil persentase rendemen 

tertinggi selanjutnya dilakukan analisis dengan 

menggunakan RSM dengan menggunakan 

rancangan Central Composite Design (CCD) 

untuk melihat kondisi optimal dari faktor-faktor 

ekstraksi yang digunakan. 

 

 

Tabel 2 Hasil Optimasi Ekstraksi Daun Binahong 

No. Suhu (°C) Waktu (Menit) Rendemen 

(%) 

Inhibisi 

(%) 

1 45 20 10,44 46,17 

2 45 20 10,43 49,54 

3 40/ 10 6,47 49,07 

4 38 20 7,36 30,87 

5 45 6 7,15 33,87 

6 50 10 8,18 41,87 

7 45 20 9,62 33,99 

8 40 30 6,62 55,92 

9 52 20 7,89 22,78 

10 50 30 7,68 25,64 

11 45 34 8,50 38,29 

12 45 20 10,44 45,59 

13 45 20 9,77 48,04 
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     (a)           (b) 

Gambar 1. Contour plot 2D terhadap rendemen ekstrak (a)  

         Surface plot 3D terhadap rendemen ekstrak (b) 

 

Pada Gambar 1 menunjukan adanya interaksi 

antara faktor-faktor dari variabel ekstraksi yaitu 

suhu dan waktu terhadap persentase rendemen 

ekstrak. Semakin lama waktu ekstraksi mencapai 

titik waktu optimum maka semakin tinggi 

persentase rendemen ekstrak yang dihasilkan, 

karena kontak antara bahan yang digunakan 

dengan pelarut akan semakin tinggi. Sehingga 

kelarutan bahan yang digunakan akan terus 

meningkat hingga pelarut mencapai pada titik 

kesetimbangan. Namun, semakin lama waktu 

yang digunakan untuk ekstraksi serta melebihi 

waktu optimum maka rendemen ekstrak yang 

diperoleh akan menurun. Waktu ekstraksi yang 

terlalu lama dan melebihi waktu optimum akan 

merusak senyawa yang diekstrak (Andriani et al., 

2019). Hasil penelitian menunjukan bahwa waktu 

optimum ekstraksi yaitu pada menit ke 20. 
Suhu ekstraksi juga mempengaruhi hasil 

rendemen ekstrak, apabila suhu yang digunakan 

saat ekstraksi semakin tinggi maka persentase 

rendemen yang dihasilkan akan meningkat. 

Namun, suhu ekstraksi yang terlalu tinggi akan 

menyebabkan menurunnya persentase rendemen 

ekstrak. Karena suhu yang terlalu tinggi dapat 

merusak senyawa bioaktif yang terdapat dalam 

bahan yang digunakan yaitu senyawa yang tidak 

tahan akan panas, sehingga rendemen yang 

dihasilkan akan menurun (Cahayanti et al, 2016). 

Dari hasil penelitian diperoleh suhu ekstraksi 

optimum pada suhu 45°C. Berdasarkan Gambar 1 

countour plot 2D dan surface plot 3D, rendemen 

tertinggi berada di daerah berwarna merah dan 

bagian terendah berada didaerah berwarna biru.  

 Berdasarkan hasil uji Analysis of Variance 

(ANOVA) terhadap respon persentase rendemen 

ekstrak diperoleh nilai P 0,0012 yang artinya 

model yang digunakan berpengaruh nyata atau 

signifikan terhadap respon. Respon berpengaruh 

nyata apabila nilai P kurang dari 5% (Ernes et al., 

2014). Sedangkan nilai ketidaktepatan pengujian 

atau lack of fit diperoleh nilai P-value 0,1551 

(>0,05) tidak signifikan sehingga dapat 

disimpulkan bahwa model yang digunakan sudah 

sesuai. Berdasarkan model polinomial kuadratik 

diperoleh nilai R² (koefisien determinasi) yaitu 

0,9161 atau 91,26%, hal ini menunjukan bahwa 

model sangat sesuai dan dapat digunakan untuk 

memprediksi persentase rendemen ekstrak dengan 

mengunakan UAE. Sedangkan nilai Adjusted R² 

yaitu 0,8562 atau 85,62% dimana nilai R² >70% 

yang menunjukan bahwa nilai actual dan prediksi 

cukup tepat dalam memberikan kedekatan hasil 

yang diperoleh (Sari et al., 2015).  

Diperoleh persamaan kanonikal yang 

diperoleh dari analisis model dan ragam :  

 

Y = 10,15 + 0,4437 A + 0,1946 B - 0,1632 A*B 

– 1,40 A² - 1,30 B²  (1) 

Keterangan : 

Y = Rendemen ekstrak (%) 

A = Suhu (°C) 

B = Waktu (Menit) 

A*B = Interaksi suhu dan waktu 

A² = Waktu ditingkatkan dua kali 

B² = Waktu ditingkatkan dua kali 

 Pada persamaan 1 menunjukan bahwa 

persentase rendemen berbanding lurus dengan 

faktor suhu dan waktu, artinya kenaikan 

persentase rendemen dipengaruhi oleh kenaikan 

faktor suhu dan waktu yang ditandai dengan tanda 

positif pada persamaan, sedangkan pada faktor 

interaksi suhu dengan waktu dan faktor suhu dan 

waktu yang dinaikan dua kalinya akan 
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menyebabkan penurunan pada persentase 

rendemen yang ditandai dengan tanda minus pada 

persamaan. 

 

Hasil optimasi uji aktivitas penangkalan 

radikal bebas ekstrak 

Penelitian ini dilakukan pengujian aktivitas 

penangkalan radikal bebas daun binahong 

menggunakan metode DPPH merujuk pada 

penelitian Jami’ah et al (2018).  

Pengujian aktivitas penangkalan radikal 

bebas dilakukan secara kuantitatif yaitu dengan 

mengukur absorbansi DPPH dengan 

menggunakan panjang gelombang dari DPPH 

yaitu 515,5 nm. Pada uji aktivitas penangkal 

radikal bebas perubahan warna dari ungu menjadi 

kuning. Setelah diperoleh panjang gelombang 

maksimum DPPH, selanjutnya yaitu menentukan 

waktu inkubasi yang optimum. Waktu inkubasi 

optimum merupakan waktu yang dapat 

mengoptimumkan antara reaksi DPPH dengan 

sampel yang akan diujikan. Dari hasil pengukuran 

diperoleh waktu inkubasi optimum yaitu 40 menit. 

Berdasarkan Tabel 2 hasil dari optimasi daun 

binahong terhadap aktivitas penangkal radikal 

bebas dengan konsentrasi sampel 50 mg/L, 

diperoleh % inhibisi tertinggi yaitu pada suhu 

40°C waktu 30 menit dengan nilai % inhibisi 

sebesar 55,92%. Faktor-faktor yang 

mempengaruhi aktivitas suatu penangkal radikal 

bebas dalam suatu bahan atau tanaman yaitu 

kandungan senyawa yang terdapat pada bahan 

tersebut, seperti flavonoid dan fenol (Andriani et 

al., 2019). Selain itu perbedaan metode ekstraksi 

dan perbedaaan tempat pengambilan bahan atau 

tanaman juga berpengaruh terhadap kandungan 

senyawa dalam bahan tersebut. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

     (a)           (b) 

Gambar 2. Contour Plot 2D terhadap aktivitas antioksidan (a)  

         Surface plot 3D terhadap aktivitas antioksidan (b) 

 

 
Gambar 3. Grafik kontrol vitamin C
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 Berdasrkan Gambar 2 hasil optimum 

aktivitas penangkal radikal bebas daun binahong 

tertinggi ditandai dengan warna kuning 

sedangkan hasil terendah pada daerah berwarna 

biru. Pada gambar tersebut dapat dilihat bahwa 

Surface plot 3D tidak membentuk parabola 

dikarenakan faktor-faktor atau variabel tidak 

berkaitan atau berhubungan dengan aktivitas 

penangkal radikal bebas, sehingga model yang 

digunakan tidak tepat. Karena aktivitas penangkal 

radikal bebas suatu bahan atau sampel 

dipengaruhi oleh kandungan senyawa pada bahan 

atau sampel.  

 Pembanding yang digunakan pada pengujian 

aktivitas penangkal radikal bebas yaitu vitamin C. 

Dalam pengujian vitamin C dibuat terlebih dahulu 

larutan induk 100 mg/L yang diambil dari larutan 

1000 mg/L, kemudian dibuat 5 deret yaitu 2, 4, 6, 

8, dan 10 mg/L. Tujuan pembuatan konsentrasi 

yaitu untuk membandingkan aktivitas penangkal 

radikal bebas daun binahong dengan vitamin C. 

Vitamin C merupakan penangkal radikal bebas 

alami yang sangat kuat sehingga digunakan 

sebagai pembanding.  

Dari Gambar 3 diperoleh bahwa nilai R² 

0,9994 mendekati nilai 1.  Pada hasil optimasi 

penangkal radikal bebas ekstrak daun binahong 

pada suhu 40 waktu 30 menit diperoleh nilai 

persentase inhibisi 55,92% setara dengan 

persentase inhibisi vitamin C diantara konsentrasi 

6 mg/L dan 8 mg/L. Kemampuan aktivitas 

penangkal radikal bebas daun binahong berkaitan 

dengan senyawa flavonoid yang terkandung pada 

daun binahong. Senyawa flavonoid dan fenol 

sangat berkaitan dengan aktivitas antioksidan, 

sehingga semakin tinggi kandungan flavonoid dan 

fenol pada bahan maka semakin tinggi pula 

aktivitas antioksidannya (Zuraida et al., 2017). 

Selain flavonoid dan fenol, metabolit sekunder 

lainnya seperti terpenoid dan alkaloid juga dapat 

sebagai antioksidan (Antony et al., 2011). 

Menurut (Al-jaber et al., 2011) bahwa alkaloid, 

flavonoid, polifenol, terpenoid dan tanin dapat 

berperan sebagai antioksidan. 

Perbandingan nilai prediksi dengan nilai 

aktual hasil optimasi yang diperoleh dari RSM 

yaitu 48,85 % sedangkan nilai aktual yang 

diperoleh dari hasil penelitian yaitu 55,92 % 

dengan nilai residual standar error 7,08%. Dari 

nilai residual standar error melebihi 5% yang 

artinya berbeda dengan prediksi atau data yang 

diperoleh tidak menyebar dengan normal, yang 

berarti nilai aktual tidak mendekati nilai prediksi. 

Nilai residual standar error yaitu selisih antara 

nilai respon dengan nilai respon aktual yang 

diprediksikan. 

Hasil uji Analysis of Variance (ANOVA) 

terhadap aktivitas penangkal radikal bebas atau 

persentase inhibisi yaitu didapatkan nilai P 0,2511 

(>5%) atau tidak signifikan dimana variabel tidak 

berpengaruh nyata terhadap respon aktivitas 

penangkal radikal bebas. Nilai lack of fit yang 

diperoleh yaitu P-value 0,1267 (>0,05) atau tidak 

signifikan terhadap ketidaktepatan artinya model 

yang digunakan sudah sesuai. Nilai R² yaitu 

0,5493 atau 54,93% dan nilai Adjusted R² yaitu 

0,2273 atau 22,73% (<70%) sehingga model yang 

digunakan tidak sesuai dan tidak dapat digunakan 

untuk memprediksi respon aktivitas penangkal 

radikal bebas dengan menggunakan variabel suhu 

dan waktu ekstraksi. Nilai adjusted R² akan terjadi 

penurunan apabila variabel yang digunakan tidak 

memberikan pengaruh. 

Diperoleh persamaan kanonikal yang 

diperoleh dari analisis model dan ragam :  

Y = 44,57 – 6,16 A – 0,2843 B – 5,77 A*B – 5,97 

A² - 1,41 B²   (2) 

Keterangan : 

Y = Aktivias Penangkal radikal bebas (%) 

A = Suhu (°C) 

B = Waktu (Menit) 

A*B = Interaksi suhu dan waktu 

A² = Waktu ditingkatkan dua kali 

B² = Waktu ditingkatkan dua kali 

Pada persamaan diatas menunjukkan bahwa 

aktivitas penangkal radikal bebas tidak 

dipengaruhi oleh faktor suhu dan waktu sehingga 

pada hasil persamaan bernilai negatif. 

 

 

KESIMPULAN 

 

Pada suhu 45°C dan waktu 20 menit 

diperoleh kondisi optimum ekstraksi berbantu 

gelombang ultrasonik terhadap persentase 

rendemen dengan nilai rendemen 10,44 % dengan 

analisis RSM dan ekstrak daun binahong memiliki 

aktivitas penangkal radikal bebas paling optimum 

pada suhu 40°C dengan waktu ekstraksi 30 menit 

diperoleh nilai persentase inhibisi yaitu 55,92 %. 
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