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ABSTRAK

UJI AKTIVITAS ANTIOKSIDAN EKSTRAK METANOL DAN ETIL
ASETAT Gracilaria sp. MENGGUNAKAN METODE DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil)

Oleh

PUZA WIDIYA NINGSIH

Radikal bebas adalah molekul yang tidak stabil dan memiliki elektron yang tidak
berpasangan. Antioksidan adalah senyawa yang memiliki kemampuan untuk
menghambat reaksi oksidasi dengan mengikat radikal bebas dan molekul yang
sangat reaktif. Antioksidan dari luar dapat diperoleh dalam bentuk sintetik dan
alami. Adanya dampak negatif pada antioksidan sintetik membuat penelitian
antioksidan alami semakin berkembang. Salah satu tanaman yang dapat diteliti
sebagai antioksidan alami adalah Gracilaria sp. yang merupakan, salah satu jenis
alga yang memiliki potensi sebagai antibakteri, antijamur dan antioksidan.
Penelitian ini menggunakan pelarut ekstraksi metanol dan etil asetat karena
polaritas yang berbeda, penggunaan pelarut dengan polaritas yang berbeda akan
mempengaruhi hasil ekstraksi. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
senyawa metabolit sekunder yang terkandung pada Gracilaria sp. dan mengetahui
aktivitas antioksidan dari ekstrak metanol dan etil asetat Gracilaria sp.
menggunakan metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil). Kemudian, diukur
menggunakan Spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum 517
nm. Data dianalisis dengan menggunakan persamaan regresi linear untuk
menemukan ICso. Hasil penelitian menunjukkan Gracilaria sp. mengandung
senyawa alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, fenol, dan steroid. Aktivitas
antioksidan Gracilaria sp. ekstrak metanol dengan nilai 1Cso 158,91, tergolong
lemah. Sementara itu, ekstrak etil asetat memiliki nilai ICso sebesar 252,07 yang
tergolong kedalam kategori sangat lemah.

Kata Kunci: Antioksidan, Radikal bebas, DPPH (2, 2-difenil-I-pikrilhidrazil)

Gracilaria sp.



ABSTRACT

TEST OF ACTIVITY ANTIOXIDANT EXTRACT METHANOL AND
ETHYL ACETATE Gracilaria sp. USING THE METHOD DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl)

By
PUZA WIDIYA NINGSIH

Free radicals are unstable molecules and have unpaired electrons. Antioxidants are
compounds that have the ability to inhibit oxidation reactions by binding free
radicals and highly reactive molecules. External antioxidants can be obtained in
synthetic and natural form. The negative impact of synthetic antioxidants has made
research on natural antioxidants increasingly developed. One plant that can be
studied as a natural antioxidant is Gracilaria sp. which is a type of algae that has
potential as an antibacterial, antifungal and antioxidant. This research uses
methanol and ethyl acetate extraction solvents because of different polarities, the
use of solvents with different polarities will affect the extraction results. The aim of
this research is to determine the secondary metabolite compounds contained in
Gracilaria sp. and determine the antioxidant activity of methanol and ethyl acetate
extracts of Gracilaria sp. using the DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) method.
Then, it was measured using a Spectrophotometer UV-Vis at a maximum
wavelength of 517 nm. Data were analyzed using a linear regression equation to
find ICso. The results showed that Gracilaria sp. contains alkaloids, flavonoid,
tannin, saponin, phenol and steroid. Antioxidant activity of Gracilaria sp. methanol
extract with an ICso value of 158.91, classified as weak. Meanwhile, ethyl acetate
extract has an ICso value of 252.07 which is classified as very weak.

Keywords: Antioxidants, Free radicals, DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Gracilaria sp.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Radikal bebas Reaktif Oxygen Species (ROS) adalah senyawa atau molekul
yang memiliki satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan pada orbital
luarnya. Radikal bebas memiliki peran penting dalam kerusakan jaringan dan
proses patologi dalam organisme hidup. Adanya elektron yang tidak
berpasangan menyebabkan senyawa tersebut sangat reaktif dan mencari
pasangan dengan menyerang dan mengikat elektron molekul di sekitarnya,
seperti DNA, lipid, atau protein. Hal tersebut disebabkan karena kurangnya
antioksidan yang masuk kedalam tubuh (Fadlillah dan Dewi, 2024).

Sumber radikal bebas dapat berasal dari dalam tubuh kita sendiri (faktor
internal) yang terbentuk sebagai sisa proses metabolisme (proses
pembakaran), protein, karbohidrat, dan lemak yang kita konsumsi. Radikal
bebas juga dapat diperoleh dari luar (faktor eksternal) yang berasal dari
radiasi sinar UV, polusi udara, asap kendaraan, alkohol atau asap rokok.
Radikal bebas yang terbentuk di dalam tubuh dengan jumlah banyak dapat
merusak sel target seperti lemak, protein, karbohidrat dan DNA sehingga
dapat memicu penyakit. Berbagai jenis penyakit degeneratif yang disebabkan
oleh radikal bebas seperti stroke, diabetes melitus, penyakit jantung, kanker,
dan gejala penuaan (Fakriah ef al., 2019). Oleh sebab itu, diperlukan zat
penting seperti antioksidan yang dapat membantu melindungi tubuh dari

serangan radikal bebas.



Indonesia merupakan negara kepulauan terbesar di dunia, memiliki lebih dari
17.000 pulau, dan wilayah maritimnya mencakup sekitar 5,8 juta km?2, yang
setara dengan 70% dari total wilayah Indonesia (Ali ef al., 2021). Selain
wilayahnya yang luas indonesia juga kaya akan keanekaragaman hayati yang
dapat dimanfaatkan sebagai obat tradisional. Saat ini obat tradisional semakin
banyak diminati oleh masyarakat karena mudah ditemukan, harganya
terjangkau dan memiliki efek samping yang rendah. Masyarakat Indonesia
sudah memanfaatkan tanaman obat secara empiris untuk mengobati berbagai
macam penyakit. Berbagai macam tumbuhan dapat dimanfaatkan sebagai
obat tradisional karena mengandung metabolit sekunder yang berpotensi

sebagai antibakteri, antijamur, dan antioksidan.

Antioksidan adalah senyawa yang memiliki kemampuan untuk menahan atau
mencegah reaksi oksidasi dari radikal bebas. Antioksidan dapat berperan
dalam menghambat atau memperlambat kerusakan sel, sebagian besar karena
sifat penangkal radikal bebasnya. Tubuh manusia memiliki antioksidan alami
dari enzim-enzim seperti katalase, superoksida dismutase (SOD), glutation
peroksidase, dan glutation Stransferase (Pratama dan Busman, 2020).
Namun, antioksidan alami tubuh belum dapat sepenuhnya melindungi
kerusakan sel yang disebabkan oleh oksidan dari luar, karna itulah tubuh
manusia memerlukan antioksidan tambahan dari luar seperti sayuran, buah-
buahan, dan rempah-rempah. Tumbuhan memiliki aktivitas antioksidan yang

tinggi karena mengandung senyawa metabolit sekunder.

Salah satu tumbuhan yang mengandung metabolit sekunder adalah rumput
laut. Sekitar 8,6% dari biota laut di perairan Indonesia terdiri dari rumput laut,
yang merupakan salah satu sumber daya hayati yang sangat banyak (Herliany,
2023). Rumput laut merupakan salah satu komoditas hasil laut yang
mempunyai keunggulan yang sangat luas seperti digunakan untuk bahan
makanan, industri farmasi, industri kosmetik, industri tekstil, dan obat-obatan.
Salah satu rumput laut yang dapat dimanfaatkan adalah rumput laut merah

Gracilaria sp. Berdasarkan beberapa penelitian menunjukkan bahwa rumput
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laut merah Gracilaria sp. mengandung senyawa metabolit sekunder yang
paling banyak dibandingkan dengan rumput laut hijau dan coklat. Senyawa
metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak Gracilaria sp. adalah
golongan flavonoid, alkaloid, triterpenoid dan polifenol yang berfungsi

sebagai antibakteri, antijamur, dan antioksidan (Bhernama, 2020).

Menurut data penelitian (Insani et al., 2022), ekstrak Gracilaria sp. memiliki
aktivitas antioksidan sangat kuat apabila nilai ICso >50-100 ppm., 101-250
ppm kuat, lemah 251-500 ppm dan sangat lemah >500 ppm. Ekstrak ini
mengandung senyawa metabolit sekunder dari golongan fenol hidrokuinon,
saponin dan steroid yang dapat berfungsi sebagai antioksidan. Berdasarkan
data penelitian tersebut, rumput laut Gracilaria sp. memiliki aktifitas
antioksidan yang dapat menghambat terbentuknya radikal bebas di dalam
tubuh.

Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak
metanol dan etil asetat rumput laut Gracilaria sp. kemudian dilakukan uji
aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH untuk mengetahui aktivitas
antioksidan ekstrak metanol dan etil asetat rumput laut Gracilaria sp. dan
dapat dijadikan upaya untuk menangkal radikal bebas yang masuk ke dalam
tubuh.

Tujuan

Tujuan dari penelitian yang akan dilakukan adalah sebagai berikut:

1. Untuk mengetahui senyawa metabolit sekunder yang terkandung pada
Gracilaria sp.

2. Untuk mengetahui aktivitas antioksidan dari ekstrak metanol dan etil asetat

Gracilaria sp. mengunakan metode DPPH.
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Manfaat

Manfaat dari penelitian yang akan dilakukan adalah sebagai berikut:

1. Dapat dijadikan sebagi bahan untuk memperluas wawasan dan informasi
ilmiah tentang pemanfaatan Gracilaria sp. yang mengandung senyawa
metabolit sekunder yang bermanfaat sebagai antioksidan

2. Dapat memberikan informasi mengenai aktivitas antioksidan dari

Gracilaria sp.

Kerangka pikir

Radikal bebas merupakan molekul yang memiliki satu atau lebih elektron
yang tidak berpasangan, membuatnya sangat reaktif dalam mencari pasangan
elektron untuk menjadi stabil. Radikal bebas dapat terbentuk secara alami
dalam tubuh manusia melalui proses normal metabolisme, seperti dalam
respirasi seluler atau pembakaran makanan untuk energi. Namun, radikal
bebas juga dapat dihasilkan oleh faktor eksternal seperti polusi udara, paparan
sinar UV, dan asap rokok. Radikal bebas dapat merusak DNA, protein, dan
lipid dalam sel-sel tubuh, yang dapat menyebabkan berbagai penyakit dan
masalah pada kesehatan. Oleh karena itu, diperlukannya aktivitas antioksidan
yang dapat membantu menangkal radikal bebas di dalam tubuh, salah satunya

yaitu Gracilaria sp.

Tumbuhan merupakan penghasil metabolit sekunder tertinggi. Gracilaria sp.
dikenal sebagai penghasil metabolit primer dan metabolit sekunder yang
berfungsi sebagai antibakteri, antijamur dan antioksidan yang berkontribusi
terhadap aktivitas farmakologis. Namun, senyawa metabolit sekunder yang
terkandung pada Gracilaria sp. belum diketahui. Sehingga perlu dilakukan uji
fitokimia untuk mengetahui jenis senyawa yang terkandung dalam tanaman
ini. Informasi mengenai aktivitas antioksidan Gracilaria sp. perlu ketahui.
Dalam penelitian ini, metode DPPH (2, 2-difenil-I-pikrilhidrazil) dipilih

karena mudah, murah, dan efektif untuk mengukur aktivitas antioksidan



dengan cara menilai penurunan absorbansi larutan DPPH setelah penambahan

ekstrak.

1.5 Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah:

1. Pelarut metanol lebih efektif dalam menarik senyawa yang terkandung
dalam Gracilaria sp.

2. Aktivitas antioksidan ekstrak metanol lebih tinggi dibandingkan dengan

ekstrak etil asetat.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kajian Teori Rumput Laut Gracilaria sp.

2.1.1 Klasifikasi Rumput Laut Gracilaria sp.

Klasifikasi rumput laut Gracilaria sp. menurut (Prescott, 1954) adalah
sebagai berikut :

Kerajaan : Plantae

Divisi : Rhodophyta
Kelas : Florideophyceae
Bangsa : Gracilariales
Suku : Gracilariaceae
Marga : Gracilaria

Jenis : Gracilaria sp.

2.1.2 Morfologi Rumput Laut Gracilaria sp.

Rumput laut adalah tumbuhan laut yang biasa dikenal sebagai
makroalga. Rumput laut ini dikenal luas karena potensinya sebagai
bahan baku industri, khususnya untuk produksi agar-agar yang
digunakan dalam berbagai produk, seperti makanan, obat-obatan, dan
kosmetik. Terdapat beberapa spesies rumput laut, termasuk
Chlorophyceae (alga hijau), Rhodophyceae (alga merah), dan

Phaeophyceae (alga cokelat), yang merupakan salah satu komoditas



ekspor laut yang sangat menjanjikan bagi perekonomian Indonesia.
Jenis rumput laut ini dapat tumbuh baik di perairan laut maupun payau,

jadi sangat cocok untuk dibudidayakan di tambak (Tarigan, 2020).

Gracilaria sp. termasuk dalam kelas alga merah (Rhodophyta) (Othman
et al., 2018). Umumnya memiliki ciri-ciri seperti berbentuk silindris
atau sedikit pipih dengan ujung talus yang meruncing, serta panjang
talus yang berkisar antara 3,4 hingga 8 cm. Salah satu ciri utama
Gracilaria sp. adalah tidak memiliki bentuk sehingga struktur tubuhnya
tidak dapat dibedakan antara batang, akar, dan daun. Semua bagian
tubuhnya berbentuk talus, yang merupakan struktur sederhana namun
efisien. Talus berfungsi secara menyeluruh dalam melakukan proses
fotosintesis, penyerapan nutrisi, dan reproduksi, sehingga
memungkinkan rumput laut ini untuk bertahan hidup di berbagai
kondisi perairan. Permukaan talus Gracilaria sp. bervariasi, ada yang
halus atau berbintil-bintil, tergantung konsidi lingkungan di mana
rumput laut ini tumbuh (Winarsih et al., 2011). Rumput laut Gracilaria
sp. dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1. Rumput Laut Gracilaria sp.

Pertumbuhan rumput laut Gracilaria sp. sangat dipengaruhi oleh
lingkungan. Biasanya berada di perairan dengan jarak antara 300-1000
meter dari pantai, pada suhu air antara 20 °C hingga 28°C, dengan

salinitas air berkisar 15-50 g/L merupakan kondisi optimal bagi



pertumbuhan rumput laut. Pada kondisi ideal, talus dapat tumbuh lebih
cepat dan memiliki struktur yang lebih tebal. Sebaliknya, dilingkungan
dengan kondisi kurang ideal, talus akan lebih kecil dan pertumbuhannya
terhambat. Kemampuan adaptasi morfologi ini membuat Gracilaria sp.
menjadi spesies yang cocok untuk dibudidayakan di berbagai perairan.

(Hernato et al., 2015).

2.1.3 Kandungan Gracilaria sp.

Gracilaria sp. dikenal sebagai salah satu jenis rumput laut yang kaya
akan nutrisi dan senyawa bioaktif yang bermanfaat bagi kesehatan
manusia. Kandungan utamanya meliputi karbohidrat, protein dan
lemak, yang sebagian besar merupakan senyawa garam natrium dan
kalium. Selain itu, rumput laut juga mengandung vitamin seperti
vitamin A, B1, B2, B6, B12, dan C, betakaroten, serta mineral dalam
bentuk makro dan mikro elemen yaitu kalium (K), natrium (Na),
magnesium (Mg), besi (Fe), dan iodin (I). kandungan mineral ini dapat
menjadikan sebagai sumber nutrisi yang baik untuk menjaga kesehatan
tulang dan sistem kekebalan tubuh. Selain itu, senyawa bioaktif yang
terkandung dalam Gracilaria sp. memiliki aktivitas antioksidan yang
dapan melindungi sel-sel tubuh dari kerusakan akibat radikal bebas

(Insani et al., 2022).

Beberapa jenis rumput laut diketahui memiliki kandungan vitamin dan
mineral penting, seperti kalsium, zat besi dan protein yang cukup tinggi,
karena itu, rumput laut menjadi sangat baik untuk konsumsi harian
karena berperan dalam menjaga dan mengatur metabolisme tubuh.
Karbohidrat yang terkandung dalam rumput laut juga memiliki aktivitas
sebagai antibakteri, serta menghasilkan fitokimia aktif secara biologis
seperti flavonoid, alkaloid, triterpenoid, tanin, dan fenol. Senyawa
metabolit sekunder yang dimiliki rumput laut, khususnya fenol pada
alga merah terbukti memiliki manfaat sebagai antibakteri, antiinflamasi,

antivirus, dan anti karsinogenik (Insani et al., 2022).



Berdasarkan penelitian Soamole ef a/ ( 2018) diketahui bahwa ekstrak
Gracilaria sp. mengandung senyawa metabolit sekunder seperti
alkaloid, flavonoid, terpenoid, saponin dan tanin yang memiliki potensi
sebagai antioksidan, karena memiliki kemampuan untuk menangkal
radikal bebas. Flavonoid dapat menetralkan radikal bebas dengan
mendonorkan elektron atau hidrogen, serta mengikat ion logam transisi
seperti besi (Fe) dan tembaga (Cu) yang berperan dalam pembentukan
radikal hidroksil melalui reaksi fenton yang sangat reaktif dan
berbahaya bagi sel (Kamilatussaniah et al., 2015). Sebagai polifenol,
senyawa tanin berfungsi untuk menghambat peroksidasi lipid, suatu
proses oksidatif yang merusak membran sel, dan mengikat radikal
bebas sehingga mengurangi kerusakan seluler. Karena struktur
hidroksilnya reaktif, fenol mampu menangkap radikal bebas dan

melindungi DNA, lipid, dan protein dari oksidasi (Wardani et al., 2020)

Sementara itu, alkaloid memiliki kemampuan untuk meningkatkan
fungsi enzim antioksidan alami dalam tubuh, seperti katalase dan
superoksida dismutase, yang membantu menjaga keseimbangan redoks
dan melindungi sel dari kerusakan stres oksidatif. Terpenoid juga
berfungsi sebagai antioksidan dengan mencegah pembentukan radikal
bebas dan meningkatkan aktivitas enzim pertahanan alami dalam tubuh
(Kamilatussaniah et al., 2015). Oleh karena itu, Gracilaria sp. dianggap
sebagai antioksidan karena kandungan senyawa metabolit sekundernya.
mampu melawan kerusakan oksidatif melalui berbagai mekanisme,
sehingga berpotensi melindungi tubuh dari kerusakan yang disebabkan

oleh radikal bebas.
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Uji Fitokimia

Fitokimia merupakan ilmu yang mempelajari sifat dan hubungan senyawa
kimia metabolit sekunder dalam tumbuhan. Sebagian besar senyawa fitokimia
mengalami proses metabolik yang sama oleh enzim yang juga bertanggung
jawab untuk metabolisme makanan dan obat-obatan. [Imu fitokimia
menjelaskan tentang fungsi, struktur dan jumlah dari bahan kimia terutama
senyawa metabolit sekunder yang ditemukan pada tumbuhan, serta

pembentukan senyawa tersebut di alam (Julianto, 2019).

Uji fitokimia adalah suatu pengujian untuk mengidentifikasi senyawa yang
terkandung dalam suatu tanaman yang meliputi pengujian senyawa flavonoid,
fenol, alkaloid, dan terpenoid. Uji kandungan fitokimia dilakukan dengan
cara menganalisis fitokimia secara kualitatif. Uji tersebut dapat digunakan
untuk menunjukan ada atau tidaknya kandungan senyawa kimia tertentu pada
tumbuhan yang berkaitan dengan aktivitas biologisnya untuk membantu
memudahkan langkah-langkah farmakologi dan mendukung perkembangan

ilmu kesehatan (Indriani et al., 2023).

Radikal Bebas

Radikal bebas adalah molekul yang mengandung satu atau lebih elektron
yang tidak berpasangan dan merupakan molekul perantara yang berperan
penting dalam proses alami tubuh. Radikal bebas bersifat sangat tidak stabil
dan cenderung mudah berinteraksi dengan senyawa lain. Molekul ini
berupaya menangkap elektron dari molekul lain untuk mencapai kestabilan
sehingga jika tidak terkontrol maka akan terjadi reaksi berantai yang pada
akhirnya dapat mengakibatkan kerusakan sel (Suryani et al., 2023). Sumber
radikal bebas bisa berasal dari luar tubuh maupun dihasilkan secara internal di

dalam tubuh manusia.
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Pembentukan Radikal Bebas

Radikal bebas terbentuk melalui tiga tahap yaitu inisiasi, propagasi,
dan terminasi. Inisiasi merupakan proses awal pembentukan radikal
bebas. Pada tahap ini molekul stabil kehilangan satu elektron,
umumnya akibat paparan radiasi, polusi, atau reaksi biokimia dalam
tubuh. Contoh utamanya adalah pembentukan radikal superoksida
(O2¢") dari oksigen molekuler. Kedua, proses propagasi terjadi saat
jumlah total radikal bebas bertambah. Pada tahap propagasi, radikal
bebas yang telah terbentuk akan bereaksi dengan molekul stabil
lainnya, sehingga menyebabkan molekul tersebut kehilangan
elektronnya dan berubah menjadi radikal bebas yang baru. Reaksi ini
menyebabkan reaksi berantai, di mana radikal baru yang terbentuk
terus merusak molekul lain. proses terminasi terjadi ketika penurunan
jumlah radikal bebas, seperti ketika dua molekul radikal bebas
bergantung membentuk molekul yang stabil. Pembentukan radikal
bebas terjadi secara terus menerus di dalam tubuh manusia melalui
metabolisme sel, peradangan, paparan radiasi dan bahan kimia pada

makanan, dan polusi lingkungan (Simanjuntak dan Zulham, 2020).

Radikal Bebas Internal

Terbentuknya radikal bebas dalam tubuh merupakan suatu proses yang
berkelanjutan dan tidak bisa dihindari. Sebagian besar radikal bebas
terbentuk ketika metabolisme dan reproduksi energi berupa Reactive
oxygen species (ROS) adalah molekul yang memiliki ukuran sangat
kecil dan bersifat sangat reaktif karena memiliki elektron yang tidak
berpasangan. Istilah ROS tidak hanya mengacu pada oksigen radikal,
tetapi mengacu juga pada oksigen non radikal (Rasool dan Amin,
2020). Ada tiga jenis Reaktif oksigen spesies (ROS) yang merupakan
oksidan utama, yaitu oksigen superoksida (02), mungkin dikenal

sebagai ion superoksida (O2-) dan hidrogen peroksida (H202).
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Hidrogen peroksida (H202) adalah senyawa kimia yang terdiri dari
dua atom hidrogen dan dua atom. Sedangkan hydroxyl radical (OH)
adalah jenis radikal hidroksil yang memiliki satu atom oksigen dan
satu atom hidrogen yang sangat reaktif. Superoksida dihasilkan dari
reaksi oksigen dengan suatu senyawa kimia lain, dengan
menambahkan satu elektron ke molekul oksigen. Proses ini dilakukan
oleh enzim oksidase yang terdapat didalam membran dan organel-
organel sel, terutama di dalam mitokondria. Elektron dalam keadaan
normal digunakan untuk mereduksi oksigen menjadi air saat proses
transpor elektron di mitokondria, namun sekitar 1-3% dari
keseluruhan elektron tersebut mengalami kebocoran dan terbentuklah
superoksida. Superoksida diubah menjadi hidrogen peroksida dengan

bantuan superoksida dismutase (Demirci ef al., 2022).

Radikal Bebas Eksternal

Radikal bebas eksternal adalah senyawa reaktif yang dihasilkan dari
beberapa faktor dari luar tubuh dan dapat masuk ke dalam tubuh
melalui paparan radiasi, polusi udara, asap rokok serta bahan kimia
beracun dari lingkungan seperti pestisida dan logam berat. Faktor-
faktor tersebut dapat meningkatkan jumlah radikal bebas dalam tubuh,
memicu stres oksidatif, dan dapat memicu berbagai penyakit

degeneratif (Irianti dan Nuranto, 2021)

Rokok mengandung banyak radikal bebas seperti superioksida dan
nitric oxide (NO). Paparan ozon dapat menyebabkan peroksidasi lipid
dan merangsang myeloperoksidase sehingga superoksida terbentuk
lebih banyak. Radiasi ionisasi dengan adanya oksigen dapat
mengubah hydroxyl radical dan superioksida menjadi hidrogen
perioksida. Hidrogen perioksida dapat bereaksi dengan logam seperti
zat besi dan tembaga melalui reaksi fenton dan menghasilkan lebih

banyak hydroxyl radical (Rasool dan Amin, 2020).
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2.3.4 Manfaat Radikal Bebas

Radikal bebas memiliki peran penting dalam tubuh manusia,
khususnya dapat mengatur aliran darah di dalam arteri, merupakan
bagian dari sistem imun untuk melawan infeksi dan benda asing,
sekaligus dapat digunakan untuk membunuh sel kangker. Nitric oxide
dibentuk dari asam amino L-arginin oleh sel endotel pembuluh darah,
fagosit, dan sel-sel lainnya. Nitric oxide yang terkandung dalam
pembuluh darah berfungsi untuk mengatur tekanan darah, sedangkan
nitric oxide yang terkandung dalam sel fagosit berfungsi membunuh

parasit (Rasool dan Amin, 2020).

2.4 Vitamin C

Vitamin C atau biasa dikenal sebagai asam askorbat merupakan salah satu
vitamin esensial yang larut dalam air yang memiliki peran penting dalam
melindungi tubuh dari kerusakan oksidatif. Asam askorbat memiliki
kemampuan reduksinya yang kuat dan berfungsi sebagai reaksi-reaksi
hidroksilasi dan antioksidan. Vitamin ini merupakan senyawa organik
Dengan struktur kimia yang mirip dengan glukosa sehingga berperan sebagai
antioksidan yang kuat dalam tubuh. Beberapa turunan vitamin C, seperti asam
eritrobik dan askorbil palmitat biasa dimanfaatkan sebagai antioksidan.
Vitamin ini memiliki banyak peran dalam tubuh, termasuk sebagai koenzim
atau kofaktor. Sebagian besar vitamin C berasal dari tumbuh-tumbuhan, buah-

buahan dan lain sebagainya (Leo dan Daulay, 2022).

Aktivitas vitamin C sebagai antioksidan ditunjukan oleh kemampuannya
sebagai penghambat radikal bebas. Karena sifatnya yang larut dalam air,
vitamin C dapat mengeliminasi radikal peroksil dalam cairan sebelum
merusak lipid. Vitamin C bekerja sebagai antioksidan dengan mendonorkan
elektron dan mencegah terjadinya reaksi oksidasi radikal bebas yang dapat

merusak sel dan jaringan dalam tubuh. Dalam tubuh, vitamin C mampu
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meregenerasi antioksidan lain, seperti vitamin E kembali ke bentuk aktifnya

setelah teroksidasi (Irianti dan Nuranto, 2021).

Antioksidan

Antioksidan adalah senyawa yang diperlukan tubuh untuk menetralisir radikal
bebas dan mencegah kerusakan yang ditimbulkan oleh radikal bebas terhadap
sel normal, protein, dan lemak. Antioksidan menstabilkan radikal bebas
dengan melengkapi kekurangan elektron yang dimiliki radikal bebas dan
menghambat terjadinya reaksi berantai dari pembentukan radikal bebas yang
dapat menimbulkan stress oksidatif (Andarina dan Djauhari, 2017). Senyawa
kimia dan reaksi yang dapat menghasilkan spesies oksigen yang potensial
bersifat toksik dapat dinamakan pro-oksidan. Sebaliknya, senyawa dan reaksi
yang mengeluarkan spesies oksigen tersebut, menekan pembentukannya atau

melawan kerjanya disebut antioksidan.

Dalam sebuah sel normal terdapat keseimbangan oksidan dan antioksidan
yang tepat. Meskipun demikian, keseimbangan ini dapat bergeser ke arah pro-
oksidan ketika produksi spesies oksigen tersebut sangat meningkat atau ketika
kadar antioksidan menurun. Keadaan ini dinamakan stress oksidatif” dan
dapat mengakibatkan kerusakan sel yang berat jika stress tersebut masif atau
berlangsung lama. Enzim yang bersifat antioksidan mengeluarkan atau
menyingkirkan superoksidan dan hidrogen peroksida. Vitamin E, vitamin C,
dan mungkin karoteinoid, biasanya disebut sebagai vitamin antioksidan, dapat

menghentikan reaksi berantai radikal bebas (Irianti dan Nuranto, 2021).

2.5.1 Manfaat Antioksidan

Antioksidan didalam tubuh berfungsi sebagai sistem pertahanan
secara alami untuk menetralkan radikal bebas yang terbentuk dalam
tubuh. Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat

spesies oksigen reaktif (ROS) atau spesies nitrogen reaktif (RNS) dan
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juga radikal bebas. Antioksidan mampu menghambat reaksi oksidasi
dan mencegah kerusakan sel dengan cara mengikat radikal bebas dan
molekul yang sangat reaktif. Produksi ROS yang berlebihan akan
mengakibatkan ketidak seimbangan antara sistem antioksidan dan
oksidan sehingga akan timbul stres oksidatif (Andarina dan Djauhari,

2017).

Mekanisme Kerja Antioksidan

Tubuh mempunyai sistem pertahanan antioksidan yang dilengkapi
dengan antioksidan enzimatik dan non enzimatik. Sistem pertahanan
antioksidan memiliki beberapa mekanisme kerja diantaranya yaitu,
mempercepat reaksi netralisasi radikal bebas oleh ezim, mereduksi
radikal bebas dengan donor elektron dan mengikat ion logam oksidan
dengan protein pengikat (Garcia dan Blesso, 2021). Ketika terjadi
reaksi oksidasi di dalam tubuh dan menghasilkan radikal bebas (OH),
maka antioksidan berperan sebagai penghambat yang mengubah
radikal bebas menjadi non radikal. Ketika antioksidan tidak ada di
dalam tubuh, maka radikal bebas akan menyerang molekul-molekul
lain di sekitarnya. Reaksi ini menghasilkan lebih banyak radikal bebas
yang siap menyerang molekul lain. Sehingga membentuk rantai

molekul yang berbahaya (Yuslianti, 2018).

Jenis Antioksidan

Secara umum antioksidan dibedakan menjadi dua yaitu, antioksidan
yang diproduksi di dalam tubuh dan antioksidan yang diserap dari luar
tubuh. Antioksidan yang diproduksi oleh tubuh terdiri atas tiga enzim
yaitu, superoksida dismutase, glutation peroksidase, katalase, dan non
enzim. Superoksida dismutase (SOD) berperan dalam melawan
radikal bebas pada mitokondria,sitoplasma, dan bakteri aerob dengan
mengurangi bentuk radikal bebas superoksida. Superoksida dismutase

murni dapat berupa peptida orgoteina yang biasa disebut sebagai agen
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anti peradangan. Antioksidan glutation peroksidase bekerja dengan
cara menggerakan H»O: dan lipid peroksida dibantu dengan ion
logam-logam transisi (Yuslianti, 2018). Ada dua jenis antioksidan
yang biasa dikonsumsi manusia, yaitu antioksidan alami dan
antioksidan sintetik. Antioksidan sintetik yang banyak digunakan pada
makanan seperti BHA (Butylated Hydroxyl Amisole), BHT (Butylated
Hydroxytoluene) dan profil galat. Namun penggunaan antioksidan
sintetik dinyatakan bahwa bersifat toksik dan memberikan dampak
negatif pada kesehatan manusia, karena dapat mengganggu fungsi
hati, paru, mukosa usus dan menyebabkan keracunan. Hal tersebut
dapat terjadi apabila penggunaan dosis antioksidan sintesis melebihi

0,01-0,1% (Dwiloka et al., 2021).

2.5.4 Uji Aktivitas Antioksidan

Uji aktivitas antioksidan dapat dilakukan dengan menggunakan

beberapa metode sebagai berikut:

1. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
DPPH (2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil) merupakan metode untuk
mengevaluasi potensi antioksidan dari suatu senyawa, ekstrak atau
sumber biologi lainnya. Metode DPPH berdasarkan pada senyawa
antioksidan di dalam zat yang mengubah radikal DPPH menjadi
molekul DPPH yang lebih stabil dengan transfer elektron (SET)
atau transfer atom hidrogen (HAT) (Akar, ef al.,2017). Pengukuran
DPPH menggunakan spektrofotometer UV-vis dengan absorbansi
panjang gelombang 519 nm menyebabkan perubahan menjadi
warna ungu menjadi kuning.

2. ABTS (2,2°-Azinobis(3-ethylbenzothiazonline-6-sulfonicacid)-
diammonium salt)
Metode ABTS (2,2 ’-Azinobis(3-ethylbenzothiazonline-6-
sulfonicacid)- diammonium salt) sering digunakan dalam uji

antioksidan yang larut dalam air, larut dalam lemak, senyawa
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murni, ekstrak makanan, flavonoid, hydroxycinnamates, karotenoid
serta antioksidan plasma. Prinsip dari metode ini adalah interaksi
antara kation radikal ABTS yang dihasilkan sebelumnya dengan
antioksidan. ABTS dapat dioksidasi dengan mengan dioksida atau
potassium sulfat, reaksi antara ABTS dan potassium sulfat akan
menghasilkan warna biru yang ditetapkan dengan absorbansi pada
panjang gelombang 645 nm, 734 nm dan 815 nm (Pourmorad, et
al.,2006).

. Reducing Power

Metode reducing power memiliki prinsip mengukur kemampuan
reduksi ion Fes* pada Ks(Fe(CN)6) menjadi Fe.". Kemampuan
mereduksi dilihat melalui pengukuran absorbansi menggunakan
spektrofotometer dengan panjang gelombang 700 nm. Peningkatan
absorbansi menunjukan peningkatan daya reduksi. Hasil dari
absorbansi dinyatakan sebagai png asam askorbat/mg ekstrak
(Bursal dan Koksal, 2011).

. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) merupakan metode
untuk menentukan kadar antioksidan dengan prinsip berdasarkan
kemampuan suatu zat dalam mereduksi garam ferric
tripyridyltriazine (Fe3*-TPTZ) yang tidak berwarna menjadi
kompleks ferrous tripyridyltriazine (Fe2*- TPTZ) berwarna biru
yang terbentuk dari reaksi antioksidan donor elektron pada pH 3,6
(Panda, 2012). Ekstrak sampel dicampurkan dengan reagen FRAP
lalu diukur absorbansinya pada panjang gelombang 593 nm
(Gohart, ef al.,2011). Metode ini sering digunakan untuk menguji
antioksidan pada tumbuhan. FRAP dipilih karena metode serta
reagennya mudah disiapkan, sederhana dan hasilnya cepat
(Maryam, et al., 2015).

. TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter)

TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter) adalah

teknik yang digunakan untuk mengukur kapasitas total antioksidan
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suatu sampel dalam menangkap radikal bebas. Prinsip kerja metode
ini adalah berdasarkan pengukuran penggunaan oksigen selama
reaksi oksidasi lipid terkontrol yang diinduksi oleh hasil
dekomposisi dari AAPH (2,2"-azobis-(2-methyl-propanimidamide)
dihydrochloride) untuk mengukur aktivitas antioksidan (Molyneux,
2004).

. ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Metode Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) adalah
teknik yang digunakan untuk mengukur kapasitas antioksidan suatu
sampel dalam menetralkan radikal bebas, khususnya radikal
peroksil. Dalam metode ini, radikal peroksil dihasilkan dari
senyawa AAPH (2,2"-azobis-2-amidino-propane), yang kemudian
bereaksi dengan molekul fluorescein, menyebabkan penurunan
fluoresensi seiring waktu (Pradnya, 2019). Pengujian ORAC
biasanya dilakukan dalam buffer fosfat pada pH 7,4, dengan
pengukuran fluoresensi menggunakan panjang gelombang eksitasi
485 nm dan emisi 528 nm pada suhu 37°C. Data yang diperoleh
dianalisis dengan menghitung area di bawah kurva (AUC)
fluoresensi terhadap waktu, yang kemudian dibandingkan dengan
standar seperti Trolox untuk menghasilkan nilai ORAC yang
dinyatakan dalam mikromol ekuivalen Trolox per gram sampel
(umol TE/g) (Nugrahenti, et al., 2024).

. CUPRAC (Cupric Ion Reducing Antioxidant Capacity)

Metode CUPRAC (Cupric Ion Reducing Antioxidant Capacity)
adalah teknik yang digunakan untuk mengukur kapasitas
antioksidan suatu senyawa atau ekstrak. Prinsip dasar metode ini
melibatkan reduksi ion tembaga(Il) [Cu(II)] menjadi ion
tembaga(I) [Cu(I)] oleh senyawa antioksidan dalam sampel yang
diuji. Ion Cu(I) yang terbentuk kemudian berinteraksi dengan
neokuproin, membentuk kompleks berwarna oranye yang dapat
diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada

panjang gelombang sekitar 450 nm (Wahyuni, 2015)
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8. TBA (Thiobarbituric Acid)
TBA (Thiobarbituric Acid) merupakan metode yang digunakan
untuk mengukur tingkat peroksidasi lipid, yaitu proses oksidasi
lemak yang menghasilkan senyawa-senyawa seperti
malondialdehida (MDA). Dalam konteks uji aktivitas antioksidan,
metode TBA menilai kemampuan suatu senyawa atau ekstrak
dalam menghambat pembentukan MDA, yang merupakan indikator
kerusakan oksidatif pada lipid. Prosedur umum metode TBA
melibatkan inkubasi sampel dengan reagen TBA, di mana MDA
bereaksi dengan TBA membentuk kompleks berwarna merah muda
yang dapat diukur secara spektrofotometri pada panjang gelombang
sekitar 532 nm. Intensitas warna yang dihasilkan sebanding dengan
konsentrasi MDA dalam sampel; semakin rendah intensitas warna,
semakin tinggi aktivitas antioksidan sampel tersebut (Purwanto dan

Aprilia, 2022).



III. METODE KERJA

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada Tanggal 2 September sampai dengan 26
Oktober 2024 di Laboratorium Botani, Jurusan Biologi, Fakultas

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

3.2 Metode Penelitian

Jenis penelitian ini adalah eksperimental, yang memiliki tujuan untuk
mengetahui aktivitas antioksidan dari ekstrak metanol dan etil asetat

rumput laut Gracilaria sp.

3.3 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah labu ukur digunakan
untuk menyimpan reagen DPPH, timbangan untuk menimbang sampel dan
bahan yang akan digunakan , tabung reaksi digunakan untuk memasukkan
sampel dan reagen DPPH, rak tabung raksi untuk menyimpan tabung
reaksi, rotary evaporator untuk memisahkan pelarut dari sampel, sehingga
menghasilkan ekstrak, shaker berfungsi untuk mengaduk simplisia hingga
homogen, saringan untuk menyaring sampel dan bahan yang akan
digunakan, corong kaca, kertas saring untuk menyaring filtrat,beaker glass
sebagai tempat maserasi sampel, mikropipet untuk mengambil larutan,

stopwatch untuk menghitung waktu saat penelitian, blender untuk
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menghaluskan sampel, waterbath untuk menghasilkan ekstrak kental,
spektrofotometer UV- Vis untuk mengukur panjang gelombang, kamera

untuk dokumentasi penelitian, label dan alat tulis.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel
Gracilaria sp. pelarut metanol, etil asetat, etanol 70%, aquades, Nystain,
HCI, reagen Wagner, reagen Mayer, reagen Dragendorf, NaOH 1N, asam
sulfat (H2 SO4) 2N, serbuk Mg, FeCl3 1%, kloroform, Vitamin C, DPPH
Pa (Merck).

3.4 Prosedur Kerja

3.4.1 Pengumpulan Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu rumput laut
Gracilaria sp. yang didapatkan dari Desa Wanayasa, Kecamatan

Kramatwatu, Kabupaten Serang, Banten, Indonesia.

3.4.2 Pembuatan Simplisia

Pembuatan simplisia melalui beberapa proses yaitu pengumpulan
bahan baku, sortasi basah, pencucian, pengeringan, sortasi kering,
penghalusan dan penyaringan. Pertama, pengumpulan bahan baku
rumput laut Gracilaria sp. kedua, disortasi basah untuk memisahkan
bahan-bahan asing yang tidak diinginkan atau berbahaya dalam
pembuatan simplisia, seperti kerang pasir. Ketiga, sebanyak 100 kg
rumput laut dicuci terlebih dahulu hingga bersih dengan
menggunakan air mengalir untuk memisahkan kotoran yang masih
menempel pada rumput laut. Keempat, rumput laut dijemur di bawah
sinar matahari dan ditutupi kain hitam atau waring agar zat kimia
yang terkandung dalam daun tidak rusak akibat paparan sinar

matahari langsung, pengeringan ini bertujuan untuk mengurangi
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kadar air dalam tanaman dan pengawetan simplisia supaya dapat
bertahan lama dalam masa penyimpanan dengan menghambat proses
pembusukan. Kelima, disortasi kering untuk memisahkan rumput
laut yang sudah kering dengan kotoran-kotoran lain yang masih
tertinggal atau rumput laut yang rusak selama proses pengeringan.
Keenam, rumput laut yang sudah kering dihaluskan menggunakan
blender dengan kecepatan maksimum dalam waktu 3 menit sampai
menjadi bubuk halus, tujuan penghalusan yaitu untuk mempermudah
pada saat proses ekstraksi, memperluas permukaan partikel sehingga
semakin besar kontak permukaan partikel simplisia dengan pelarut
dan mempermudah penetrasi pelarut ke dalam simplisia sehingga
dapat menarik senyawa-senyawa yang lebih banyak dari simplisia.
Ketujuh, Simplisia diayak atau disaring menggunakan ayakan

(Winato et al., 2019).

3.4.3 Pembuatan Ekstrak Metanol dan Etil Asetat Rumput Laut

Gracilaria sp.

Ekstraksi dilakukan dengan menggunakan metode maserasi atau
perendaman. Maserasi adalah cara sederhana untuk mendapatkan
hasil yang maksimal dengan menngunakan pelarut dan pengadukan
secara berulang pada suhu kamar. Proses ini dimulai dengan
memasukkan simplisia ke dalam pelarut. Hal ini memungkinkan
pelarut melewati dinding sel dan masukan ke dalam tubuh sel,

tempat zat aktif berada (Winata et al., 2023).

Proses maserasi dilakukan selama 3 hari dengan penggantian pelarut
setiap 24 jam, perbandingan antara serbuk simplisia dan pelarut yaitu
(1:10), digunakan dua pelarut untuk maserasi yaitu pelarut metanol
dan etil asetat. Masing-masing pelarut digunakan sebanyak 3 liter
dibagi menjadi 3 yaitu (1.1.1) 1 Liter pada hari pertama, 1 Liter pada
hari kedua dan 1 Liter pada hari ketiga. Sampel rumput laut
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Gracilaria sp. yang di gunakan sebanyak 1 kg. Masing-masing
pelarut digunakan 500 gram simplisia. Pada pelarut metanol
digunakan 500 gram simplisia dan pelarut etil asetat digunakan 500
gram simplisia kemudian, dimasukkan kedalam maserator (beaker
glass). Ditambahkan pelarut hingga sampel terendam atau selapis di
atas permukaan sampel. Selanjutnya, diaduk menggunakan shaker
selama 3 jam kemudian didiamkan selama 24 jam. Setelah 24 jam,
filtrat pertama disaring, kemudian ampas diremaserasi dengan
pelarut yang baru. Di lakukan prosedur yang sama pada hari
selanjutnya untuk mendapatkan filtrat II dan III. Filtrat yang
diperoleh masih berbentuk ekstrak cair diuapkan dengan rotary
evaporator pada suhu maksimum 50°C, kemudian dilanjutkan dalam

waterbath hingga menghasilkan ekstrak kental.

3.4.4 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia adalah suatu uji yang bertujuan untuk mengetahui
kandungan senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada suatu
bahan alam. Skrining fitokimia adalah metode yang dipergunakan
untuk menganalisis senyawa aktif yang terkandung dalam sampel.
Skrining fitokimia dilakukan dengan menggunakan pereaksi
pendeteksi golongan pada tabung reaksi. Uji fitokimia yang
dilakukan berdasarkan penelitian Insani et a/., (2022) meliputi
alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, triterpenoid, steroid dan fenol

hidrokuinon.

1. Analisis Alkaloid
Sebanyak 0,05 g sampel ekstrak Gracilaria sp. dilarutkan dalam 2
tetes asam sulfat (H2 SO4) 2N. Larutan sampel diletakkan pada
plat tetes dan ditetesi pereaksi. Pengujian menggunakan tiga
pereaksi alkaloid yaitu Dragendorff, Meyer, dan Wagner. Hasil uji

positif apabila terbentuk endapan merah hingga jingga dengan
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pereaksi Dragendorff, endapan putih kekuningan dengan dengan
pereaksi Meyer, dan endapan coklat dengan pereaksi Wagner.

. Analisis Flavonoid

Sebanyak 0,05 g sampel ekstrak Gracilaria sp kemudian
ditambah dengan 0,05 mg serbuk Mg. Hasil uji positif apabila
terbentuk warna merah, kuning atau jingga pada lapisan amil
alkohol.

. Analisis Saponin

Sebanyak 0,05 g, sampel ekstrak Gracilaria sp. dilakukan
pengujian dengan tes foam. Ekstrak dilarutkan kedalam 2 mL
aquadest dalam tabung reaksi kemudian larutan dikocok.
Terbentuknya busa yang tidak hilang setelah ditambahkan larutan
asam menunjukkan adanya senyawa saponin.

. Analisis Tanin

Sebanyak 0,05 g, sampel ekstrak Gracilaria sp. ditambahkan 3
tetes FeCl3 1% kemudian diamati. Apabila terbentuk warna hijau
kecoklatan atau biru kehitaman menunjukkan adanya senyawa
tanin.

. Steroid atau Terpenoid

Sebanyak 0,05 g, sampel ekstrak Gracilaria sp. ditambah dengan
2 mL kloroform kemudian ditetesi asam asetat sebanyak 5 tetes
dan asam sulfat pekat (H2 SO4) 2N sebanyak 3 tetes. Hasil uji
positif ditunjukkan dengan terbentuknya larutan berwarna merah
kecokelatan untuk petama kali yang kemudian berubah menjadi
biru atau hijau. Warna biru atau hijau pada larutan menandakan
adanya kandungan steroid sedangkan warna merah kecokelatan
menandakan adanya kandungan terpenoid.

. Fenol

Sebanyak 0,05 g, sampel ekstrak Gracilaria sp. kemudian
dilarutkan dalam 0,25 mL etanol 70%. Larutan ditambahkan
FeCl3 5% sebanyak 2 tetes. Hasil uji positif apabila terbentuk

warna hijau atau hijau biru.



25

3.4.5 Metode DPPH (2,2 dipenyl-1-picrylhidrazyl)

Metode uji antioksidan terhadap radikal bebas DPPH modifikasi dari

beberapa prosedur yang telah dilaporkan oleh Panda (2012).

1.

Pembuatan reagen DPPH

DPPH dengan konsentrasi 160 mg/L dibuat dengan menimbang
zat tersebut sebanyak 5 mg dan dilarutkan dalam 25 mL pelarut
asetat di dalam labu ukur. Larutan yang dihasilkan disimpan di
ruang gelap dan dilindungi dengan aluminium foil.

Pembuatan larutan stock sampel

Sampel ekstrak ditimbang sebanyak 20 mg dan dilarutkan
dengan pelarut hingga volumenya 20 mL. Larutan ekstrak yang
tersedia menjadi larutan stok dengan konsentrasi 1000 ppm.
Pembuatan larutan kontrol positif (Vitamin C)

Vitamin C ditimbang sebanyak 10 mg dan dilarutkan dengan 1
ml pelarut. Larutan yang dihasilkan disimpan di ruangan gelap
dan dilindungi dengan alumunium foil.

Pengukuran sampel

Proses pengenceran sampel disajikan pada Tabel 1. yang dihitung

berdasarkan rumus menurut ( Nor et al., 2018).

Mi1.Vi=M2.V;
Keterangan:
M; :Konsentrasi awal
Vi :Volume awal
M: :Konsentrasi akhir

V2  : Volume akhir
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Tabel 1. Proses Pengenceran Sampel Uji Dengan DPPH

Konsentrasi Larutan Pelarut (Metanol ~ DPPH 160
(ppm) Ekstrak (uL) dan Etil asetat) (uL) ppm (uL)
Blanko 0 4000 1000
50 250 3750 1000
100 500 3500 1000
150 750 3250 1000
200 1000 3000 1000
250 1250 2750 1000

Pengenceran sampel uji dengan DPPH dilakukan sesuai dengan
Tabel 1. Semua larutan dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu
diinkubasi pada suhu kamar selama 30 menit yang dihitung
sejak penambahan larutan DPPH pada sampel. Di amati
perubahan warna dari ungu menjadi kuning yang akan
memberikan perubahan absorbansi pada panjang gelombang
maksimum DPPH kemudian, diukur serapannya pada panjang
gelombang maksimal DPPH (517 nm). Persentasi penghambatan
aktivitas antioksidan dapat dihitung melalui rumus (Karundeng

dan Aloanis., 2018 )

0

1

% inhibisi = X 100%

0

Keterangan:
AO : absorbansi blanko (metanol dan etil asetat)

A1l :absorbansi sampel (ekstrak)

ICso sediaan sampel terhadap larutan DPPH ditentukan dari
persamaan regresi linier yang dihasilkan dari pengukuran variasi
konsentrasi sampel terhadap larutan DPPH. Persamaan regresi

linier, y = a + bx, dimana sumbu x adalah konsentrasi sampel
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dan sumbu y adalah % inhibisi, maka nilai ICso dapat dihitung

menggunakan rumus berikut menurut (Septiani, et al., 2022):

50 — a

150=
¢ b

Keterangan:
y : % inhibisi (50)
: Intercept (Perpotongan garis di sumbu y)

o

b : Skype (Kemiringan)
x : Konsentrasi

5. Pengujian dilakukan sebanyak triplo (n=3).

3.5 Analisis Data

Penelitian ini dilakukan dengan cara observasi langsung terhadap sampel
Gracilaria sp. Data yang diperoleh dari hasil evaluasi dibuat dalam
bentuk tabel kemudian dideskripsikan hasilnya, selanjutnya menganalisis
dan menghitung persentase peningkatan terhadap aktivitas antioksidan
atau (ICso) dalam kemampuannya menangkap radikal bebas dihitung
menggunakan persamaan regresi linier. Data hasil pengukuran persen
peredaman yang diperoleh dianalisis menggunakan aplikasi Microsoft
Excel untuk memperoleh persamaan regresi linier. Perhitungan secara
regresi linier dimana y merupakan % peredaman dan x merupakan
konsentrasi (ppm) sehingga didapatkan persamaan untuk menghitung
nilai ICso dengan rumus y=bx +a. Nilai ICso didapatkan dari nilai x
setelah mengganti nilai y = 50. Nilai ICso yaitu konsentrasi sampel yang
memiliki penghambatan absorbansi DPPH sebesar 50%. Semakin rendah
nilai ICsp maka menunjukan aktivitas antioksidan yang semakin tinggi.
Kemudian, hasil ICso akan dicocokan berdasarkan tingkat kekuatan
antioksidan menurut (Suryani ef al., 2023). Tingkat kekuatan antioksidan

tersebut dapat dilihat pada tabel 2.
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Tabel 2. Klasifikasi Aktivitas Antioksidan

Nilai ICso Kategori Antioksidan

<50 ppm Sangat Kuat
50-100 ppm Kuat
100-150 ppm Sedang
150-200 ppm Lemah

> 200 ppm Sangat Lemah

3.6 Diagram Alir Penelitian

Diagram alir dari penelitian Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Metanol
dan Etil asetat dari Gracilaria sp. menggunakan metode DPPH(2, 2-
difenil-1-pikrilhidrazil) dapat dilihat pada Gambar 2.

‘ Gracilaria sp ‘

- Sortasi basah
- Pencucian

- Pengeringan
- Sortasi Kering
- Penghalusan
- Penyaringan

Simplisia Gracilaria sp.

- Ekstraksi
- Pemekatan Ekstrak

‘ Ekstrak Gracilaria sp. ‘

- Skrining Fitokimia
- Uji Aktivitas Antioksidan

‘ Pengolahan dan Analisis Data ‘

Gambar 2. Diagram Alir Penelitian



5.1

5.2

V. KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa

1.

Ekstrak metanol dan etil asetat dari Gracilaria sp. mengandung
senyawa metabolit sekunder golongan alkaloid, flavonoid, tanin,
saponin, fenol, dan steroid.

Aktivitas antioksidan ekstrak metanol Gracilaria sp. memiliki nilai
ICso sebesar 158,91 tergolong lemah, dan ekstrak etil asetat Gracilaria

sp. memiliki nilai ICso sebesar 252,07, dikategorikan sangat lemah.

Saran

Saran yang diajukan peneliti bagi peneliti selanjutnya adalah

1.

Perlu dilakukan perbandingan uji antioksidan menggunakan pelarut lain
seperti etanol dan n-heksan untuk menentukan pelarut yang paling
efektif.

Perlu dilakukan perbandingan uji antioksidan dengan menggunakan
metode lain seperti ABTS (2,2 -Azinobis(3-ethylbenzothiazonline-6-
sulfonicacid)- diammonium salt), FRAF (Ferric Reducing Antioxidant
Power), TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter), ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity), CUPRAC (Cupric Ion Reducing
Antioxidant Capacity) dan TBA (Thiobarbituric Acid) untuk mengetahui
metode yang lebih efektif.
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