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Abstrak

Tanaman Semanggi (Marsilea crenata C. Presl) merupakan salah satu tanaman yang
banyak digunakan untuk makanan dan potensial dikembangkan sebagai obat herbal.
Ekstrak tanaman semanggi dengan menggunakan methanol, kloroform, dan etil
asetat ditemukan memiliki aktivitas antioksidan yang lemah. Tujuan penelitian ini
adalah menguji aktivitas antioksidan dalam ekstrak pelarut air tanaman semanggi
dengan metode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) dan menganalisis
pengaruh variasi konsentrasi ekstrak terhadap uji aktivitas antioksidan. Metode pada
penelitian ini yaitu ekstraksi tanaman semanggi dengan maserasi menggunakan
pelarut air. Uji aktivitas antioksidan dengan metode FRAP menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang maksimum 596 nm. Hasil
rendemen ekstrak sebesar 42% menunjukkan positif mengandung flavonoid,
saponin, polifenol dan kadar air sebesar 9,94% =+ 0,1276. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa tanaman semanggi mempunyai aktivitas antioksidan lemah
(I1Cs0 351,04 ppm) dibandingkan dengan vitamin C sebagai kontrol positif yang
menunjukkan aktivitas antioksidan sangat kuat (ICsp 22,60 ppm). Pada hasil
penelitian ini dapat dikatakan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak dapat
meningkatkan %inhibisi dari pembentukan radikal bebas namun peningkatannya
tidak linier yg ditunjukkan dengan nilai R? tidak mendekati 0,99.

Kata Kunci: Tanaman Semanggi (Marsilea crenata C. Presl), FRAP, Rotary
evaporator, Spektrofotometri UV-Vis, ICso

Abstract

The clover plant (Marsilea crenata C.P resl) is a plant that is widely used for food
and has the potential to be developed as a herbal medicine. Clover plant extract
using methanol, chloroform, and ethyl acetate was found to have weak antioxidant
activity. The aim of this research was to test the antioxidant activity in air solvent
extracts of clover plants using the FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
method and analyze the effect of variations in extract concentration on the
antioxidant activity test. The method in this research is clover plant extraction by
maceration using an air solvent. Test antioxidant activity using the FRAP method
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using a UV-Vis spectrophotometer with a maximum wavelength of 596 nm. The
extract yield of 42% showed that it positively contained flavonoids, saponins,
polyphenols and a water content of 9.94% + 0.1276. The results showed that clover
plants had weak antioxidant activity (ICso 351.04 ppm) compared to vitamin C as a
positive control which showed very strong antioxidant activity (ICso 22.60 ppm).
From the results of this study, it can be said that increasing the extract concentration
can increase the percentage of inhibition of free radical formation, but the increase
is not linear, as indicated by the R? value not approaching 0.99.

Keywords: Clover Plant (Marsilea crenata C. Presl), FRAP, Rotary evaporator, UV-
Vis Spectrophotometry, 1Cso

© 2024
Universitas Abdurrab
Alamat korespondensi: ISSN 2338-4921
Jalan Dukuh Menanggal XII, Kecamatan Gayungan, Kota Surabaya,
Jawa Timur 60234

E-mail: raisyaadila2101@gmail.com

PENDAHULUAN

Era modern sudah menyaksikan perubahan luar biasa dalam kehidupan masyarakat
disebabkan kemajuan ilmu pengetahuan serta teknologi. Seiring berjalannya waktu, masyarakat
jadi semakin tidak peduli terhadap kesehatan mereka. Kesehatan seseorang mungkin dipengaruhi
dengan cara negatif berbagai faktor. Selain pilihan gaya hidup yang buruk serta polusi udara,
kondisi cuaca buruk bisa meningkatkan kadar radikal bebas dalam tubuh, sehingga menurunkan
kualitas hidup masyarakat (Dominica & Handayani, 2019). Dunia kedokteran dan kesehatan
banyak membahas tentang radikal bebas dan antioksidan. Hal ini terjadi karena sebagian besar
penyakit diawali oleh adanya reaksi oksidasi yang berlebihan di dalam tubuh (Surya, 2019).
Disebabkan itu, antioksidan diperlukan tubuh untuk melindungi terhadap radikal bebas yang
sangat berbahaya (Dominica & Handayani, 2019).

Radikal bebas merupakan atom maupun molekul yang tidak stabil serta sangat reaktif.
Tubuh manusia bisa memproduksi radikal bebas sebagai akibat dari metabolisme sel yang normal,
malnutrisi, pola makan yang buruk, pilihan gaya hidup yang tidak sehat, asap rokok, radiasi UV,
serta lingkungan yang tercemar. Antioksidan merupakan satu dari banyak bentuk penangkal yang
diperlukan untuk hal ini (Purwaningsih et al., 2014).

Tubuh memiliki antioksidan sebagai mekanisme pertahanan tubuh untuk menetralkan
radikal bebas yang terbentuk. Antioksidan merupakan mekanisme pertahanan tubuh melawan
pembentukan radikal bebas. Donor elektron ialah definisi kimia dari antioksidan. Bahan kimia
yang dikenal sebagai antioksidan mempunyai kemampuan guna mengurangi maupun

menghentikan kerusakan akibat proses oksidasi (Pardede, 2018). Antioksidan dianggap dapat
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melindungi tubuh dari radikal bebas. Antioksidan diperkirakan melindungi tubuh dari kerusakan
akibat radikal bebas. Antioksidan menstabilkan radikal bebas dengan memberikan cukup elektron
yang tidak dimiliki radikal bebas serta dengan menghentikan reaksi berantai dari pembentukan
radikal bebas yang bisa merusak sel (Shinta & Kusuma, 2015). Kategori kekuatan aktivitas
antioksidan dapat dlihat pada tabel 1 (Wulansari, 2018).

Tabel 1. Kategori Kekuatan Antioksidan

No Kategori Nilai 1Cso (ppm)
1. Sangat Kuat <50

2. Kuat 50-100

3. Sedang 100-250

4. Lemah 250-500

5. Tidak Aktif >500

Satu dari banyak jenis tanaman yang umum ditemukan di Asia Tenggara ialah tanaman
semanggi (Marsilea crenata C. Presl) (Ma’arif et al., 2020). Tanaman semanggi mempunyai
potensi yang besar untuk dikembangkan jadi obat tradisional Indonesia. Tanaman semanggi
(Marsilea crenata C. Presl) mengandung saponin, triterpenoid bebas, steroid, flavonoid dan
polifenol. Senyawa yang terkandung dalam tanaman semanggi diketahui dapat berfungsi sebagai
antioksidan (Tiyaningsih, 2007).

Pada penelitian ini, dilakukan pengujian aktivitas antioksidan sampel ekstrak tanaman
semanggi (Marsilea crenata C. Presl) dengan menggunakan air sebagai pelarut. Ekstrak air
tanaman semanggi yaitu ekstrak kental yang diperoleh dari maserasi serbuk simplisia tanaman
semanggi menggunakan pelarut air. Tujuan dari penelitian ini ialah guna mengetahui tingkat
potensi antioksidan yang ada pada ekstrak air tanaman semanggi (Marsilea crenata C. Presl),
dengan menggunakan metode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). Berdasarkan
kemampuan senyawa antioksidan dalam mereduksi ion Fe** menjadi Fe?* dapat digunakan untuk
menentukan kandungan antioksidan total dari suatu bahan dalam metode FRAP (Maryam et al.,
2016).

METODE

Pengujian aktivitas antioksidan yang dilaksanakan dengan cara in-vitro
mempergunakan metode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), instrumen analisis yang

dipergunakan yakni spektrofotometer UV-Vis. Jenis penelitian pada uji aktivitas antioksidan

217



Raisya Adila, I.A.K. Pramushinta, A.S. Sinulingga / Jurnal Analis Kesehatan Klinikal Sains 12 (2) (2024)

ekstrak air tanaman semanggi (Marsilea crenata C. Presl) merupakan jenis penelitian
eksperimental didalam laboratorium disebabkan meliputi pengambilan sampel, determinasi, serta
pembuatan ekstrak. Penelitian ini dilaksanakan dalam jangka waktu 4 bulan pada bulan Januari-
April 2024 di Laboratorium Biologi Farmasi serta Laboratorium Kimia Farmasi, Prodi Farmasi,
Fakultas llmu Kesehatan, Universitas PGRI Adi Buana Surabaya.

Alat-alat yang dipergunakan dalam penelitian ini yakni timbangan analitik, timbangan
digital kg, blender, nampan, toples kaca, cawan porselen, kurs porselen, gelas ukur, beaker glass,
batang pengaduk, pipet tetes, labu ukur, vial, corong kaca, kertas saring, tabung reaksi,
erlenmeyer, desikator, dry oven, mikropipet 100-1000ul, pH meter, rotary evaporator, serta
instrumen spektrofotometri UV-Vis. Adapun bahan yang dipergunakan dalam penelitian ini yakni
tanaman semanggi (Marsilea crenata C. Presl), aquadest p.a, NaOH 10% p.a, FeCls 5% p.a, HCL
pekat p.a, Natrium asetat trihidrat p.a, Asam asetat glasial p.a, vitamin C injeksi, serbuk 2,4,6-
tripyridilstriazine (TPTZ) p.a serta serbuk FeCls.6H20 p.a.

PROSEDUR KERJA

1. Pembuatan Simplisia Tanaman Semanggi
Tanaman semanggi segar 15 kg yang telah dikumpulkan dicuci dibawah air mengalir lalu
ditiriskan. Sebagian dipotong kecil-kecil dan dikeringkan dibawah sinar matahari langsung
selama £ 4 jam, kemudian dibuat menjadi serbuk dengan cara menghancurkan menggunakan
dry blender selama 2 menit sampai 5 menit, setelah itu disimpan didalam toples (Febrina et
al., 2015).

2. Pembuatan Ekstrak Air Tanaman Semanggi Metode Maserasi
Disiapkan serbuk tanaman semanggi sebanyak 250 gram. Kemudian ditambah dengan jenis
pelarut air rasio sampel : pelarut adalah 1:10. Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi
menggunakan pengadukan manual pada suhu ruang 25°C selama 1 hari (24 jam). Dilakukan
remaserasi sebanyak 1 kali. Rendemen dihitung dari ekstrak kental yang dihasilkan dengan
perhitungan sebagai berikut:

% Rendemen = Berat Ekstrak Kental (g) X 100% (Wijaya & Jubaidah, 2018).

Berat Simplisia Awal

3. Skrining Fitokimia
A. Identifikasi Flavonoid
1 mL ekstrak ditambahkan dengan 15 tetes pereaksi NaOH 10%, perubahan warna
menjadi orange atau jingga menunjukkan adanya flavonoid (Ikalinus et al., 2015).

B. Identifikasi Saponin
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1 mL ekstrak dicampurkan dengan 20 mL air lalu di didihkan dalam penangas air. Filtrat
dikocok kemudian diamati perbentukan busanya, apabila terbentuknya busa yang stabil
dengan tinggi 3cm serta bisa bertahan selama 10 - 15 menit maka menunjukkan adanya
saponin (Ikalinus et al., 2015).
C. Identifikasi Polifenol
1 mL ekstrak ditambahkan 10 tetes larutan FeCls 5%. Terbentuknya warna hijau atau
hijau biru menunjukkan adanya polifenol (Muharrami et al., 2017).
Uji Kadar Air dalam Ekstrak Air Tanaman Semanggi
Kurs porselen dikeringkan dalam oven pada suhu 105°C selama 1 jam untuk menentukan
kadar air sampel mempergunakan teknik gravimetri atau prosedur pengeringan dengan oven.
Kemudian kurs porselen dimasukkan dalam desikator selama kurang lebih 15 menit setelah
itu didinginkan, kurs porselen ditimbang. Sampel kemudian ditimbang sampai beratnya
sekitar 10 gram lalu dimasukkan ke dalam kurs porselen. Masukkan ke dalam oven selama 5
jam pada suhu 105°C. Setelah didinginkan selama kurang lebih 15 menit dalam desikator,
timbang. Jika perbedaan antara dua penimbangan berturut-turut tidak lebih dari 0,25%,
teruskan pengeringan serta penimbangan setiap 1 jam (FHI., 2017). Dilakukan replikasi 3x.

% Kadar Air = M1-M2 x 100% (Yuningsih et al., 2018)
M1

Pembuatan Buffer Asetat

Buffer Asetat dengan pH 3,8 dibuat dari 0,775 gram natrium asetat trihidrat
(CH3COONa.3H:0) yang ditambahkan dengan 4 mL asam asetat pekat dan dilarutkan dengan
aquadest hingga tepat 250 mL dalam labu ukur.

Pembuatan Larutan TPTZ

Dibuat HCI 40 mmol/L dengan melarutkan 380uL HCI pekat dalam 100 mL aquadest.
Kemudian timbang serbuk TPTZ sebanyak 31 mg lalu dilarutkan dalam HCL 40 mmol/L
hingga tepat 10 mL (Nurhayati et al., 2022).

Pembuatan Larutan FeClz.6H20

Ditimbang FeCls.6H20 sebanyak 32,44 mg, kemudian dilakukan pelarutan dengan 10 mL
buffer asetat dalam labu ukur (Nurhayati et al., 2022).

Pembuatan Reagen FRAP

Reagen FRAP dibuat dengan cara mencampurkan 25 mL buffer asetat, 2,5 mL larutan TPTZ
dan 2,5 mL larutan FeCls6H20, lalu ditambahkan aquadest hingga tepat 100 mL dalam labu
ukur (Nurhayati et al., 2022).

Penentuan Panjang Gelombang Maksimum
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Dilakukan dengan mencampur 3 mL reagen FRAP dan 1 mL aquadest selanjutnya diukur
serapannya pada panjang gelombang 400-800 nm menggunakan spektrofotometri UV-Vis
(Rahayu et al., 2021).

Penentuan Operating Time

Dilakukan dengan mencampur 3 mL reagen FRAP dan 1 mL aquadest selanjutnya diukur
serapannya pada panjang gelombang maksimum menggunakan spektrofotometri UV-Vis
pada interval waktu 1 menit sehingga didapatkan nilai absorbansi yang stabil (Indriyah et al.,
2023).

Penyiapan Larutan Stok 100 ppm

Vitamin C injeksi dengan konsentrasi 200.000 ppm kemudian diencerkan 100 ppm dalam
labu ukur 50 mL. Dibuat dengan cara mencampurkan 25l vitamin C injeksi dengan aquadest
ad 50 mL dalam labu ukur kemudian dikocok sampai homogen.

Penyiapan Larutan Baku

Larutan stok 100 ppm diambil masing-masing 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 serta 0,5 mL dan ditempatkan
dalam labu ukur 10 mL yang berbeda lalu diencerkan dengan aquadest hingga 10 mL dan
dihomogenkan. Konsentrasi larutan standar 100 ppm vitamin C yakni 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm,
4 ppm serta 5 ppm, dipipet 1 mL reagen FRAP kemudian ditambahkan 3 mL vitamin C dari
masing-masing konsentrasi kemudian dihomogenkan dan didiamkan selama 13 menit pada
suhu 37°C lalu diamati absorbansinya pada panjang gelombang 596 nm. Dalam pengujian ini
dibuat kurva kalibrasi dengan mempergunakan vitamin C (kontrol positif) sebagai senyawa
pembanding.

Pengujian Aktivitas Antioksidan Sampel Metode FRAP

Sampel dipipet 0,8 mL (80 ppm) ; 0,9 mL (90 ppm) ; 1 mL (100 ppm) ; 1,1 mL (110 ppm) ;
serta 1,2 mL (120 ppm) dari tanaman emanggi (Marsilea crenata C. Presl) pada konsentrasi
larutan 1000 ppm dan dimasukkan kedalam labu ukur 10 mL secara terpisah, diencerkan
dengan aguadest sampai volume tepat 10 mL serta dihomogenisasi. Setelah itu memipet 1
mL reagen FRAP dan menambahkan 3 mL sampel dari masing-masing konsentrasi,
dihomogenisasi dan didiamkan selama 13 menit pada suhu 37°C lalu diamati absorbansinya
pada panjang gelombang 596 nm. Dilakukan replikasi 3x.

Analisis Data

Dari hasil absorbansi yang didapatkan pada masing-masing konsentrasi yang diuji,
didapatkan nilai presentase inhibisi dengan rumus:

% inhibisi = Absorbansi FRAP— Absorbansi sampel X 100% (Agus Adrianta et al., 2017).
Absorbansi FRAP
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Dibuat kurva regresi dari angka persentase redaman pada masing-masing konsentrasi,
sehingga menghasilkan persamaan y = bx + a serta angka ICso. Konsentrasi ekstrak (ppm)
dijadikan absis (sumbu x) serta angka persentase redaman jadi ordinat (sumbu y) pada
perhitungan regresi linier. Persentase redaman 50 dihitung untuk memberikan nilai 1Cso (Agus
Adrianta et al., 2017). Rumus berikut dipergunakan untuk mendapatkan nilai ICso, y=bx + a;
50 = bx + a.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada pengujian ini menggunakan sampel dari tanaman semanggi jenis Marsilea Crenata
yang kemudian dilakukan tahapan preparasi sampel pada tanaman semanggi yaitu pencucian,
pengeringan, serta penyerbukan. Kemudian serbuk tanaman semanggi dilakukan proses ekstraksi
metode maserasi dengan perbandingan 1:10. Hasil dari ektraksi maserasi selanjutnya dilakukan
pemekatan atau pengentalan ekstrak dengan rotary evaporator suhu 50°C dengan tekanan 0,3
atm. Tujuan dari pemekatan ekstrak mempergunakan alat rotary evaporator yaitu untuk
menghilangkan pelarut hingga diperoleh bobot tetap dan nilai %rendemen ekstrak tanaman
semanggi (Indah Sayakti et al., 2022). Penyimpanan ekstrak kental yakni ditutup dengan
aluminium foil serta didinginkan pada suhu 4°C. Hal tersebut dilaksanakan agar ekstrak kental
tidak mudah ditumbuhi mikroba. Penyimpanan pada suhu rendah serta tempat yang jauh
dari paparan sinar matahari bertujuan untuk menjaga kestabilan ekstrak (Agne et al., 2010). Data

hasil rendemen ekstrak maserasi dapat dilihat pada tabel 2.1

Tabel 2.1 Hasil Rendemen Ekstrak Tanaman Semanggi (Marsilea carenata C. Presl)

Nama Bobot Awal Bobot Eksrak T:ersrﬁaafotgg Rendemen
L . o
Ekstrak Simplisia (g) Diperoleh (g) Herbal (%)
Tanaman Tidak kurang dari 42%
Semanggi 250 105 10% (memenuhi)

Selanjutnya dilakukan uji skrining fitokimia. Tujuan dari skrining fitokimia ialah guna
mengetahui golongan senyawa maupun kumpulan senyawa yang mana merupakan metabolit
sekunder dalam sebuah tumbuhan maupun ekstrak tumbuhan. Memanfaatkan reagen warna,
pengujian warna ialah teknik yang dipergunakan untuk terjadinya proses skrining fitokimia
(Denny, 2018). Data hasil pengujian skrining fitokimia ekstrak air tanaman semanggi (Marsilea

crenata C. Presl) dapat dilihat pada tabel 2.2
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Tabel 2.2 Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Tanaman Semanggi (Marsilea carenata C. Presl)

Golongan Senyawa Pereaksi Warna Hasil
Flavonoid NaOH 10% Orange atau Jingga Positif (+)
Saponin Aguadest Buih dan Busa 3cm Positif (+)
(15 menit)
Polifenol FeClz 5% Hijau / Hijau Biru Positif (+)

Berdasarkan tabel diatas, ada beberapa pereaksi yang dapat digunakan untuk
mengidentifikasi golongan kandungan senyawa dalam ekstrak tanaman semanggi. Pada
identifikasi flavonoid dilakukan menggunakan pereaksi NaOH 10%. Pereaksi NaOH 10%
berfungsi sebagai katalis basa sehingga menyebabkan senyawa flavonoid terurai jadi molekul
asetofenon berwarna kuning sampai coklat (Theodora et al., 2019). Identifikasi saponin,
mengandung aglikon (sapogenin) sebuah gugus hidrofobik, saponin bersifat non-polar serta polar
sehingga bisa larut dalam pelarut seperti air. Glikosida bisa menimbulkan busa dalam air serta
terhidrolisis jadi glukosa serta bahan kimia lainnya, hal inilah yang menyebabkan terjadinya busa
pada uji saponin (Agustina et al., 2017). Identifikasi polifenol dilakukan menggunakan pereaksi
FeCL; 5%. Dalam pengujian ini penciptaan warna dihasilkan dari interaksi FeCls dengan sampel,
reaksi ini disebabkan karena ion Fe3+ mengalami hibridisasi. Penambahan FeCl; bereaksi dengan
satu dari banyak gugus hidroksil dalam senyawa polifenol sehingga dapat mengubah warna. Tanin
yang terkondensasi terjadi ketika FeCl; ditambahkan sehingga menghasilkan perubahan warna
(Syaron Manongko et al., 2020).

Selanjutnya dilakukan uji kadar air pada ekstrak tanaman semanggi. Tujuan dari
mengetahui kandungan air sebuah ekstrak ialah untuk memberikan batas maupun kisaran minimal
kandungan air sebuah bahan maupun ekstrak. Jamur serta kapang lebih mudah berkembang pada
ekstrak dengan kandungan air lebih banyak. Akibatnya, hal ini bisa mengurangi aktivitas biologis
ekstrak saat disimpan. kandungan air yang dibutuhkan seringkali kurang dari 10% (Najib et al.,
2017). Kandungan air bisa mempengaruhi kualitas simplisia sehingga lebih rentan terhadap
kontaminasi mikroba serta kerusakan fisik (Wijaya & Noviana, 2022). Data hasil pengujian kadar

air ekstrak air tanaman semanggi (Marsilea crenata C. Presl) dapat dilihat pada tabel 2.3.

Berdasarkan tabel 2.3, hasil penetapan kadar air ekstrak air tanaman semanggi diperoleh
sebesar 9,94% + 0,1276. Hasil penetapan kadar air yang diperoleh memenuhi persyaratan yang

ditetapkan pada syarat mutu dalam Farmakope Herbal Indonesia yakni tidak lebih dari 10%.
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Tabel 2.3 Hasil Uji Kadar Air Ekstrak Tanaman Semanggi (Marsilea carenata C. Presl)

Rata-rata Persyaratan
Replikasi % Kadar Air Farmakope Standar
+SD Herbal
1 9,80%
9,94% Tidak lebih dari .
O )
2 10,05% +0,1276 10% Memenuhi
3 9,97%

Selanjutnya dilakukan penentuan panjang gelombang maksimum, tujuannya adalah untuk
mendapatkan nilai absorptivitas sensitivitas pengukuran tertinggi. Untuk mendapatkan hasil yang
maksimal, penentuan panjang gelombang maksimum juga bertujuan untuk menjamin serapan
sampel berada pada panjang gelombang maksimum tersebut (Anngela et al., 2021). Berlandaskan
hasil pengukuran penyerapan tertinggi dengan absorbansi 0,6809 nm menyebabkan dipilihnya 596
nm sebagai panjang gelombang maksimum reagen FRAP. Hasil penentuan panjang gelombang

maksimum dapat dilihat pada gambar 2.1

4,5004]

(1.665
/i)
596 nm

P e

400, Bem ( 100/div)  80G,Bom

Gambar 2.1 Spektrum Panjang Gelombang Maksimum Reagen FRAP

Selanjutnya dilakukan penentuan operating time, tujuannya adalah untuk mengetahui
waktu pengukuran suatu senyawa yang diperoleh pada saat absorbansi paling stabil. Operating
time ditentukan dengan mengukur waktu pengukuran dengan absorbansi larutan. Penetapan
operating time perlu dilakukan guna meminimalkan kemungkinan terjadinya kesalahan
pengukuran. Jika pengukuran dilakukan sebelum operating time maka akan ada kemungkinan
terjadi reaksi yang tidak sempurna. (Suharyanto & Prima, 2020). Hasil penentuan operating time

dapat dilihat pada gambar 2.2
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Gambar 2.2 Hasil Operating time

Berdasarkan grafik diatas menunjukkan bahwa pengukuran absorbansi dilakukan yang
dimulai dari menit ke-0 sampai menit ke-30 setelah itu didapatkan waktu absorbansi yang stabil
nilainya pada menit ke-9 sampai menit ke-13, pengukuran absorbansi dilakukan pada menit ke-
13. Diambil pada menit ke-13 (menit terakhir) disebabkan semakin lama sampel diinkubasi pada
nilai absorbansi yang stabil maka semakin lama sampel dan pelarut bereaksi sehingga dapat
meningkatkan total senyawa antioksidan yang dihasilkan sampel (Setiawan et al., 2018). Hal ini
menunjukkan bahwa mulai menit ke-9 reagen sudah dapat bereaksi dengan FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) sehingga terbentuk warna biru yang ditandai dengan pembacaan
nilai absorbansi yang stabil yaitu 1,0206.

Selanjutnya dilakukan pengujian larutan baku kerja, pada pengujian ini dibuat kurva
kalibrasi menggunakan vitamin C dengan panjang gelombang maksimal 596 nm, sebagai senyawa
pembanding. Untuk pengujian ini, dilakukan dengan cara mencampurkan sebanyak 3 mL vitamin
C, dimasukkan kedalam vial kemudian 1 mL reagen FRAP ditambahkan kedalam vial. Kemudian
campuran tersebut di inkubasi pada suhu 37°C selama 13 menit. Setelah itu, seluruh larutan uji
dibaca serapannya pada panjang gelombang maksimal 596 nm dengan spektrofotometer UV-Vis.
Kurva kalibrasi dibuat dengan melakukan plot konsentrasi mempergunakan metode FRAP dengan
konsentrasi larutan standar 1, 2, 3, 4, serta 5 ppm. Hasil kurva kalibrasi dan absorbansi vitamin C

dapat dilihat pada tabel 2.4 dan gambar 2.3

Tabel 2.4 Hasil Absorbansi Vitamin C

No. Konsentrasi (ppm) Absorbansi
1. 1 ppm 0,1378
2. 2 ppm 0,2189
3. 3 ppm 0,2878
4. 4 ppm 0,3532
5. 5 ppm 0,4019
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Gambar 2.3 Hasil Kurva Kalibrasi Larutan Baku Vitamin C

Berdasarkan gambar diatas, hasil kurva baku yang didapatkan kemudian diplotkan antara
konsentrasi dan absorbasinya, sehingga didapatkan persamaan regresi linier yaitu y = 6.2957x +
92.286 dengan nilai R? = 0.9923, persamaan ini dipergunakan sebagai pembanding guna
mengetahui konsentrasi aktivitas antioksidan dalam sampel. Disebabkan vitamin C mempunyai
aktivitas antioksidan yang sangat tinggi, lebih polar dibandingkan vitamin lainnya serta bertindak
sebagai antioksidan sekunder yaitu dengan mengumpulkan radikal bebas serta menghentikan
reaksi berantai, maka vitamin C merupakan pembanding yang dipergunakan sebagai kontrol
positif. Dari gugus hidroksi bebas vitamin C, berfungsi sebagai penangkap radikal bebas (Khartika
Membri et al., 2021). Dari hasil pengukuran absorbansi diatas dapat dikatakan bahwa nilai
absorbansi semakin meningkat seiring dengan bertambahnya konsentrasi larutan. Hal ini sejalan
dengan hukum Lambert-Beer yang menyatakan bahwa hubungan linear antara absorbansi dengan
konsentrasi larutan sampel, dimana nilai absorbansi yang didapatkan juga telah memenuhi range
absorbansi yang baik atau dikenal dengan hukum Lambert-Beer yaitu 0,2 < A < 0,8 (Indriyah et
al., 2023).

Selanjutnya dilakukan pengujian aktivitas antioksidan sampel metode FRAP (Ferric
reducing antioxidant power). Pengujian dilakukan pada kondisi asam yakni pH 3,8 untuk menjaga
kelarutan ion besi. Aktivitas antioksidan mempergunakan metode FRAP didapatkan dengan
membandingkan perubahan serapan larutan sampel dengan larutan pembanding yang mengandung
ion Fe?* dengan konsentrasinya pada panjang gelombang 596 nm (MY uliawati et al., 2022). Untuk
pengujian sampel, dilakukan dengan cara mencampurkan sebanyak 3 mL sampel dimasukkan
kedalam vial, kemudian 1 mL reagen FRAP ditambahkan kedalam vial. Kemudian campuran
tersebut di inkubasi pada suhu 37°C selama 13 menit. Setelah itu, seluruh larutan uji dibaca
serapannya pada panjang gelombang maksimal 596 nm dengan spektrofotometer UV-Vis. Kurva

kalibrasi dibuat dengan melakukan plot konsentrasi mempergunakan metode FRAP dengan
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konsentrasi larutan standar 80, 90, 100, 110, serta 120 ppm. Hasil kurva kalibrasi dan absorbansi

sampel dapat dilihat pada tabel 2.5 dan gambar 2.4

Tabel 2.5 Hasil Absorbansi Sampel Tanaman Semanggi (Marsilea carenata C. Presl)

No. Konsentrasi Absorbansi Absorbansi Absorbansi
(ppm) R1 R2 R3
1. 80 ppm 0,7167 0,7273 0,6974
2. 90 ppm 0,6860 0,6827 0,6814
3. 100 ppm 0,6830 0,6827 0,6789
4, 110 ppm 0,6830 0,6782 0,6776
5. 120 ppm 0,6860 0,6818 0,6823
36,00 :
_ 35,00 ° " °
f__—:' 34,00 y=0,0614x + 28,446
£ 33,00 R*=0,5092
X
°" 32,00 ®
31,00
0 50 100 150

Konsentrasi (ppm)
Gambar 2.4 Hasil Kurva Kalibrasi

Berdasarkan gambar diatas, hasil kurva %inhibisi sampel yang diperoleh kemudian
diplotkan antara konsentrasi dan absorbasinya, sehingga diperoleh persamaan regresi linier yaitu
y = 0.0614x + 28.446 dengan nilai R2=0.5092. Kemudian dari hasil pengukuran absorbansi diatas
menunjukkan pengujian aktivitas antioksidan dengan metode FRAP dimana semakin besarnya
nilai konsentrasi ekstrak sampel maka nilai absorbansi semakin kecil, serta berbanding terbalik
dengan nilai inhibisi yang semakin besar (Indriyah et al., 2023). Pada sampel ekstrak air tanaman
semanggi (Marsilea crenata C. Presl) menunjukkan nilai ICso sebesar 351,04 ppm. Berlandaskan
hasil tersebut bisa disimpulkan bahwa ekstrak tanaman semanggi memiliki aktivitas antioksidan
yang lemabh, disebabkan nilai ICso sampel berada direntang antioksidan lemah yakni 250-500 ppm.
Nilai 1Cso sampel >50 serta melebihi rentang aktivitas antioksidan. Semakin kecil nilai ICso maka
semakin kuat kandungan antioksidan yang terkandung dalam sampel serta sebaliknya, semakin
tinggi nilai 1Cso maka semakin lemah kandungan antioksidan dalam sampel (Rahayu et al., 2021).

Selanjutnya dilakukan analisis data uji aktivitas antioksidan ekstrak air tanaman semanggi

(Marsilea crenata C. Presl) metode FRAP (Ferric reducing antioxidant power). Nilai 1Cso
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ditetapkan berdasarkan persamaan regresi linier yang telah didapatkan sebelumnya. Nilai ICso
didapatkan dari nilai x pada persamaan Y= a + bx. Sedangkan nilai Y merupakan nilai IC yang
sudah ditetapkan yakni 50. Semakin kecil nilai 1Cso maka semakin besar aktivitas antioksidan
(Siskawati et al., 2023). Hasil rata-rata %inhibisi vitamin C dan sampel dapat dilihat pada tabel
2.6dan 2.7

Tabel 2.6 Hasil %inhibisi Vitamin C

No. Konsentrasi (ppm) Absorbansi %inhibisi ICs0

1. 1 ppm 0,1378 87

2. 2 ppm 0,2189 79

3. 3 ppm 0,2878 73 22,60 ppm
4. 4 ppm 0,3532 66

5. 5 ppm 0,4019 62

Tabel 2.7 Hasil %inhibisi Sampel Tanaman Semanggi (Marsilea crenata C. Presl)

No. Konsentrasi (ppm) Ra(é’_ip;ti:ijis[) I1Cso

1. 80 ppm 32,17 + 1,4406

2. 90 ppm 35,06 £ 0,2253

3. 100 ppm 3523+02171 351,04 ppm
4, 110 ppm 35,42 £0,2812

5. 120 ppm 35,06 £ 0,2180

Berdasarkan tabel diatas, dapat diambil kesimpulan bahwa vitamin C dan sampel
menunjukkan aktivitas antioksidan yang berbeda, hal ini bisa ditunjukkan dari hasil nilai 1Cso
vitamin C dan sampel tanaman semanggi. Vitamin C dipergunakan sebagai kontrol positif
maupun baku pembanding disebabkan dapat berfungsi sebagai antioksidan sekunder yakni
menangkap radikal bebas, mencegah terjadinya reaksi berantai, aktivitas antioksidannya sangat
tinggi serta vitamin C lebih polar dari vitamin yang lain (Khartika Membri et al., 2021). Walaupun
maserasi tanaman semanggi menujukkan aktivitas antioksidan tapi aktivitas antioksidannya tidak
lebih kuat dibandingkan dengan vitamin C, karena nilai 1Cso sampel lebih besar dari nilai 1Cso

vitamin C. Hasil nilai 1Cso vitamin C dan sampel menunjukkan aktivitas antioksidan yang
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berbeda, hal ini bisa ditunjukkan dari hasil nilai ICso vitamin C serta sampel tanaman semanggi

(Marsilea crenata C. Presl).

KESIMPULAN

Berlandaskan temuan hasil penelitian yang didapakan terkait masalah yang diteliti, maka dapat

disimpulkan bahwa:

1. Hasil sampel ekstrak air tanaman semanggi (Marsilea crenata C. Presl) menunjukkan angka
ICs0 sebesar 351,04 ppm. Ekstrak air tanaman semanggi yang dipergunakan sebagai sampel
termasuk kedalam kategori antioksidan yang lemah. Sedangkan hasil angka ICso vitamin C
sebesar 22,60 ppm. Vitamin C yang dipergunakan sebagai baku pembanding termasuk
kedalam kategori antioksidan yang sangat kuat.

2. Pada hasil penelitian ini bisa dikatakan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak bisa
meningkatkan %inhibisi dari pembentukan radikal bebas namun peningkatannya tidak linier

yg ditunjukkan dengan nilai R? tidak mendekati 0,99.
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