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RINGKASAN

YOESHI AYU LESTARIE. Skripsi Tentang Uji Bahan Aktif pada Ekstrak Metanol
Rumput Merah (Gracillaria Verrucossa) Sebagai Kandidat Antioksidan Dengan
Metode DPPH (1,1- diphenyl-2-picrylhydrazil) ( Dr. Yuni Kilawati, S.Pi, M.Si dan
Dr. Ir. Umi Zakiyah, M.Si)

Pemanfaatan rumput laut merah (Glacillaria verucossa) sebagai bahan
baku dalam bidang industri makanan, farmasi, kosmetika, pakan, pupuk, tekstil,
kertas dan lain sebagainya. Hasil ekstraksi Glacillaria verucosa berupa alginat
banyak digunakan industri makanan untuk memperkuat tekstur atau stabilitas
dari produk olahan, seperti es krim, sari buah, pasta isi, dan kue. Selain itu juga
dimanfaatkan dibidang farmasi dan ternak (Paranginangin et al., 2013). Tujuan
dari pelaksanaan penelitian ini adalah mengetahui vitamin C sebagai metabolit
sekunder yang terkandung dalam Gracilaria verrucosa, mengetahui pengaruh
kadar vitamin C pada ektrak Gracilaria verrucosa terhadap aktivitas antioksidan
dan mendapatkan kadar terbaik dari senyawa aktif Gracilaria verrucosa.

Materi yang digunakan dalam penelitian ini adalah Materi yang digunakan
pada penelitian ini adalah rumput laut merah (gracilaria verrucosa) dalam bentuk
rumput laut kering kemudian digiling menjadi simplisia kemudian diekstrak
dengan metode maserasi dan evaporasi. Hasil ekstrak kemudian dilakukan uiji
kadar air, uji kualitatif vitamin C, penentuan panjang gelombang UV-Vis, uiji
kuantitatif vitamin C, uji fitokimia, dan antioksidan. Metode penelitian yang
digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen. Data diperoleh tidak
hanya dengan pengumpulan data, tetapi juga melakukan analisis data dan
pembahasan dari data yang telah diperoleh secara langsung saat berada
dilapang dan hasil yang didapatkan setelah dilakukan pengujian di laboratorium.

Hasil pengujian rumput laut Gracilaria verrucosa diperoleh hasil kadar
air 20,46%. Hasil uji kualitatif vitamin C yaitu positif hal ini karena, karena adanya
endapan berwarna coklat setelah diberi 2 tetes KMnO, Penentuan panjang
gelombang pada spektrofotometri UV-Vis dilakuakan terlebih dahulu sebelum uiji
kuantitatif Vitamin C, hasil panjang gelombang tertinggi yaitu 270 nm, panjang
gelombang yang diuji yaitu 200-400 dengan rentan 10. Uji kuantitatif vitamin C
pada ekstrak rumput laut dengan pelarut methanol 96% diperoleh hasil tertinggi
terdapat pada ulangan ke 3 yaitu 1,37% kemudian pada ulangan ke 2 yaitu
0,84% dan yang terendah terdapat pada ulangan ke 1 yaitu 0,077%. Hasil uji
skrining fitokimia pada serbuk simplisia dari rumput laut Gracilaria verrucosa
mengandung golongan senyawa saponin, dan steroida/triterpenoida. Hasil
pemeriksaan aktivitas antioksidan antara sampel Gracialaria verrucosa dengan
pembanding kontrol positif asam askorbat dengan menggunakan
spektrofotometer sinar tampak pada panjang gelombang 517 nm. Semakin kecil
konsentrasi semakin besar nilai absorbansinya. Hasil ICs, ekstrak methanol
memiliki aktivitas antioksidan lebih kecil dibandingkan dengan asam askorbat.
Nilai kontrol positif asam askorbat 25,71 sedangkan sampel Gracialaria
verrucosa 868,18 hal ini menunjukkan bahwa sampel tidak memiliki aktivitas
antioksidan.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Potensi perikanan yang sangat besar tersebut dapat memberikan manfaat
yang maksimal secara berkelanjutan bagi negara dan masyarakat Indonesia, bila
dikelola dengan baik dan bertanggungjawab (Direktorat Kelautan dan Perikanan,
2014). Hal tersebut juga telah diamanatkan dalam Undang-Undang Republik
Indonesia (UU RI) Nomor 45 tahun 2009 pasal 6 ayat 1 yang menegaskan
bahwa pengelolaan perikanan ditujukan untuk tercapainya manfaat yang optimal
dan berkelanjutan, serta terjaminnya kelestarian sumber daya ikan. Salah satu
potensi perikanan yang sangat berkembang yaitu perikanan budidaya. Perikanan
budidaya merupakan sektor produksi pangan yang paling pesat
perkembangannya di dunia dengan proyeksi bahwa produksi akan berlipat-
ganda dalam 15-20 tahun mendatang.

Pertumbuhan perikanan budidaya di masa mendatang merupakan bagian
kunci dalam menyediakan pasokan ikan dalam sistem perikanan untuk pangan
nasional, regional dan dunia. Untuk memastikan pertumbuhan perikanan
budidaya ini tetap berkelanjutan baik secara ekonomi maupun ekologi maka kita
harus lebih memahami pola pertumbuhannya serta peluang dan tantangan yang
dihadapi.Cara budidaya lkan Yang Baik (CBIB) adalah penerapan cara
memelihara dan atau membersarkan ikan serta mamanen hasilnya dalam
lingkungan yang terkontrol sehinga memberikan jaminan pangan dari
pembudidayan dengan memperhatikan sanitasi, pakan obat ikan dan bahan
kimia serta bahan biologi. Dalam menerapkan CBIB, pembudidaya perlu
memahami ketentuan yang dipersyaratkan sehinga dapat juga melakukan

pengawasan internal terhadap pelaksanan usaha budidaya dengan mengunakan



checklist CBIB. Tindakan pencegahan penyakit lebih diutamakan karena
tindakan pencegahan lebih ekonomis dibanding pengobatan. Tindakan
pengobatan tidak menjamin 100% keberhasilannya. Terkadang juga memerlukan
biaya dan tenaga yang tidak seimbang dengan keuntungan yang diperoleh.
Secara umum, pengobatan yang dilakukan yaitu secara tidak alami dan tidak
sesuai dengan CBIB antara lain dengan pemberian antibiotik seperti PK.

Proses pencegahan penyakit dapat menggunakan bahan alami yang
sangat berpotensi seperti rumput laut. Rumput laut merupakan tanaman atau
tumbuhan tingkat tinggi yang mengandung substansi aktif yang berperan dalam
sistem pertahanan tumbuh. Pemanfaatan rumput laut selama ini masih terbatas
pada produk agar dan karagenan. Beberapa hasil penelitian melaporkan bahwa
rumput laut dapat menjadi alternatif dalam bidang kesehatan karena
mengandung senyawa aktif yang dapat dimanfaatkan (Ridlo dan Pramesti.,
2009).Rumput laut banyak dimanfaatkan karena memiliki kandungan metabolit
primer dan sekunder, kandungan metabolit primer seperti vitamin, mineral, serat,
alginat, karaginan dan agar yang banyak dimanfaatkan sebagai bahan kosmetik
untuk pemeliharaan kulit. Selain kandungan primer yang memiliki nilai ekonomis,
kandungan metabolit sekunder dari rumput laut juga memiliki potensi sebagai
bioaktif yang beragam dengan aktifitas yang luas sebagai anti bakteri, antivirus,
antijamur, dan sitotasti. Metabolit sekunder terdapat di berbagai rumput laut,
salah satunya ada pada rumput laut merah (Gracillaria Verrucossa) yang banyak
dibudidayakan maupun yang terdapat di alam (Zainuddin dan Malina, 2009).

Rumput laut merah (Glacilaria verucossa) merupakan rumput laut yang
ditemukan didaerah tropis, hingga saat ini pemanfaatannya hanya sebatas
ekstraksi polisakarida berupa alginat, serta pemanfaatan sebagai produk agar-
agar (Yulianto, 2007). Nilai komersil Glacilaria verucossa dalam bidang agarofit,

keberadaan spesies ini cukup bervariasi yaitu sekitar lebih dari 100 spesies



tersebar diwilayah lautan trofik dan sub tropis. Selain itu juga terdapat berbagai
cara penanaman rumput laut merah berdasarkan morfologi, anatomi dan organ
reproduksinya (Andasatri et al., 2014)

Pemanfaatan rumput laut merah (Glacillaria verucossa) sebagai bahan
baku dalam bidang industri makanan, farmasi, kosmetika, pakan, pupuk, tekstil,
kertas dan lain sebagainya. Hasil ekstraksi Glacillaria verucosa berupa alginat
banyak digunakan industri makanan untuk memperkuat tekstur atau stabilitas
dari produk olahan, seperti es krim, sari buah, pasta isi, dan kue. Selain itu juga
dimanfaatkan dibidang farmasi dan ternak (Paranginangin et al., 2013).
Kandungan senyawa aktif Glacilaria verucossa dapat diperoleh dengan cara
ekstraksi dengan menggunakan pelarut. Prinsip dari ekstraksi ini adalah
memisahkan komponen dengan pelarut tertentu (Matanjun et al., 2008). Proses
ektraksi dapat mengikat bahan aktiv seperti fenol, flavonoid maupun vitamin
(Septiana dan asnaini, 2012).

Vitamin adalah zat-zat organik kompleks yang dibutuhkan dalam jumlah
yang sangat kecil dan pada umumnya tidak dapat dibentuk oleh tubuh. Vitamin
dalam tubuh dibagi menjadi 2 golongan yaitu golongan vitamin yang larut dalam
lemak yang meliputi vitamin A, D, E dan K dan vitamin yang larut dalam air
seperti vitamin C dan vitamin B. Vitamin sebagai antioksidan yang dapat
menhentikan reaksi berantai radikal bebas(Winarno, 2002).

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat reaksi oksidasi
dengan mengikat radikal bebas dan molekul yang sangat reaktif, dan dapat
menghambat terjadinya kerusakan sel (winarsi, 2007). Antioksidan memiliki 5
fungsi yaitu : (1) antioksidan primer, berfungsi untuk mencegah terbentuknya
radikal bebas yang baru, (2) antioksidan sekunder berfungsi sebagai menangkap
radikal bebas dan mencegah reaksi berantai yang dapat menyebabkan

kerusakan yang lebih parah, (3) antioksidan tersier, merupakan senyawa yang



memperbaiki sel-sel atau jaringan yang rusak karena serangan radikal bebas, (4)
Oxigen Scavenger, antioksidan yang mengikat oksigen sehingga tidak
mendukung reaksi oksidasi, (5) chelators atau sequesstrans, yaitu dapat

mengikat logam yang mampu mengkatalis reaksi oksidasi.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian diatas, masalah-masalah yang mendasari penelitian
ini adalah sebagai berikut:
1. Berapa jumlah kadar vitamin C yang terkandung dalam ekstrak Glacilaria
vericossa dengan menggunakan pelarut metanol?
2. Apakah kadar vitamin C mempengaruhi nilai %inhibisi dan 1Cs, dalam uji
aktivitas antioksidan?
3. Apakah ekstrak Glacilaria vericossa dengan menggunakan pelarut metanol,

bisa digunakan sebagai antioksidan?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian pada uji aktivitas vitamin C pada ekstrak metanol rumput
Merah (Gracillaria verrucossa) sebagai kandidat antioksidan dengan metode
DPPH yaitu:
1. mengetahui kadar vitamin C pada ekstrak rumput laut Gracillaria verrucossa

serta berapa besar pengaruhnya terhadap aktivitas antioksidan.

2. Mengetahui berapa besar pengaruh vitamin C terhadap nilai %inhibisi dan 1Cs
3. Mengetahui Penggaruh penggunaan pelarut metanol, dalam uji aktivitas

antioksidan

1.4 Kegunaan Penelitian

Penelitian ini diharapkan memberikan kegunaan sebagai berikut:



1. Secara akademis, hasil penelitian ini diharapkan dapat melengkapi potensi
pemanfaatan Glacillaria verucosa sehingga dapat digunakan sebagai
pedoman dalam pengembangan ilmu bioteknologi kelautan.

2. Secara ekonomi, hasil penelitian ini dapat memberikan informasi tentang
potensi Glacillaria verucossa sebagai senyawa yang memiliki banyak manfaat
sehingga dapat meningkatkan optimalisasi dan nilai tambah secara ekonomi

di masa mendatang.

15 Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilakukan pada bulan Juni sampai September 2016 yang
bertempat di dilakukan di laboratorium Teknologi Hasil Perikanan dan limu
Kelautan FPIK UB, Laboratorium Sains dan Teknologi UIN Maulana Malik
Ibrahim, Laboraturium Kimia Universitas Muhhamadiyah Malang dan Laboratorim

Materia Medica Dinas Kesehatan Kota Batu.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Klasifikasi dan morfologi
Klasifikasi dan morfologi Glacillaria verucossa menurut Dawes (1981),

dalam Soegiarto et al, (1978) adalah sebagai berikut :

Filum : Rhodophyta

Kelas : Florideophyceae
Ordo : Glacilariales

Famili : Glacilariaceae
Genus : Gracilaria

Spesies : Glacilaria verucossa

Gambar 1. Gracillaria veruccossa
(dokumentasi pribadi)

Rumput laut merupakan tanaman makro rumput yang hidup di laut, tidak
memikirkan akar, batang, daun sejati dan umumnya hidup d idasar perairan.
Fungsi akar, batang dan daun yang tidak dimiliki rumput laut tersebut diganti oleh
thallus. Rumput laut disebut tanaman karena memiliki klorofil (zat hijau daun)
sehingga bisa berfotosintesis (Junaidi, 2004). Glacilaria verucossa berbentuk
rumpun, dengan tipe percabangan tidak teraktur, thallus umumnya berbentuk
silindris atau memipih, ujung thalus meruncing, permukaan thallus halus dan

berbintik-bintik. Keadaan permukaan thallus yang bebintil, umumnya ditemukan



pada tumbuhan dalam bentuk karposporofit. Panjang thallus sangat bervariasi,
sampai mencapai lebih dari 50 cm. (Sjafrie, 1990).

Ciri-ciri Glacilaria verucossa adalah memiliki thallus silindris.licin, berwarna
kuning kecoklatan, atau kuning-hijau (Mulyaningrum, 2015). Percabangan
berselang seling tidak beraturan, sering memusat ke bangian pangkal. Ukuran
panjang sekitar 250 mm dengan diameter thallus 0,5-1,5 (Sulistidjo, 2002).
Rumput laut jenis Glacilaria verucossa merupakan salah satu jenis rumput merah
(Rhodophyta) yang tumbuh di daerah tropik dan sub tropik serta menyebar pada

perairan laut.

2.2 Manfaat dan Kegunaan

Manfaat dan kegunaan rumput laut dalam Pengembangan dalam upaya
menggali potensi laut sangat menarik perhatian, bukan hanya terhadap pelaku
pembudidaya tetapi juga terhadap kelestarian alam. Salah satu diantaranya
adalah rumput laut, yang merupakan sebagai sumber bahan pangan dan sumber
obat-obatan maupun industri (Mulyaningrum, 2015). Rumput laut selamat ini
dimanfaatkan sebagai makanan untuk manusia. Semakin banyak kemajuan ilmu
pengetahuan, pemanfaatan rumput laut dapat digunakan sebagai bahan baku
pada industri obat-obatan tekstil, minuman, kosmetik, pasta gigi dan sebagainya
(Handayani, 2004).

Menurut Simpson (2006), Jenis rumput laut merah mengandung
beberapa pigmen yang yang berguna sebagai penangkal radikal bebas, anti
bakteri maupun antivirus adapun jenis pigmen yang terdapat pada rumput merah
yaitu klorofil a, Klorofil d, dan pikobiliprotein (pikoeritrin dan pikosianin) selain
mengandung pigmen rumput laut juga mengandung sejumlah polisakarida.
Polisakarida yang terkadung dalam rumput laut merah adalah karagenan dan

agar. Kebanyakan dari polisakarida bila bertemu dengan bakteri dalam sistem



pencernaan, polisakarida tersebut tidak bisa di cerna secara maksimal sehingga
rumput laut berfungsi sebagai serat (Anggadiredja et al, 2006). Kandungan
polisakarida dalam rumput laut berperan dalam sisterm peredaran darah maupun
sistem pencernaan, beberapa polisakarida seperti fucoidan menunjukan aktivitas
biologis yang penting bagi dunia kesehatan seperti antitrombotik,antikoagulan,
antikanker, antiproferatif (pembelahan sel secara tidak terkendali, antivirus dan
antioksidan (Shahab, 2007).

Selain kandungan polisakarida yang terdapat pada rumput laut merah,
ada pula kandungan mineral rumput laut yang sangat tinggi. Mineral utama yang
terkandung pada sebagian besar rumput laut adalah iodin dan kalsium yang
berfungsi sebagai pencegahan terkena resiko defisiensi (Ma’ruf et al, 2013).
kemudian ada juga protein tetapi secara umum kandungan protein dalam rumput
laut memang sangat kecil, untuk rumput merah kandungan protein yang terdapat
berkisar antara 10-30% dari berat kering, kadar ini lebih besar dibandingkan
dengan sayuran yang mengandung protein tinggi (Almatsier, 2005).

Beberapa kandungan rumput laut selain polisakarida dan protein, rumput
laut juga mengandung lipid dan asam lemak, vitamin dan polifenol. Kandungan
asam lemak dan lipid yang terdapat pada rumput laut sangat kecil yaitu berkisar
antara 1-5% dari berat kering, komposisi dari asam lemak rumput laut yaitu
omega 3 dan omega 6 (Burtin, 2003). Komposisi asam lemak tersebut berperan
penting dalam mencegah berbagai penyakit serta memiliki antivitas antioksidan.
Bisa dikatakan sebagai antioksidan karena rumput laut juga mengandung
beberapa jenis vitamin yang berperan sebagai antioksidan antara lain yaitu
vitamin C dan Vitamin E. Vitamin E berperan sebagai antioksidan karena mampu
menghambat oksidasi Low Density Lipoprotein (LDL) yang memicu terjadinya
penyakit. Rumput laut merah juga mengandung a, B, dan y-tokofenol tetapi

kadarnya masih sangat sedikit. Rumput laut merah juga mengandung polifenol



sehingga dapat dikatakan sebagai antioksidan karena mampu mencegah
berbagai penyakit seperti kanker, penuaan, paparan virus serta penyempitan
pembuluh darah serta dapat dijadikan sebagai antibiotik maupun imunostimulan

karena dapat melawan berbagai penyebab penyakit (Shanab, 2007).

2.3 Ekstraksi Gracilaria verucosa

Ekstraksi merupakan proses penarikan atau pemisahan komponen atau
zat aktif suatu simplisia dengan menggunakan pelarut tertentu. Proses ekstraksi
bertujuan untuk mendapatkan komponen-komponen bioaktif suatu bahan
(Putranti, 2013), Beberapa metode umum ektraksi yang sering dilakukan, yaitu
ektraksi dengan pelarut (maserasi), destilasi, supercritical fluid extraktion (SFE),
pengepresan mekanik dan sublimasi serta secara enzimatik destilasi dan
ekstraksi dengan pelarut merupakan metode ekstraksi yang sering digunakan
(Novianti, 2012).

Ekstraksi dengan pelarut didasarkan pada sifat kepolaran zat dalam pelarut
ekstraksi. Senyawa polar hanya larut pada pelarut polat, seperti etanol, metanol,
butanol dan air. Senyawa non polar juga hanya akan larut pada pelarut non
polar, seperti eter, kloroform dan n-heksan. Jenis dan mutu pelarut yang
digunakan menentukan keberhasilan proses ekstraksi. Pelarut yang digunakan
harus dapat melarutkan zat yang diinginkannya, mempunyai titik didih yang
rendah, murah, tidak toksik dan mudah terbakar (Setiyowati, 2007). Pelarut yang
bersifat polar mampu mengekstraksi senyawa alkonoid kuartener, komponen
fenolik, karotenoid, tanin, gula, asam amino, dan glikosida. Pelarut semi polar
mampu mengekstrak senyawa fenol, terpenoid, alkaloid, aglikon dan glikosida.
Pelarut non polar dapat mengekstrak senyawa kimia seperti lilin, lipid dan minyak

yang mudah menguap (Tuarita et al., 2013).



Secara umum, ekstraksi dengan pelarut dapat dilakukan dengan metode
ekstraksi bertingkat dan ekstraksi tunggal. Ekstraksi bertingkat dilakukan dnegan
cara merendam sampel dengan pelarut berbeda secara berurutan, dimulai
dengan palarut non polar lalu dengan pelarut yang kepolarannya menengah
kemudian dengan pelarut polar, dengan demikian akan diperolah ekstrak kasar
yang mengandung berturut-turut senyawa non polar,semi polar, dan polar
(Wahyuni dan Simon, 2015). Metode ini berguna bila kita bekerja dengan skala
gram, Sedangkan ekstraksi tunggal dilakukan dengan merendam sampel dengan
jenis pelarut tertentu. Bila menggunakan beberapa pelarut yang berbeda maka
pada setiap pelarut dicampurkan dengan sampel yang belum pernah dilarutkan

dengan pelarut lain sebelumnya (Harborne, 1987)

2.4 Bentuk Bahan Uji rumput merah (Gracillaria verucossa)

Ekstrak dapat dibagi menjadi 2 yaitu simplisia (ekstrak kasar) dan ekstrak
murni. simplisia adalah ekstrak yang mengandung semua bahan yang masih
segar tanpa melalui proses kimia, hanya dengan proses pengeringan dan
penggilingan, sedangkan ekstra murni hasil maserasi menggunakan pelarut
organik sehingga banyak senyawa-senyawa yang diikat oleh pelarut (Chamidah
et al, 2013). Ekstrak murni lebih disukai karena mempunyai bahan aktif atau
komponen kimia yang jauh lebih tinggi dibandingkan ekstrak kasar, sebagai
contoh kandungan senyawa aktif dalam simplisia 20%, setelah dijadikan ekstrak,

senyawa aktif akan meningkat menjadi 60% (Wijesekera, 1991).

2.4.1 Simplisia

Simplisia adalah bahan alam digunakan sebagai obat, belum mengalamni
pengolahan apapun juga, kecuali dinyatakan lain berupa bahan yang telah
dikeringkan (Nur, 2011). Simplisia nabati adalah berupa tanaman utuh, bagian

tanaman dan eksudat tanaman dengan tingkat kehalusan tertentu. Simplisia
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hewani adalah berasal dari bagian hewan ataupun zat yang dihasilkan hewan
yang masih belum berupa zat murni. Simplisia pelikan (Mineral) merupakan yang
belum di olah dengan cara-cara sederhana dan belum berupa zat kimia murni
(Gunawan dan Mulyani, 2004). Menurut (Putri et al., 2012) Pembuatan simplisia
dimulai dari bahan rumput laut yang masih segar kemudian dikeringkan secara
alami tanpa paparan sinar matahari secara langsung selama 2 minggu. Uji yang
dilakukan dalam bentuk simplisia yaitu uji kadar air (tanpa penyelipan), uiji

kualitatif vitamin C, uji pendahuluan kualitatif kadar vitamin C.

2.4.2 Pasta

Ekstrak rumput coklat (Gracillaria verrucossa) dengan pelarut metanol
memperlihatkan dalam bentuk pasta setelah melalui proses ekstraksi dilakukan
dengan menggunakan alat rotary vacum evaporator yang berfungsi sebagai
pemisahan ekstrak dengan pelarut. Menurut Dimara dan Yenusi (2011) Adanya
kadar air yang terlalu banyak pada proses ekstraksi akan membuat hasil
ekstraksi kurang maksimal, sehingga perlu diperhitungkan randemen hasil

ekstraksinya.

25 Bahan Aktif

Bahan aktif yang terkandung dalam Gracilaria verucossa yaitu
hemaglutinin. Terdapat empat jenis hemaglutinin yang terkandung didalam G.
verucossa antara lain yaitu GVA-1 yang merupakan protein atau glycoprotein
dengan kandungan karbohidrat yang rendah, kemudian yaitu proteoglican dan H-
GVH polisakarida sulfat dengan berat molekul yang besar dan yaitu L-GVH
dengan berat molekul yang rendah (Bhat (1982) dalam Ananti et al., (2011)).
Jenis yang pertama dan keduan memiliki berat molekul rendah, struktur oligomer
dan tidak memiliki ikatan disulfida. Selain sebagai antibakteri, rumput laut juga

digunakan sebagai salah satu bahan imunostimulan karagenan . Substransi yang
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banyak terdapat pada rumput merah (Rhodophyta) termasuk didalamnya G.
verucossa yang memiliki kandungan bahan aktig B-glucan yang dapat digunakan
sebagai imunostimulan untuk meningkatkan sistem kekebalan tubuh baik pada
ikan maupun udang (Kadi,2005).

Jenis rumput laut dari perairan pantai indonesia mempunyai aktifitas
sebagai zat antibakteri, antara lain E. Cottoni, E. Spinocium, G. Verucossa, G.
Conferviodes, Sargassum sp. H. Opuntia yang menunjukan aktivitas antibakteri
patogen pada Staphylococusaureus, vibrio parahaemolyticus dan Vibrio harveyi
(Prajitno, 2006). Golongan senyawa kimia utama yang mempunyai sifat
antibakteri adalah fenol, alkohol, halogen, logam berat, zat warna, detergen,
senyawa kuarter, asam dan basa. Senyawa fenol dapat ditoleransi dengan
komponen dinding sel bakteri sehingga mengakibatkan permeabilitas pada sel
bakteri dan dapat juga berdifusi ke dalam sel sehingga mengakibatkan
pertumbuhan bakteri terhambat atau mati, selain itu senyawa ini juga dapat
menembus membran dan berinteraksi dengan material genetik sehingga bakteri
mengalami mutasi (Trisnawati dan Susanto, 2003)

Senyawa-senyawa yang disolasi dari rumput laut memiliki fungsi sebagai
antibakterial, senyawa-senyawa tersebut antara lain yaitu asam amino,
terpenoida, phlorotanin, asam acrilitic, senyawa phenol, steroid, hologenated
keton, alkanes, cyclic polysulphida dan asam lemak (michera dan samesi, 1992).
Rumput merah juga mengandung senyawa phenol dan golongan florotanin yang
memiliki kemampuan antibakteri dan antifungsi (Ramazanov, 2000). Sedangkan
menurut Gerwick et al. (1987), menyatakan bahwa Glacillaria verucossa memiliki
antibakteri pada jenis Bacillus subtilus dan Staphylococcus aureus.

Senyawa-senyawa yang terkandung dalam ektrak rumput laut (Gracillaria
verrrucossa), bukan hanya sebagai antibakteri atau antifungi, beberapa senyawa

juga berfungsi sebagai koenzim atau kofaktor. Salah satu bahan yang dapat
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digunakan sebagai kofaktor adalah vitamin C. Vitamin C dibutuhkan karena
mampu mereduksi dan bertindak sebagai antioksidan dalam reaksi hidroksilasi

(Winarno, 2002).

2.6  Vitamin C

Vitamin adalah zat organik kompleks yang dibutuhkan dalam jumlah yang
sangat sedikit dan pada umumnya tidak dapat di bentuk oleh tubuh, vitamin
dibagi menjadi dua golongan yaitu golongan yang larut dalam lemak dan yang
larut dalam air, golongan yang larut dalam lemak yaitu vitamin A, D, E, dan K,
sedangkan vitamin yang larut dalam air adalah vitamin C dan B (Winarno, 2002).

Vitamin C adalah salah satu zat gizi yang berperan sebagai antioksidan
dan efektif menangkal radikal bebas yang dapat merusak sel atau jaringan,
termasuk melindungi lensa dari kerusakan oksidatif yang ditimbulkan oleh radiasi
(Karinda, 2013). vitamin C dibutuhkan karena berfungsi sebagai koenzim atau
kofaktor yang mampu mereduksi dan bertindak sevagai antioksidan dalam
reaksi-reaksi hidroksilasi. Manfaat vitamin C bagi kesehatan yaitu sebagai
antioksidan, anthiatherogenik, antikarsinogenik dan imunomodulatitor. Vitamin C
merupakan antioksidan yang sangat baik dalam tubuh secara alami melindungi

tubuh dari serangan aksidatif akibat radikal bebas (Suhartono et al. 2007).

2.7 Fitokimia

Fitokimia merupakan ilmu pengetahuan yang menguraikan aspek kimia
suatu tanaman. Kajian fitokimia meliputi muraian yang mencakup aneka ragam
senyawa organik yang dibentuk dan disimpan oleh organisme, yaitu struktur
kimianya, biosintesisnya, perubahan serta metabolismenya, penyebaranya
secara alamiah dan fungsi biologisnya isolasi dan perbandingan komposisi
senyawa kimia dari bermacam-macam jenis tanaman (Harborne 1987). Analisis

fitokimia adalah analisi yang mencakup pada aneka ragam senyawa organik
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yang dibentuk dan ditimbun oleh makluk hidup yaitu mengenai struktur kimianya,
biosintesisnya, perubahan serta metabolismenya, penyebarannya secara
alamiah dan fungsi biologisnya. Fitokimia mempunyai peran penting dalam

penelitian obat yang dihasilkan dari tumbuh-tumbuhan (Sirait, 2007).

2.7.1 Alkaloid

Alkaloid adalah senyawa kimia tanaman hasil metabolit sekunder yang
terbentuk berdasarkan prinsip pembentukan senyawa campuran. Alkaloid
biasanya tanpa warna, seringkali bersifat optis aktif, kebanyakan berbentuk
kristal tetapi hanya sedikit yang berupa cairan (misal nikotina) pada suhu kamar
(Sirait, 2007). Alkaloid memiliki fungsi dalam bidang farmatologis antara lain
sebagai analgetik (menghilangkan rasa sakit), mengubah kerja jantung,
mempengaruhi peredaran darah dan pernapasan, antimalaria, stimulan uterus
dan anaestetika lokal (chemical, 2010). sumbersenyawa alkaloid potensial
adalah tumbuhan yang tergolong dalam kelompok gimnospermae misalnya
paku-pakuan, lumut dan tumbuhan tingkat rendah lainya (Druglead, 2009).
Alkaloid pada tumbuhan dipercaya sebagai hasil metabolisme dan merupakan
sumber nitrogen. Kebanyakan alkaloid berupa padatan kristal dengan titik lebut
tertentu atau mempunya kisaran dekomposisi. Dekomposisi alkaloid selama atau
setelah isolasi dapat menimbulkan berbagai persoalan jika penyimpangan

berlangsung dalam waktu yang lama (Lenny, 2006).

2.7.2 Tripernoid/steroid

Tripernoid adalah senyawa yang kerangka karbonya berasal dari enam
satuan isopen dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon C30 asiklik,
yaitu skualena. Senyawa ini berstruktur siklik yang rumit, kebanyakan berupa
alkohol, aldehida, atau asam karbosilat. Senyawa tersebut berupa senyawa

tanpa warna, berbentuk kristal, seringkali bertitik leleh tinggi dan aktif optik yang
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umumnya sukar dicirikan karena tidak ada keaktifan kimianya. Triterpenoid dapat
dibagi menjadi empat kelompok senyawa, yaitu triterpen sebenarnya, steroid,
saponin dan glikosida jantung (Harborne, 1987).

Steroid adalah molekul kompleks yang larut didalam lemak dengan cincin
yang saling bergabung. Steroid yang paling banyak adalah steroid
yangmerupakan steroid alkohol. Kolesterol merupakan sterol utama pada
jaringan hewan. Kolesterol dan senyawa turunan esternya, dengan lemak
berantai panjang adalah komponen penting dari esternya, dengan lemaknya
yang berantai panjang adalah komponen penting dari plasma lipoprotein dan dari

membran sel sebelah luar (Dwiyana et al., 2009).

2.7.3 Flavonoid

Flavonoid merupakan golongan fenol terbesar yang senyawa terdiri dari
C6-C3-C6 dan sering ditemukan diberbagai macam tumbuhan dalam bentuk
glikosida atau gugusan gula bersenyawa pada satu atau lebih grup hidroksil
fenolik (saastrohamidjojo, 2007). flavonoid merupakan sekelompok besar
senyawa polifenol tanaman yang tersebar luas dalam berbagai bahan makanan
dan dalam berbagai konsentrasi. Kandungan flavonoid dalam tanaman sangat
rendah sekitar 25% komponen tersebut pada umumnya terdapat dalam keadaan
terikat atau terkonjugasi dengan senyawa gula (Winarsih, 2007).

Flavonoid umumnya golongan metabolit sekunder yang disintesis dari
asam piruvat melalui metabolisme asam amino serta terdapat pada tumbuhan
sebagai glikosida. Flavonoid terdapat diseluruh bagian tanaman termasuk pada
buah, sari tepung dan akar (Siraid, 2007). Flavonoid merupakan golongan
terbesar dari senyawa polifenol, oleh karena itu larutan ekstrak yang

mengandung komponen flavonoid akan berubah warna jika diberi larutan basa
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atau amonia, zat ini juga berikatan dengan gula sebagai glikosida dan pula yang

berada dalam aglikon (Dwiyana et al., 2009).

2.7.4 Tanin

Tanin merupakan komponen zat organik derivat polimer glikosida yang
terdapat dalam bermacam-macam tumbuhan, terutama tumbuhan berkeping 2
(dikotil). Monomer tanin adalah digallic acid dan D-glukosa. Ekstrak tanin terdiri
drai campuran senyawa polifenol yang sangat kompleks dan biasanya tergabung
dengan karbohidrat rendah. Adanya gugus fenol menyebabkan tanin dapat
berkondensasi dengan formalidehida. Tanin terkondensasi sangat reaktif
terhadap formaldehid dan mampu membentuk produk kondensasi, berguna
untuk bahan perekat yang tahan air dan panas. Tanin diharapkan mampu
memsubstitusi gugus genol dan resin fenol formalidehida yang berguna untuk
mengurang pemakaian fenol sebagai sumberdaya alam tak berbarukan
(Linggawati et al., 2002). Menurut Nanguade (2007), tanin adalah senyawa
polifenol yang membentuk senyawa kompleks yang tidak larut dengan protein.
Senyawa ini terdapat pada berjenis-jenis tanaman yang digunakan baik untuk
bahan pangan maupun pakan ternak. Tanin dapat menghambat aktivitas enzin
seperti tripsin, kimotripsin, amilase dan lipase. Tanin juga terbukti dapat

menghambat absorsi besi.

2.7.5 Saponin

Saponin adalah glikosida yang mungkin ada pada banyak macam
tanaman. Saponin ada pada seluruh tanaman dengan konsentrasi tinggi pada
bagian-bagian tertentuk dan dipengaruhi oleh varietas tanaman dan tahap
pertumbuhan. Saponin dalam tumbuhan berfungsi sebgai penyimpanan
karbohidrat atau merupakan waste product dari metabolisme tumbuh-tumbuhan.

Selain itu saponin antara lain mempunyai rasa pahit, membentuk busa yang
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stabil dalam larutan air menghemolisis eritrosit, merupakan racun yang kuat
untuk ikan dan amfibi, membentuk persenyawaan dengan kolesterol dan
sisteroid lain, sulit untuk dimurnikan dan di identifikasi serta memiliki berat
molekul yang tinggi (Eri, 2007) Berdasarkan sifat kimianya saponin dapat dibagi
dalam 2 kelompok yaitu steroid dengan 27 C atom dan triterpenoid dengan 30 C
atom. Aglicon (sapogenin) dan kabohidrat macam-macam saponi berbeda,
sehingga tumbuhan tertentu dapat mempunyai macam-macam saponin yang
berlainan. Macam-macam saponin pada tumbuhan antara lainquillage saponin
(campuran dari 3 atau 4 saponin), alfaalfa saponin (campuran dari paling sedikit
5 saponin) dan soy bean saponin ( terdiri dari 5 fraksi yang berbeda dalam
sapogenin atau karbohidratnya atau kedua-duanya) (simanjuntak,1995).

Saponin menyebabkan stimulasi pada jaringan tertentu misalnya pada
apitel hidung, bronkus dan ginjal. Stimulasi pada ginjal diperkirakan menimbulkan
efek diuretika. Sifat menurunkan tegangan permukaan yang dimbulkan oleh
saponin dapat dihubungkan dengan ekspektoransia, dengan sifat ini lendir akan
dilunakkan atau dicairkan. Saponin bisa juga sebagai prekursor hormon steroid
(Sirait, 2007). Saponin dapat menimbulkan rasa pahit pada bahan pangan
nabati. Banyak saponin dapat menimbulkan rasa pahit pada bahan pangan
nabati. Banyak saponin yang mempunyai satuan gula sampai lima dan
komponen yang umum ialah asal glukuronat. Pembentukan busa yang baik
sewaktu mengekstraksi tumbuhan atau memekatkan ekstrak tumbuhan
merupakan bukti terpercaya akan adanya saponin. Saponin jauh lebih polar dari

pada sapogenin karena ikatan glikosidanya (Yunus et al.,2009).

2.8 Kadar Air
Langkah yang dilakukan setelah pemanenan vyaitu adalah proses

pengolahan. proses pengolahan pasca panen berbeda-beda tergantung tujuan
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pemanfaatan rumput laut, ada yang diolah secara langsung dalam bentuk segar,
ada pula yang harus melalui proses pengeringan. Proses pengeringian dilakukan
untuk menyusutkan kadar air yang terkandung dalam rumput laut. proses
pengeringan merupakan langkah untuk mengelola rumput laut secara optimal
(Ika, 2009). proses pengeringan harus dilakukan dengan tepat, jika salah dalam
penanganan pengeringan, maka akan mengakibatkan kerugian yaitu sifat dan
karakteristik bahan yang dikeringkan dapat berubah. Perubahan yang terjadi
seperti berubahan warna dan bentuk serta sifat mutu (istiadi dan sitompul, 2000).

Jumlah senyawa aktif yang terkandung dalam rumput laut dipengaruhi oleh
proses serta waktu pengeringan, jika proses pengeringan dilakukan dengan tepat
maka akan menghasilkan senyawa aktif yang masih lengkap (Husna, 2009).
Proses pengeringan yang paling sederhana yaitu dengan mengangin-anginkan
sedangkan cara lain untuk mengeringkan rumput laut yaitu dengan
menggunakan oven, tetapi cara membutuhkan biaya yang mahal serta beresiko
bahwa senyawa fenolik maupun metabolit yang terkandung dalam rumput laut

akan jauh lebih berkurang (Masdugi, et al., 2014).

2.9 Uji Vitamin C dengan Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometri sinar ultra violet (UV-Vis) adalah pengukuran energi
cahaya oleh suatu sistem kimia pada panjang gelombang tertentu. Sinar UV
mempunyai panjang gelombang antara 200-400 nm, dan sinar tampak (Visible)
mempunyai panjang gelombang 400-750nm, pengukuran spektrofotometri
menggunakan spektofotometer yang melibatkan energi elektron yang cukup
besar pada molekul yang dianalisis (Widiastuti, 2011). Spektrofotometri UV-Vis
lebih banyak dipakai untuk analisis kuantitatif dibantingkan kualitatif. Spektrum

UV-Vis sangat berguna untuk pengukuran kuantitatif. Dosis analit didalam larutan
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bisa ditentukan dengan mengukurabsorban pada panjang gelombang tertentu
dengan menggunakan hukum Lambertt-Beer (Rohman, 2007).

Spektrofotometer UV-Vis sangat bermanfaat untuk menentukan dosis
senyawa-senyawa yang dapat menyerap radiasi pada daerah ultra violet (200-
400 nm) atau daerah sinar tampak(400-800 nm). Analisis ini dapat digunakan
yakni dengan penentuan absorbansi dari larutan sampel yang di ukur.
Spektrofotometri adalah alat yang terdiri dari dua komponen yaitu
spektrofotometri berfungsi menghasilkan spektra dengan panjang gelombang
tertentu, dan fotometer yang berfungsi mengukur intensitas cahaya yang
ditransmisi dan difleksi. Spektrofotometer UV-Vis adalah instrumen analisis
berdasarkan prinsippkolometri yaitu metode yang menyatakan tua mudanya
warna yang timbul pada larutan tergantung kepekatan dosis suatu unsur

(Sastroharmidjojo, 1991).

2.10 Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat reaksi oksidasi,
dengan mengikat radikat bebas dan molekul yang sangat reaktif sehingga
kerusakan sel dapat dihambat (Winarsi, 2007). Berdasarkan sumbernya,
antioksidan digolongkan menjadi 2 jenis yaitu antioksidan alami dan antioksidan
sintesis (Trilaksani, 2003). Antioksidan alami dapat ditemukan pada tanaman
seperti biji-bijian buah dan sayur- sayuran (Prakash, 2001). Antioksidan alami
antara lain turunan fenol, koumarin, hidroksi sinamat, tokofenol, difenal,
flavonoid, dihidrvlavonoid, katekin dan asam asorbat.antioksidan sintesis antara
lain butil hidroksilanisol, butil hidrosiltitoluen, propil galat, dan etoksiquin
(Cahyadi, 2006).

Antioksidan atau reduktor berfungsi untuk mencegah terjadinya oksidasi

atau menetralkan senyawa yang telah terkosidasi dengan menyumbangkan
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hidrogen atau elektron (Silalahi, 2006). Menurut Kumalaningsih (2006),
antioksidan dibedakan menjadi lima atas dasar fungsinya yakni : (1). Antioksidsn
primer, berfungsi untuk mencegah terbentuknya radikal bebas yang baru karena
dapat merubah radikal bebas yang ada menjadi molekul yang berkurang dampak
begatifnya; (2). Antioksidan sekunder, berfungsi menangkap radikal bebas serta
mencegah terjadinya reaksi berantai sehingga tidak terjadi kerusakan yang lebih
besar; (3). Antioksidan tersier, senyawa yang memperbaiki sel-sel dan jaringan
yang rusak karena serangan radikal bebas; (4). oxigent scavenger, antioksidan
ini dapat mengikat oksigen sehingga tidak mendukung reaksi oksidasi; (5).
Chelators atau sequesstransts, mengikat logam berat yang mampu mengkatalis

reaksi oksidasi.

2.11 %lInhibisi dan IC50

%inhibisi merupakan prosentase antioksidan dalam menghambat radikal
bebas yang didapatkan nilainya dari pengukuran dengan alat spektrofotometri
untuk mengetahui suatu polarisasi cahaya yang terserap oleh bahan (komponen
kimia) pada panjang gelombang tertentu (Martiningsih,2014). Inhibisi
berbuhungan dengan nilai IC50, nilai IC50 (Inhibition Concentration 50%)
merupakan nilai konsentrasi penghambatan aktivitas radikal bebas sebanyak
50% dihitung dengan menggunakan persamaan regresi yang diperoleh dari
hubungan antara konsentrasi sampel dan persentase penghambatan aktivitas
radikal bebas (Matheos et al., 2014). Harga IC50 (Inhibition Concentration 50%)
menggambarkan besarnya daya meredam radikal bebas (antioksidan) larutan uji
dan sebagai pembanding adalah vitamin C, disebabkan senyawa ini memiliki
daya meredam radikal bebas (antioksidan) yang baik. Oleh karena itu vitamin C

dapat digunakan untuk membandingkan daya meredam radikal diantara
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senyawa-senyawa peredam radikal bebas (Haryoto et al., 2007). dalam uji
antioksidan menggunakan DPPH.

Perbedaan konsentrasi tidak termasuk dalam perlakuan dikarenakan hasil
dari pengukuran absorbansi masing-masing konsentrasi dihitung % inhibisi,
kemudian nilai konsentrasi sampel dan % inhibisi diplotkan pada sumbu x dan y
melalui persamaan regresi linier dalam bentuk persamaan y = bx + a, nilai y
sebesar 50 dan nilai x yang diperoleh dari IC50 (Inhibition Concentration 50%)
yang menunjukkan konsentrasi sampel antioksidan yang dapat menghambat
atau meredam aktivitas antioksidan yang semakin tinggi atau dengan kata lain
IC50 sebagai konsentrasi senyawa antioksidan yang menyebabkan hilangnya
50% aktivitas DPPH. semakin kecil nilai IC50 menunjukan bahwa semakin tinggi

nilai aktivitas antioksidan (Sapri et al., 2013).
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3. MATERI DAN METODE

3.1 Materi Penelitian

Materi yang digunakan pada penelitian ini adalah Rumput laut merah
(Gracillaria verrucossa) merupakan bahan utama yang digunakan sebagai
sampel uji, sampel rumput laut diambil dari Pantai Kartini, Desa Bulu, Kabupaten
Jepara. Terletak di utara Pulau Jawa, perairan sekitar Pantai Kartini identik
dengan kegiatan wisata dan pelabuhan. Pengambilan sampel rumput laut
dilakukan dengan cara manual yaitu mengambil langsung dari substratnya
menggunakan tangan. Hal ini bertujuan meminimalisir rusaknya metabolit
sekunder akibat terlalu lama terpapar sinar matahari. Pengambilan saat air laut
sedang surut yaitu pada sore hari, dengan tujuan agar lebih mudah saat
pengambilan sampel. Rumput laut dimasukkan ke dalam plastik kemudian
dimasukkan ke dalam cool box. Rumput merah (Gracilaria verrucosa) kemudian
dikeringkan dan digiling sehingga berupa simplisia (serbuk) lalu dijadikan ektrak
dengan metode maserasi dan evaporasi. Uji yang dilakukan pada sampel rumput
laut yaitu mulai dari Uji kadar air, uji kualitatif vitamin C, penentuan panjang
gelombang spektrofotometri UV-Vis, Uji kuantitatif vitamin C, uji fitokimia, dan uji

antioksidan.

3.2. Alat dan bahan penelitian

Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian Uji Aktivitas Vitamin C
pada Ektrak Methanol Rumput Merah (Gracillaria verrucossa) sebagai kandidat
Antioksidan dengan Metode DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil) yang
digunakan dalam penelitian ini akan dibahas dalam sub bab alat penelitian dan

bahan penelitian.
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3.2.1 Alat Penelitian

Alat-Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat untuk proses
maserasi, evaporasi, uji kadar air, uji spektrofotometri UV-Vis, uji kualitatif dan
kuantitatif vitamin C dan uji antioksidan. Setiap peralatan dipinjam di masing-

masing laboraturium. Peralatan yang digunakan dapat dilihat pada Lampiran 1.

3.2.2 Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari bahan utama,
bahan untuk proses masarasi, evaporasi, uji kadar air, uji Spektrofotometri UV-
Vis dan uji Antioksidan. Bahan utama yang digunakan berupa rumput merah
(Gracillaria verrucossa) yang diperoleh dari BBPBAP, Kabupaten Jepara Provinsi

Jawa tengah. Bahan-bahan penunjang dapat dilihat pada Lampiran 1.

3.3 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei - September 2016. Sampel
rumput merah (Gracillaria verrucossa) diambil dari Balai Besar Perikanan
Budidaya Air Payau (BBPBAP) Kabupaten Jepara Provinsi Jawa tengah. Proses
ekstraksi dan uji kadar air dilakukan di Laboratorium Keamanan Hasil Perikanan,
liImu Kelautan, dan Perekayasaan Hasil Perikanan Fakultas Perikanan dan lilmu
Kelautan Universitas Brawijaya, sedangkan uji UV-Vis dilakukan Laboratorium
Sains dan Teknologi UIN Maulana Malik Ibrahim, kemudian Analisis Fitokimia
dilakukan di Laboratorim Materia Medica Dinas Kesehatan Kota Batu dan Uji
Antioksidan dilakukan di Laboraturium Kimia Universitas Muhammadiyah

Malang.
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3.4 Metode Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode penelitian
eksperimen. Eksperimen adalah suatu cara untuk mencari hubungan sebab
akibat (hubungan causal) antara 2 faktor yang sengaja ditimbulkan oleh
penelitian dengan mengeliminasi atau mengurangi atau menyisihkan faktor-faktor
lain yang mengganggu. Eksperimen selalu dilakukan dengan maksud untuk
melihat akibat suatu pelakuan (Arikunto, 2013). Penelitian eksperimen dilakukan
di laboraturium dan pengaruh luar dapat dicegah selama eksperimen
berlangsung (singarimbun dan effendi, 1989). Proses yang dilakukan dalam
penelitian meliputi pengumpulan dan preparasi bahan, penggilingan simplisia,
pembuatan ekstrak methanol, skrining fitokimia, penentuan panjang gelombang,
uji kualitatif dan kuantitatif vitamin C, uji kadar air dan uji aktivitas antioksidan
dengan metode aktivitas antiradikal bebas DPPH dengan menggunakan alat
spektrofotometer UV-Visible. Gambaran skema penelitian dapat dilihat pada

Lampiran 2.

3.5 Parameter Uji

Parameter uji meliputi parameter uji kualitatif dan kuantitatif. Parameter
Kualitatif lebih menekan pada aspek pemahaman terhadap suatu masalah, pada
penelitian ini parameter kualitatif meliputi uji asam askorbat dan skrining fitokimia
dimana uji tersebut untuk mengetahui ada tidaknya kandungan vitamin C dan
metabolit sekunder dalam ekstrak rumput laut. Parameter kuantitatif mengacu
pada pengukuran secara objektif (Sumanto, 1995) yang meliputi pengujian kadar
air pada rumput laut yang sudah kering, pembacan UV-Vis untuk mengetahui
prosentase vitamin C yang ada dalam ektrak rumput laut, dan uji aktivitas
antioksidan untuk mengetahui %inhibisi sehingga lakukan regresi untuk

menghitung ICs, (inhibision consentration 50%). 1Cs, merupakan nilai yang
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menunjukan konsentrasi ektrak (ppm) yang mampu menghambat radikal bebas

50%. Berikut adalah Gambaran parameter yang diuji.

*Uji Kadar Air
—
euji kualitatif Vitamin C
SINEISERE— | «Uji fitokimia

*penentuan Panjang

Ekstrak Gelombang

Methano! TS R o L S
96% Uji kuantitatif Vitami C

*Uji Antioksidan

Gambar 2. Gambaran parameter Uji

3.6 Prosedur Penelitian

Prosesur penelitian merupakan tahapan-tahapan yang dilakukan pada
proses penelitan, mulai dari preparasi sampel sampai proses penelitian

berlangsung seperti Gambar 3. Dibawabh ini:

penelitian Tahap 1
*Ektraksi

*Uji Kadar Air

*Uji Fitokimia

*Uji Kuantitatif Vitamin C
*penentuan Panjang Gelombang

Penelitian Tahap 2

+uji Kuantitatif Vitamin C
*Uji Antioksidan

rumput pengering L . )
laut segar an simplisia ekstraksi uji

Gambar 3. Tahapan Penelitian
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3.6.1 Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu sampel rumput laut
merah (Gracillaria verrucossa) yang berasal dari UPT. BBPBAP Kabupaten
Jepara Provinsi Jawa Tengah. Proses pengambilan rumput laut yaitu dengan
menggunakan perahu kecil dan kemudian rumput laut disimpan didalam coolbox.
Proses pengemasan untuk pengeringan harus ditutup rapat menggunakan
lakban. Proses pengeringan dilakukan 24 jam setelah pengambilan dari tambak,
hal ini dilakukan karena perjalanan Malang-jepara yang memakan waktu 13 jam.
Proses pengeringan dilakukan diruangan semi terbuka dan semua sudut diberi
plastik mulsa hitam untuk menghindari paparan cahaya matahari. Pengeringan

dengan suhu antara 23° — 27° C selama 2 minggu.

3.6.2 Rendemen

Randemen adalah perbandingan berat akhir dengan berat awal dikalikan
100% (Sani et. al., 2014). Randemen juga dapat diartikan sebagai persentase
rasio antara berat ekstrak yang dihasilkan terhadap berat awal yang digunakan
dikalikan 100 persen (Yudihapsari, 2009). Rendemen ekstrak rumput merah
(Gracillaria veruccossa) dihitung berdasarkan perbandingan berat akhir (berat
ekstrak yang dihasilkan) dengan berat awal (berat sampel) dikalikan 100%

(Jannah et al, 2014). Rendemen ektrak dapat dihitung dengan rumus :

berat ekstrak

— X 100%
berat sampel

[ % Rendemen =

3.7.3. Prosedur Ekstraksi

Senyawa yang terkandung pada tumbuhan dapat dihasilkan melalui proses
ekstraksi. Esktraksi merupakan penarikan senyawa aktif yang terkandung pada
suatu bahan dengan menggunakan pelarut. Metode ekstraksi yang digunakan

pada penelitian ini adalah metode ekstraksi maserasi dengan berbagai pelarut
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(Septianan dan Asnani, 2012). Sebelum dilakukan maserasi, sampel rumput
merah (Gracullaria verrucossa) yang diperoleh dalam kondisi segar, dikeringkan
sampai kadar airnya sangat rendah tetapi tidak boleh dipaparkan langsung
dibawah sinar matahari karena akan berpengaruh terhadap antioksidan, setelah
itu digiling untuk memperkecil ukuran partikel serta memecah sel-sel yang
terdapat dalam jaringan sehingga komponen akan dapat cepat keluar (Sarastani
et al, 2002).

maserasi dengan menggunakan pelarut polar yaitu methanol. Methanol
secara umum dapat melarutkan kandungan metabolit sekunder dari bahan alam
dengan berbagai kepolarannya (Syahputri, 2012). Bahan yang digunakan dalam
bentuk simplisia dengan perbandingan 1:4(b/v) dan dilakukan secara triplo
dengan lama waktu perendaman 24 jam. Pengadukan diharapkan dapat
memperluas kontak sampel dengan pelarut sehingga semakin banyak komponen
bioaktif yang terikat (Wahyuningtyas, 2008). Setelah 24 jam residu dan filtrat
disaring dengan menggunakan kain dan kertas saring. Dari hasil maserasi
diperoleh hasil filtrat yang akan rotary evaporator dan didapatkan ekstrak dalam
bentuk pasta. Skema dari maserasi dapat dilihat pada Lampiran 3.
Berikut adalam prosedur maserasi:
1. Menimbang sampel seberat 500 gram
2. Menyiapkan tolpes kaca dengan volume 3,5 Liter
3. Masukan sampel simplisia kemudan tambahan 2 Liter pelarut methanol teknis

96%

4. Mengaduk setiap 2 jam sekali selama 10 menit dalam kurun waktu 24 jam

3.6.4. Prosedur fitokimia
Proses skrining fitokimia dilakukan dengan melihat positif atau negatifnya

senyawa metabolit sekunder di dalam simplisia. Prosedur kerja dari fitokimia

27



untuk lebih jelasnya dapat dilihat pada Lampiran 4. Senyawa aktif yang diuji
dalam skrining fitokimia meliputi flavonoid, terpenoid, alkanoid, fenol dan saponin

(Harborne, 1987).

a. Uji flavonoid

Langkah-langkah dalam uji flavonoid adalah sebagai berikut:

1. Menimbang sampel seberat 0,2 gram Sampel ekstrak.

2. Menambahkan 5 ml etanol.

3. Menghomogenkan sampel dengan perlarut dengan cara mengocok.

4. Menaikkan suhu pada sampel kemudian dilakukan penyaringan dengan
kertas saring.

5. Menambahkan 3 tetes HCI.

6. Bila hasil positif maka akan terbentuk lapisan warna merah pada sampel.

b. Uiji terpenoid

Langkah-langkah dalam uji terpenoid adalah sebagai berikut:
1. Menimbang 0,2 mg sampel ektrak.

2. Menambahkan 2 ml kloroform dan asam sulfat pekat.

3. Bila hasil positif maka akan terbentuk warna coklat.

c. Uji alkanoid

Langkah-langkah dalam uji alkanoid adalah sebagai berikut:

1. Menimbang 0,2 mg sebanyak 3x.

2. Menambahkan 5 ml kloroform dan 5 ml amonia pada tiap sampel.

3. Menghomogenkan dengan care dikocok.

4. Menaikkan suhu pada sampel kemudian menyaring dengan kertas saring.
5. Menambahkan 5 tetes asam sulfat 2 N pada tiap sampel.

6. Menghomogenkan dengan cara mengocok.
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7. Menambahkan pereaksi mayer, wagner dan dragendrof pada sampel yang
berbeda
8. Bila hasil positif maka akan terbentuk warna jingga pada mayer, warna

coklat pada wagner dan warna putih pada dregendroft.

d. Ujitanin

Langkah-langkah dalam uji alkanoid adalah sebagai berikut:

1. Menimbang sebanyak 0,2 mg sampel.

2. Memanaskan 20 ml aguades.

3. Memanaskan hingga mendidih.

4. Menambahkan 3 tetea feriklorida 1%.

5. Bila hasil positif maka akan terbentuk warna coklat kehijauan atau biru

kehitaman.

e. Uji saponin

Langkah-langkah dalam uji alkanoid adalah sebagai berikut:

1. Menimbang 0,2 mg sampel.

2. Menambahkan 20 ml aguades.

3. Menghomogenkan sampel dengan aguades kemudian dipanaskan.
4. Mengocok sampel dan kemudian didiamkan selama 15 menit.

5. Bila hasil positif maka akan terbentuk busa.

3.6.5. Uji Kadar Air

Pengukuran kadar air metode oven adalah metode analisis kimia secara
kuantitatif yang dimana pengeringan dengan menggunakan oven dengan prinsip
menguapkan molekul air (H,O) bebas yang ada didalam sampel (Skoog, 2004).

Kehilangan berat bahan yang terjadi menunjukan jumlah air yang terkandung.
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Menurut AOAC dalam Hafiludin (2011), dilakukan dengan menggunakan metode

oven. Skema dari uji kadar air dapat dilihat pada Lampiran 5.

0 = 0

[ % kadar air = = X 100% }

Keterangan:
A : Berat cawan kosong dinyatakan dalam gram
B : berat cawan + sampel awal yang dinyatakan dalam gram
[~ : berat cawan + sampel kering dinyatakan dalam gram

Langkah-langkah dalam uji kadar air adalah sebagai berikut:

1. Mengoven silica gel hingga berwarna biru.

2. Mengoven cawan pada suhu 100-105 °C selama 15 menit.

3. Menimbang berat tetap cawan yang telah di oven.

4. Meletakkan cawan dalam desikator selama 1 jam.

5. Menimbang cawan yang telah didesikator sebagai (A).

6. Menimbang 2 gr sampel rumput laut kering didalam cawan (B).

7. Mengoven sampel dalam cawan selama 6 jam pada suhu 100-105 °C.

8. Mendinginkan sampel dalam desikator selama 30 menit.

©

. Menimbang berat cawan dan sampel (C).

3.6.6 Uji Kualitatif dan Kuantitatif Vitamin C
Vitamin C dalam penelitian ini yaitu berupa uji kualitatif dimana uji tersebut
adalah untuk mengetahui positif negatif vitamin C dalam ekstrak sedangkan uji

kuantitatif yaitu untuk mengetahui kadar vitamin C dalam sempel.

a. Pengujian Kualitatif
Analisis vitamin C secara kualitatif bertujuan untuk mengetahui positif atau
negatif kandungan vitamin C pada sempel sehingga dengan adanya uji kualitatif

kita dapat mengetahui keberlanjutan penelitian (Husna et al, 2009). Pengujian

30



vitamin C secara kualitatif yaitu secara skrining, dengan tujuan mengetahui positif
negatif vitamin C yang terdapat pada ekstrak rumput laut (Gracillaria verruccosa).
Skema dari uji kuantitatif vitamin C dapat dilihat pada Lampiran 6. Berikut
Langkah-langkah dalam uji kualitatif vitamin C adalah sebagai berikut:

1. Menimbang ekstrak sebanyak 1 gr.

2. Melarutkan 10 ml aquades.

3. Menambahkan 3 tetes KMnO, 0,1 %

N

. Bila positif maka akan terbentuk warna coklat.

b. Penentuan Panjang Gelombang Spektrofotometri UV-Vis

Panjang gelombang optimal dengan menggunakan spektrofotmetri UV-
Visibel dilakukan terhadap larutan standart vitamin C Hal ini sesuai dengan
pernyataan Karinda et.al., (2013), yang menyatakan bahwa panjang gelombang
optimum dengan menggunakan larutan standar vitamin C pada rentang 200-400
nm dengan rentang 10. Pada saat penentuan panjang gelombang maksimum
menggunakan larutan asam askorbat. Skema dari penentuan panjang
gelombang dapat dilihat pada Lampiran 7.
Langkah-langkah dalam penentuan panjang gelombang adalah sebagai berikut:
1. Melarutkan 5 mg asam askorbat dengan 50 ml aquabides
2. Menghomogen 100 ppm asam askorbat dengan menggunakan vortex
3. Mengambil 1000 pm untuk setiap pembacaan spektrovotometri Uv-VIs

4. Didapatkan hasil

C. Pengujian Kuantitatif

Pengujian kuantitatif vitamin C menggunakan metode spektrofotometri,
prosedur ini menentukan panjang gelombang vitamin C yang diserap dalam
spektrovotometri UV-Vis. Adapun prosedur yang dilakukan adalah proses

pembuatan larutan induk Vitamin C, penentuan panjang gelombang vitamin C,
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pembuatan kurva kalibrasi dan penentuan kadar sampel (Ika, 2009). Untuk lebih

rincinya dapat dilihat pada skema Lampiran 7.

Langkah-langkah Pembuatan larutan induk dan kurva kalibrasi sebagai berikut:

1

2.

10.

11.

Menimbang asam askorbat 50 mg untuk 100 ppm.
Melarutkan asam askorbat dengan Aquabides 500ml pada labu ukur ukuran

500 ml.

. Menghomogenkan dengan menggunakan vortex.
. Menyiapkan 4 tabung reaksi volume 15 ml
. Memberi label 4ppm, 8ppm, 12ppm, 16ppm pada 1 tabung reaksi.

. Menambahkan 400ul pada 4 ppm, 800ul pada 8 ppm, 1200ul pada 12 ppm,

1600pl pada 16 ppm pada tabung reaksi.

Menambahkan aguabides sebanyak 10 ml pada masing-masing konsentrasi.

. Menghomogenkan dengan vortex pada masing-masing konsentrasi.

. Mengukur dengan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 270 nm.

Mencatat konsentrasi sebagai x dan absorbansi sebagai y

Mengitung persamaan regresi y = a + bx.

Langkah-langkah dalam menentukan kadar sampel dalam uji kuantitatif vitamin C

adalah sebagai berikut:

1

2.

Menimbang 50 mg sampel ektrak untuk 5000 ppm.

Melarutkan sampel dengan aquabides 10 ml pada tabung reaksi volumr 50 ml.

. Menghomogenkan dengan menggunakan vortex.
. Mengukur dengan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 270 nm.
. Mencatat hasil sebagai Y.

. Mengitung persamaan regresi y = a + bx.
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3.7.7. Uji aktivitas Antioksidan
Proses uji antioksidan ekstrak rumput merah (Gracillaria veruccossa)
diawali dengan pembuatan DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil) dengan
melarutkan murni dengan menggunakan metanol P.A. Proses selanjutnya adalah
pembuatan larutan induk Kemudian dimasukan kedalam botol vial yang sudah
dibungkus dengan alumunium foil untuk mendapatkan konsentrasi yang
diingkan, Kemudian dibuat kontrol negatif tanpa penambahan sampel dan dibuat
juga kontrol positif yaitu antioksidan vitamin ¢ dengan konsentrasi dosis yang
telah ditentukan. Konsentrasi uji antioksidan dilakukan seletah diketahui kadar
vitamni C (Rohimat et al, 2014 dan wikanta et al., 2010). Hasil dari absorbansi
dilakukan perhitungan % inhibisi dan perhitungan 1Cs,. Skema uji aktivitas
antioksidan dapat dilihat pada Lampiran 8. Langkah-langkah dalam uji aktivitas
antioksidan adalah sebagai berikut:
1. Menimbang sampel ektrak 20 mg untuk 2000 ppm.
2. Menambahkan 10 ml methanol P.A.
3. Menghomogenkan dengan menggunakan vortex.
4. Menyiapkan tabung reaksi 15 ml dan diberi label 100ppm, 200ppm, 400ppm,
dan 800ppm pada setiap tabung
5. Menambahkan 500ul pada 100ppm, 1000ul pada 200ppm, 2000ul pada
400ppm, 4000ul pada 800ppm pada tabung reaksi.
6. Menambahkan aquabides sebanyak 10 ml pada masing-masing konsentrasi.
7. Menutup tabung reaksi dengan alumunium foil.
8. Menghomogenkan dengan menggunakan vortex.
Langkah-langkah pembuatan larutan pembanding asam askorbat adalah
sebagai berikut:
1. Menimbang asam askorbat 5 mg untuk 500ppm.

2. Melarutkan asam askorbat dengan 10 ml aquabides.
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3. Menghomogenkan dengan vortex.

4. Menyiapkan tabung reaksi 15 ml dan diberi label 5ppm, 10ppm, 15ppm,
20ppm.

5. Menambahkan 100pl pada 5ppm, 200ul pada 10ppm, 300ul pada 15ppm,
400ul pada 20ppm pada tabung reaksi.

6. Menambahkan aquabides sebanyak 10 ml pada masing-masing konsentrasi.

7. Menutup tabung reaksi dengan alumunium foil.

8. Menghomogenkan dengan menggunakan vortex.
Langkah-langkah dalam pembuatan larutan DPPH 0,004% (0,1 mMol) adalah

sebagai berikut:

1. Menyiapkan erlenmeyer yang dibungkus rapat dengan alumunium foil.

2. Menimbang serbuk DPPH 4 mg.

3. Menambahkan dengan 100 ml aquabides dalam erlenmeyer.

4. Menghomogenkan dengan menggunakan vortex.
Langkah-langkah dalam pengukuran larutan pembanding adalah sebagai

berikut:

1. Mengambil dari 1,5 ml pada tiap konsentrasi 5ppm, 10ppm, 15ppm, 20ppm
asam askorbat.

2. Menambahkan 3 ml larutan DPPH 0,004% (0,1 mMol).

3. Menghomogenkan menggunakan vortex.

4. Menginkubasi selama 30 menit pada inkunbator.

5. Mengukur absorbansi menggunakan spektrofotometri UV-Vis.

6. Menghitung % Inhibisi.

7. Menghitung persamaan y = a + bx
Langkah-langkah dalam pengukuran sampel ektrak adalah sebagai berikut:

1. Mengambil dari 1,5 ml pada tiap konsentrasi 100ppm, 200ppm, 400ppm,

800ppm asam askorbat.
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2. Menambahkan 3 ml larutan DPPH 0,004% (0,1 mMol).

3. Menghomogenkan menggunakan vortex.

4. Menginkubasi selama 30 menit pada inkunbator.

5. Mengukur absorbansi menggunakan spektrofotometri UV-Vis.

6. Menghitung % Inhibisi.

~

. Menghitung persamaany = a + bx.

3.7 Teknik Pengumpulan Data

Teknik pengambilan data dalam penelitian ini didapatkan berdasarkan dari
data primer dan data sekunder. Data primer merupakan data yang dikumpulkan
langsung oleh peneliti. Sedangkan data sekunder merupakan data yang
penelitian didapat dari berbagai referensi, seperti jurnal, buku dan artikel yang

menunjang penelitian.

3.7.1 Data Primer

Data primer merupakan data yang diperoleh langsung dengan
mengadakan pengamatan terhadap objek yang telah diselidiki baik dalam situasi
yang sebenarnya maupun dalam situasi buatan yang khusus. Data primer
diambil secara langsung dari sumber dan belum melalui proses pengumpulan
dari pihak lain serta merupakan data yang di dapat dari sumber pertama atau
individu. (Siagian dan sudiarto, 2002) pengumpulan data primer menggunakan
beberapa metode yaitu observasi, wawancara (interview), partisipasi aktif,
guesioner maupun memakai instrumen pengukuran tertentu yang khusus sesuai

dengan tujuan penenlitian (Suryabarata, 2005).

a. Observasi
Observasi atau yang disebut dengan pengamatan yang meliputi kegiatan

pemuatan perhatian terhadap suatu objek dengan menggunakan seluruh alat
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indera. Dalam artian observasi dapat dilakukan dengan tes dan rekaman gambar
(Hendri, 2009). Observasi dilakukan terhadap berbagai hal yang berkaitan

dengan proses ekstraksi dan skrining fitokimia.

3.7.2 Data Sekunder

Data sekunder adalah data yang diperoleh dari sumber tidak langsung dan
telah dikumpulkan serta dilaporkan oleh orang diluar dari penelitian itu sendiri
(Azwar,1998). Pada umumnya data sekunder berupa data yang telah
dikumpulkan dan diolah oleh pihak lain sehingga dapat digunakan oleh peneliti
untuk memberikan gambaran tambahan, lengkap atau untuk proses lebih lanjut.
Data ini dapat diperoleh dari data dokumentasi, Lembaga Penelitian, Dinas
Perikanan ataupun pustaka-pustaka lain yang berkaitan dengan proses ekstraksi

dan skrining fitokimia.
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Ektraksi

Hasil maserasi dalam proses ektraksi memiliki warna hijau pekat, proses
pemisahan dari pelarutnya dengan cara diuapkan menggunakan rotary vacum
evaporator dengan suhu air 40 °C. Proses rotary evaporator dapat memisahkan
pelarut dengan zat aktif. Faktor yang harus diperhatikan dalam memilih pelarut
untuk ektraksi yaitu sifat kepolaran, tidak bersifat racun, mudah diuapkan dan
harga yang terjangkau (Gamse, 2002). Hasil rotary evaporator berupa pasta
pekat dengan jumlah yang sangat sedikit yang berwarna hijau kecoklatan

dengan bau yang khas.

Gambar 4. Hasil ekstrak Gracilaria verrucosa
(Dokumentasi Pribadi)

Hasil ektrak pada proses evaporasi, masing-masing ekstrak yang diperoleh,
dimasukkan ke dalam botol vial yang telah diberi label dan ditimbang
sebelumnya, untuk penghitungan nilai rendemen. Hasil ektrak pada setiap
ulangan, dimasukkan ke dalam botol vial yang berbeda-beda. Hasil ektrak dapat
disimpat pada ruang suhu rendah dan botol vial ditutup dengan alumunium foil

supaya tidak mudah terpapar sinar.
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4.2 Randemen Ekstrak Rumput laut
Hasil Pada penelitian ini didapatkan 3 randemen yaitu randemen Glacillaria
verrucosa, kering, simplisia dan hasil ayakan. Berikut Tabel 1. Hasil rendemen

pada penelitian ini dapa dilihat pada lampiran 10.

Tabel 1. Hasil Randemen rumput laut Gracillaria verrucossa

Gracillaria verrucosa. Berat (kg) Randemen (%)
Basah 71,18 -
Kering 10,12 14,21
Simplisia 9,74 96,24
Hasil Ayakan 5,64 57,90

Berdasarkan hasil data rendemen diatas didapat nilai rendemen kering
14,21%, rendemen simplisia 96,24% dan rendemen hasil ayakan sebesar
57,90% sehingga didapatkan rata-rata rendemen sebesar 56,11%. Randemen
sangan berhubungan dengan kadar air, karena penyusutan rendemen
dikarenakan kadar air yang semakin kecil. Kadar air yang masih tinggi pada
simplisia akan meningkatkan jumlah bakteri dan jamur sehingga mempercepat
kebusukan dan ketengikan pada bahan maka dari itu sampel yang kering perlu
dilakukan pengujian kadar air. hasil diatas sesuai dengan pernyataan Cahyadi
(2006) yang menyatakan bahwa proses pengeringan mengakibatkan
terbentuknya senyawa-senyawa serta nilai rendemen yang tinggi tidak
mengindikasi banyaknya metabolit sekunder yang terdapat pada sampel tetapi
dapat mengindikasi tingkat keawatean dan ketengikan.

Rendemen juga berhubungan dengan proses maserasi karena melihat dari
kepolaran simplisia. Menurut Suarsa et al., (2011), menyatakan bahwa proses
ekstraksi dengan penggunaan pelarut yang berbeda, akan menghasilkan ekstrak

yang berbeda pula, pada umumnya pelarut yang bersifat polar akan
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mendapatkan hasil ekstrak lebih banyak. Ditambahkan oleh Siregar et al., (2012),
ekstraksi menggunakan pelarut tidak dapat menghasilkan komponen yang
diinginkan secara sempurna, kecuali dilanjutkan dengan tahap pemurnian. Hal
tersebut terjadi karena komponen lain yang tidak dikehendaki ikut terekstraksi
dan sulit untuk dipisahkan yang mengakibatkan ekstrak yang diperoleh
mengandung campuran komponen lain, seperti pigmen, vitamin dan asam-asam

lemak.

4.3 Hasil Uji Kadar Air
Hasil uji kadar air pada rumput laut (Gracillaria verrucossa) dapat dilihat

pada Tabel 2. sedangkan hasil perhitungan terdapat pada Lampiran 10.

Tabel 2. Hasil Uji Kadar Air Rumput Laut (Gracillaria verrucossa)

Berat Berat
Berat Cawan Berat Cawan+Sampel Cawan+Sampel %Kadar
(A) Sampel Sebelum Sesudah Oven Air
Oven(B) (©)
49,1189 gr 2,0191gr 51,138¢gr 50,7248 gr 20,46

Dari Tabel. 2 diatas didapatkan hasil kadar air rumput merah (Gracilaria
verrucosa) yaitu sebesar 20,46%. Hasil penetapan kadar air pada sampel kering
yang telah memenuhi persyaratan Standar Nasional Indonesia (SNI) (2015),
yaitu tidak boleh melebihi 10% untuk jenis tanaman obat sedangkan untuk
rumput laut <30%. Apabila kadar air yang telah melebihi persyaratan
kemungkinan terjadinya pertumbuhan jamur. Kadar air sangat mempengaruhi
kualitas dan daya tahan dalam bahan pangan. Oleh karena itu penentuan kadar
air dari suatu bahan sangat penting karena air karena berpengaruh terhadap
tingkat keawetan suatu bahan (Gunawan dan Suhendra, 2012). Kadar air rumput
laut pada umumnya berkisar antara 80-100% Hal ini disebabkan karena rumput
laut yang diambil adalah rumput laut segar, Banyaknya air yang terkandung

dalam bahan yang dinyatakan dalam persen basis basah (kadar air basah) atau
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12-25% persen basis kering atau kadar air basis kering (Winarno, 2004). Berikut

adalah Tabel 3. standart mutu jenis rumput laut kering.

Tabel 3. Standart Kadar Air Menurut Bariyah et al, 2013.

karakterik standart mutu
E. Cottoni hypnea Gracillaria
kadar air max (%) 15 32 30
benda asing max (%) 5** 5** 5*

*). Benda asing garam, pasir, kayu, dan kerang

Kadar air rumput laut merupakan komponen yang penting karena
berhubungan mutu rumput laut, tingginya kadar air dan lama waktu pengeringan
pada rumput laut dapat mempercepat terjadinya kerusakan akibat adanya
aktivitas organisme (Kurniawati et al, 2016). Bahan pangan yang kering akan
lebih tahan lama dibandingkan dengan bahan pangan yang memiliki kandungan
air lebih tinggi karena pada bahan pangan yang memiliki kadar air yang tinggi

sangat memungkinkan bila tumbuh organisme maupun jamur.

4.4 Uji Spektrofotometri UV-Vis

Pengukuran panjang gelombang menggunakan Spektrofotometri UV-Vis
bertujuan untuk mengetahui panjang gelombang maksimum. Panjang gelombang
maksimum yang didapat dengan diukur menggunakan spektrofotometri UV-Vis
pada panjang gelombang 200-400 nm terhadap larutan standart vitamin C.

Hasil pengukuran menunjukan bahwa data yang diukur dengan rentang
10 pada panjang gelombang 200-400 nm didapat nilai maksimum pada nilai 270
nm dengan absorbansi 0,488 sedangkan panjang gelombang minimum terdapat
pada nilai 340 nm dengan absorbansi -0,061. Peryataan diatas tidak jauh
berbeda dengan pernyataan Karinda (2013), bahwa panjang gelombang

maksimum larutan vitamin C yaitu 267 nm. Berikut Adalah grafik dan tabel yang
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merupakan Hasil penelitian pengukuran panjang gelombang maksimal sebagai

syarat pengujian vitamin C secara kuantitatif.
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Gambar 5. Grafik Panjang Gelombang Maksimal 200-400 nm.

Tabel 4. Hasil pengukuran Panjang Gelombang Maksimal.

Panjang Gelombang Absorbansi

(nm)

200 0,061
210 0,092
220 0,096
230 0,143
240 0,249
250 0,367
260 0,456
270 0,488
280 0,295
290 0,165
300 0,063
310 0,046
320 0,046
330 0,043
340 -0,061
350 -0,075
360 -0,086
370 -0,092
380 -0,146
390 -0,158
400 0,176
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Prinsip dari Spektrofotometer UV-Vis adalah menghasilkan sinar dari
spektrum dengan panjang gelombang tertentu dan mengukur intensitas cahaya
yang ditransmisikan atau diabsorbsi (Aisyah dan ashani, 2012). Spektrofotometer
UV-Visible merupakan alat yang umum digunakan di laboratorium kimia untuk
analisis kimia kuantitatif. Spektrofotometri menggunakan dua sumber cahaya
yang berbeda, sumber cahaya UV dan sumber cahaya visible (Huda, 2001).
Spektrofotometer sangat berhubungan dengan pengukuran pengabsorbansian
energi cahaya pada suatu sistem kimia sebagai fungsi panjang gelombang
dengan absorban maksimum dari suatu unsur senyawa. Pergeseran panjang
gelombang kearah lebih pendek atau kearah merah (hipsokromik) maupun ke
arah yang lebih panjang (batakromik) sehingga menunjukkan terjadinya
degradasi (Limantara, 2006).

Panjang gelombang optimal dengan menggunakan spektrofotmetri UV-
Visibel dilakukan terhadap larutan standart vitamin C pada rentang panjang
gelombang 200-400 nm karena moleku-molekul dengan ikatan rangkaplah yang
mempunyai energi eksistasi yang cukup rendah menimbulkan penyerapan dalam
daerah UV dekat. Hal ini sesuai dengan pernyataan Karinda et.al., (2013), yang
menyatakan bahwa panjang gelombang optimum dengan menggunakan larutan
standar vitamin C pada rentang 200-400 nm. Perhitungan panjang gelombang

dapat dilihat pada lampiran 11.

4.5 Uji Fitokimia

Berdasarkan hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak rumput merah
Glacillaria verrucosa memiliki hasil positif uji fitokimia untuk senyawa saponin dan
terpenoid (triterpenoid), serta memiliki hasil negatif untuk uji fitokimia untuk
senyawa flavonoid, tanin, dan alkaloid. Hasil pengujian fitokimia pada ekstrak

rumput coklat Glacillaria verrucosa dapat dilihat pada Tabel 5.
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Tabel 5. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Rumput Merah Glacillaria verrucosa

Golongan Senyawa Aktif Hasil Keterangan
Flavonoid i (+) terbentuk warna
jingga, merah, kuning
Saponin + (+) terbentuk busa
Tanin - (+) terbentuk warna biru
tua atau hijaukehitaman
Triterpenoid + (+) terbentuk warna ungu
atau merah
Alkaloid
- Reagen Mayer - (+) terbentuk endapan
- Reagen - putih
Dragendorf (+) terbentuk endapan
jingga

Tanda (+) : Terkandung senyawa dan bercak warna
Tanda (-) : Tidak terkandung senyawa dan tidak terdapat
bercak warna

Uji fitokimia digunakan untuk mengetahui senyawa aktif yang terdapat pada
ekstrak rumput laut mempunyai senyawa metabolit sekunder yang mengandung
senyawa bioaktif seperti alkaloid, terpenoid, flavonoid, tanin, saponin, steroid,
dan triterpenoid (Afriani, et. al., 2014). Hasil uji diatas menunjukan bahwa sampel
mengandung saponin dan triterpenoid. Saponin merupakan glikosida larut air
yang mempunyai sifat seperti sabun, dan larutan dalam airnya mudah
membentuk buih yang dapat memberikan pengaruh toksik terhadap hewan
apabila masuk melalui pencernaan tidak akan beracun (Kayani, et. al., 2012).
Senyawa yang mempunyai gugus polar dan non-polar bersifat aktif di permukaan
sehingga saat dikocok dengan air saponin dapat membentuk misel. Pada struktur
misel, gugus polar menghadap keluar, sedangkan gugus non polar menghadap
ke dalam. Keadaan inilah yang tambak seperti busa (Sangi et. al., 2012). Dalam
analisis ini, ekstrak rumput merah Glacillaria verrucosa, hasil uji saponinnya
positif memiliki kemampuan untuk membentuk busa.

.Senyawa steroid/triterpenoid berfungsi dalam penghambat pertumbuhan

bakteri. Pengujian steroid dan triterpenoid didasari pada kemampuan senyawa
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tersebut membentuk warna. Hasil yang diperoleh positif steroid, apabila
terbentuk warna biru atau hijau, dan apabila membentuk warna ungu maka
positif triterpenoid (Nafisah et. al., 2014). Pada hasil uji fitokimia ekstrak rumput
merah Glacillaria verrucosa negatif mengandung steroid (tidak terbentuk warna
biru atau hijau) dan positif mengandung triterpenoid (terbentuk warna merah atau
ungu). Menurut Robinson (1991), pada penambahan pereaksi, molekul-molekul
asam asetat anhidrat dan asam sulfat akan berikatan dengan molekul senyawa
triterpenoid atau steroid sehingga menghasilkan reaksi yang tampak pada setiap

perubahan warna.

4.6 Uji Kualitatif Kadar Vitamin C

Analisis vitamin C secara kualitatif bertujuan untuk mengetahui positif atau
negatif kandungan vitamin C. Rumput merah (Gracilaria verrucosa) memiliki
kandungan vitamin B1, B2 dan vitamin C. Senyawa yang berperan sebagai
antioksidan salah satunya adalah vitamin C. Tujuan dilakukannya uji kuantitatif
kadar vitamin C adalah untuk memastikan bahwa didalam ekstrak metanol pada
Gracilaria verrucosa terdapat senyawa yang mampu bekerja sebagai
antioksidan. Hasil uji identifikasi kandungan vitamin C yaitu uji reaksi warna
Menurut Anggraeni (2014), apabila adanya perubahan warna dari pereduksi
kalium permanganat yang semula berwarna ungu berubah menjadi cokelat maka
pada ekstrak Gracilaria verrucosa positif mengandung antioksidan. Hasil uji
vitamin C secara kualitatif rumput laut Gracillaria verrucossa dengan pelarut
mentanol 96% memiliki warna coklat, hal ini sesuai pernyatan Wardani (2012),
bahwa reaksi asam askorbat dapat mereduksi ion permanganat karena
permangat dapat direduksi dalam suasana asam menjadi ion mangan.

Sedangkan asam askorbat dioksidasi ion permanganat karena berpotensi untuk
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melepas H* menjadi asam hidroaskorbat. Hasil uji kualitatif vitamin C dapat

dilihat pada Gambar 4.

e

Gambar 6. Dokumentasi Hasil Uji Kualitatif Vitamin C

Dilihat dari reaksi tersebut merupakan reaksi redoks karena permanganat dan
asam askorbat membutuhkan 6H" uktuk bereaksi. Vitamin C, asam urat, albumin,
bilirubin, vitamin E karetenoid dan flavonoid merupakan pertanahan antioksidan
karena merupakan golongan enzim yang berfungsi memperbaiki kerusakan DNA,
protein, oksidasi lemak, dan peroksida serta menghentikan rantai propagasi pada
peroksil lipid (gupta dan sharma, 2006). Vitamin C sangat mudah teroksidasi oleh
panas sinar, sinar, alkali, dan enzim sehingga proses pengujian vitamin C secara
kualitatif harus dilakukan diruangan yang tertutup dan tidak terkontaminasi oleh

paparan sinar matahari.

4.7 Uji Kuantitatif Kadar Vitamin C

Hasil uji kuantitatif kadar Vitamin C pada rumput laut merah (Gracillaria
verrucossa) meliputi hasil absorbansi asam askorbat dan absorbansi sampel.
Absorbansi ini berguna dalam analisis regresi antara konsentrasi (x) dan

abnsorbansi (y). Berikut adalah Tabel 5. merupakan absorbansi asam askorbat,
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Tabel 6. yaitu absorbansi sampel, gambar 5 merupakan kurva regresi vitamin C

dan Tabel 7. Merupakan hasil kadar vitamin C.

Tabel 5. Absorbansi Vitamin C

Absorbansi
Konsentrasi Ulangan Ulangan Ulangan Absorbansi
1 2 3 Rata-Rata
4 0,396 0,313 0,323 0,344
8 0,644 0,657 0,676 0,659
12 0,691 0,735 0,714 0,713
16 1,029 0,970 0,958 0,986

Hasil absorbansi asam askorbat pada uji Kuantitatif vitamin C menunjukan
bahwa absorbansi terendah yaitu pada konsentrasi 4 ppm pada ulangan ke 2
yaitu 0,313 sedangkan absorbansi tertinggi pada 16 ppm pada ulangan ke 1
yaitu 1,029. Berdasarkan hasil rata-rata diatas menunjukan bahwa semakin tinggi
konsentrasi makan akan semakin tinggi absorbansi (Hariana, 2004). Nilai
absorbansi pada Uji kuantitatif vitamin C digunakan untuk menghitung
persamaan regresi linear y = a + bx. Proses pengukuran panjang gelombang
pada asam askorbat atau vitamin C harus dilakukan pada ruang yang tertutup
karena Asam askorbat mempunyai sifat yang mudah berubah akibat oksidasi
namun stabil jika merupakan kristal murni, selain itu asam askorbat mudah rusak
oleh pH, cahaya, dan temperatur (safaryani et al. 2007). Penggunaan suhu yang
tinggi mengakibatkan kerusakan serta akan menurunkan kadar asam
askorbatnya. Dengan pernyatatan yang demikian maka proses pengeringan
rumput laut dilakukan di dalam ruangan yang semi terbuka dan pada setiap
sudut ditutup dengan plastik berwarna gelap sehingga sinar matahari yang
masuk tidak kontak secara langsung dengan rumput laut. Manfaat vitamin C bagi
kesehatan yaitu sebagai antioksidan, antiatherogenik, antikarsinogenik dan

Imunomodulator. Asam askorbat merupakan sumber antioksidan yang sangat
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baik dalam tubuh (suharno, et al. 2007). Secara alami melindungi tubuh dari
serangan oksidatif akibat radikat bebas. Asam askorbat bekerja secara sinergis
dangan vitamin E untuk menangkal radikal bebas. Sebagai senyawa peredam
radikal bebas, asam askorbat dapat langsung bereaksi dengan anion
supertoksida, radikal hidroksil, oksigen, singlet dan lipid peroksida. Hal demikian
dapat dijadikan acuan sebagai bahan yang bermanfaat sebagai penangkal
radikal bebas. Tahap selanjutnya dalam uji kuantitatif vitamin C yaitu mengukur
absorbansi sampel ektrak dengan konsentrasi yang sama. Berikut adalah Tabel

6 hasil absorbansi sampel.

Tabel 6. absorbansi Sampel

Ulangan Absorbansi
1 0,218
2 0,596
3 0,854

Metode yang digunakan yaitu spektrofotometri sama seperti uji asam askorbat
yang mengacu pada Karinda et al ., (2013) yang mengatakan bahwa, Uiji
kuantitaif vitamin C dilakukan dengan mengencerkan sampel 500.000 ppm
kemudian diuji dengan spektro UV-Vis tetapi hasil yang didapatkan yaitu
absorbansi 4, yang menandakan bahwa sampel terlalu pekat. sehingga pada uji
selanjutnya konsentrasi di perkecil menjadi 5000 ppm dan dperlu dilakukan
pengenceran 10 kali lipat lebih encer dari acuan jurnal yaitu dari 5000 ppm ke
500 ppm untuk memudahkan dalam pembacaan sehingga didapat hasil. Setelah
dilakukan pembacaan absorbansi dicatat dan dilakukan perhitungan persamaan
regresi. Berikut adalah Gambar 5. dari kurva Regresi Vitamin C. Hasil absorbansi
sampel pada uji Kuantitatif vitamin C menunjukan bahwa absorbansi terendah

yaitu pada ulangan ke 1 yaitu 0,218 sedangkan absorbansi tertinggi pada
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ulangan ke 3 yaitu 0,854. Berdasarkan hasil rata-rata diatas menunjukan bahwa

semakin tinggi konsentrasi maka semakin tinggi absorbansi (Hariana, 2004).

Gambar 7. Kurva Regresi Absorbansi Asam Askorbat
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Menurut Amra (2011), penentuan kadar vitamin C menggunakan
spektrofotometri sangan sensitif karena vitamin C bersifat mudah terpengaruh
terhadap suhu, cahaya, pH dan juga keberadaan ion logam seperti FE, Cu dan
Ca sehingga perlu memperhatikan stabilitas asam askorbat agar tidak
terdegradasi menjadi senyawa asam hidroskorbat. Uji Kuantitatif Vitamin C Pada
panjang gelombang 270 nm berdasarkan uji pendahuluan penentuan panjang
gelombang. Hasil regresi konsentrasi 500ppm memberikan persamaan garis
Y=0,0495 + 0,1805 dengan koefisien korelasi (r) sebesar 0,9425 yang artinya
94,25% data memiliki hubungan linier. Dari hasil tersebut dapat dikatakan bahwa
terdapat korelasi yang positif antara kadar dan serapan, artinya semakin tinggi
konsentrasi maka absorbansi juga akan tinggi. Menurut Wardhani (2012),
pembuatan daerah linier bertujuan untuk mengetahui daerah rentang kerja yang

baik dari kelinieran standar vitamin C. Hal ini sangat perlu dilakukan karena pada
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daerah ini akan didapatkan metode validasi yang tepat dari analisis suatu analit.

Perhitungan kadar vitamin C sampel Gracilaria verrucosa dapat dilihat pada

Lampiran 12.
Tabel 8. Hasil Absorbansi Vitamin C dalam Sampel
Ulangan Absorbansi kadar Vit. C kadar Vit. C  Prosentase
1000 ppm 5000 ppm kadar Vit. C
1 0,218 0,775 3,875 0,077%
2 0,596 8,48 42,4 0,84 %
3 0,854 13,75 68,75 1,37 %

Dari yang perhitungan pada Tabel diatas menunjukan bahwa kadar vitamin
C terendah yaitu pada sampel ulangan ke 1 yaitu sebesar 3,875 ppm dengan
prosentase 0,077% sedangkan hasil yang tertinggi yaitu pada sampel ulangan
yang ke 3 yaitu sebesar 68,75 ppm dengan prosentase 1,37%. Faktor yang
mempengaruhi perbedaan kadar vitamin C pada setiap ulangan adalah waktu,
karena dalam setiap proses penelitian ulangan 1 selalu didahulukan mulai dari
proses pengayakan, maserasi, pengadukan, rotary evaporator hingga
pembuatan sempel uji vitamin C. Proses ektraksi menggunakan mikrowave pada
ulangan 1 juga merupakan faktor kesalahan yang menyebabkan nilai vitamin C
sangat kecil. Ektraksi menggunakan mikrowave dengan suhu udara yang stabil
yaitu 45°C. Hal ini sesuai pernyataan (Koffi et al. 2010) senyawa antioksidan
yang sudah teroksidasi akan menjadi rusak dang mengurangi kemampuannya
dalam merendam dan menangkal radikal bebas, vitamin C dan betakaroten
adalah senyawa antioksidan yang sangat sensitif terhadap panas, sedangkan
fenol memiliki tingkat sensitifitas yang lebih baik dibanding dengan vitamin C dan
betakaroten. Sedangkan prosentase vitamin C pada rumput laut merah

Gracillaria verrucossa lebih rendah dibandingkan dengan rumput laut coklat
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seperti sargassum Sp. menurut Ramazanov, (2006) kadar vitamin C dapat
mencapai 500-3000 mg/kg pada berat kering pada rumput laut coklat dan 100-

800 mg/kg pada rumput laut merah.

4.8 Hasil Analisis Aktivitas Antioksidan

Berbagai macam metode untuk pengukuran antioksidan telah banyak
digunakan untuk melihat dan membandingkan aktivitas antioksidan pada
berbagai macam sumber antioksidan. Pengujian antioksidan dengan DPPH (1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazil) merupakan salah satu metode sederhana dengan
menggunakan alat spektrofotometer pada panjang gelombang 517nm (Sharma
dan Bhat, 2009). Berikut adalah Hasil Uji Antioksidan rumput laut Gracilaria

verrucosa. Berikut adalah Grafik Inhibisi sampel dan Vitamin C :
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Gambar 7. grafik antioksidan sampel Gracillaria verrucossa

Grafik pada Gambar 7 diatas merupakan hasil uji antioksidan pada sampel
ekstak dimana dari data sampel didapatkan hasil persamaan regresi yaitu y =
0154x + 36,63 dengan koefisien korelasi (r) sebesar 0,963 dari hasil tersebut

dapat dikatakan bahwa terdapat korelasi yang positif antara kadar dan serapan,
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yang artinya dengan meningkatnya konsentrasi maka absorbansi juga akan
meningkat. Hal ini dapat dikatakan bahwa terdapat 96,3% yang memiliki

hubungan linier.
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Gambar 8. grafik aktivitas kontrol positif

Grafik pada Gambar 8 diatas merupakan hasil uji antioksidan pada kontrol
positif, dimana dari data sampel didapatkan hasil persamaan regresi yaitu y =
1,056x + 22,85 dengan koefisien korelasi (r) sebesar 0,9402 dari hasil tersebut
dapat dikatakan bahwa terdapat korelasi yang positif antara kadar dan serapan,
yang artinya dengan meningkatnya konsentrasi maka absorbansi juga akan
meningkat. Hal ini dapat dikatakan bahwa terdapat 94,02% yang memiliki
hubungan linier.

Komponen antioksidan memiliki peranan penting bagi kesehatan tubuh,
para ahli menyatakan bahwa antioksidan mampu mereduksi resiko penyakit
kronis, penggunaan antioksidan alami saat ini dianggap lebih aman karena
diperoleh dari ekstrak tanaman. Antioksidan dapat dikatakan sebagai suatu
substansi yang pada konsentrasi rendah dapat mencegah atau memperlambat

proses oksidasi dengan mengikat radikal bebas dan molekul kecil tetapi mampu
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menginaktivasi berkambangnya reaksi oksidasi dengan mencegah kerusakan
oksidatif (dimitrios, 2006). Hasil diatas menunjukan bahwa semakin tinggi
konsentrasi maka akan semakin tinggi %inhibisi pada sehingga dapat
dikatakan bahwa semakin meningkat aktivitas antioksidan untuk meredam DPPH
dengan bertambahnya waktu (Sari et al. 2015).

Rumput laut hasil olahan dapat dimanfaatkan sebagai sumber antioksidan
alami. Pelarut yang digunakan yaitu metanol merupakan pelarut polar yang
sesuai untuk senyawa antioksidan. pemilihan pelarut bertujuan untuk mengetahui
polaritas senyawa bioaktif dari rumput laut Gracillaria Verrucossa. Prinsip
eksraksi adalah like dissolves like, artinya suatu pelarut akan mengisolasi
komponen yang memiliki sitaf yang sama dengan pelarutnya. Oleh karena itu,
pelarut nonpolar akan mengekstrak komponen yang bersifat nonpolar dan bahan
bersifat polar akan diekstrak oleh pelarut yang bersifat polar (Gamse, 2002).

Semua perhitangan mengenai antioksidan dapat dilihat pada Lampiran 13.

410 Analisis Nilai %lInhibisi dan IC50

Tabel 9. Hasil Akhir Aktivitas Antioksidan

Uji Aktivitas Antioksidan

sampel ektrak metanol larutan pembanding IC50 IC50

konsentrasi  absorbansi % Konsentrasi  absorbansi % i
inhibisi inhibisi ~ Sampel  Vit. C

Kontrol 1,876 - kontrol 0,379 -

100 1,305 37,15 5 0,271 28,5

200 1,265 40,2 10 0,250 34,1 868,18 25,71

400 1,112 43,8 15 0,242 36,2

800 1,029 48,4 20 0,207 45,4

Nilai %inhibisi diperoleh dari perhitungan larutan yang telah diencerkan
dengan berbagai konsentrasi menghasilkan absorbansi yang berbeda sehingga
menghasilkan persen inhibisi. %inhibisi merupakan kemampuan suatu bahan

untuk meredam radikal bebas yang berhubungan dengan konsentrasi suatu
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bahan Hanani et al, (2005). Pada Gambar 6 dan 7 menunjukan hubungan antara
konsentrasi dengan %inhibisi yang dihasilkan. Gambar tersebut menunjukan
bahwa semakin besar konsentrasi maka akan semakin besar pula nilai %inhibisi.
Nilai %inhibisi rata-rata pada sampel Gracillaria verrucossa yaitu 43,39% dengan
konsentrasi 100ppm, 200ppm, 400ppm, 800ppm sedangkan pada vitamin C
36,05% dengan konsentrasi 5ppm, 10ppm, 15ppm, 20ppm. Hasil tersebut sesuai
pernyataan Mardawati et al., (2008) bahwa semakin tinggi prosentase inhibisi,
maka semakin tinggi kandungan antioksidan sehingga berdampak juga pada
tingkat penghambatan radikal bebas yang dilakukan oleh zat antioksidan.
Nilai-nilai ICsq diperoleh berdasarkan persamaan regresi linier yang
didapatkan dengan cara memplot konsentrasi larutan uji dan persen peredaman
DPPH (1,1- diphenyl-2-picrylhydrazil) sebagai parameter aktivitas antioksidan,
dimana konsentrasi larutan uji (ppm) sebagai nilai persen peredaman sebagai
ordinat. Hasil persamaan regresi linier yang diperoleh untuk ekstrak metanol dari
rumput laut Gracilaria verrucosa memiliki aktivitas antioksidan yang lebih
rendah dibandingkan vitamin C sebagai kontrol positif yang termasuk dalam
kategori sangat kuat. Hal ini karena ekstrak metanol dari rumput laut tersebut
bukan merupakan senyawa murni, tetapi masih mengandung senyawa-senyawa
lain yang kemungkinan tidak mempunyai aktivitas antioksidan (Hendra, 2014).
Hasil perhitungan ICsy diperoleh dari persamaan regresi linier yang
didapatkan dengan cara memplot konsentrasi larutan uji (x) dan nilai %inhibisi
(y). Hasil persamaan regresi y = 0,0154x+ 36,63 Persamaan tersebut kemudian
digunakan untuk menentukan ICsy dengan menssubstansi y = 50. sehingga
didapatkan nilai ICso rumput laut Gracillaria verrucossa sebesar 868,181, hasil ini
menunjukan bahwa rumput laut gracillaria verrucossa belum dikategorikan aktif
sebagai antioksidan jika dilihat dari sudut pandang vitamin C, karena ektrak yang

di uji merupakan ektrak kasar belum murni vitamin C. Sedangkan pada sampel
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ektrak mengandung bahan antioksidan lain seperti Fenol, saponin, flavonoid dan
terpenoid. Ektrak rumput laut mungkin dapat aktif sebagai antioksidan bila diuji
melalui parameter bahan antioksidan lain seperti disebutkan sebelumnya atau
bisa juga dengan cara meningkatkan dosis pengujian sampel dengan demikian
nilai ICso juga dapat meningkat seiring dengan peningkatan dosis uji. Nilai ICsq
yang aktif terhadap antioksidan yaitu berkisar antara 50-200 (shanab, 2007). Hal
ini sesuai pernyataan Javamardi et al, (2003), bila dibandingan dengan
antioksidan larutan pembanding atau asam askorbat sangat jauh perbedaannya,
hasil ICso asam askorbat yaitu 25,71. Aktivitas antioksidan dari suatu bahan tidak
hanya terbatas pada senyawa fenol saja, tetapi juga berasal dari metabolit
metabolit sekunder lain, seperti karetenoid, dan vitamin. Selain itu, penurunan
vitamin C dalam kemampuannya untuk menangkal radikal bebas disebabkan

oleh bnyak faktor yaitu pengolahan, lama waktu serta cuaca.
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5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Hasil pemeriksaan karakterisasi simplisia dari rumput laut Gracilaria
verrucosa diperoleh kadar air 20,46%, skrining fitokimia mengandung senyawa
saponin, dan steroid/triterpenoida kemudian kadar vitamin C terbesar terdapat
pada ulangan ke 3 sebesar 1,37%. Hasil pemeriksaan aktivitas antioksidan
dengan menggunakan spektrofotometer sinar tampak pada panjang gelombang
517 nm pada konsentrasi 100ppm, 200ppm, 400ppm dan 800ppm diperoleh
hasil ekstrak metanol rumput laut Gracilaria verrucosa dengan nilai nilai 1Csq
rumput laut Gracillaria verrucossa sebesar 868,181, hasil ini menunjukan bahwa
rumput laut gracillaria verrucossa belum dikategorikan aktif sebagai antioksidan
jika dilihat dari sudut pandang vitamin C sebagai pembanding, karena ektrak
yang diuji merupakan ektrak kasar yang belum murni vitamin C. Sedangkan pada
sampel ektrak mengandung bahan antioksidan lain seperti saponin, flavonoid
dan terpenoid. Ektrak rumput laut mungkin dapat aktif sebagai antioksidan bila
diuji melalui parameter bahan antioksidan lain seperti disebutkan sebelumnya
atau bisa juga dengan cara meningkatkan dosis pengujian sampel, dengan

demikian nilai 1Cso juga dapat meningkat seiring dengan peningkatan dosis uiji.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian ini, perlu dilakukan pengujian aktivitas
antioksidan pada rumput laut Gracillaria verrucossa dengan bahan ektrak yang
telah dipartisi sehingga diperoleh ektrak yang lebih murni dengan demikian maka
hasil antioksidan akan lebih aktif karena kandungan vitamin C sebagai metabolit
sekunder kemungkinan tinggi melalui proses partisi. dengan demikian diperoleh

nilai kapasitas antioksidan yang lebih baik dibandingkan dengan hasil simplisia
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yang dijadikan ekstrak. Salain itu, pengujian dengan parameter bahan
antioksidan lain sebagai standart seperti fenol, flavonoid, saponin dan terpenoid
juga akan mempengaruhi nilai ICsy sebagai antioksiian dengan demikian perlu
dilakukan penelitian lanjutan sehingga informasi mengenai bahan aktif sebagai

antioksidan.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Alat dan Bahan

a. Pengeringan

Alat

Oven

Nampan

Termometer alcohol

Bahan

Plastik mulsa hitam

Waring

Rafia

Kertas Koran

b. Uji Kadar Air

Desikator
Crushtable tang
Alat Oven
Timbangan analitik
Cawan petri
Bahan Gracilaria verrucosa kering
C. Penggilingan
At Penggilingan
Bak besar
Bahan Gracilaria verrucosa kering

d. Maserasi

Alat

Toples kaca

Magnetik stirrer

Jerigen

Timbangan digital

Spatulla

Erlenmeyer

Kertas saring

Corong

Bahan

Pelarut metanol 96%

Alumunium foll

e. Evaporasi

Alat

Rotary vacum evaporator

Spatulla

Botol fial
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f.

Lampiran 1. lanjutan

Timbangan digital

Erlenmeyer

Bahan

aluminium foil

pelarutetanol 96%

Uji Kualitatif Vitam

in C

Alat

Cuvet

Pipet volum

Timbangan analitik

Tabung reaksi

Beaker glass

Bahan

Ekstrak Sargassum sp.

Asam askorbat

KmNO, 0,1%

Uji Kuantitatif Vitamin C

Alat

Spektrofotometri UV-Vis

Timbangan analitik

Corong kaca

Tabung reaksi

Pipet volum

Bahan

Ekstrak Gracilaria verrucosa

Asam askorbat

Aguabides

h. Uiji Aktivitas Antio

ksidan

Alat

Spektrofotometri UV-Vis

Timbangan analitik

Botol vial

Mikropipet 1000ul, 20pl, O,pl

Pipet volum 10 ml

Tabung reaksi

Gelas Ukur 10ml

Erlenmeyer 100ml|

Beaker glass 250ml, 500ml

Bahan

Ekstrak Gracilaria verrucosa

Larutan DPPH 0,1 %

Metanol

Alumunium foil
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Lampiran 2. Skema Penelitian

Simplisia

—>[ Uji Kadar Air ]

}

Maserasi

A 4

Evaporasi

A 4

Uji Fitokimia

>[ Proses Ekstraksi }

|

Uji Kualitatif
Vitamin C

A 4

Uji Kuantatif
Vitamin C

A 4

-

.

Uji Antioksidsan

N\

J
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Lampiran 3. Skema Proses Ekstraksi

Proses
Maserasi — [ Maserasi

A 4
Di Timbang masing masing 500 gram
Simplisia Gracillaria Verrucossa

\ 4

Dilarutkan masing 2 liter metanol 90%
dengan perbandingan (1:4 b/v)

g
A 4
4 N
Dihomogenkan dengan cara diaduk
setiap 2 jam sekali selama 10 menit
J
A 4
4 N
Disaring dan diperoleh filtrat
- /
A 4
4 N
Dievaporasi dengan suhu 45°C
\§ J
A 4
4 N
Sisa pelarut diuap dengan Gas
Nitrogen
\§ J
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Ulangan
1
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7N
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Ulangan




Lampiran 4. Skema Skrining Fitokimia

a.Uji Alkaloid

[ 3 ml Ekstrak Pasta ]

A 4

[ Dimasukkan dalam tabung reaksi ]

\4
[ Ditambahkan 1ml kloroform dan 5 tetes ]

A 4

[ Ditambahkan 5 tetes asam sulfat (H,SO,4) 2 N ]

\ 4

[ Dikocok dan didiamkan beberapa menit ]

\ 4

[ Ditambahkan 3 tetes reagen mayer, wagner dan dragendroft ]

\ 4

[ Positif alkaloid jika terbentuk endapan putih, coklat dan jingga ]

b.Uji Flavonoid

[ 1 ml ekstrak pasta ]

A 4

Dimasukkan dalam tabung reaksi

A 4

Ditambah 5 tetes etanol

A 4

Dikocok sampai homogen

A 4

Ditambah 0,2 g Mg

A 4

Ditambah 5 tetes HCL pekat

)

[ Positif alkaloid jika terbentuk endapan putih, coklat dan jingga ]
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Lampiran 4. Lanjutan

c. Uiji Steroid/ Triterpenoid

[ 1 ml ekstrak pasta ]
[ Dimasukkan dalam tabung reaksi

\ 4

Ditambah 3 tetes asam sulgat pekat dan 3 tetes asam anhidrat ]

'SR

A\ 4

Positif steroid terbentuknya warna ungu kebiruan atau hujau dan
positif triterpenoid terbentuknya warna merah kecoklatan

d. saponin

1 ml ekstrak pasta

\ 4

Dimasukkan dalam tabung reaksi

\ 4

Ditambah 1 ml aquades

\ 4

Dikocok dan didiamkan beberapa menit

\ 4

Positif saponin bila terbentuk busa

c. Tanin

1 ml ekstrak pasta ]

\ 4

Dimasukkan dalam tabung reaksi ]

A 4

Ditetesi dengan FeCl; 1% sebanyak 2-3 tetes ]

[ Positif tanin terbentuknya warna coklat hekijauan atau kebiru hitaman ]
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Lampiran 5. Skema Uji Kadar Air dengan Metode Oven

Persiapan

Cawan dioven dengan suhu 100-105°C
selama 30 menit

\ J
A 4
4 1\
Ditimbang dan dapat Berat Tetap
(& J
A 4
4 A

Didesikator selama 30 Menit

Ditimbang dan dapat Berat Tetap _m
Uji Kadar Air
Ditimbang 2 gram Rumput laut _’@
'd v N\
Dioven pada suhu 100-105°C selama 6 jam
'd v N\
Didesikator selama 30 Menit _,m

Dihitung dengan Rumus:

B—A

Kadar air % = x 100%
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Lampiran 6. Skema Uji Kualitatif Vitamin C

Diambil 2 gr sampel

\ 4

Sampel dilarutkan dengan
Aquades

\ 4

p
Diberi 2 tetes dengan KmnO, 0,1%

A 4

Dilihat Perubahan Warnanya, jika
berwarna endapan coklat pada sampel
menandakan adanya vitamin C

\_
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Lampiran 7. Skema Uji Kuantitatif Vitamin C

a. Pembuatan Larutan Induk 100ppm

[ Ditimbang 50 mg asam Askorbat ]

A 4

[ Dimasukkan dalam labu ukur (500ml) ]

A 4

[ Dilarutkan dengan Aquabides sampai 500m| ]

b. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

4 N\

1 ml larutan vitamin C dari Induk

g J

\ 4

Dimasukkan dalam labu ukur (50ml)

A 4

Ditambahkan Aquabides sampai 50 ml

\ 4

Dihomogenkan

\4

Dibaca dengan Spektro. UV-Vis 200-400 nm

\ 4

Didapat panjang gelombang yang stabil,
dicatat sebagai panjang gelombang
maksimum
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Lampiran 7. Lanjutan

c. Pembuatan Kurva Kalibrasi

Larutan vitamin ¢ 100 ppm di pipet kedalam tabung
reaksil0 ml

400pl 800ul 1200l 1600ul

Ditambahkan aquabides10
ml aquabides

[ Dihomogenkan ]

Masing-masing konsentrasi
diukur serapannya pada

panjang gelombang
maksimum

Dicatat di dalam table dimana
konsentrasi sebagai x dan absorbansi
dicatat sebagai y sehingga didapatkan

persamaan melalui analisis regresi

[ y = a-+bx ]
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Lampiran 7. Lanjutan

d. Penentuan Kadar Sampel

Ekstrak Gracilaria verrucosa.
Ditimbang 0,05 gr

Dimasukkan dalam tabung reaksi,
lalu ditambahkan 10 ml aquabides

[ Dihomogenkan ]

Diukur absorbansinya menggunakan
panjang gelombang maksimum

[ Dicatat sebagai y ]

Dimasukkan dalam persamaan
y = a + bx dan didapat nilai x atau 1Csq
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Lampiran 8. Skema Uji Aktivitas Antioksidan

a. Pembuatan Larutan induk senyawa uji antioksidan 2000 ppm

Ditimbang ekstrak
Gracilaria verrucosa. 0,020
gr atau 20 mg

Dilarutkan dengan 10 ml
metanol pa

Dihomogenkan

Dibuat larutan seri

100 200 400 800
ppm ppm ppm ppm
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Lampiran 8. Lanjutan

b. Pembuatan Larutan Senyawa Pembanding 500 ppm

Ditimbang asam askorbat
0,005 gr

Dilarutkan dengan 10 ml
aquabides

[ Dihomogenka ]

[ Dibuat larutan seri ]

S5 ppm 10 ppm 15 ppm 20 ppm
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Lampiran 8. Lanjutan

C. Pembuatan Larutan DPPH 0,004% (0,1 mM)

[ Ditimbang serbuk DPPH 4 mg }

Ditambahkan 100 ml aquabides
dalam labu erlenmeyer

[ Dihomogenkan ]

Didapatkan larutan DPPH
0,004% (0,1mM)

Larutan dijaga pada suhu rendah dan terlindung
dari cahaya untuk segera digunakan

59



Lampiran 8. Lanjutan

d. Pengukuran Larutan Senyawa Pembanding

Diambil masing- masing dari seri
konsentrasi sesuai dengan dosis (ppm)
yang telah ditentukan sebanyak 1,5 ml

A 4

Ditambah dengan larutan DPPH 0.1 mM
sebanyak 3 ml

!

Dihomogenkan dengan vortex
Dibiarkan selama 30 menit di tempat gelap
A 4
4 _ _ N
Diukur absorbansi menggunakan
spektrofotometri UV-Vis

A 4

[ Dihitung % inhibisi ]

l

Rumus % inhibisi = absorbansi blanko — absorbansi sampel x 100%
Absorbansi blanko

l

Hasil % inhibisi dicatat kedalam tabel sebagai y dan konsentrasi
larutan pembanding sebagai x untuk di regresi sehingga
menghasilkan sebuah persamaan
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Lampiran 8. Lanjutan

e. Penentuan Kadar Sampel

Ekstrak Gracilaria verrucosa.
Ditimbang 0,020 gr atau 20 mg

Dimasukkan dalam tabung reaksi,
lalu ditambahkan 10 ml aquabides

[ Dihomogenkan ]

Diukur absorbansinya menggunakan
panjang gelombang maksimum

[ Dicatat sebagai y ]

Dimasukkan dalam persamaany = a + bx
dan didapat nilai x atau 1Csg
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Lampiran 9. Perhitungan Rendemen

Tabel Randemen Rumput Merah (Gracilaria verrucosa)

Randemen
Gracilaria verrucosa Berat (kg) (%)
Basah 71,18 -
Kering 10,12 14,21
Simplisia 9,74 96,24
Hasil Ayakan 5,64 57,90

Perhitungan Randemen

Berat Akhir
R 0,
[ Rumus Beral Aval x 100 ;"u]

Randemen 1 (basah-kering)

10,12
=—— x 1009
71,18 %

=14,21 %

Randemen 3 (simplisia-ayakan)

_ 56t
=572 X 100%

= 57,90%
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Randemen 2 (kering-simplisia)

9,74
=—— x 1009
10,12 %

= 96,24%



Lampiran 10. Tabel Hasil Pengujian Kadar Air Gracilaria verrucosa

Tabel Hasil Pengujian Kadar Air Gracilaria verrucosa

Berat Berat
Berat Cawan Berat Cawan+8ampe| Cawan+Sampe| %Kadar
(A) Sampel Sebelum Sesudah Oven Air
Oven(B) ©
49,1189 gr 2,0191gr 51,138¢gr 50,7248 gr 20,46

Perhitungan Kadar Air

Rumus =B - C x 100%
B-A

Keterangan :
A = Berat Cawan
B = Berat Cawan + Sampel Sebelum di Oven

C = Berat Cawan + Sampel Sesudah di Oven

_B-C 000 51,138 gr— 50,724 gr 100%
“B-4a" T 51,138gr—49,1189gr =
= 20,47 %
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Lampiran 11. Penentuan Panjang Gelombang Maksimal Larutan Asam Askorbat

Pembuatan Larutan Induk 100 ppm Asam Askobat (C¢HgOg)

L am (CsHsOg) = (Ar C x Jumlah Atom C) + (Ar H x Jumlah Atom H) + (Ar O
x Jumlah Atom O)

1 M CgHgOg = (12 X 6) + (1 x 8) + (16 X 6)
=72+8+96
=176 gr
Jadi, dalam 1 M CgHgOg terdapat 176 gr .
2.

Berat Asam Askorbat (100 ppm)
Berat Molekul C.H; 0,

Molelul 100 ppm =

100 mg
176 gr

Mol 100 ppm =

100 mg

Mol 100 ppm = ———2>—
O PP = 176 000 mg

Mol 100 ppm = 0, 00057 M
Jadi, dalam 100 ppm asam askorbat terdapat 0,00057 M
3. Pembuatan Larutan Induk Asam Askorbat 100 ppm

100mg  x
1000ml  100ml

100 ppm =

100mg  x
1000 ml 100 ml

_ 100 mgx 100 ml
. 1000 ml

X

x = 10 mg atau 0,01 gram
Jadi, untuk mendapatkan 100 ppm larutan Induk dibutuhkan asam askorbat
seberat 10 mg atau 0,01 gram dilarutkan dengan 100 ml pelarut.
- Larutan Asam Askorbat 2 ppm
V1.M1=V2 . M2

V1.100 ppm =50 ml. 2 ppm
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Lampiran 11. lanjutan

_ 50ml.2 ppm
~ 100 ppm

V1 =1 ml atau 1000 pl
Jadi, untuk mendapatkan larutan dengan konsentrasi 2 ppm diperlukan 1000 pl
asam askorbat 100 ppm dilarutkan ke dalam 50 ml pelarut

Tabel Uji Pendahuluan Panjang Gelombang Maksimal 200 - 400 nm

Panjang
Gelombang Absorbansi

(nm)

0,061
210 0,092
220 0,096
230 0,143
240 0,249
250 0,367
260 0,456
270 0,488
280 0,295
290 0,165
300 0,063
310 0,046
320 0,046
330 0,043
340 -0,061
350 -0,075
360 -0,086
370 -0,092
380 -0,146
390 -0,158
400 -0,176
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Lampiran 12. Perhitungan uji kuantitatif vitamin C

481216 ppm

[Rumus=V1.M1=V2.M2 ]

1. Larutan seri 4 ppm
V1i.M1=V2.M2
V1.100 ppm =10 ml. 4 ppm

_ 10 ml. 4 ppm
~ 100 ppm

V1 = 0,4 ml atau 400 pl

Jadi, untuk mendapatkan larutan dengan konsentrasi 4 ppm diperlukan 400 pl
dilarutkan ke dalam 10 ml pelarut.
2. Larutan Seri 8 ppm

V1.M1=V2.M2
V1. 100 ppm =10 ml. 8 ppm

_ 10ml.8 ppm
~ 100 ppm

V1 = 0,8 ml atau 800 pl

Jadi, untuk mendapatkan larutan dengan konsentrasi 4 ppm diperlukan 800 pl
dilarutkan ke dalam 10 ml pelarut.
3. Larutan Seri 12 ppm

V1i.M1=V2.M2
V1.100 ppm =10 ml. 12 ppm

_ 10ml.12 ppm
~ 100 ppm

V1 =1,2 ml atau 1200 pl

Jadi, untuk mendapatkan larutan dengan konsentrasi 4 ppm diperlukan 1200 pl

dilarutkan ke dalam 10 ml pelarut.
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Lampiran 12. Lanjutan
4. Larutan Seri 16 ppm
V1.M1=V2 . M2
V1.100 ppm =10 ml. 16 ppm

_10ml.16 ppm
"~ 100 ppm

V1=1,6 mlatau 1600 pl

Jadi, untuk mendapatkan larutan dengan konsentrasi 4 ppm diperlukan 3200 pl
dilarutkan ke dalam 10 ml pelarut.

Pembuatan Larutan Sampel 5000 ppm

5000mg  «x

5000 ppm = = T = Toml

5000mg  x
1000 ml 10 ml

_ 5000 mgx 10 ml
X =TT 1000 ml

x = 50 mg atau 0,05 gram

Jadi, untuk mendapatkan 5000 ppm dibutuhkan sampel ekstrak seberat 50 mg
atau 0,05 gram dilarutkan dengan 10 ml pelarut.

Pengenceran Larutan Sampel 5000 ppm ke 500 ppm

[Rumus=V1.M1=V2.M2 ]

Pengenceran Larutan Induk 5000 ppm ke 500 ppm

V1.M1=V2 .M2

V1 .5000 ppm =10 ml . 500 ppm

10 ml.500 ppm
Vil L RS BEOL

=1ml
5000 ppm

Jadi, untuk mendapatkan konsentrasi 500 ppm larutan diperlukan 1 ml larutan

induk 5000 ppm dilarutkan dalam 10 ml pelarut.
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Lampiran 12. Lanjutan

Konsentrasi Absorbansi Absorbansi
(ppm) Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 Rata-Rata
4 0,396 0,313 0,323 0,344
8 0,644 0,657 0,676 0,659
12 0,691 0,735 0,714 0,713
16 1,029 0,970 0,958 0,986
Tabel Hasil Absorbansi Vitamin C dalam Sampel 500 ppm
Ulangan Absorbansi  kadar Vit. C kadar Vit. C  Prosentase
1000 ppm 5000 ppm kadar Vit. C
1 0,218 0,775 3,785 0,077 %
2 0,596 8,48 42,4 0,84 %
3 0,854 13,75 68,57 1,37%

Kurva Regresi absorbansi asam askorbat dalam uji kuantitatif vitamin C

Rata-rata Absorbansi

1.2

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0

R*=0.9425

5

10

15

Konsentrasi Asam askorbat (ppm)
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Lampiran 12. Lanjutan

SUMMARYQUTPUT
Regression Staistics
Muliple R~ | 097081921
RSquare | 0,942489939
Adusted R
Square 0913734908
Standard
Error 0077333693
(bservations 4
ANOVA
f 55 M3 F | Significance F

Regression 1 019602 019602 327765237| 002918079
Residual 2 0.01191 ] 0,005905
Total 3 0.20791

Coeficients | Standard Emor |t Stat Pvalie | Lower35% | Upper 95% | Lower 950% | Upper 95 0%
Intercept 01805 0094714043 | 1905736401 019695846 | 02270216 | 058802164 -0 22702164 | 0 588021637
X Variable 1 0,049  0,00864617 | 5725078489 | 002918079 | 001229853 | 008670147 | 0,012298534 | 0086701466

Perhitungan

1. Kadar Vitamin C dalam Sampel 500 ppm

Y =0,049x + 0,180

Ulangan 1 Ulangan 3

Y =0,049x + 0,180 Y =0,049x + 0,180

0,218 =0,049x + 0,180 0,854 =0,049x + 0,180

0,049x = 0,218 - 0,180 0,049x = 0,854 - 0,180

2 _ 0218-0,180 ~ _ 0854-0,180
0,049 0,049

X = 0,775 ppm X = 13,75 ppm

Ulangan 2

Y. =0,049x + 0,180

0,596 =0,049x + 0,180
0,049x = 0,596 - 0,180

| 0,596 — 0,180
a 0,049
X = 8,48 ppm
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Lampiran 12. Lanjutan

2. Kadar Vitamin C dalam Sampel 5000 ppm

Ulangan 1 = Kadar vitamin ¢ sampel (1000 ppm) x Pengenceran
=0,775x5
= 3,875 ppm

Ulangan 2 = Kadar vitamin ¢ sampel (1000 ppm) x Pengenceran
=8,48x5
=42,4 ppm

Ulangan 3 = Kadar vitamin ¢ sampel (1000 ppm) x Pengenceran
=13,75x5
= 68,75 ppm

3. % Vitamin C Sampel 5000 ppm

Kadar vitamin ¢ sampel (5000 ppm)

1 1= 1009
Ulangan 5000 ppm x 100%
3,785 ppm
= 2 %1009
S0 e VK A
=0,077%

Kadar vitamin c sampel (5000 ppm)

1 0,
5000 ppm L

Ulangan 2

_ 42,4ppm

= —— x 1009
5000 ppm X %

0,84%

Kadar vitamin ¢ sampel (5000 ppm)
Ulangan 3 = x 100%
5000 ppm

_ 6875 ppm 100%
~ 5000 ppm i 0

=1,375%
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Lampiran 13. Perhitungan Uji Antioksidan
Pembuatan Larutan Induk 500 ppm Asam Askobat (C¢HgOg)
[ 1 M (CeHgOg) = (Ar C x Jumlah Atom C) + (Ar H x Jumlah Atom H) + (Ar O x }

Jumlah Atom O)

1 M CgHgOg = (12 X 6) + (1 x 8) + (16 X 6)
=72+8+96
=176 gr
Jadi, dalam 1 M CgHgOg terdapat 176 gr .

< Molekul 500 _ Berat Asam Askorbat {500ppm)
oo PP = Berat Molekul C.Hz O,

Mol 500 ppm = — 0 18
O PP = e e

Mol 500 ppm = — 0 8
O R PP = 1767000 gr

Mol 500 ppm = 0, 00284 M
Jadi, dalam 500 ppm asam askorbat terdapat 0,00284 M

3. Pembuatan Larutan Induk Asam Askorbat 500 ppm

il _500mg  x
PP = 1000ml ~ 10 ml
500mg  x
1000 ml 10 ml
_ 500 mgx 10 ml
X =T 1000 ml

x = 5 mg atau 0,005 gr

Jadi, untuk mendapatkan 500 ppm larutan Induk dibutuhkan asam askorbat

seberat 5 mg atau 0,005 gram dilarutkan dengan 10 ml pelarut.
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Lampiran 13. Lanjutan

Seri 5, 10, 15, 20 ppm

[Rumus=V1.M1=V2.M2 ]

1. Larutan seri 5 ppm
V1i.M1=V2.M2
V1.500 ppm=5ml.5 ppm

_ 5mlx5 ppm
~ 500 ppm

V1 = 0,05 ml atau 50 ul

Jadi, untuk mendapatkan larutan dengan konsentrasi 5 ppm diperlukan 50 pl
dilarutkan ke dalam 5 ml pelarut.
2. Larutan seri 10 ppm

V1i.M1=V2.M2
V1.500 ppm =5ml. 10 ppm

_ 5ml.10 ppm
~ 500 ppm

V1 =0,1 ml atau 100 pl

Jadi, untuk mendapatkan larutan dengan konsentrasi 10 ppm diperlukan 100 pl
dilarutkan ke dalam 5 ml pelarut.
3. Larutan seri 15 ppm

V1i.M1=V2.M2
V1.500 ppm =5ml. 15 ppm

_ 5ml.15ppm
~ 500 ppm

V1 =0,15 ml atau 150 pl

Jadi, untuk mendapatkan larutan dengan konsentrasi 15 ppm diperlukan 150 pl
dilarutkan ke dalam 5 ml pelarut.

4. Larutan seri 20 ppm

V1.M1=V2 . M2
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ppm diperlukan 200 pl

69

5ml. 20 ppm

500 ppm
0,2 ml atau 200 pl

5ml.20 ppm

\Y%
V1
Jadi, untuk mendapatkan laruta

Lampiran 13. Lanjutan
V1 .500 ppm
dilarutkan ke dalam

p1-ae:qn-A1031s0daJ VAVIIMYYS] (&
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Lampiran 13. Lanjutan

Pembuatan Larutan DPPH (C1gH12Ns506) 0,1 mM

1 M (C1gH12N5Og) = (Ar C x Jumlah Atom C) + (Ar H x Jumlah Atom H) +
(Ar N x Jumlah Atom H) + (Ar O x Jumlah Atom O)

1 M Cy5H12Ns06 = (12 x 18) + (1 x 12) + (14 x 5) + (16 X 6)
=216+12+ 70+ 96
=394 gr
Jadi, dalam 1 M C,gH;,NsOg terdapat 394 gr .

2. oleal 40 _ Berat DPPH (40 ppm)
oleku PP = Berat Molekul CieHyoN:Og

Mol 40 ppm = 0 M8
© Q'Y 394 gr
Mol 40 ppm = —0 M8
O PP = 394000 mg

Mol 40 ppm = 0, 0001 M atau 0,1 mM
Jadi, dalam 40 ppm DPPH (CgH12NsO¢) terdapat 0,1 mM

3. Pembuatan Larutan DPPH (C;gH1,N506) 40 ppm

i _ 40mg  x
PP = 1000ml ~ 100 ml
40mg X
1000 ml 100 ml
_ 40mgx 100 ml
1000 ml

X = 4 mg atau 0,004 gr
Jadi, untuk mendapatkan 40 ppm larutan Induk dibutuhkan DPPH (C;gH12N5O¢

seberat 4 mg atau 0,004 gram dilarutkan dengan 100 ml pelarut.
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Lampiran 13. Lanjutan

Pembuatan Larutan Sampel 2000 ppm

2000 _2000mg  x
PP = 2500 ml 10 ml
2000mg  x
1000 ml ~ 10 ml
_ 2000 mgx 10 ml
X = T1ooomml

x = 20 mg atau 0,020 gram

Jadi, untuk mendapatkan 2000 ppm dibutuhkan sampel ekstrak seberat 20 mg
atau 0,020 gram dilarutkan dengan 10 ml pelarut.

Pengenceran Larutan Sampel Seri 100, 200, 400, 800 ppm

[Rumus=V1.Ml=V2.M2 ]

1. Seri 100 ppm
V1.M1=V2.M2

V1. 2000 ppm =5 ml. 100 ppm

5ml.100
y1 - 5ml.100 ppm
2000 ppm

V1 = 0,25 ml atau 250 ul

Jadi, untuk mendapatkan konsentrasi 100 ppm larutan diperlukan 250 pl larutan
induk sampel 2000 ppm dilarutkan dalam 5 ml pelarut.
2. Seri 200 ppm

V1.M1=V2 .M2

V1. 2000 ppm =5 ml.200 ppm

_ 5ml.200 ppm
~ 2000 ppm

V1 = 0,5 ml atau 500 pl
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Lampiran 13.Lanjutan

Jadi, untuk mendapatkan konsentrasi 200 ppm larutan diperlukan 500 pl larutan

induk sampel 2000 ppm dilarutkan dalam 5 ml pelarut

3. Seri 400 ppm
V1i.M1=V2.M2

V1. 2000 ppm =5 ml. 400 ppm

5 ml .400
y1 - 5ml.400ppm
2000 ppm

V1 =1 ml atau 1000 pl

Jadi, untuk mendapatkan konsentrasi 400 ppm larutan diperlukan 1000ul larutan
induk sampel 2000 ppm dilarutkan dalam 5 ml pelarut.
4. Seri 800 ppm

V1.M1=V2 . M2

V1. 2000 ppm =5 ml. 800 ppm

_ 5ml.800 ppm
~ 2000 ppm

V1 =2 ml atau 2000 pl

Jadi, untuk mendapatkan konsentrasi 800 ppm larutan diperlukan 2000 pl larutan
induk sampel 2000 ppm dilarutkan dalam 5 ml pelarut.
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Lampiran 13.Lanjutan

Uji Aktivitas Antioksidan

sampel ektrak metanol larutan pembanding IC50 IC50

konsentrasi  absorbansi % Konsentrasi  absorbansi % .
it e .. . sampel Vit. C
inhibisi inhibisi

Kontrol 1,876 - kontrol 0,379

100 1,305 37,15 5 0,271 28,5

200 1,265 40,2 10 0,250 34,1 868,18 2271

400 1,112 43,8 15 0,242 36,2

800 1,029 48,4 20 0,207 45,4

Perhitungan Larutan Pembanding

1. % Inhibisi

Rumus % Inhibisi = [1-(Absorbansi Sampel) x 100%]
(Absorbansi DPPH)

- 5 ppm - 10 ppm

0,271 o 0,242
=[1- (—0,379) 1x 100% =[1- (—0‘379) 1x 100%
= (10,715 ) x 100% = (1—0,638) x 100%
= 0,285 x 100% = 0,362 x 100%
=285 = 36,2

- 15 ppm - 20 ppm

0,250 -/ 0,207
=[1—(m)]){100% _[1—(m)]x100%
= (1 - 0,659) x 100% = (1 - 0,546 ) x 100%
= 0,341 x 100% = 0,454 x 100%
= 34,1 = 45,4
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Lampiran 13. Lanjutan

Tabel kurva regresi Uji aktivitas antioksidan pembanding Vit. C

50 - y = 1.056x +22.85
R?=0.9402
40 A
_ [
2 30 -
._E
£ 20 - ¢y
10 A Linear (y)
O T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Konsentrasi Asam askorbat (ppm)

2. 1Cgp Larutan Pembanding Vit. C

Y =1,056x + 22,85

50 = 1,056x + 22,85
50 — 22,85 =1,056x

502285
X="1056
X = 25,71
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Lampiran 13. Lanjutan

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0,965665
R Sguare 0,54025
AdjustedR
Square 0,510374
Standard
Error 2104515
Observations 4
ANOVA
Significance
df 55 MS F F
Regression 1 135352 138,392 3147257  0,030335
Residual 2 8,858 4,428
Total 3 148,25
Standard Upper Lower Upper
Coefficients Error t Stat P-valve  Lower 95% 95% 95.0% 85,0%
Intercept 2285 2577495 B.B65184 0012486 1175692 3354008 1175652 3354008
XVariable 1 1056 0188234 5610042 0030335  0,246095 1865905 0246055 1 BR5905
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Lampiran 13. Lanjutan

Perhitungan Sampel

.2, & N 4 [1-(Absorbansi Sampel) x 100%]
1. % Inhibisi Rumus % Inhibisi = [ (Absorbansi DPPH)
- 100 ppm - 200 ppm

1,179 _ 1,121
=[1—(m)]){100% _[1—(M)]x100%
=(1-0,628) x 100% = (1-0,597) x 100%
= 0,372 x 100% = 0,403x 100%
= 37,2 = 40,3
- 400 ppm - 800 ppm

1,054 £ 0,968
=[1—(m)]x100% _[1—(m)]x100%
=(1-0,561) x 100% = (1 —0,516) x 100%
= 0,439 x 100% = 0,484 x 100%
=439 = 48,4
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Lampiran 13. Lanjutan

SUMMARY QUTPUT

Regression Statistics

Multiple R 0,981341
R Sguare 0,963031
AdjustedR
Square 0,544546
Standard
Error 1,140442
Observations 4
ANOVA
Significance
df 55 M5 F F
Regression 1 &7,76066 6776066 52,0991% 0,01865%
Residual 2 2601217 1300609
Total 3 70,361BB
Stondard Upper Lower Upper
Coefficients Error t Stat P-vaiue  Lower 95% 95% 85,0% 85,0%
Intercept 36,63043 0980469 3736011 O0,000716 3241182 40,B4505 32,41182 40,84305

» Variablel 0,015352 0002127 7217977 0,01B659 0,006201 0,024504 0,006201 0,024504

77



Lampiran 13. Lanjutan

Gambar Kurva regresi uji aktivitas antioksidan sampel Gracillaria verrucossa
60 -

y =0.0153x + 36.73

50 - /RZ = 0.9597

% inhibisi
N w B
© © o
1 1 1

[N
o
1

o

0 200 400 600 800 1000

Konsentrasi Sampel (ppm)

2. 1Cso Sampel

Y =0,015x + 36,73

50 = 0,015x + 36,73
50 — 36,73 = 0,015x

_ 50-36,73
= 70,015
X = 884,67
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Lampiran 14. Gambar Persiapan dan Pengolahan

Penimbangan Sargassum sp. Segar
Pengambilan. Gracillaria verucosa
segar ditempatkan dalam coolbox

Proses Pencucian Gracillaria verucosa
segar

Penjemuran
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Lampiran 14.laniutan Uii Kadar air

k b <
Silica gel siap dioven

Cawan petri di cuci dan di keringkan
dengan tisu

Cawan petri siap dioven

\ £ >
Silica gel setelah dioven dan dituang

Cawan petri dimasukkan ke dalam
desikator

ke dalam desikator
-t ,

=

Cawan ditimbang dan dicatat beratnya
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= N 1 il
Sargassum sp. dimasukkan ke dalam
cawan,dioven 6 jam (100-105°C) dan

didesikator
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Lampiran 14. Lanjutan Proses Penggilingan

Gracillaria verucosa

Ditimbang

-~

Gracillaria verucosa setelah digiling Gracillaria verucosa setelah diayak

74




Lampiran 14. lanjutan Gambar Proses ekstraksi

. N

‘ 1

Dimasukkan ke dalam toples kaca

ditambahkan pelarut metanol 96%
dengan perbangdingan 1: 5

jam

[

Dimasukkan ke dalam jurigen

Dipisahkan pelarut dengan ekstraknya
dengan alat evaporotarydengan suhu
40°C
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Lampiran 14. Lanjutan Gambar Uji Kualitatif Kadar Vitamin C

Ekstrak Gracillaria verucosa

&

Dilarutkan dengan aquades sebanyak

Ditambah KMNO, 0,1%, hasil positif
jika terjadi endapan coklat

Hasil uji kulitatif vitamin c
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Lampiran 14. Lanjutan Gambar Proses Uji Kuantitatif

Dibaca dengan Spektrofotometri UV-
Visibel panjang gelombang 200-400
nm , dicatat panjang gelombang

maksimumnya

Hasil tlmbangan ekstrak Gracnlarla
verucosa seberat 0,05 gr

Dilarutkan dalam aquabides sing-
masing 10 ml
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Lampiran 14.laniutan Proses Uii Kuantitatif

s
Didapat laruntan induk sampel 5000
ppm ulangan 1,2,3

Diencerkan 1 ml larutan induk bersama
_aquabides sebanyak 10 ml

Dikur absorbansinya dngan
spektrofotometer uv-vis dengan
panjang gelombang 270 nm
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Lampiran 14. Lanjutan Gambar Uji aktifitas antioksidan

dalam
tabung reaksi larutan induk sampel,
larutan induk pembanding, dan pada
deret konsentrasi masing-
masingsebanyak 10 ml

Ditimbang 50 mg dilarutkan dalam 10
ml aquabides dan di encerkan menjadi

5,10, 15, 20 ppm

Ditimbang 7 mg (0,007 gram) ekstrak

aquabies
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Lampiran 14. Lanjutan Gambar Uji aktifitas

Larutan induk 2000 ppm ekstrak
Gracilaria verucosa

Ditimbang 4 mg serbuk DPPH

Diencerkan ke dalam deret konsentrasi dilarutkan dalam 100 ml aquabides
10, 200, 400, 800 ppm

Diambi 1,5 ml dari masmg masmg ;
deret ke dalam botol vial Ditambah larutan DPPH 3 ml
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Lampiran 14. Lanjutan Gambar Uji aktifitas

Larutan ditutup dan dihomogenkan Diukur absorbansinya pada panjang

kemudian di inkubasi 30 menit gelombang 517 nm dan hasilnya di
catat
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