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ABSTRACT

Synthesis of AgNPs with Bioreductant Water Extract of Betung Grass Herb
(Equisetum debile Roxb.) and Its Potential as an Antioxidant. This research is
based on the great potential of betung grass but is not balanced by its use in the
field of nanotechnology, especially nanoparticles (1-100 nm) which have very
superior physicochemical properties and activity. True experimental laboratory
research to determine the potential of betung grass (Equisetum debile) water
extract as a bioreductor and capping agent in the green synthesis of AgNPs and its
antioxidant activity. Determining the total phenolic content (TPC) in the water
extract of betung grass (RB) herb using Folin-Ciocalteu. The green synthesis
method produces optimum AgNPs with a ratio of 10% RB extract, AgNO3, and
dispersion media of 0,5:20:12 (v/v) for 60 minutes at 50°C. The maximum
wavelength of AgNPs produced is 423 nm with an absorption of 1,3965. FT-IR
spectrophotometric characterization found that phenolic compounds in RB extract
were thought to act as reducing agents in the synthesis of AgNPs. SEM results show
the spherical shape of AgNPs. Meanwhile, the PSA test results show an average
AgNPs size is 67 nm and a polydispersity index is 0,424 (mid-range polydispersity).
Determining the ICso value of antioxidants using the DPPH method gave results
based on One way ANOVA data analysis (p<0,01), the ICso value of AgNPs
synthesized with RB extract was 76,604 + 0,846 ug/mL which was categorized as a
stronger antioxidant than RB extract.

Keywords: Water Extract of Betung Grass (Equisetum debile Roxb.), Silver
Nanoparticles (AgNPs), Antioxidant Activity.
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RINGKASAN

Sintesis AgNPs dengan Bioreduktor Ekstrak Air Herba Rumput Betung
(Equisetum debile Roxb.) dan Potensinya Sebagai Antioksidan: Alviani Dwi
Karmilasari: 202210101029; 2024; 64 halaman; Fakultas Farmasi Universitas

Jember.

Nanopartikel perak (AgNPs) merupakan pengembangan nanoteknologi
dengan ukuran partikel 1-100 nm yang memiliki kelebihan misalnya dapat
meningkatkan penghantaran dan/atau penyerapan obat, memiliki stabilitas yang
tinggi, dan reaktivitas kimia yang rendah dibanding dengan logam lainnya.
Nanopartikel perak juga memiliki sifat antibakteri, antioksidan, antijamur,
antivirus, dan antiinflamasi. Semakin kecil ukuran partikel maka AgNPs dinilai
memiliki aktivitas yang semakin besar. Metode sintesis AgNPs yang saat ini banyak
digunakan adalah green synthesis dengan ekstrak tumbuhan. Metabolit sekunder
pada tumbuhan misalnya senyawa fenolik, alkaloid, flavonoid, dan lain sebagainya
sangat berpotensi dalam green synthesis nanopartikel perak sebagai agen
bioreduktor dan capping agent untuk menghasilkan nanopartikel dengan
karakteristik yang baik dan stabil. Salah satu tanaman yang dapat digunakan
sebagai agen bioreduktor AgNPs adalah herba rumput betung yang dapat ditemui
dengan mudah dan memiliki beberapa senyawa fenolik dengan kemampuan
antioksidan yang baik. Berdasarkan latar belakang tersebut maka tujuan dari
penelitian ini adalah untuk menentukan kadar fenolik total pada ekstrak air herba
rumput betung, mensintesis dan mengkarakterisasi AgNPs dengan bioreduktor dan
capping agent ekstrak air herba rumput betung serta menguji kemampuanya
sebagai antioksidan.

Hasil penetapan kadar fenolik total dari ekstrak air herba rumput betung pada
konsentrasi yang optimum untuk sintesis yaitu 10% sebesar 61,503 + 0,089 mg
GAE/100 mL. AgNPs yang dihasilkan dengan komposisi dan kondisi sintesis yang
optimal memiliki panjang gelombang maksimum 423 nm dengan absorbansi
sebesar 1,3965. Berdasarkan karakterisasi FT-IR senyawa fenolik diduga berperan
dalam sintesis AgNPs sebagai agen bioreduktor. Hasil PSA dari AgNPs ekstrak air

vii



herba rumput betung berupa Z-average sebesar 67,0 nm dengan nilai indeks
polidispersitas kategori mid-range polydispersity sebesar 0,424.

Pengujian antioksidan pada vitamin C, ekstrak air herba rumput betung, dan
AgNPs memberikan hasil berupa ICso. Nilai ICso dari vitamin C sebagai kontrol
positif sebesar 1,762 + 0,028 pg/mL dengan kategori antioksidan sangat kuat.
Sedangkan nilai ICso dari ekstrak air herba rumput betung sebesar 171,594 + 0,977
pg/mL yang dikategorikan sebagai antioksidan lemah. Nilai ICso dari AgNPs
ekstrak air herba rumput betung yang dihasilkan sebesar 76,604 + 0,846 ng/mL yang
dikategorikan antioksidan kuat. Maka dapat disimpulkan bahwa AgNPs yang
disintesis dengan ekstrak air rumput betung memiliki aktivitas antioksidan yang

lebih tinggi dibandingkan dengan ekstraknya.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penelitian dan penerapan nanoteknologi dalam berbagai bidang saat ini
berkembang dengan pesat. Sistem nanopartikel diperkenalkan pertama kali oleh
Richard P. Feynman pada 1959 dan banyak dikembangkan karena sifat
fisikokimianya yang unik seperti ukurannya yang sangat kecil (1-100 nm), luas
permukaan yang besar, dan reaktivitas yang tinggi (Bayda dkk., 2020). Dari
beberapa jenis nanopartikel, nanopartikel perak (AgNPs) merupakan nanopartikel
logam yang paling banyak digunakan karena mampu meningkatkan penghantaran
dan/atau penyerapan obat, memiliki stabilitas yang tinggi, dan reaktivitas kimia
yang rendah dibanding dengan logam lainnya (Mustapha dkk., 2022), serta
memiliki sifat antibakteri, antioksidan, antijamur, antivirus, dan antiinflamasi
(Batir-Marin dkk., 2021). Stabilitas dan aktivitas dari AgNPs dipengaruhi oleh
ukuran, morfologi dan komposisi partikel, kecenderungan aglomerasi, reaktivitas
partikel dalam larutan, efisiensi pelepasan ion, serta zat pereduksi yang digunakan
untuk memperoleh partikel. Semakin kecil ukuran partikel maka AgNPs dinilai
memiliki aktivitas yang semakin besar (Zhang dkk., 2016).

Terdapat beberapa metode untuk sintesis nanopartikel yaitu metode secara
kimia, fisika, dan biologi. Dari ketiga metode sintesis, metode biologi (green
synthesis) dianggap sebagai metode alternatif yang ramah lingkungan, lebih
ekonomis, lebih mudah karena tidak adanya penggunaan suhu dan tekanan yang
tinggi, bebas produk sampingan yang berbahaya, serta lebih efektif bila sintesis
ditingkatkan pada skala yang besar dibandingkan metode kimia dan fisika. (Li dkk.,
2014). Metode green synthesis menggunakan ekstrak tumbuhan dianggap lebih
disukai dibandingkan penggunaan mikroorganisme lain seperti Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Pseudomonas aeruginosa, dan Klebsiella
pneumoniae (Gahlawat dan Choudhury, 2019) karena proses sintesis membutuhkan
waktu lebih cepat, murah, dan prosedur lebih sederhana tanpa adanya tahapan
pengembangan kultur sel (Rafique dkk., 2017). Metabolit sekunder pada tumbuhan

(alkaloid, flavonoid, fenolik, terpenoid, dll) merupakan senyawa fitokimia yang



berpotensi dalam green synthesis nanopartikel perak sebagai agen bioreduktor dan
capping agent pada permukaan nanopartikel agar lebih stabil (Siddiqi dkk., 2018).
Salah satu tanaman yang berpotensi sebagai agen bioreduktor dan capping agent
dalam sintesis AgNPs adalah ekstrak herba rumput betung (Equisetum debile).
Ekstrak air herba rumput betung memiliki flavonoid sebesar 0,15+0,02 g/100 g
(Rehman dkk., 2018) dan fraksi airnya memiliki total kandungan fenolik sebesar
121,14 mg GAE/g (May dkk., 2018).

Di Indonesia, rumput betung dapat ditemui dengan mudah sebagai gulma di
wilayah dataran rendah serta ladang rumput di pulau Jawa dan Sumatera. Namun
keberadaannya yang sangat melimpah belum dimanfaatkan secara maksimal dalam
bidang nanoteknologi terutama aktivitasnya sebagai antioksidan melainkan hanya
dimanfaatkan sebagai alat bantu mencuci (Muhaimin dan Mustaqim, 2021).

Beberapa hasil penelitian menunjukkan bahwa tanaman yang berasal dari
genus yang sama, yaitu Equisetum arvense (Das dkk., 2020), Equisetum hyemale
(Gonzalez dkk., 2020), dan Equisetum sylvaticum (Tardboanta dkk., 2023) telah
terbukti memiliki kemampuan sebagai agen bioreduktor dan capping agent dalam
sintesis AgNPs dan dinilai berpotensi memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi.
Berdasarkan uraian di atas, pemanfaatan rumput betung sebagai agen bioreduktor
dan capping agent dalam sintesis AgNPs dan potensinya sebagai antioksidan belum
pernah dilakukan sehingga pada penelitian ini akan dilakukan green synthesis
AgNPs dengan memanfaatkan ekstrak air herba rumput betung (Equisetum debile)
sebagai agen bioreduktor dan capping agent dan pengujian aktivitasnya sebagai

antioksidan.



1.2

Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang, permasalahan yang dapat dirumuskan dalam

penelitian ini antara lain:

l.
2.

1.3

1.4

Bagaimana kadar fenolik total pada ekstrak air herba rumput betung?
Bagaimana komposisi optimum (konsentrasi ekstrak, volume prekursor
AgNO3s, dan volume air) serta kondisi sintesis optimum (suhu dan waktu
sintesis) pada green synthesis AgNPs dengan agen bioreduktor dan capping
agent ekstrak air herba rumput betung?

Bagaimana karakteristik AgNPs dengan agen bioreduktor dan capping agent
ekstrak air herba rumput betung?

Bagaimana aktivitas antioksidan AgNPs dengan agen bioreduktor dan capping

agent ekstrak air herba rumput betung?

Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini, yaitu:

Menentukan kadar fenolik total pada ekstrak air herba rumput betung.
Menentukan komposisi optimum (konsentrasi ekstrak, volume prekursor
AgNO3s, dan volume air) serta kondisi sintesis optimum (suhu dan waktu
sintesis) pada green synthesis AgNPs dengan agen bioreduktor dan capping
agent ekstrak air herba rumput betung.

Melakukan karakterisasi AgNPs dengan agen bioreduktor dan capping agent
ekstrak air herba rumput betung.

Melakukan uji aktivitas antioksidan AgNPs dengan agen bioreduktor dan

capping agent ekstrak air herba rumput betung.

Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai referensi yang bermanfaat

bagi instansi maupun mahasiswa yang ingin melakukan penelitian lebih lanjut

mengenai pengembangan ekstrak tumbuhan pada green synthesis AgNPs serta

aktivitasnya sebagai antioksidan.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Nanopartikel Perak (AgNPs)

Nanopartikel adalah partikel dengan ukuran berkisar antara 1-100 nm yang
berkembang pesat terutama dalam pengembangan sistem penghantaran obat karena
memiliki sifat fisikokimia dan biologis yang unik yaitu peningkatan luas area dan
kemampuan untuk melintasi penghalang sel dan jaringan target obat yang dikaitkan
dengan peningkatan keamanan, bioavailabilitas obat, serta efek terapeutik jika
dibandingkan dengan obat konvensional (Bamal dkk., 2021).

Nanopartikel diklasifikasi menjadi dua golongan yaitu nanopartikel organik
dan anorganik. Nanopartikel anorganik disebut sebagai nanopartikel tidak beracun,
sangat stabil, dan memiliki sifat yang lebih biokompatibel serta hidrofilik
dibandingkan nanopartikel organik (Ijaz dkk., 2020). Aluminium (Al), emas (Au),
besi (Fe), timbal (Pb), perak (Ag) merupakan jenis nanopartikel anorganik logam
yang telah banyak digunakan. Dari beberapa jenis logam yang disintesis menjadi
nanopartikel, nanopartikel perak (AgNPs) memiliki sifat fisika, kimia dan biologis
yang lebih unggul berkaitan dengan keamanan, biokompatibilitas, aktivitas
antimikroba, antioksidan, antijamur, dan antikanker yang lebih baik serta biaya

sintesis lebih ekonomis (Abbasi dkk., 2016).

2.2 Sintesis Nanopartikel Perak (AgNPs)

Sintesis nanopartikel dapat dilakukan dengan tiga pilihan metode sintesis, yaitu
metode kimia, fisika, dan biologi. Dari ketiga metode, metode biologis (green
synthesis) yang menjadi metode yang paling banyak digunakan untuk sintesis
nanopartikel terutama berbahan logam. Hal ini dikarenakan, metode green synthesis
melibatkan prosedur yang relatif ekonomis, mudah ditingkatkan ke sintesis skala
besar, sederhana karena tidak memerlukan suhu dan tekanan yang terlalu tinggi
seperti pada metode fisika serta bersifat ramah lingkungan karena tidak
menggunakan bahan reduktor dan/atau reagen yang menghasilkan residu berbahaya

terhadap lingkungan seperti pada metode kimia (Mousavi dkk., 2018).



Metode green synthesis merupakan salah satu metode yang menggunakan
pendekatan sintesis secara bottom-up yaitu dengan menyatukan dan/atau
menggabungkan bulk material yang berukuran kecil menjadi sebuah nanopartikel.
Pendekatan bottom-up lebih disukai untuk green synthesis nanopartikel karena
menghasilkan nanopartikel yang lebih baik dan stabil dibandingkan pendekatan
top-down yang menghasilkan nanopartikel dengan permukaan dan tepi yang
cenderung kasar dan banyak menghasilkan rongga udara (Bouafia dkk., 2021).

Elemen penting untuk green synthesis AgNPs adalah perak nitrat (AgNO3) dan
agen bioreduktor. Selain sebagai zat pereduksi, agen bioreduktor berperan ganda
sebagai stabilisator atau capping agent pada permukaan AgNPs untuk mencegah
aglomerasi. Terdapat beberapa agen bioreduktor yang digunakan pada green
synthesis antara lain bakteri, fungi, yeast, biopolymer, dan ekstrak tanaman. Ekstrak
tanaman lebih banyak digunakan dibandingkan dengan mikroorganisme, karena
cenderung dapat dikembangkan secara efektif, sederhana tanpa adanya tahapan
pengembangan kultur sel, dan memerlukan waktu yang singkat (Chand dkk., 2020).
Reaksi yang terjadi pada Ag" menjadi Ag® dengan bioreduktor ekstrak tanaman
seperti pada Gambar 2.1.
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Gambar 2. 1 Mekanisme reaksi sintesis AgNPs dengan agen bioreduktor
ckstrak tanaman (Patil dkk., 2017)



2.3 Karakterisasi Nanopartikel Perak (AgNPs)

Identifikasi terbentuknya AgNPs dapat dilakukan secara visual melalui
perubahan warna larutan yang awalnya transparan berubah menjadi kuning pucat
hingga coklat tua yang menunjukkan adanya reduksi AgNOs3 secara bertahap dari
Ag" menjadi Ag® (nanopartikel) oleh agen bioreduktor ekstrak tanaman. Intensitas
warna larutan bervariasi tergantung konsentrasi AgNO3, semakin tinggi konsentrasi

maka semakin tinggi pula intensitas warnanya (Bakshi dkk., 2015)

2.3.1 Karakterisasi AgNPs Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis
Karakterisasi awal terbentuknya AgNPs dapat diamati dengan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis yang didasarkan atas radiasi dengan
pengukuran panjang gelombang dan intensitas sinar ultraviolet (UV).
Spektrofotometri UV-Vis disebut sebagai salah satu teknik yang signifikan untuk
memantau pembentukan dan stabilitas AgNPs karena berkaitan dengan eksitasi
SPR (Surface Plasmon Resonance) yang merupakan panjang gelombang khas dari
suatu partikel berukuran nanometer yaitu berkisar antara 400-500 nm dengan
menggunakan spektrofotometer Shimadzu UV 1280. Semakin besar nilai panjang
gelombang maksimum diduga ukuran partikel yang dihasilkan juga semakin besar
(Akar dkk., 2023).
2.3.2 Karakterisasi AgNPs Menggunakan Spektrofotometer FT-IR
Fourier-transform Infrared Spectroscopy merupakan salah satu jenis
spektroskopi yang dapat digunakan untuk mengidentifikasi gugus fungsi yang
terlibat sebagai agen pereduksi dan capping agent pada green synthesis AgNPs.
Spektrum FT-IR untuk karakterisasi AgNPs diukur pada bilangan gelombang
4.000-600 cm ! serta dilakukan dengan menggunakan metode KBr (pelat kalium
bromida) (Muenraya dkk., 2022).

2.3.3 Karakterisasi AgNPs Menggunakan Scanning Electron Microscopy (SEM)

Salah satu karakterisasi nanopartikel yang dapat dilakukan untuk melihat
morfologi struktur permukaan suatu partikel hingga ukuran 1 nm adalah
menggunakan salah satu jenis mikroskop elektron resolusi tinggi yaitu SEM
(Scanning Electron Microscopy). Informasi yang didapatkan dari hasil analisis

menggunakan SEM berupa morfologi (bentuk, ukuran serta susunan partikel),



tekstur, komposisi dan terkait kristalografi dari permukaan nanopartikel. Bentuk
dari suatu partikel dapat memengaruhi aktivitas nanopartikelnya (Septiano dkk.,

2021).

2.3.4 Karakterisasi AgNPs Menggunakan Particle Size Analyzer (PSA).
Karakterisasi dengan PSA (Particle Size Analyzer) dilakukan untuk melihat
distribusi ukuran dari nanopartikel yang terbentuk dengan metode analisis yang
mudah dan memberikan hasil analisis yang lebih akurat serta mendukung data
analisis SEM (Maarebia dkk., 2019). Paramater hasil analisis nanopartikel dengan
menggunakan teknik PSA berupa nilai Z-4verage yang berkisar antara 1-100 nm
dan PDI (Poly-dispersity Index) dengan empat tipe klasifikasi dispersitas (Pan dkk.,
2017). Suatu nanopartikel dikatakan memenuhi uji standar ukuran nanopartikel bila
ukuran partikel berada di rentang 1-100 nm serta memiliki nilai PDI yang rendah
yang menunjukkan bahwa distribusi ukuran dari nanopartikel yang terbentuk

tersebar secara seragam dan merata (homogen) (Gensdarmes, 2015).

2.4 Rumput Betung (Equisetum debile)

Equisetum debile Roxb ex. Vaucher dikenal dengan nama lokal rumput betung
atau greges otot merupakan salah satu genus Equisetum dari family Equisetaceae
(Naturalis Biodiversity Center, 2023) yang banyak ditemukan di Indonesia namun

pemanfaatannya dalam bidang nanoteknologi masih tergolong rendah.

Gambar 2. 2 Morfologi rumput betung (Muhaimin dan Mustaqim, 2021)

Senyawa kimia yang terkandung dalam rumput betung antara lain 7-
methoxycoumarin, megastigmane diglucoside, kuersetin dan kaempferol 3-O-
sophoroside), phenyl glycoside, equisetumoside D, lignan glycosides, sterol, asam
askorbat, asam silikat, karbohidrat, tannin, antrakuinon glikosida, alkaloid, 5-

hidroksimetil-2 furfuraldehida, equisetumosida, debilignanoside, debilitriol, dan



equisetumin (Muhaimin dan Mustaqim, 2021). Golongan senyawa flavonoid
seperti kuersetin dan kaempferol 3-O-sophoroside ditemukan dalam ekstrak air
herba rumput betung yang berpotensi sebagai agen bioreduktor dan capping agent
pada sintesis nanopartikel dengan metode green synthesis (Chaiyana dkk., 2017).
Dalam beberapa penelitian menunjukkan adanya aktivitas dari ekstrak air herba
rumput betung diantaranya sebagai antioksidan, sitotoksik, antibakteri, dan

antijamur (Muenraya dkk., 2022).

2.5 Aktivitas Antioksidan Nanopartikel Perak (AgNPs)

Nanopartikel perak banyak dipelajari sebagai agen antibakteri yang melibatkan
induksi stres oksidatif, penghambatan replikasi DNA, atau interaksi dengan enzim
dan protein. Di sisi lain, nanopartikel perak memiliki potensi dalam pengobatan
kanker atau Alzheimer karena sifat antioksidannya (Wei dkk., 2015). Antioksidan
adalah zat alami atau sintetis yang dapat mencegah atau menunda kerusakan sel
dengan mekanisme reduksi radikal bebas atau oksidator (ROS, RNS, dan radikal
bebas lainnya). Secara umum, pertahanan antioksidan dapat diperoleh dari senyawa
aktif yang terkandung dalam makanan/tumbuhan misalnya vitamin C, E,
karotenoid, flavonoid, polifenol, asam folat, unsur Se, Fe, Zn, Mg (Azeez dkk.,
2017).

Penentuan kapasitas atau aktivitas antioksidan dapat dilakukan dengan lima
metode yaitu metode spektrofotometri, elektrokimia, kromatografi, biosensor, dan
nanoteknologi. Pengujian dengan metode spektrofotometri menjadi metode yang
paling banyak digunakan karena didasarkan pada reaksi radikal atau kompleks
berwarna dengan molekul antioksidan yang mampu menyumbangkan atom
hidrogen dan/atau elektron serta memiliki kecepatan pengujian dan sensitivitas
yang tinggi, diantaranya pengujian dengan menggunakan DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil), ABTS (2,2’-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid),
dan FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) (Priya dkk., 2016). Dari ketiga
metode tersebut masing-masing memiliki kelebihan dan kekurangan.

Terkait mekanisme kerja suatu metode untuk mengukur aktivitas antioksidan,

metode FRAP tergolong sebagai metode dengan pemanfaatan transfer elektron saja,



sedangkan metode DPPH dan ABTS menggabungkan dua prinsip metode yaitu
transfer atom hidrogen (HAT) dan transfer elektron (ET). Metode DPPH memiliki
keunggulan diantaranya yaitu metode lebih sederhana dan cepat, biaya lebih
terjangkau, sensitivitas tinggi terhadap sampel konsentrasi kecil, serta mampu
mempresentasikan sistem pertahanan tubuh terhadap radikal bebas. Namun
prosedur pada metode DPPH harus dilakukan dengan hati-hati karena sangat
sensitif terhadap beberapa faktor seperti pH, cahaya, jenis pelarut, dan O,. Metode
ABTS memiliki sensitivitas yang lebih tinggi dan dapat dilakukan dalam sistem
pelarut organik maupun air, dan bekerja pada rentang pH yang luas. Namun metode
ABTS memerlukan waktu yang cukup lama 12-16 jam, sangat sensitif terhadap
cahaya, biaya mahal dan tidak dapat mempresentasikan sistem pertahanan tubuh
terhadap radikal bebas sehingga metode DPPH lebih banyak dipilih untuk uji
aktivitas antioksidan (Theafelicia dan Wulan, 2023).

Metode pengujian dengan DPPH adalah radikal bebas stabil berwarna ungu
yang bereaksi dengan donor hidrogen (umumnya senyawa fenolik) yang
mengakibatkan perubahan warna dari ungu menjadi kuning pucat. Metode ini
disebut sebagai metode yang paling cepat, sederhana, dan murah dibandingkan
dengan metode lainnya. Adanya elektron cadangan yang terdelokalisasi pada
keseluruhan molekul mencegah dimerisasi dan juga memberi warna pada molekul
DPPH dengan serapan maksimum pada sekitar nilai 520 nm dalam spektrum
UV/Vis. Hingga kini banyak penelitian yang berfokus membandingkan aktivitas

antioksidan dari AgNPs dan senyawa aktif tanaman (Solaiman, 2015).



BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penelitian yang akan dilakukan adalah jenis penelitian true experimental
laboratories mengenai pemanfaatan ekstrak air herba rumput betung (Equisetum
debile) sebagai agen bioreduktor dan capping agent dalam green synthesis AgNPs

dan pengujian aktivitasnya sebagai antioksidan.

3.2 Definisi Operasional
Definisi operasional dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

a. Simplisia rumput betung yang digunakan merupakan simplisia serbuk kering
yang berasal dari bagian herba (seluruh bagian tumbuhan di atas tanah),
dipanen saat usia 2 bulan pada 26 November 2021 dengan kadar air sebesar
7,08% yang diperoleh dari UPT Laboratorium Herbal Materia Medica Batu,
Kabupaten Malang, Jawa Timur pada 16 September 2023.

b. Ekstrak air herba rumput betung adalah simplisia serbuk kering herba rumput
betung yang diekstraksi menggunakan DI water (Deionized water) pada suhu

60°C selama 30 menit.

3.3 Variabel Penelitian
3.3.1 Varibel bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi ekstrak air herba
rumput betung, perbandingan volume AgNO; dan DI water sebagai media

pendispersi, serta waktu dan suhu sintesis.

3.3.2 Variabel terikat

Variabel terikat pada penelitian ini adalah karakteristik AgNPs
menggunakan spektrofotometer UV-Vis, spektrofotometer FT-IR, SEM, dan PSA;
kadar fenolik total ekstrak air herba rumput betung; dan nilai ICso dari uji aktivitas
antioksidan ekstrak air herba rumput betung dan AgNPs ekstrak air herba rumput
betung.
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3.3.3 Variabel terkendali

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah volume ekstrak air herba
rumput betung, konsentrasi prekursor AgNOs, prosedur ekstraksi herba rumput
betung, prosedur penetapan kadar fenolik total, prosedur green synthesis AgNPs,

dan prosedur uji aktivitas antioksidan dengan DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil).

3.4 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan mulai bulan September 2023 hingga Januari 2024 di

Laboratorium Kimia Analisis Fakultas Farmasi Universitas Jember.

3.5 Bahan dan Alat Penelitian
a. Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain simplisia serbuk kering
herba rumput betung, asam galat (Sigma G7384-100G), reagen Folin-Ciocalteu
(Merck KGaA), Na,CO3 (EMSURE®, ISO), DI water, AgNO3 (EMSURE® ACS,
ISO, Reag. Ph Eur), DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) Sigma-Aldrich, metanol,

dan Vitamin C (Pharmaceutical grade).

b. Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah timbangan analitik (Sartorius dan
OHAUS), ayakan mesh 40, hotplate (Thermo scientific), ultrasonikator (Elmasonic
E30H), seperangkat alat gelas di laboratorium (IWAKI), vortex mixer (Thermo
fisher scientific), mikropipet 100-1000.ul.(Socorex), ball filler, termometer, kuvet
(2,5 mL), lemari pendingin, instrumen spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV-
1280), instrumen spektrofotometer FT-IR (Bruker Alpha II-Eco), instrumen PSA
(Nano Partica SZ-100V2), instrument SEM (Prisma E SEM), dan freeze dryer
(Labfreeze instrument FD-12-MR).



3.6 Rancangan Penelitian

Determinasi simplisia herba
rumput betung (Equisetum debile)

v

12

Ekstraksi air simplisia herba
rumput betung

Penetapan kadar fenolik total

ekstrak air herba rumput betung
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Optimasi komposisi dan kondisi
optimal sintesis AgNPs dengan
bioreduktor Ekstrak air herba

Optimasi konsentrasi Optimasi perbandingan Optimasi Optimasi waktu
ekstrak air herba volume AgNO3 dan suhu sintesis sintesis
rumput betung media pendispersi
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AgNPs
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Uji aktivitas antioksidan Karakterisasi AgNPs <
dengan DPPH |
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Analisis Data

Gambar 3. 1 Skema rancangan penelitian
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3.7 Prosedur Penelitian

3.7.1 Determinasi Simplisia

Determinasi simplisia serbuk kering herba rumput betung dilakukan dengan
tujuan untuk memastikan kebenaran dan kevalidan identitas dari tumbuhan yang
digunakan, dilakukan di UPT Laboratorium Herbal Materia Medica di Jl. Lahor
No.87, Kecamatan Batu, Kota Batu, Jawa Timur 65313.

3.7.2 Prosedur Ekstraksi Air Herba Rumput Betung

Ekstraksi herba rumput betung dibuat dengan beberapa konsentrasi yaitu 5,
10, dan 15%. Serbuk simplisia herba rumput betung ditimbang masing-masing
1,25; 2,5; dan 3,75 gram kemudian dilarutkan DI water dalam erlenmeyer 25 mL,
lalu dididihkan diatas hotplate selama 30 menit dengan suhu 60°C. Setelah itu,
ekstrak didinginkan hingga mencapai suhu ruang sekitar 5 menit kemudian disaring

didapatkan filtrat yang dapat digunakan untuk sintesis AgNPs (Keshari dkk., 2020).

3.7.3 Prosedur Penetapan Kadar Fenolik Total Ekstrak Air Herba Rumput Betung
a. Pembuatan larutan standar asam galat dan penetapan panjang gelombang
maksimum

Larutan standar induk asam galat dibuat dengan menimbang sebanyak 100 mg
asam galat dan dilarutkan DI water dalam labu ukur 100 mL sehingga didapatkan
standar induk dengan konsentrasi 1.000 pg/mL. Larutan induk selanjutnya
diencerkan hingga diperoleh larutan standar dengan konsentrasi 20; 40; 60; 80; 100;
120; dan 160 ug/mL. Penentuan panjang gelombang maksimum dilakukan pada
rentang 300-800 nm menggunakan instrumen spektrofotometer UV-Vis.

b. Preparasi reagen Folin-Ciocalteu dan Na;CO3 7,5%

Pada penetapan kadar fenolik total pada penelitian ini dilakukan dengan
menggunakan pereaksi Folin-Ciocalteu dan Na;COsz 7,5%. Pereaksi Folin-
Ciocalteu diencerkan dengan DI water sebanyak 1:10 v/v. Sedangkan larutan
NaCO3 7,5% dibuat dengan menimbang serbuk Na>COs3 sebanyak 7,5 gram dan
dilarutkan DI water dalam labu ukur 100 mL.
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c. Penetapan Kadar Fenolik Total

Penetapan kadar fenolik total dilakukan dengan masing-masing dipipet 200 pl
standar dan ekstrak air herba rumput betung dimasukkan dalam vial dan
ditambahkan dengan 1.000 pl Folin-Ciocalteu, diinkubasi selama 5 menit hingga
larutan berubah warna menjadi hijau muda. Kemudian ditambahkan larutan
NaxCOs3 7,5% sebanyak 800 upl dan diinkubasi selama 30 menit hingga larutan

berubah menjadi warna biru muda hingga tua (Antari, 2020).

3.7.4 Optimasi Komposisi dan Kondisi Sintesis AgNPs dengan Bioreduktor
Ekstrak Air Herba Rumput Betung
a. Pembuatan larutan AgNO3; 8§ mM
Penimbangan serbuk AgNOs 8 mM dilakukan sebanyak 0,034 gram dan
dilarutkan DI water hingga tanda batas dalam labu ukur 25 mL (Gonzalez dkk.,
2020).
b. Optimasi komposisi AgNPs
1) Optimasi konsentrasi ekstrak air herba rumput betung
Ekstrak air herba rumput betung dengan konsentrasi 5, 10, dan 15%
masing-masing dioptimasi dengan perbandingan yang sama yaitu 0,5:20:12
(v/v). Masing-masing ekstrak dipipet sebanyak 125 pl dalam vial, ditambah
dengan 5.000 pl AgNOs dan 3.000 pl DI water. Semua sampel diultrasonik
selama 60 menit pada suhu 50°C. Setelah terjadi perubahan warna menjadi
coklat tua, larutan AgNPs discanning dengan spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang 350-600 nm.

2) Optimasi perbandingan volume AgNO3 dan media pendispersi
Volume prekursor AgNOs; dan DI water sebagai media pendispersi
dioptimasi dengan perbandingan 20:12; 25:12; dan 25:17 (v/v) dengan volume
ekstrak yang terkendali yaitu 125 pl. Masing-masing perbandingan komposisi
diultrasonik selama 60 menit pada suhu 50°C. Setelah terjadi perubahan warna
menjadi coklat tua, masing-masing sampel larutan AgNPs discanning dengan

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 350-600 nm.
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c. Optimasi kondisi sintesis AgNPs
1) Optimasi suhu sintesis

Setelah didapatkan komposisi AgNPs yang telah optimum, dilakukan
optimasi terhadap suhu sintesis saat sintesis. Suhu sintesis sintesis AgNPs yang
diamati pada penelitian ini diantaranya suhu 45, 50, dan 60°C. Larutan sampel
dengan komposisi yang optimum masing-masing diultrasonik selama 60 menit
pada setiap suhu. Setelah 60 menit dan terjadi perubahan warna menjadi coklat
tua, masing-masing sampel larutan AgNPs discanning dengan

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 350-600 nm.

2) Optimasi waktu sintesis

Setelah didapatkan suhu sintesis yang optimum untuk sintesis AgNPs,
selanjutnya dilakukan optimasi terhadap waktu sintesis. Waktu sintesis sintesis
AgNPs yang diamati pada penelitian ini diantaranya suhu 45, 60, dan 75 menit.
Larutan sampel dengan komposisi yang optimum masing-masing diultrasonik
pada suhu yang optimum selama waktu yang telah ditetapkan. Perubahan
warna diamati menjadi coklat tua, selanjutnya masing-masing sampel larutan
AgNPs discanning dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
350-600 nm.

3.7.5 Karakterisasi AgNPs Ekstrak Air Herba Rumput Betung
a. Karakterisasi AgNPs dengan spektrofotometri UV-Vis

Selain dilakukan pengamatan secara visual berupa perubahan warna larutan,
AgNPs dengan bioreduktor ekstrak air herba rumput betung dikarakterisasi dengan
spektrofotometri UV-Vis dengan pengukuran spektrum absorbansinya pada kisaran
panjang gelombang 350-600 nm dan menggunakan DI water sebagai blanko. Suatu
partikel dikatakan berukuran nanometer bila memiliki panjang gelombang

maksimum antara 400-500 nm (Akar dkk., 2023).
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b. Karakterisasi AgNPs dengan spektrofotometri FT-IR

Karakterisasi AgNPs dengan spektrofotometri FT-IR dilakukan untuk
identifikasi gugus fungsi yang berperan dalam pembentukan AgNPs yang optimum.
Sampel AgNPs yang akan dikarakterisasi diletakkan pada instrumen
spektrofotometer FT-IR (Khan dkk., 2018).

c. Karakterisasi AgNPs dengan SEM

Larutan AgNPs ekstrak air herba rumput betung yang optimum sebanyak 500
mL dikeringkan menggunakan freeze dry hingga menjadi serbuk kering AgNPs dan
selanjutnya sampel diletakkan pada kisi tembaga berlapis karbon dan diamati
dibawah mikroskop SEM pada 20 Kv dengan menggunakan perbesaran mulai
5.000, 7.500, 10.000, hingga 15.000x (Miljkovi¢ dkk., 2020).
d. Karakterisasi AgNPs dengan PSA

Karakterisasi AgNPs dengan Particle Size Analyzer (PSA) dilakukan dengan
cara dimasukkan ke dalam kuvet 1,5 mL kemudian dimasukkan ke dalam
instrument. Karakterisasi ini memberikan hasil berupa Z-Average dan nilai
Polydispersity Indeks (PDI) untuk melihat ukuran partikel dan sifat distribusinya
(Latumakulita dan Suparno, 2022).

3.7.6 Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak dan AgNPs Ekstrak Air Herba Rumput
Betung
a. Preparasi larutan DPPH dan pembanding vitamin C

Penimbangan serbuk DPPH (BM 394,32) dilakukan sebanyak 3,9432 mg
kemudian serbuk dilarutkan dengan metanol dalam labu ukur 100 mL. Serbuk
vitamin C sebagai pembanding ditimbang sebanyak 2 mg dan dilarutkan dengan
metanol dalam labu ukur 20 mL maka didapatkan larutan vitamin C konsentrasi
100 pg/mL. Larutan induk 100 pg/mL kemudian diencerkan sehingga didapatkan
larutan uji vitamin C dengan konsentrasi 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 pg/mL yang
kemudian dimasukkan ke dalam kuvet yang berisi larutan DPPH 1,2 mL masing-
masing konsentrasi vitamin C sebanyak 0,3 mL sehingga didapatkan konsentrasi

vitamin C akhir sebesar 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 pg/mL (Taba dkk., 2019).
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b. Preparasi larutan uji ekstrak air dan larutan uji AgNPs ekstrak air herba rumput
betung

Larutan induk ekstrak air herba rumput betung dibuat dengan konsentrasi 5.000
pg/mL yaitu dengan melarutkan 100 mg serbuk kering herba rumput betung dengan
menggunakan DI water dalam labu ukur 20 mL lalu dipanaskan dengan hotplate
selama 30 menit pada suhu 60°C. Larutan induk ekstrak air herba rumput betung
kemudian dipipet dan diencerkan dengan DI water dalam labu ukur 5 mL sehingga
didapatkan larutan uji ekstrak air herba rumput betung dengan konsentrasi 125, 250,
375, 500, 750, 1.000, dan 1.250 pg/mL yang kemudian dimasukkan ke dalam kuvet
yang berisi larutan DPPH 1,2 mL masing-masing konsentrasi larutan uji ekstrak air
herba rumput betung sebanyak 0,3 mL sehingga didapatkan konsentrasi larutan uji
ekstrak air herba rumput betung akhir sebesar 25, 50, 75, 100, 150, 200, dan 250
ug/mkL.

Larutan uji AgNPs induk 5.000 pg/mL dibuat dengan menimbang 100 mg
serbuk AgNPs kemudian dilarutkan dengan metanol dalam labu ukur 20 mL lalu
diultrasonik selama 30 menit. Larutan induk AgNPs tersebut diencerkan dengan
metanol dalam labu ukur 5 mL sehingga didapatkan larutan uji AgNPs dengan
konsentrasi 125, 250, 375, 500, 750, 1.000, dan 1.250 pg/mL yang kemudian
dimasukkan ke dalam kuvet yang berisi larutan DPPH 1,2 mL masing-masing
konsentrasi larutan uji AgNPs sebanyak 0,3 mL sehingga didapatkan konsentrasi
larutan uji AgNPs akhir sebesar 25, 50, 75, 100, 150, 200, dan 250 pg/mL (Dewi,
2022).

c. Optimasi waktu inkubasi

Optimasi waktu inkubasi pada larutan uji dilakukan dengan tujuan untuk
mengetahui waktu yang optimal suatu DPPH telah maksimal bereaksi dengan
larutan uji ditandai dengan nilai absorbansi yang sudah tidak mengalami
kenaikan/penurunan secara signifikan dan/atau untuk menentukan waktu
penyimpanan yang memberikan serapan yang tetap stabil. Panjang gelombang yang
digunakan dalam optimasi waktu inkubasi larutan uji ekstrak air herba rumput

betung dan AgNPs adalah 517 nm. Nilai absorbansi yang didapatkan dihitung daya
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penghambatannya untuk mendapatkan waktu inkubasi optimum di setiap larutan uji
(Suryaningrum dkk., 2017).

1) Optimasi waktu inkubasi vitamin C

Optimasi dilakukan dengan mereaksikan 1,2 mL larutan DPPH (1 mM)
dengan 0,3 mL larutan vitamin C (10 pg/mL) kemudian diinkubasi di ruang
yang gelap. Pengecekan secara berkala dilakukan menggunakan
spektrofotometri UV-Vis setiap 2,5 menit pada menit ke-0 hingga menit ke-50
(Dewi, 2022).
2) Optimasi waktu inkubasi ekstrak air herba rumput betung

Optimasi waktu inkubasi ekstrak air herba rumput betung dilakukan
dengan mereaksikan 1,2 mL larutan DPPH (1 mM) dengan 0,3 mL larutan uji
ekstrak air herba rumput betung (500 pg/mL) kemudian diinkubasi di ruang
yang gelap. Pengecekan secara berkala dilakukan menggunakan
spektrofotometri UV-Vis setiap 2,5 menit pada menit ke-0 hingga menit ke-50
(Suryaningrum dkk., 2017).
3) Optimasi waktu AgNPs ekstrak air herba rumput betung

Optimasi dilakukan dengan mereaksikan 1,2 mL larutan DPPH (1 mM)
dengan 0,3 mL larutan uji AgNPs ekstrak air herba rumput betung (500 pg/mL)
kemudian diinkubasi di ruang yang gelap. Pengecekan secara berkala
dilakukan menggunakan spektrofotometri UV-Vis setiap 2,5 menit pada menit

ke-0 hingga menit ke-50 (Dewi, 2022).

d. Pembuatan larutan blanko

Larutan blanko yang digunakan dalam pengujian aktivitas antioksidan dibuat
dengan cara mencampurkan 1,2 mL. DPPH (1 mM) dengan 0,3 mL metanol.
Larutan kemudian diinkubasi pada ruangan yang gelap sesuai dengan waktu
optimum inkubasi masing-masing larutan uji. Kemudian nilai absorbansi diukur
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 517 nm (Dewi,
2022).
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e. Penetapan aktivitas antioksidan larutan pembanding vitamin C dan larutan uji

Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan dengan memipet larutan sampel uji
ekstrak air herba rumput betung, larutan uji AgNPs, dan pembanding vitamin C
masing-masing sebanyak 0,3 mL dan dicampur dengan 1,2 mL DPPH (1 mM).
Larutan sampel uji vitamin C dan ekstrak air herba rumput betung kemudian
diinkubasi di ruangan gelap selama waktu optimum masing-masing sampel uji.
Sedangkan larutan sampel uji AgNPs diinkubasi di ruang gelap selama waktu
optimum dengan terus divortex. Masing-masing larutan sampel uji kemudian
ditentukan absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 517 nm (Dewi, 2022).

Presentase inhibisi antioksidan dapat dihitung dengan menggunakan rumus

berikut.

. Absorbansi DPPH—Absorbansi Larutan Uji
Inhibisi DPPH (%) = : x 100%
Absorbansi DPPH

f.  Pembuatan kurva baku dan penentuan nilai ICso

Pembuatan kurva baku dilakukan dengan menempatkan konsentrasi larutan uji
pada sumbu x dan persentase inhibisi antioksidan pada sumbu y. Dari persamaan
regresi linier yang didapatkan, dihitung nilai x sebagai nilai ICso dengan nilai y

sebesar 50 (Septiana, 2019).

3.7.7 Analisis Data
Analisis data dilakukan secara deskriptif dari hasil karakterisasi AgNPs.

Sedangkan untuk hasil penetapan kadar fenolik total ekstrak air herba rumput
betung dan aktivitas antioksidan dilakukan kuantitatif dengan analisis statistik
menggunakan One Way ANOVA. Sebelum diuji ANOVA dipastikan data sudah
terdistribusi normal dan homogen yang ditandai dengan nilai p>0,01. Pada
penetapan kadar fenolik total dilakukan analisis data dengan tujuan untuk melihat
ada atau tidaknya perbedaan yang bermakna kadar fenolik total (mg GAE/100 mL)

diantara beberapa konsentrasi ekstrak air herba rumput betung.
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Sedangkan pada pengujian aktivitas antioksidan dilakukan analisis data
untuk melihat ada atau tidaknya perbedaan yang bermakna antara nilai 1Cso dari
larutan uji ekstrak air herba rumput betung, larutan uji AgNPs dengan larutan
pembanding vitamin C. Pada uji One Way ANOV A, perbedaan dikatakan bermakna
bila nilai p <0,01. Selanjutnya data diuji dengan Post Hoc LSD (Least Significantly
Difference), perbedaan dikatakan bermakna antar kelompok bila nilai p<0,01 dan
terdapat simbol bintang (*) pada mean difference.



BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Ekstraksi Air Herba Rumput Betung

Ekstrak herba rumput betung yang digunakan untuk sintesis AgNPs dibuat
dengan metode infundasi dengan menggunakan pelarut air. Air dipilih sebagai
pelarut karena bersifat lebih polar, harganya relatif murah, tidak beracun, dan tidak
mudah terbakar dibandingkan dengan pelarut lainnya seperti etanol dan metanol.
Penggunaan DI water juga didasarkan dengan DI water yang tidak memiliki
kandungan mineral didalamnya sehingga dapat mendukung nanopartikel yang
dihasilkan lebih baik karena meminimalkan terjadinya agregasi akibat tingginya
mineral (Putra dkk., 2016). Hasil ekstraksi memberikan filtrat berwarna kuning

hingga coklat seperti yang ditunjukkan pada Lampiran 4.1.

4.2 Penetapan Kadar Fenolik Total Ekstrak Air Herba Rumput Betung
a. Penentuan panjang gelombang maksimum dan pembuatan kurva baku asam
galat
Pada penetapan kadar fenolik total memerlukan tahapan penentuan panjang
gelombang maksimum dengan tujuan untuk mengetahui panjang gelombang yang
memiliki kepekaan analisis maksimum dengan nilai absorbansi yang optimal
(Rantung dkk., 2021). Pada penelitian ini, diperoleh panjang gelombang maksimum
sebesar 739 nm yang ditunjukkan pada Gambar 4.1. Hasil penentuan panjang
gelombang ini sesuai dengan hasil penelitian penetapan kadar fenol total ekstrak
etanol umbi bawang dayak dengan panjang gelombang maksimum 739 nm (Muthia

dkk., 2023).
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Gambar 4. 1 Spektra (a) panjang gelombang maksimum dan (b) kurva baku asam galat
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Standar yang digunakan pada penetapan kadar fenol total penelitian ini adalah
asam galat. Kurva baku asam galat digunakan untuk menggambarkan hubungan
antara absorbansi sebagai respon (y) dan konsentrasi baku (x). Hubungan yang
didapatkan dalam bentuk regresi linier y = bx + a. Penentuan kurva baku pada
penelitian ini dilakukan pada seri konsentrasi 20, 40, 60, dan 80 pg/mL dan
didapatkan persamaan regresi y = 0,0161x + 0,068 yang ditunjukkan pada Gambar
4.1 dan Lampiran 4.3.

b. Penetapan kadar fenolik total ekstrak air herba rumput betung

Prosedur penetapan kadar fenolik total pada ekstrak herba rumput betung
dilakukan dengan reagen Folin-Ciocalteu. Pada penelitian ini, kadar fenolik total
pada ekstrak air herba rumput betung dinyatakan dalam miligram ekuivalen asam
galat dalam 100 mL (mg GAE/100 mL). Hasil penetapan kadar fenolik total ekstrak
air herba rumput betung dengan konsentrasi 5, 10, dan 15% ditunjukkan pada Tabel
4.1 dan Lampiran 4.3.

Tabel 4. 1 Hasil penetapan kadar fenolik total ekstrak air herba rumput betung

Sampel Kadar fenolik total* RSD
(mg GAE/100 mL) (%)

5% 25,942 + 0,037 1,443
10% 60,559 + 0,061 1,492
15% 86,749 £+ 0,085°¢ 1,410

*Fenolik total disajikan dalam rata-rata + SD (n=3)
*Pengujian dilakukan dalam 3 kali replikasi
*Notasi huruf yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan (LSD, p<0,01)

Berdasarkan hasil penetapan kadar fenolik total pada ekstrak air herba rumput
betung dan analisis data menggunakan One way ANOVA dan Post hoc LSD dapat
disimpulkan bahwa terdapat perbedaan yang bermakna kadar fenolik total pada tiga
variasi konsentrasi ekstrak air herba rumput betung yang ditandai dengan nilai
p<0,01 (Lampiran 4.13). Ekstrak air herba rumput betung 15% mengandung
senyawa fenolik tertinggi yaitu 86,749+0,085 mg GAE/100 mL. Hal ini
membuktikan bahwa semakin banyak simplisia yang digunakan dalam ekstraksi
maka semakin banyak kandungan senyawa fenoliknya. Senyawa yang dimaksud
salah satunya dapat berupa flavonoid. Senyawa flavonoid seperti kuersetin dan

kaempferol pada herba rumput betung merupakan senyawa fenolik yang memiliki
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gugus hidroksil lebih dari satu sehingga memiliki karakteristik mudah larut dalam

air (Edwinanto dkk., 2018).

4.3 Optimasi Komposisi dan Kondisi Sintesis AgNPs dengan Bioreduktor
Ekstrak Air Herba Rumput Betung

4.3.1 Optimasi komposisi AgNPs

a. Optimasi konsentrasi ekstrak air herba rumput betung
Pada penelitian sintesis AgNPs ini digunakan tiga variasi konsentrasi
ekstrak air herba rumput betung yaitu 5, 10, dan 15%. Hasil optimasi konsentrasi

ekstrak air herba rumput betung ditunjukkan pada Gambar 4.2 dan Lampiran 4.4.
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Gambar 4. 2 Spektra hasil optimasi konsentrasi ekstrak air herba rumput betung

Hasil optimasi konsentrasi tiga variasi ekstrak air herba rumput betung
memenuhi syarat terbentuknya AgNPs yaitu panjang gelombang maksimum
pada rentang 400-500 nm. Namun diantara ketiga hasil optimasi, konsentrasi
ekstrak yang terpilih adalah 10% untuk optimasi lebih lanjut karena memiliki
panjang gelombang maksimum yang terkecil pada rentang 400-500 nm dengan
nilai absorbansi sebesar 1,2879. Panjang gelombang maksimum yang lebih besar
menujukkan ukuran partikel yang semakin besar, sedangkan nilai absorbansi
yang lebih besar menunjukkan bahwa jumlah partikel yang terbentuk lebih
banyak. Hal ini justru akan meningkatkan kemungkinan terjadinya agregasi pada
AgNPs sehingga ukurannya akan menjadi semakin besar dan lebih tidak stabil
(Yanti dkk., 2021). Hasil yang ditampilkan pada Tabel 4.2 menunjukkan bahwa
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semakin tinggi konsentrasi ekstrak dalam batas tertentu maka semakin besar
kemampuannya sebagai agen bioreduktor dan capping agent (Septriani dan

Muldarisnur, 2022).

b. Optimasi perbandingan volume AgNO; dan media pendispersi
Hasil sintesis AgNPs dengan optimasi perbandingan volume AgNO; dan
media pendispersi 20:12; 25:12; dan 25:17 (v/v) ditunjukkan pada Gambar 4.3

dan Lampiran 4.4.
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Gambar 4. 3 Spektra hasil optimasi perbandingan volume AgNO; dan media pendispersi

Hasil optimasi perbandingan volume AgNO3 dan media pendispersi pada
sintesis AgNPs menggunakan ekstrak air herba rumput betung 10% memberikan
hasil yang memenuhi persyaratan terbentuknya AgNPs yaitu panjang gelombang
maksimum ketiga variasi perbandingannya memasuki rentang 400-500 nm.
Panjang gelombang maksimum pada perbandingan 20:12 (v/v) merupakan
terkecil diantara kedua perbandingan lainnya, yang dapat diduga memiliki
ukuran AgNPs yang lebih kecil. Hal ini dapat dikaitan dengan pergeseran
panjang gelombang maksimum ke nilai yang lebih besar sebanding dengan
peningkatan ukuran partikel yang terbentuk karena agregasi partikel sehingga
dapat menurunkan sensitivitas terhadap respon plasmon (Loiseau dkk., 2019).
Maka dari ketiga perbandingan yang digunakan, perbandingan 20:12 (v/v)
terpilih untuk optimasi lebih lanjut.
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4.3.2 Optimasi kondisi sintesis AgNPs
a. Optimasi suhu sintesis
Pada optimasi suhu sintesis sintesis AgNPs 45, 50, dan 60°C dengan waktu
sintesis selama 60 menit memberikan hasil yang dapat dilihat pada Gambar 4.4

dan Lampiran 4.4.
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Gambar 4. 4 Spektra hasil optimasi suhu sintesis

Optimasi suhu sintesis memberikan hasil bahwa suhu sintesis 45°C belum
dapat menghasilkan AgNPs yang baik karena belum memasuki rentang panjang
gelombang maksimum 400-500 nm. Lain halnya dengan suhu sintesis 50°C dan
60°C telah menghasilkan AgNPs dengan panjang gelombang maksimum yang
memasuki rentang 400-500 nm. Suhu sintesis merupakan salah satu faktor yang
sangat berpengaruh pada pembentukan dan persebaran dari AgNPs yang
terbentuk. Semakin tinggi suhu maka kemungkinan untuk terjadinya tumbukan
antar partikel secara lebih cepat semakin besar sehingga dapat menyebabkan
terjadinya agregasi. Bila agregasi terjadi maka ukuran AgNPs yang terbentuk
akan semakin besar dan lebih banyak ditandai dengan nilai absorbansi yang
besar. Berdasarkan hasil optimasi suhu sintesis yang dilakukan maka dapat
disimpulkan dari ketiga variasi suhu sintesis yang paling optimum dan dapat
digunakan pada optimasi lebih lanjut adalah suhu sintesis 50°C karena memiliki
nilai panjang gelombang maksimum terkecil pada rentang 400-500 nm (Yanti

dkk., 2021).
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b. Optimasi waktu sintesis

Pada peneltiian ini, setelah didapatkan suhu sintesis yang optimum yaitu
50°C, dilakukan optimasi lanjut berupa waktu sintesis yaitu 45, 60, dan 75 menit.
Perbandingan ekstrak 10%, AgNOs; dan media pendispersi terpilih yaitu
0,5:20:12 (v/v). Hasil optimasi variasi waktu sintesis AgNPs ekstrak air herba
rumput betung dapat dilihat pada Gambar 4.5 dan Lampiran 4.4.
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Gambar 4. 5 Spektra hasil optimasi waktu sintesis

Hasil optimasi tiga variasi waktu sintesis AgNPs dengan ekstrak air herba
rumput betung memberikan panjang gelombang maksimum yang sesuai dengan
rentang terbentuknya AgNPs. Waktu sintesis 60 menit dipilih sebagai waktu
sintesis yang optimum karena memberikan panjang gelombang maksimum
terkecil pada rentang 400-500 nm. Ketika sintesis dilakukan selama 75 menit,
panjang gelombang maksimum yang diperoleh semakin besar yang artinya
ukuran partikel yang dihasilkan lebih besar dengan nilai absorbansi yang besar
pula sehingga meningkatkan kemungkinan terjadinya agregasi partikel sehingga
menurunkan stabilitas dari AgNPs yang terbentuk. Hasil penelitian ini sesuai
dengan penelitian sebelumnya yang menyatakan kondisi optimum suatu proses
sintesis AgNPs yang stabil, monodisperse dan memiliki ukuran kecil didapatkan

selama kurang lebih 1 jam (Alves dan Murray, 2022).
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4.4 Karakterisasi AgNPs Ekstrak Air Herba Rumput Betung

4.4.1 Karakterisasi AgNPs dengan spektrofotometri UV-Vis

Terbentuknya AgNPs yang telah dioptimasi komposisi dan kondisi
sintesisnya dapat diamati secara visual dari perubahan warna larutan yang awalnya
transparan berubah menjadi coklat tua (Lampiran 4.6). Hal ini karena adanya proses
reduksi AgNO;3 secara bertahap dari Ag' menjadi Ag’ (nanopartikel) oleh agen
bioreduktor ekstrak tanaman. Perubahan warna tersebut sering disebut sebagai
proses osilasi plasmon permukaan yaitu osilasi kolektif dari elektron dalam pita
konduksi. Intensitas warna larutan bervariasi tergantung konsentrasi AgNOs,
semakin tinggi konsentrasi maka semakin tinggi pula intensitas warnanya (Bakshi
dkk., 2015). Selain itu, intensitas warna larutan AgNPs dipengaruhi oleh ukuran,
bentuk nanopartikel, dan molekul yang berperan sebagai agen bioreduktor selama
proses sintesis (Rosman dkk., 2020). Dengan spektrofotometri UV-Vis, suatu
partikel dapat dikatakan memiliki ukuran nanometer bila panjang gelombang
maksimumnya berada pada rentang 400-500 nm (Akar dkk., 2023). Panjang
gelombang maksimum dari AgNPs sebagai produk kemudian dibandingkan dengan
panjang gelombang maksimum AgNO;3 sebagai prekursor dan ekstrak air herba
rumput betung sebagai agen bioreduktor. Adanya perbedaan pada panjang
gelombang maksimum disetiap larutan uji menunjukkan bahwa terdapat perubahan
dari reaktan menjadi suatu produk yaitu AgNPs. Hasil karakterisasi menggunakan
spektrofotometri UV-Vis pada rentang 350-600 nm ditunjukkan pada Gambar 4.6;
Tabel 4.2; dan Lampiran 4.6.
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Gambar 4. 6 Spektra karakterisasi spektrofotometri UV-Vis
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Tabel 4. 2 Karakterisasi spektrofotometri UV-Vis

Hasil karakterisasi spektrofotometri UV-vis

Larutan uji

A maks (nm) Absorbansi
Ekstrak air herba rumput betung 296 4,0788
AgNO:s 355 0,1176
AgNPs ekstrak air herba rumput betung 423 1,3965

4.4.2 Karakterisasi AgNPs dengan spektrofotometri FT-IR
Hasil karakterisasi FT-IR yaitu herba rumput betung, AgNO3, dan AgNPs

ekstrak air herba rumput betung dapat diamati pada Gambar 4.7; Tabel 4.3; dan
Lampiran 4.7.
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Gambar 4. 7 Spektra karakterisasi spektrofotometri FT-IR AgNOs (peak biru), ekstrak air
herba rumput betung (peak hijau), dan AgNPs (peak merah)

Tabel 4. 3 Hasil karakterisasi FT-IR

Sampel Hasil identifikasi spektra FT-IR
Bilangan gelombang (¢cm™) Dugaan jenis ikatan
AgNO; 1305.69 -NO2 (nitro)
Ekstrak air 3729.12 Regangan O-H, N-H
herba 3663.30
rumput 3606.09
betung 1686.30 Regangan C=0 (asam, aldehid, keton,amida, ester)
1640.56 Regangan C=C (aromatik dan alifatik), C=N
1509.60
708.57 C=C-H, Ar-H bending
AgNPs 1306.16 C-H bending
C-O0

Berdasarkan spektra dari AgNOs, ekstrak air herba rumput betung, dan
AgNPs memiliki bilangan gelombang yang berbeda-beda. Keberadaan gugus
fungsional pada penelitian ini dilakukan pada kisaran bilangan gelombang 4.000—
600 cm . Berdasarkan hasil karakterisasi FT-IR, diketahui bahwa pada spektra FT-
IR ekstrak air herba rumput betung terdapat puncak pada bilangan gelombang
antara 3750-3000 cm™! menunjukkan adanya regangan O-H yang diduga berasal
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dari senyawa fenolik. Ditemukan pula puncak serapan pada kisaran 1900-1650
cm ! dengan tipe senyawa berupa ikatan C=0 intensitas kuat, yang diduga karena
adanya gugus fungsi karbonil.

Berdasarkan perbandingan dengan spektra ekstrak dan AgNOs, pada spektra
AgNPs hanya ditemukan adanya puncak serapan untuk jenis ikatan C-H dan C-O
yang diduga berperan sebagai capping agent. Perbedaan dan/atau pergeseran
bilangan gelombang serta hilangnya puncak serapan pada bilangan gelombang
tertentu dikaitkan dengan keterlibatan gugus fungsi tersebut pada sintesis
pembentukan AgNPs. Berdasarkan hasil penelitian maka dapat disimpulkan bahwa
gugus fungsi -OH yang diduga berasal dari senyawa fenolik berperan sebagai agen

bioreduktor dan stabilisator saat proses sintesis AgNPs (Nalawati dkk., 2021).

4.4.3 Karakterisasi AgNPs dengan SEM
Hasil karakterisasi SEM AgNPs ekstrak air herba rumput betung yang telah
optimum ditunjukkan pada Gambar 4.8 dan Lampiran 4.8.
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Berdasarkan hasil analisis SEM diperoleh bahwa AgNPs yang terbentuk
memiliki ukuran dan bentuk partikel yang tidak seragam. Rata-rata bentuk partikel
yang nampak adalah bulat (sferis) dengan ukuran partikel yang berkisar antara
48,39-75,89 nm. Bentuk partikel AgNPs yang berbeda-beda dipengaruhi oleh
berbagai parameter, seperti suhu, pH, jumlah ekstrak dan waktu reaksi. Akan tetapi
faktor terpenting yang mempengaruhi perbedaan bentuk partikel adalah biomelekul
yang terkandung dalam ekstrak tanaman tersebut (Sdnchez dkk., 2016).
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Ukuran partikel dan distribusi ukuran partikel AgNPs dipengaruhi oleh
stabilitas larutan AgNPs. Stabilitas AgNPs yang rendah mengakibatkan terjadinya
aglomerasi. Aglomerasi tersebut menyebabkan ukuran partikel dan distribusi
partikelnya tidak seragam (Ristian, 2019). Ukuran dari nanopartikel hasil sintesis
dipengaruhi oleh kinetika reaksi yang terjadi. Hal-hal yang memengaruhi kinetika
reaksi sintesis AgNPs antara lain konsentrasi AgNOs, ekstrak tanaman yang
digunakan, dan suhu sintesis. Dengan adanya perubahan ketiga parameter ini, dapat

menghasilkan karakteristik AgNPs yang berbeda (Erjaee dkk., 2017).

4.4.4 Karakterisasi AgNPs dengan PSA
Hasil karakterisasi PSA AgNPs ekstrak air herba rumput betung yang telah
optimum ditunjukkan pada Gambar 4.9 dan Lampiran 4.9.
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Gambar 4. 9 Hasil karakterisasi PSA

Hasil karakterisasi AgNPs ekstrak air herba rumput betung dengan
menggunakan PSA telah memenuhi syarat ukuran nanopartikel yaitu 67,0 nm di
antara rentang ukuran 1-100 nm serta memiliki indeks polidispersitas yang
tergolong tipe mid-range polydispersity yaitu antara 0,08-0,7 (Osmani dkk., 2014).
Hasil penelitian ini memiliki tipe indeks polidispersitas yang sama yaitu 0,4 dengan
penelitian yang telah dilakukan oleh Suhartati dkk (2020) dari suatu AgNPs yang
menggunakan agen bioreduktor minyak tandan buah kelapa sawit. Menurut
Ranoszek-Soliwoda dkk (2019), sebagian besar green synthesis AgNPs dengan
menggunakan ekstrak tanaman akan memberikan tipe indeks polidispersitas berupa
polydisperse bukan monodisperse. Hal ini diduga karena penggunaan agen
bioreduktor berupa ekstrak tanaman yang memiliki tingkat kemurnian yang
tergolong rendah sehingga kemampuannya untuk mereduksi prekursor AgNO3
sekaligus sebagai agen penstabil AgNPs yang terbentuk juga dinilai kurang optimal.

Nilai indeks polidispersitas yang semakin kecil menandakan bahwa hasil

sintesis AgNPs semakin stabil karena memiliki distribusi partikel yang lebih
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seragam atau homogen (monodisperse) serta memperkecil dan/atau memperlambat
kemungkinan terjadinya agregasi hingga sedimentasi. Sedangkan nilai indeks
polidispersitas yang besar menandakan bahwa distribusi dari partikel semakin tidak
seragam atau heterogen (polydisperse) dan memperbesar kemungkinan terjadi
agregasi menjadi partikel-partikel yang berukuran lebih besar. Pada penelitian ini,
nilai PI 0,424 sebagai tipe mid-range polydispersity sudah dikatakan sebagai nilai
PI dengan algoritma distribusi yang baik dengan frekuensi ukuran partikel

keseluruhan <100 nm (Abd Karim dkk., 2021).

4.5 Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak dan AgNPs Ekstrak Air Herba
Rumput Betung

4.5.1 Optimasi waktu inkubasi

Tahapan awal penentuan aktivitas antioksidan pada penelitian ini adalah
optimasi waktu inkubasi masing-masing larutan uji yaitu pembanding vitamin C,
ekstrak air herba rumput betung, dan AgNPs ekstrak air herba rumput betung. Hasil
optimasi waktu inkubasi ditunjukkan pada Gambar 4.10 dan Lampiran 4.10.
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Gambar 4. 10 Hasil optimasi waktu inkubasi

Waktu inkubasi optimum untuk vitamin C, ekstrak air herba rumput betung
dan AgNPs berturut — turut yaitu pada menit ke-17,5 dengan persentase daya
hambat sebesar 52,550%; pada menit ke-25 dengan persentase daya hambat sebesar
27,821%; dan pada menit ke-20 dengan persentase daya hambat sebesar 40,185%.
Waktu inkubasi vitamin C 17,5 menit sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh

Pramiastuti dkk (2021).
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4.5.2 Aktivitas antioksidan
Penentuan persentase daya hambat dilakukan dengan tiga kali replikasi pada

masing-masing larutan uji. Hasil penetapan aktivitas antioksidan dapat dilihat pada

Tabel 4.4 dan Lampiran 4.11 sampai 4.13.

Tabel 4. 4 Nilai ICso dan kategori aktivitas antioksidan

Nilai ICso* . .. s
Sampel Kategori aktivitas antioksidan
P (ug/mL) s
Vitamin C 1,762 + 0,028 Sangat kuat
Ekstrak air herba rumput betung 171,594 +0,977° Lemah
AgNPs 76,604 £ 0,846° Kuat

*Nilai ICso disajikan dalam rata-rata + SD (n=3)
*Pengujian dilakukan dalam 3 kali replikasi
*Notasi huruf yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan (LSD, p<0,01)

Interpretasi dari nilai ICso adalah semakin kecil nilai ICso suatu sampel uji
maka semakin kuat aktivitas antioksidan yang dimilikinya. Berdasarkan hasil
pengujian aktivitas antioksidan dari ketiga sampel serta analisis data yang telah
dilakukan dengan One way ANOVA dan Post hoc LSD dapat disimpulkan bahwa
terdapat perbedaan nilai ICso yang bermakna antara ketiga sampel uji ditandai
dengan nilai p<0,01 (Lampiran 4.14). Persen penghambatan tertinggi dimiliki oleh
vitamin C sebagai kontrol positif dengan nilai ICso yang tergolong sangat kuat yaitu
<50 pg/mL. Sedangkan ekstrak air herba rumput betung memiliki persen
penghambatan serta nilai ICso lebih rendah dan dikategorikan sebagai antioksidan
yang lemah (151-200 pg/mL) dibandingkan dengan AgNPs dengan bioreduktor
ekstrak air herba rumput betung dikategorikan sebagai antioksidan yang kuat
karena berada di kisaran 50-100 pg/mL (Novatama dkk., 2016). Hal ini
membuktikan bahwa AgNPs yang disintesis dengan ekstrak air rumput betung
memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan dengan ekstraknya.
Selain itu, bila dibandingkan dengan prekursornya yaitu AgNO3 yang bahkan
diketahui tidak memiliki aktivitas antioksidan, AgNPs hasil sintesis dengan ukuran
yang berkisar antara 1-100 nm memiliki aktivitas antioksidan yang baik dengan
kategori kuat (Rahayu dan Yanti, 2018).

Berdasarkan penelitian green synthesis AgNPs yang telah dilakukan dapat
disimpulkan bahwa ekstrak air herba rumput betung dapat berperan sebagai agen

bioreduktor dan capping agent. Hal ini dibuktikan dengan hasil optimasi ketiga
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variasi konsentrasi ekstrak yang dapat menghasilkan AgNPs dengan panjang
gelombang maksimum yang memenuhi syarat yaitu pada rentang 400-500 nm.
Namun konsentrasi ekstrak 10% yang memiliki kadar fenolik total sebesar
60,559+0,061 mg GAE/100 mL lebih dipilih untuk optimasi lebih lanjut
dibandingkan dengan konsentrasi ekstrak 15% yang memiliki kadar fenolik total
lebih tinggi yaitu sebesar 86,749+0,085 mg GAE/100 mL. Hal ini dikarenakan
sintesis AgNPs dengan konsentrasi ekstrak 15% memberikan panjang gelombang
maksimum lebih besar dibandingkan konsentrasi ekstrak 10%. Semakin besarnya
panjang gelombang maksimum yang dihasilkan menandakan semakin besar pula
ukuran dari partikelnya. Semakin besar ukuran partikel akan meningkatkan
kemungkinan terjadinya aglomerasi sehingga AgNPs menjadi tidak stabil dan
mudah rusak. Maka terdapat beberapa hal yang kemudian penting untuk
diperhatikan guna meminimalkan terjadinya aglomerasi AgNPs diantaranya yaitu
konsentrasi ekstrak sebagai agen bioreduktor, konsentrasi AgNO3 sebagai
prekursor, suhu, dan waktu sintesis (Erjaee dkk., 2017). Peran ekstrak air herba
rumput betung sebagai agen bioreduktor juga didukung dengan hasil karakterisasi
FT-IR yang menandakan bahwa puncak serapan dari senyawa fenolik yang terdapat
dalam ekstrak air herba rumput betung tidak ditemukan pada AgNPs hasil sintesis,
maka dapat disimpulkan bahwa senyawa fenolik tersebut telah berperan dalam
sintesis AgNPs.

Pada uji aktivitas antioksidan, diketahui hubungan antara ukuran partikel dari
ekstrak air herba rumput betung dengan AgNPs. Berdasarkan panjang gelombang
maksimum yang dimiliki oleh ekstrak yaitu sebesar 296 nm menunjukkan bahwa
ukuran partikel lebih kecil dibandingkan dengan AgNPs yang dihasilkan yaitu 423
nm, serta memiliki nilai absorbansi sebesar 4,0788 lebih besar dibandingkan
absorbansi AgNPs yaitu 1,3965. Nilai absorbansi menunjukkan jumlah partikel
dalam sampel uji. Maka dari itu, ekstrak air herba rumput betung memiliki jumlah
partikel yang lebih banyak dan memungkinkan terjadinya aglomerasi sehingga
partikel tidak stabil (Nurkhaliza, 2023). Sehingga pada uji aktivitas antioksidan
didapatkan kesimpulan bahwa ukuran AgNPs yang berkisar 1-100 nm dengan sifat

lebih stabil memberikan aktivitas antioksidan yang lebih baik.



BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan:

a. Ekstrak air herba rumput betung memiliki kadar fenolik total sebagai berikut:
ekstrak 5% (25,942+0,037 mg GAE/100 mL); ekstrak 10% (61,5034+0,089 mg
GAE/100 mL); dan ekstrak 15% (86,749+0,085 mg GAE/100 mL).

b. Ekstrak air herba rumput betung 10% dapat berperan sebagai agen bioreduktor
dan capping agent pada green synthesis AgNPs dengan komposisi optimal
ekstrak:AgNOs:media pendispersi yaitu 0,5:20:12 (v/v) dan kondisi sintesis
yang optimal dilakukan pada 50°C selama 60 menit.

c. AgNPs dengan agen bioreduktor ekstrak air herba rumput betung memiliki
panjang gelombang maksimum 423 nm dengan nilai absorbansi sebesar 1,3965
serta memiliki diameter rata-rata 67 nm dengan mid-range polydispersity
sebesar 0,424. Hasil SEM menunjukkan rata-rata bentuk partikel sferis. Hasil
FT-IR membuktikan bahwa gugus fungsi senyawa fenolik berperan dalam
green synthesis AgNPs sebagai agen bioreduktor dan capping agent.

d. AgNPs ekstrak air herba rumput betung memiliki aktivitas antioksidan dengan
nilai ICso sebesar 76,604 pg/mL lebih kuat dibandingkan ekstrak air herba

rumput betung.

5.2 Saran
Saran yang dapat dilakukan untuk melengkapi hasil penelitian ini adalah

sebagai berikut.

a. Perlu dilakukan optimasi konsentrasi AgNOsz yang digunakan sebagai
prekursor sintesis AgNPs untuk menghasilkan AgNPs dengan karakteristik
yang lebih baik berkaitan dengan kecenderungan aglomerasi partikel.

b. Dilakukan screening fitokimia pada ekstrak air herba rumput betung untuk
mengetahui senyawa kimia yang berperan sebagai agen bioreduktor dalam
sintesis AgNPs.

c. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait toksisitas AgNPs ekstrak air
herba rumput betung baik in vitro maupun in vivo dan aktivitasnya selain

antioksidan, misalnya antijamur, antibakteri, antikanker, dll.
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LAMPIRAN

Lampiran 2. 1 Mekanisme reaksi DPPH dengan AgNPs sebagai antioksidan
(Hermanto dkk., 2023)
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Lampiran 4. 1 Hasil Determinasi Tanaman
PEMERINTAH PROVINSI JAWA TIMUR
DINAS KESEHATAN
UPT LABORATORIUM HERBAL E
MATERIA MEDICA BATU
J1. Lahor 87 Kota Batu orr omun eras
J1. Raya 228 Kejayan Kabupaten Pasuruan MATERIA MEOICA

JI. Kolonel Sugiono 457 - 459 Kota Malang
Email : materiamedicabatu@jatimprov.go.id

Nomor : 000.9.3/ 2778/ 102.20/ 2023
Sifat : Biasa
Perihal - Determinasi Tanaman Rumput Betung

Memenuhi permohonan saudara :
Nama 2 ALVIANI DWI KARMILASARI
NIM/NIP/NIK : 202210101029
FAKULTAS :FARMASI, UNIVERSITAS JEMBER

1. Perihal determinasi tanaman rumput betung

Kerajaan - Plantae

Divisi : Polypodiophyta
Kelas : Polypodiopsida
Subkelas : Equisetidae
Ordo : Equisetales
Famili :

Genus

Jenis wisetum ramosissimum subsp. debile (Roxb. ex Vaucher) Hauke

Sinonim : Equisesum debile Roxb. ex Vaucher

Nama Umum : Rumput betung, rumput bolong, paku ekor kuda, bambu air (Indonesia),

tatoropongan (Sunda), tropongan, petongan (Jawa), sodlisoan (Madura).
Kunci Determinasi © 1a-17b-18b-19a-20a:Equisctaceac- 1 Equisctum-£ debile,

2. Morfologi : Habitus: Terna (paku), ma\lhun, habtm terrestrial, (mgy dapat mencapai 1 m.
Batang: Merayap horizontal di dalam tanah
monopodial yang khas bcrbumk uliran atau Imgls;nn cabmx batang berdm ltglk. tiap ruas terdapat
rambut akar, Daun: pel pada batang. il dan ujung runcing. Akar: Serabut,
menempel disepanjang rimpang. Sporofil: Tersusun dnhm bentuk gada atau kerucut pada ujung batang
atau cabang membentuk strobilus.

3. Bagian yang digunakan : Herba.

4. Penggunaan : Penclitian.

* Van Steenis, CGGJ. 2008. FLORA: untuk Sekolah di Indonesia. Pradnya Paramita, Jakarta.
Demikian surat ketcrangan determinasi ini kami buat untuk dipergunakan sebagaimana mestinya.
Batu, 16 Oktober 2023

YLEABORATORIUM HERBAL

lv g::,\ :m ii

P I')7I07l| "UO()I’ 2002
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Lampiran 4. 2 Proses Ekstraksi Air Herba Rumput Betung

Proses

Hasil Ektraksi

Ekstraksi simplisia herba rumput
betung dengan DI water pada suhu
60°C selama 30 menit

Ekstrk air herba rumput betung 5,

10, dan 15%

Lampiran 4. 3 Perhitungan Penetapan Kadar Fenolik Total Ekstrak Air

Herba Rumput Betung

1. Pembuatan Kurva Baku Asam Galat
a) Larutan Induk
b) Pengenceran
Larutan standar 1
Larutan standar 2 : (2 mL/50 mL) x 1000
(3 mL/50 mL) x 1000
(4 mL/50 mL) x 1000
(5§ mL/50 mL) x 1000
(3 mL/25 mL) x 1000

(4 mL/25 mL) x 1000

Larutan standar 3 :
Larutan standar 4 :
Larutan standar 5 :
Larutan standar 6 :

Larutan standar 7 :

- o =4
>

o (tm €0

0 e 4 {1 % ppm

Lo fpr

: (0,5 mL/25 mL) x 1000

: (100,7 mg/100 mL) x 1000 = 1000 pg/mL

=20,14 ug/mL
=40,28 ug/mL
=60,42 pg/mL
= 80,56 pg/mL
=100,7 ug/mL
=120,84 pg/mL
=160,12 pg/mL

[-- 2 [+ 5
 —— M

l"-‘° ppm ‘ {Copm

Asam galat + Folin-Ciocalteu + NayCO3




¢) Kurva Baku Asam Galat

K?E;erllgm Absorbansi
20,14 0,393
40,28 0,711
60,42 1,043
80,56 1,362
100,7 1,637
120,84 1,958
160,12 2,579
1,6
y=0,0161x + 0,068
14 R2 = 0,9999 »
1,2 pd
7 1
-
2
<06
0,4
0,2
0
0 20 40 60 80 100

Konsentrasi (pg/mL)
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Lampiran 4. 4 Optimasi Komposisi dan Kondisi Sintesis AgNPs dengan
Bioreduktor Ekstrak Air Herba Rumput Betung

1) Optimasi komposisi AgNPs
a. Optimasi konsentrasi ekstrak air herba rumput betung

B1AT
e EBee—xd10% - Rawlata
E——115% - RawData
E——15%-RaaDsia
15000 - -
|
-
“.n’ﬂ: L 1 1 'l
350,000 A00 000 AR0,000 500,000 BA0,000 B00,000

"m0 12 - Realata
EBE=—=2512 - RaaData
E——"125 17 - RaaData

M.

4078 L 1 L 1
350,000 A00000 450,000 500,000 680,000 B00,000
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2) Optimasi kondisi sintesis

a. Optimasi suhu sintesis

1,8116 -
I 425 nm (1.6730) I I :‘m'm
g E——s0C- Rawbata
E——Jr0C - Rawlata
1.50001 -

424 nm (1,2886)

1,0000

0.5000

01182 1 L I I

350,000 400.000 450,000 500.000 550,000 600.000
nm.

b. Optimasi waktu sintesis

22082 ; . T T EBEe—=45 ment - Rawlata
BP—=——&0 ment - Rawiata
20000 1 BE=—=75 meni - Rawlata

429 nm (1,5112)

1,5000

423 nm (1,3965)

1,0000

435 nm (0,7557)

0,5000
0,1249 1 1 Y I
350,000 400,000 450,000 500,000 550,000 800,000

nm.
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Lampiran 4. 5 Uji Stabilitas AgNPs

22082 T

prre pe— ' =1 nasi- Rawoata
423 nm (2,0320) E——-]4 hari- RawData
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Lampiran 4. 6 Karakterisasi AgNPs dengan spektrofotometri UV-Vis

Vo0 (0,5 12018
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Lampiran 4. 7 Karakterisasi AgNPs dengan spektrofotometri FT-IR
1. Spektra AgNO3

A
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3. Spektra AgNPs
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Lampiran 4. 8 Karakterisasi AgNPs dengan SEM

e

* | 1/24/2024 | HV spot | mag 7 WD HFW det | vac mode
3 7:37:43PM | 5.00kV 1.0 20000x 7.0 mm  6.35um ETD High vacuum
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Lampiran 4. 9 Karakterisasi AgNPs dengan PSA

AgNPs2Herba(75,2000)3.nsz
Measurement Results

Date : 11 January 2024 09:42:04
Measuremant Type : Particle Size
Sample Nama : AgNPsHERBARBETUNG2
Scattering Angle : 90
Temperature of the Holder : 249 °C
Dispersion Medium Viscosity : 0.89T7 mPa-s
Transmission Intensity before Meas. 1 28101
Distribution Form : Broad
Distribution Form{Dispersity) : Polydisperse
Representation of Result : Scattering Light Intensity
Count Rate : 291 kCPS
Calculation Results
Peah No. | 5. PArea Ratio |  Mean 5.0 Mode
1 1.00 T3.5 nm a4 nm T3.8 nm
2 - |l —om | —nm — nm
3 — ~— nim - fm —nm_|
_ Total 1.00 T3.5 nm ddnm | 738 nm |
Cumulant Operations
Z-Average : 67.0 nm
Pi : D424
£ H—i—+ i
g
g e — = S
[ ookt i b H t I
L i e 7 [t e ) R Tt e | L N R BT L A RN LR o
(%) 1 o 100 1000 10000

E
h [ R i teig
10000 100000
Delay Time (ps)
w 00— = = = =
g oo
& _EM:_II dabny b kg ===l Iinru-_rl g _II IR | rmr_;un-q
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Delay Time (ps)
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Lampiran 4. 10 Hasil Optimasi Waktu Inkubasi Pengujian Antioksidan
1. Optimasi Waktu Inkubasi Pembanding Vitamin C

(‘?[nzll:;l) Absorbansi Vit C Absorbansi Kontrol | Daya hambat (%)
0 0,392 0,647 39,413
2,5 0,379 0,647 41,422
5 0,366 0,647 43,431
7,5 0,357 0,647 44,822
10 0,348 0,647 46,213
12,5 0,339 0,647 47,604
15 0,321 0,647 50,386
17,5 0,307 0,647 52,550
20 0,309 0,647 52,241
22,5 0,310 0,647 52,087
25 0,311 0,647 51,932
27,5 0,313 0,647 51,623
30 0,314 0,647 51,468
32,5 0,316 0,647 51,159
35 0,317 0,647 51,005
37,5 0,318 0,647 50,850
40 0,320 0,647 50,541
42,5 0,322 0,647 50,232
45 0,323 0,647 50,077
47,5 0,324 0,647 49,9227
50 0,326 0,647 49,614

2. Optimasi Waktu Inkubasi Ekstrak Air Herba Rumput Betung

(I\lel;:g Absorbansi Ekstrak Absorbansi Kontrol Daya hambat (%)
0 0,602 0,647 6,955
2,5 0,550 0,647 14,992
5 0,549 0,647 15,147
7,5 0,534 0,647 17,465
10 0,528 0,647 18,393
12,5 0,511 0,647 21,020
15 0,503 0,647 22,257
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17,5 0,495 0,647 23,493
20 0,489 0,647 24,420
22,5 0,479 0,647 25,966
25 0,467 0,647 27,821
27,5 0,471 0,647 27,202
30 0,473 0,647 26,893
32,5 0,477 0,647 26,275
35 0,481 0,647 25,657
37,5 0,482 0,647 25,502
40 0,485 0,647 25,039
42,5 0,487 0,647 24,730
45 0,487 0,647 24,730
47,5 0,488 0,647 24,575
50 0,490 0,647 24,266
3. Optimasi Waktu Inkubasi AgNPs
(\?Inzl;ig Absorbansi AgNPs Absorbansi Kontrol Daya hambat (%)
0 0,469 0,647 27,512
2,5 0,452 0,647 30,139
5 0,448 0,647 30,757
7,5 0,435 0,647 32,767
10 0,427 0,647 34,003
12,5 0,411 0,647 36,476
15 0,401 0,647 38,022
17,5 0,396 0,647 38,794
20 0,387 0,647 40,185
22,5 0,393 0,647 39,258
25 0,402 0,647 37,867
27,5 0,404 0,647 37,558
30 0,406 0,647 37,249
32,5 0,415 0,647 35,858
35 0,418 0,647 35,394
37,5 0,422 0,647 34,776
40 0,427 0,647 34,003
42,5 0,428 0,647 33,849
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45 0,429 0,647 33,694
475 0,451 0,647 30,294
50 0,452 0,647 30,139

(o))
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Lampiran 4. 11 Penentuan Persentase Daya Hambat dan IC50 Vitamin C
1. Vitamin C Replikasi 1

Pembuatan larutan induk : (0,0021 mg/20 mL) x 1.000 = 105 pg/mL
Pengenceran
Larutan sampel 1 : diambil 0,25 mL dari induk ad 5 mL = 5,25 pg/mL
Larutan sampel 2 : diambil 0,50 mL dari induk ad 5 mL = 10,50 pg/mL
Larutan sampel 3 : diambil 0,75 mL dari induk ad 5 mL = 15,75 ug/mL
Larutan sampel 4 : diambil 1,00 mL dari induk ad 5 mL = 21,00 ug/mL
Larutan sampel 5 : diambil 1,25 mL dari induk ad 5 mL = 26,25 pg/mL
Larutan sampel 6 : diambil 1,50 mL dari induk ad 5 mL = 31,50 pg/mL
Larutan sampel 7 : diambil 1,75 mL dari induk ad 5 mL = 36,75 ug/mL
Larutan sampel 8 : diambil 2,00 mL dari induk ad 5 mL = 42,00 ug/mL



Konsentrasi

Konsentrasi dalam kuvet Absorbansi Absorbansi Daya hambat
. . o
(pg/mL) (ng/mL) DPPH vitamin C (%)
5,25 1,05 0,647 0,328 49,304
10,50 2,10 0,647 0,321 50,386
15,75 3,15 0,647 0,315 51,314
21,00 4,20 0,647 0,309 52,241
26,25 5,25 0,647 0,302 53,323
31,50 6,30 0,647 0,296 54,250
36,75 7,35 0,647 0,29 55,178
42,00 8,40 0,647 0,281 56,569

Vitamin C (Replikasi 1)

60,000
y =0,9603x + 48,283
=
55,000 e o
~ P
s
)
£ 50,000 -
o
<
5
S 45,000
40,000
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
Konsentrasi (pg/mL)
Perhitungan ICso
y = 0,9603x + 48,283
50 = 0,9603x + 48,283
X = 1,788 pg/mL

2. Vitamin C Replikasi 2
Pembuatan larutan induk : (0,0020 mg/20 mL) x 1.000 = 100 pg/mL
Pengenceran
Larutan sampel 1 : diambil 0,25 mL dari induk ad 5 mL =5 pg/mL
Larutan sampel 2 : diambil 0,50 mL dari induk ad 5 mL = 10 ug/mL
Larutan sampel 3 : diambil 0,75 mL dari induk ad 5 mL = 15 pg/mL
Larutan sampel 4 : diambil 1,00 mL dari induk ad 5 mL =20 pug/mL
Larutan sampel 5 : diambil 1,25 mL dari induk ad 5 mL = 25 pg/mL
Larutan sampel 6 : diambil 1,50 mL dari induk ad 5 mL =30 pg/mL
Larutan sampel 7 : diambil 1,75 mL dari induk ad 5 mL =35 pg/mL
Larutan sampel 8 : diambil 2,00 mL dari induk ad 5 mL =40 pug/mL



Konsentrasi ;iﬁ:::;g::i Absorbansi Absorbansi Daya hambat
. . o

(ng/mL) (ng/mL) DPPH vitamin C (%)
5,00 1,00 0,647 0,328 49,304
10,00 2,00 0,647 0,322 50,232
15,00 3,00 0,647 0,315 51,314
20,00 4,00 0,647 0,31 52,087
25,00 5,00 0,647 0,304 53,014
30,00 6,00 0,647 0,297 54,096
35,00 7,00 0,647 0,291 55,023
40,00 8,00 0,647 0,283 56,259

Vitamin C (Replikasi 2)
60,000
y =0,9752x + 48,278

—~ R2=0,9979 0

&\‘i 55,000 . __e—

= ol

¥

£ 50,000

an,
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>

3 45,000
40,000

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00

Konsentrasi (pg/mL)

Perhitungan ICso

y = 0,9752x + 48,278
50 = 0,9752x + 48,278
X = 1,766 pg/mL

3. Vitamin C Replikasi 3

Pembuatan larutan induk : (0,0020 mg/20 mL) x 1.000 = 100 pg/mL

Pengenceran

Larutan sampel 1 : diambil 0,25 mL dari induk ad 5 mL =5 pg/mL

Larutan sampel 2 : diambil 0,50 mL dari induk ad 5 mL = 10 pg/mL

Larutan sampel 3 : diambil 0,75 mL dari induk ad 5 mL = 15 pg/mL

Larutan sampel 4 : diambil 1,00 mL dari induk ad 5 mL = 20 ug/mL

Larutan sampel 5 : diambil 1,25 mL dari induk ad 5 mL =25 pg/mL

Larutan sampel 6 : diambil 1,50 mL dari induk ad 5 mL =30 pg/mL

Larutan sampel 7 : diambil 1,75 mL dari induk ad 5 mL = 35 ug/mL
Larutan sampel 8 : diambil 2,00 mL dari induk ad 5 mL =40 ug/mL
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Konsentrasi

Konsentrasi (pg/mL)

Perhitungan ICso

y = 1,1794x + 47,958
50 = 1,1794x + 47,958
X = 1,731 pg/mL

SD =0,028 pg/mL

Rata-rata = 1,762 pg/mL
RSD =1,618%

Konsentrasi dalam kuvet Absorbansi Absorbansi Daya hambat
. . o
(ng/mL) (ng/mL) DPPH vitamin C (%)
5,00 1,00 0,647 0,329 49,149
10,00 2,00 0,647 0,321 50,386
15,00 3,00 0,647 0,314 51,468
20,00 4,00 0,647 0,306 52,705
25,00 5,00 0,647 0,299 53,787
30,00 6,00 0,647 0,292 54,869
35,00 7,00 0,647 0,283 56,259
40,00 8,00 0,647 0,275 57,496
60,000
58,000
y =1,1794x + 47,958 _ e
56,000 R2=0,9991 =
—_ e
° 54,000
S -
® 52,000
e
§ 50,000
~ 48,000
=
A 46,000
44,000
42,000
40,000
0,00 1,00 2,00 3,00 400 500 600 7,00 800 9,00
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Lampiran 4. 12 Penentuan Persentase Daya Hambat dan IC50 Ekstrak Air

Herba Rumput Betung

1. Ekstrak Rumput Betung Replikasi 1

Pembuatan larutan induk : (0,1003 mg/20 mL) x 1.000 = 5.015 pg/mL

Pengenceran
Larutan sampel 1 : diambil 0,125 mL dari induk ad 5 mL =125,375 pg/mL

Larutan sampel 2 : diambil 0,250 mL dari induk ad 5 mL =250,750 pg/mL

Larutan sampel 3 : diambil 0,375 mL dari induk ad 5 mL =376,125 pg/mL

Larutan sampel 4 : diambil 0,500 mL dari induk ad 5 mL =501,500 pg/mL

Larutan sampel 5 : diambil 0,750 mL dari induk ad 5 mL =752,250 pg/mL

Larutan sampel 6 : diambil 1,000 mL dari induk ad 5 mL =1.003,000 pg/mL

Larutan sampel 7 : diambil 1,250 mL dari induk ad 5 mL =1.253,750 ug/mL

Konsentrasi Absorbansi

Konsentrasi dalam kuvet Absorbansi el Daya hambat
(ng/mL) (ng/mL) DERH ekstrak L4
125,375 25,075 0,649 0,502 22,650
250,750 50,150 0,649 0,463 28,659
376,125 75,225 0,649 0,433 33,282
501,500 103,000 0,649 0,404 37,750
752,250 150,450 0,649 0,348 46,379
1.003,000 200,600 0,649 0,296 54,391
1.253,750 250,750 0,649 0,234 63,945

Daya Hambat (%)

Ekstrak Air Herba Rumput Betung (Replikasi 1)

y=0,1782x + 19,235

R =0,9983 o
/
‘,‘
/
o
S
50,000 100,000 150,000 200,000 250,000 300,000

Konsentrasi (pg/mL)
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Perhitungan ICso

y = 0,1782x + 19,235
50 = 0,1782x + 19,235
X = 172,643 pg/mL

2. Ekstrak Rumput Betung Replikasi 2
Pembuatan larutan induk : (0,1001 mg/20 mL) x 1.000 = 5.005 pg/mL
Pengenceran
Larutan sampel 1 : diambil 0,125 mL dari induk ad 5 mL =125,125 pg/mL
Larutan sampel 2 : diambil 0,250 mL dari induk ad 5 mL =250,250 pg/mL
Larutan sampel 3 : diambil 0,375 mL dari induk ad 5 mL =375,375 pg/mL
Larutan sampel 4 : diambil 0,500 mL dari induk ad 5 mL =500,500 pg/mL
Larutan sampel 5 : diambil 0,750 mL dari induk ad 5 mL =750,750 pg/mL
Larutan sampel 6 : diambil 1,000 mL dari induk ad 5 mL =1.001,000 pg/mL
Larutan sampel 7 : diambil 1,250 mL dari induk ad 5 mL =1.251,250 pg/mL

Konsentrasi ;;‘::;f?g::i Absorbansi At;:::;zz:] St Daya hambat
(ng/mL) (ng/mL) ke ekstrak e
125,125 25,025 0,649 0,501 22,804
250,250 50,050 0,649 0,464 28,505
375,375 75,075 0,649 0,438 32,512
500,500 100,100 0,649 0,407 37,288
750,750 150,150 0,649 0,343 47,149
1.001,000 200,200 0,649 0,289 55,469
1.251,250 250,250 0,649 0,235 63,790

Ekstrak Air Herba Rumput Betung (Replikasi 2)
70,000

60000 7 y—0,1815x+ 19,016 o

2r=
50,000 R*=0,9985

r 4
‘/

Daya Hambat (%)
3] (O8] N
S e
(=] S (=]
(=] (=] (=]
o o o
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0,000 50,000 100,000 150,000 200,000 250,000 300,000

Konsentrasi (ug/mL)
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Perhitungan ICso

y = 0,1815x + 19,016
50 = 0,1815x + 19,016
X = 170,711 pg/mL

3. Ekstrak Rumput Betung Replikasi 3
Pembuatan larutan induk : (0,1001 mg/20 mL) x 1.000 = 5.005 pg/mL
Pengenceran
Larutan sampel 1 : diambil 0,125 mL dari induk ad 5 mL =125,125 pg/mL
Larutan sampel 2 : diambil 0,250 mL dari induk ad 5 mL =250,250 pg/mL
Larutan sampel 3 : diambil 0,375 mL dari induk ad 5 mL =375,375 pg/mL
Larutan sampel 4 : diambil 0,500 mL dari induk ad 5 mL =500,500 pg/mL
Larutan sampel 5 : diambil 0,750 mL dari induk ad 5 mL =750,750 pg/mL
Larutan sampel 6 : diambil 1,000 mL dari induk ad 5 mL =1.001,000 pg/mL
Larutan sampel 7 : diambil 1,250 mL dari induk ad 5 mL =1.251,250 pg/mL

Konsentrasi (ﬁ‘::;f?;:::i Absorbansi At;::;zz:] St Daya hambat
(ng/mL) (ng/mL) ke ekstrak e
125,125 25,025 0,649 0,498 23,266
250,250 50,050 0,649 0,463 28,659
375,375 75,075 0,649 0,431 33,590
500,500 100,100 0,649 0,411 36,672
750,750 150,150 0,649 0,351 45917
1.001,000 200,200 0,649 0,284 56,240
1.251,250 250,250 0,649 0,238 63,328

Ekstrak Air Herba Rumput Betung (Replikasi 3)
70,000

/
Y y=0,1784x + 19,417

50,000 R*=0,9975

.O""

Daya Hambat (%)
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Perhitungan ICso

y = 0,1784x + 19,417
50 = 0,1784x + 19,417
X = 171,429 pg/mL
SD =0,977 pg/mL
Rata-rata  =171,594 pg/mL
RSD =0,569%
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Lampiran 4. 13 Penentuan Persentase Daya Hambat dan IC50 AgNPs Ekstrak
Air Herba Rumput Betung

1. AgNPs Replikasi 1
Pembuatan larutan induk : (0,1003 mg/20 mL) x 1.000 = 5.015 pg/mL

Pengenceran
Larutan sampel 1 :

Larutan sampel 2 :
Larutan sampel 3 :
Larutan sampel 4 :
Larutan sampel 5 :
Larutan sampel 6 :

Larutan sampel 7 :

diambil 0,125 mL dari induk ad 5 mL =125,375 pg/mL
diambil 0,250 mL dari induk ad 5 mL =250,750 pg/mL
diambil 0,375 mL dari induk ad 5 mL =376,125 pg/mL
diambil 0,500 mL dari induk ad 5 mL =501,500 pg/mL
diambil 0,750 mL dari induk ad 5 mL =752,250 pg/mL
diambil 1,000 mL dari induk ad 5 mL =1.003,000 pg/mL
diambil 1,250 mL dari induk ad 5 mL =1.253,750 pg/mL

Konsentrasi (Iii(::rsrflll::x; Absorbansi Absorbansi Daya hambat
(ng/mL) ffic/ml) DPPH sampel AgNPs (%)
125,375 25,075 0,649 0,351 45,917
250,750 50,150 0,649 0,337 48,074
376,125 75,225 0,649 0,326 49,769
501,500 100,300 0,649 0,312 51,926
752,250 150,450 0,649 0,284 56,240
1.003,000 200,600 0,649 0,263 59,476
1.253,750 250,750 0,649 0,229 64,715



AgNPs Ekstrak Air Herba Rumput Betung (Replikasi 1)
70,000

65,000 y =0,0815x + 43,799
R>=0,9971
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Daya Hambat (%)
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Konsentrasi (png/mL)

Perhitungan ICso

y = 0,0815x + 43,799
50 = 0,0815x + 43,799
X = 76,085 ng/mL

2. AgNPs Replikasi 2
Pembuatan larutan induk : (0,1001 mg/20 mL) x 1.000 = 5.015 pg/mL

Pengenceran
Larutan sampel 1 : diambil 0,125 mL dari induk ad 5 mL =125,125 pg/mL

Larutan sampel 2 : diambil 0,250 mL dari induk ad 5 mL =250,250 pg/mL
Larutan sampel 3 : diambil 0,375 mL dari induk ad 5 mL =375,375 pg/mL
Larutan sampel 4 : diambil 0,500 mL dari induk ad 5 mL =500,500 pg/mL
Larutan sampel 5 : diambil 0,750 mL dari induk ad 5 mL =750,750 pg/mL
Larutan sampel 6 : diambil 1,000 mL dari induk ad 5 mL =1.001,000 ug/mL
Larutan sampel 7 : diambil 1,250 mL dari induk ad 5 mL =1.251,250 ug/mL

Konsentrasi (Iii(;:;fl;{tl:::i Absorbansi Absorbansi Daya hambat
(ng/mL) (ng/ml) DPPH sampel AgNPs (%)
125,125 25,025 0,649 0,349 46,22496148
250,250 50,050 0,649 0,341 47,45762712
375,375 75,075 0,649 0,327 49,61479199
500,500 100,100 0,649 0,31 52,23420647
750,750 150,150 0,649 0,284 56,2403698
1.001,000 200,200 0,649 0,261 59,78428351

1.251,250 250,250 0,649 0,231 64,40677966
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AgNPs Ekstrak Air Herba Rumput Betung (Replikasi 2)
70,000

65,000 y=0,0817x + 43,779

o R2=0,9975
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Perhitungan I1Cso

y = 0,0817x + 43,779
50 = 0,0817x + 43,779
X = 76,144 pg/mL

3. AgNPs Replikasi 3
Pembuatan larutan induk : (0,1002 mg/20 mL) x 1.000 = 5.015 ug/mL

Pengenceran
Larutan sampel 1 : diambil 0,125 mL dari induk ad 5 mL =125,375 pg/mL

Larutan sampel 2 : diambil 0,250 mL dari induk ad 5 mL =250,750 pg/mL
Larutan sampel 3 : diambil 0,375 mL dari induk ad 5 mL =376,125 pg/mL
Larutan sampel 4 : diambil 0,500 mL dari induk ad 5 mL =501,500 pg/mL
Larutan sampel 5 : diambil 0,750 mL dari induk ad 5 mL =752,250 pg/mL
Larutan sampel 6 : diambil 1,000 mL dari induk ad 5 mL =1.003,000 ug/mL
Larutan sampel 7 : diambil 1,250 mL dari induk ad 5 mL =1.253,750 ug/mL



Konsentrasi

Konsentrasi dalam kuvet Absorbansi Absorbansi Daya hambat

(ng/mL) (ug/mL) DPPH sampel AgNPs (%)

125,375 25,075 0,649 0,346 46,687
250,750 50,150 0,649 0,339 47,766
376,125 75,225 0,649 0,326 49,769
501,500 100,300 0,649 0,314 51,618
752,250 150,450 0,649 0,294 54,699
1.003,000 200,600 0,649 0,265 59,168
1.253,750 250,750 0,649 0,237 63,482

AgNPs Ekstrak Air Herba Rumput Betung (Replikasi 3)
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y = 0,0748x + 44,197
50 = 0,0748x + 44,197
X = 77,580 pg/mL
SD = 0,846 pg/mL
Rata-rata  =76,604 ug/mL
RSD =1,105%
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Lampiran 4. 14 Analisis Data Kadar Fenolik Total Ekstrak Air Herba Rumput

Betung
1. Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic df1l df2 Sig.
mg GAE/100 mL | Based on Mean 2.926 2 6 130
Based on Median 1.092 2 6 394
Based on Median and 1.092 2| 3.072 438
with adjusted df
Based on trimmed mean 2.766 2 6 141
2. Uji Normalitas
Tests of Normality
Ekstrak Air Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Herba R.Betung | Statistic df Sig. Statistic df Sig.
mg 5% 211 3 991 3 815
GAE/100  10% 253 3 964 3 .637
mL 15% 256 3 962 3 .624
a. Lilliefors Significance Correction
3. Uji One-way ANOVA
ANOVA
mg GAE/100 mL
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
6022.275 2 3011.138 | 2145.610 .000
Between Groups
Within Groups 8.420 6 1.403
Total 6030.696 8
4. Uji Post hoc LSD (Least Significant Difference)
Multiple Comparisons
Dependent Variable: mg GAE/100 mL
LSD
(I) Ekstrak Air (J) Ekstrak Air Mean Difference 99% Confidence Interval
Herba R.Betung  Herba R.Betung (I1-)) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
5% 10% -35.957000" .967262 .000 -39.54306 -32.37094
15% -63.161000" .967262 .000 -66.74706 -59.57494
10% 5% 35.957000" 967262 .000 32.37094 39.54306
15% -27.204000" 967262 .000 -30.79006 -23.61794
15% 5% 63.161000" 967262 .000 59.57494 66.74706
10% 27.204000* 967262 .000 23.61794 30.79006

*. The mean difference is significant at the 0,01 level.




Lampiran 4. 15 Analisis Data Penentuan ICso Antioksidan
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1. Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
ICso Based on Mean 4.288 2 6 .070
Based on Median 932 2 6 444
Based on Median and with 932 2 3.714 470
adjusted df
Based on trimmed mean 3.907 2 6 .082
2. Uji Normalitas
Tests of Normality
Larutan Uji Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
ICso Vitamin C 227 3 .983 3 750
Ekstrak Air Herba 234 3 979 3 719
R.Betung
AgNPs 373 3 .780 3 .067
a. Lilliefors Significance Correction
3. Uji One-way ANOVA
ANOVA
ICso
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 43467.713 2 21733.857 39013.639 .000
Within Groups 3.343 6 .557
Total 43471.056 8




4. Uji Post hoc LSD (Least Significant Difference)

Dependent Variable: ICso

Multiple Comparisons
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LSD
Mean Difference 99% Confidence Interval
(I) Larutan Uji (J) Larutan Uji d-J) Std. Error | Sig. Lower Bound Upper Bound
Vitamin C Ekstrak Air -169.832667" | .609417 .000 -172.09204 -167.57330
Herba R.Betung
AgNPs -74.841333" | .609417 .000 -77.10070 -72.58196
Ekstrak Air Vitamin C 169.832667" | .609417 .000 167.57330 172.09204
Herba R.Betung ~ AgNPs 94.991333" | .609417 .000 92.73196 97.25070
AgNPs Vitamin C 74.841333"| .609417 .000 72.58196 77.10070
Ekstrak Air -94.991333" | .609417 .000 -97.25070 -92.73196
Herba R.Betung

*. The mean difference is significant at the 0,01 level.




