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MOTTO 

 

 
    “All our dreams can come true if we have the courage to pursue them” 

“Semua impian kita bisa menjadi kenyataan jika kita memiliki keberanian untuk 

mengejarnya”. 
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INTISARI 

 

 

Pegagan merupakan salah satu Tanaman yang memiliki kandungan 

vitamin C, vitamin C merupakan salah satu zat antioksidan yang sangat kuat. 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui Potensi antioksidan tertinggi 

dalam tiga fraksi dari ekstrak pegagan. Uji kualitatif menggunakan pereaksi Dapar 

fosfat dan Ferrisianida memberikan warna kuning, serta pereaksi FeCl 

memberikan warna biru sampai biru berlin.  

Uji kuantitatif dilakukan dengan spektrofotometri UV-Vis dengan panjang 

gelombang 676,0 nm dan operating time menit ke-27. Hasil dari uji kuantitatif, 

kapasitas antioksidan dari masing – masing fraksi yaitu Etil asetat , Fase air dan N 

Heksana. Didapatkan rata – rata kapasitas antioksidan Etil Asetat 0,09349, Fase 

air 0,08742, Nheksana 0,0621.  

Pada uji anova, menunjukkan hasil  p = 0,714 yang artinya lebih besar dari 

0,05 bahwa kadar vitamin C tidak ada perbedaan yang signifikan atau tidak ada 

perbedaan yang bermakna. 

Kata kunci : Herba pegagan, vitamin C, fraksi, spektrofotometri UV-Vis  
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ABSTRACT 

Gotu kola is a plant that contains vitamin C, vitamin C is a very powerful 

antioxidant. The purpose of this study was to determine the highest antioxidant 

potential in three fractions of gotu kola extract. Qualitative test using phosphate 

and ferricyanide buffer reagent gave yellow color, and FeCl reagent gave blue to 

blue berlin.  

The quantitative test was performed using UV-Vis spectrophotometry with 

a wavelength of 676.0 nm and operating time 27 minutes. The results of the 

quantitative test showed that the antioxidant capacity of each fraction were ethyl 

acetate, water phase and N hexane. The average antioxidant capacity of ethyl 

acetate was 0.09349, water phase 0.08742, Nhexane 0.0621.  

In the ANOVA test, the results showed p = 0.714 which means that it is 

greater than 0.05 that there is no significant difference or no significant difference 

in vitamin C levels. 

Key words: gotu kola herb, vitamin C, fraction, UV-Vis spectrophotometry 
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BAB I 

 PENDAHULUAN  

 

A. Latar Belakang Masalah 

COVID-19 merupakan virus yang menyerang saluran pernafasan dan 

menyebabkan penyakit demam tinggi, batuk, flu, sesak nafas serta nyeri  

tenggorokan, dan sampai sekarang belum ditemukannya obat yang pasti untuk 

pengobatan COVID-19. Sehingga diperlukan upaya pencegahan dari setiap 

individu untuk menanggulangi penyebarannya. Beberapa peneliti telah banyak 

melakukan penelitian untuk menyelesaikan permasalahan ini seperti pembuatan 

vaksin yang berfungsi untuk menjaga imunitas atau daya tahan tubuh (Shang 

dkk.,2020) 

Penanggulangan penyebaran COVID-19 juga harus dengan menjaga daya 

tahan tubuh dengan mengkonsumsi makanan atau minuman yang mengandung 

vitamin C atau antioksidan tinggi, seperti halnya tanaman tradisional yang dapat 

diolah sebagai makanan atau minuman sehingga memudahkan masyarakat 

dalam mengonsumsinya. Keterkaitan antioksidan dan COVID-19 adalah 

dikarenakan COVID-19 sebuah virus yang menyerang pada sistem imun atau 

kekebalan tubuh manusia yang dapat menyebabkan sakit flu, demam, sesak 

nafas dan penyakit lain maka diperlukannya salah satu cara untuk membantu 

dengan mengkonsumsi makanan atau minuman yang mengandung antioksidan. 

Keberadaan antioksidan didalam tubuh berkaitan dengan kerja fungsi sistem 

imunitas tubuh, terutama untuk menjaga integritas dan berfungsinya membran 
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lipid, protein sel, asam nukleat serta mengontrol transaksi signal dan ekskresi 

gen dalam sel imun (Winarsi,2011). 

Salah satu tumbuhan yang memiliki aktivitas antioksidan adalah pegagan 

(Centella asiatica L urban). Herba pegagan banyak mengandung komponen 

yang memiliki sifat sebagai antioksidan tinggi. Penelitian terhadap kandungan 

senyawa aktif terbesar terletak pada zat triterpen saponinnya (Winarto dan 

Subakti,2003). 

Berdasarkan penelitian sebelumnya pegagan dibuat dengan sediaan 

ekstrak kental untuk diuji aktivitas antioksidannya dengan menggunakan pelarut 

etanol 70% yang memiliki kelebihan lebih efektif untuk semua jenis pelarut dan 

tidak mudah ditumbuhi kapang dan mikroorganisme (Depkes RI,2016). Untuk 

mengetahui mengembangkan dari penelitian sebelumnya yang telah dilakukan 

maka dilakukan fraksinasi dari beberapa pelarut pada daun pegagan dengan 

tujuan untuk memisahkan senyawa berdasarkan tingkat kepolarannya 

(Harbone,19870) 

Berdasarkan penelitian sebelumnya daun pegagan telah di uji aktivitas 

antioksidannya dengan metode DPPH yang dimana kandungan antioksidan 

dalam daun pegagan masih rendah, untuk mengembangkan penelitian 

sebelumnya maka dilakukan pengujian antioksidan dengan metode FRAP yang 

merupakan salah satu metode yang baik untuk mengidentifikasikan kandungan 

antioksidan dalam bahan alam yang memiliki kelebihan lebih cepat, murah, dan 

tidak menggunakan alat yang khusus untuk menghitung total antioksidan 

(Salewa , 2013). 
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B. Rumusan Masalah 

1. Berapa potensi aktivitas antioksidan dari masing-masing Fraksi( N-heksana, 

Etil asetat, Air ) dari Ekstrak Etanol herba Pegagan ? 

2. Fraksi apa yang memiliki nilai potensi antioksidan tertinggi ? 

 

C. Tujuan Penelitian 

1. Untuk mengetahui potensi aktivitas antioksidan pada masing-masing Fraksi 

(N-heksana, Etil asetat, Air) dari Ekstrak Etanol herba Pegagan. 

2. Untuk mengetahui potensi antioksidan tertinggi dari ketiga Fraksi. 

 

D. Manfaat Penelitian 

1. Manfaat Praktis 

Penelitian ini dapat memberikan Informasi kepada masyarakat tentang 

penelitian daun pegagan sebagai sumber antioksidan yang mampu 

menanggulangi penyebaran Virus Covid 19. 

2. Manfaat metodologis 

Penelitian ini dappat memberikan Informasi mengenai penggunaan Metode 

FRAP sebagai salah satu Uji Aktivitas Antioksidan yang terdapat pada 

bahan alam. 
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BAB III  

METODE PENELITIAN  

A. Desain Penelitian  

Jenis penelitian yang dilakukan yaitu jenis penelitian Eksperimental 

karena adanya perbandingan antara ketiga fraksi yaitu n-heksana, etil asetat dan 

air dari ekstrak etanol daun pegagan yang digunakan untuk menentukan 

perbandingan antara ketiga fraksi yang memiliki potensi antioksidan lebih 

tinggi. 

 

B. Tempat Dan Waktu Penelitian  

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Obat Tradisional, 

Laboratorium Kimia Analisis Kualitatif dan Laboratorium Bakteriologi 

Sekolah Tinggi Ilmu Kesehatan Nasional pada bulan Januari-Februari 2021. 

 

C. Instrumen Penelitian  

a. Alat 

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah, Spektrofotometri UV 

Vis, Rotary evaporator, labu alas bundar 500ml, labu ukur 100ml, labu ukur 

10ml, pipet tetes, pipet volume 1ml, pipet volume 10ml, kertas saring, corong, 

kaca arloji, cawan porselin, pisau, timbangan, batang pengaduk, Blender, 

Mikropipet, Oven, Timbangan analitik, tabung sentrifuges, tabung reaksi. 
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b. Bahan  

Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini adalah FRAP, etanol 

70%, metanol, etil asetat, N-heksana, Aquadest, Asam askorbat, Asam 

trikloroasetat 10%, FeCl3 0,1%, Dapar fosfat (0,2 MpH 6,6), Ekstrak daun 

pegagan (Centella asiatica), Kalium ferrisianida  

1 %. 

 

D. Populasi Dan Sampel  

a. Populasi  

Populasi adalah jumlah keseluruhan dari analisis yang ciri-cirinya akan 

diduga. Populasi dalam penelitian ini adalah daun pegagan yang tumbuh liar 

di Desa Kemuning, Kabupaten Karanganyar, Provinsi Jawa tengah. 

b. Sampel  

Sampel adalah bagian dari populasi yang diharapkan mampu mewakili 

populasi. Pada penelitian ini sampel yang digunakan adalah Daun Pegagan 

yang diambil dari Desa Kemuning, Kabupaten Karanganyar, Provinsi Jawa 

tengah. 

 

E. Besar Sampel 

Besar sampel harus mampu memberikan gambaran seberapa besar sampel 

dapat bersifat representative terhadap populasinya. Tidak terikat sampel yang ada 

dalam satu populasi dapat dijangkau, karena keterbatasan waktu, tenaga, ruang 

lingkup dan biaya. Maka perlu ditentukan besaran dari sampel yang akan 

digunakan. Berat Daun Pegagan di ambil sebanyak 300g. 
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F. Identifikasi Variabel Penelitian  

a) Variabel Bebas  

Variabel bebas yang digunakan dalam penelitian ini adalah fraksi daun 

pegagan (Centella asiatica L urban) dari daerah dengan zona iklim dingin. 

b) Variabel Terikat 

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah aktivitas antioksidan yang 

merupakan senyawa kimia yang dapat menginaktifasi berkembangnya reaksi 

oksidasi sehingga sering digunakan untuk penghambat radikal bebas. 

 

G. Definisi Operasional Variabel Penelitian  

1. Tanaman yang digunakan adalah Daun Pegagan (Centella asiatica) adalah 

daun yang segar diambil dari Kebun teh kemuning ngargoyoso Tawangmangu 

Karanganyar. 

2. Daun Pegagan yang akan digunakan dicuci bersih, daun yang akan digunakan  

dipotong — potong lalu dikeringkan. 

3. Fraksi yang digunakan adalah Etil asetat , Fraksi Air dan Fraksi N Heksana. 
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H. ALUR PENELITIAN 

1. Bagan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gambar 4. Alur Penelitian 

Daun Pegagan 

(Centella asiatica) 

1. Sortasi basah 

2. Pencucian  

3. Pengeringan 

4. Sortasi kering 

5. Penyerbukan Simplisa kering daun pegagan 

Serbuk simplisa daun pegagan  
a) Maserasi Etanol 

70% 

b) rendam selama 24 

jam 

c) filtrat dipisahkan 

d) uapkan maserat 

pada rotary 

evaporator 

 

 

 

 

 

Ekstrak kental daun pegagan 

Fraksi N-heksana 

Fraksi Etil Asetat 

Fraksi Air 

Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode FRAP  

Analisis Data 

                               Kesimpulan 
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2. Cara kerja 

a) Penyiapan Sampel 

Daun pegagan dibersihkan dari kotoran, dicuci dengan air mengalir, 

ditiriskan, kemudian dipotong menjadi bagian-bagian kecil dan ditimbang 

sebagai berat basah. Daun Pegagan tersebut dikeringkan dengan cara 

dianginkan, lalu ditimbang sebagai berat kering. Sampel yang telah kering 

dihaluskan dan disimpan dalam wadah plastik untuk mencegah pengaruh 

lembab dan pengotor lainnya (Kemenkes RI, 2010).  

b) Ekstraksi  

Ekstraksi dilakukan pada simplisia sebanyak 300 g dimasukan 

kedalam wadah toples lalu ditambahkan 3L etanol 70% hingga simplisia 

tersebut terendam, dibiarkan selama 3 hari dalam bejana tertutup dan 

terlindung dari cahaya sambil diaduk berulang". Setelah 3 hari simplisia 

disaring ampasnya direndam lagi dengan cairan penyari yang baru, hal ini 

dilakukan sebanyak 3 kali. Hasil penyarian yang di dapat kemudian 

dikumpulkan dan di uapkan hingga diperoleh ekstrak etanol yang kental. 

Hasil ekstrak dihitung nilai randemennya. 

Randemen = Berat ekstrak : Berat basah × 100 %. 

 

c) Fraksinasi  

Fraksinasi dilakukan dengan menggunakan metode partisi cair-cair. 

Sebanyak 10 g ekstrak etanol dilarutkan dengan air hangat Larutan ekstrak 

dimasukkan dalam corong pisah lalu Pemisahan yang pertama kali 

dilakukan dengan pelarut n-heksana sebanyak 50 mL, kemudian digojok 
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dan ditampung dalam Erlenmeyer 250 mL. Penambahan n-heksana 

dilakukan sampai 4 kali sampai warna menjadi bening. Fraksinasi yang 

kedua menggunakan pelarut etil asetat. Sisa larutan ekstrak etanol yang 

sudah selesai digojog dengan pelarut n-heksana kemudian ditambahkan 50 

mL etil asetat, dan diulangi sampai 4 kali. Etanol dan etil asetat saat 

dicampurkan tidak menunjukkan adanya pemisahan, agar pemisahan 

terlihat jelas, ditambahkan 50 mL akuades lalu digojog dan ditampung 

dalam Erlenmeyer yang berbeda. Selanjutnya dilakukan pengentalan 

fraksi dengan Evaporasi yang dilakukan menggunakan rotary evaporator 

pada suhu 60-80°C. Fraksi n-heksana mampu mengental dengan sempurna 

tanpa perlu diuapkan di atas waterbath, sedangkan fraksi etil asetat dan 

etanol-air perlu mendapatkan perlakuan di atas waterbath selama 1-3 jam 

untuk mendapatkan fraksi yang lebih kental dan dapat dilakukan uji 

aktivitas antioksidan. 

d)  Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode FRAP (Vijayalakshmidan 

Ruckhmani 2016)  

1) Pembuatan reagen penelitian  

a. Larutan Dapar fosfat 0,2 M pH 6,6 

Larutan disiapkan dengan menimbang 2gr NaOH dan dilarutkan 

dengan Aquadest bebas CO2 hingga tepat 250ml dalam labu takar, 

Kemudian Sebanyak 6,8 gram KH2PO4(Monopotasium fosfat ) yang 

dilarutkan dengan Aquadest bebas CO2 250ml dalam labu takar. 

Kemudian dipipet sebanyak 16,4ml NaOH dimasukan dalam labu takar 
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dan dicampurkan 50ml KH2PO4 selanjutkan di ukur dengan Aquadest 

bebas CO2 hingga 200ml. 

b. Larutan Kalium Ferrisianida 

   Larutan disiapkan dengan melarutkan 1gr kalium ferrisianida 

dalam air bebas CO2 dan diencerkan dalam labu takar 100ml. 

c. Larutan FeCl 0,1% 

   Larutan disiapkan dengan melarutkan 0,1gr FeCl dalam 

Aquadest dan di encerkan dalam labu takar 100ml. 

d. Larutan Asam trikloroasetat 10% 

Larutan disiapkan dengan melarutkan 10gr TCA dalam Aquadest 

dan diencerkan dalam labu takar 100ml.  

2. Uji aktivitas antioksidan 

a. Penentuan Panjang Gelombang Maksimal  

Larutan Asam askorbat pada konsesntrasi 80ppm dipipet 

sebanyak 1 ml ,  lalu ditambahkan 1 ml larutan dapar fosfat 0,2 M (pH 

6,6) dan 1 ml larutan Ferrisianida dimasukan dalam tabung reaksi dan 

di Inkubasi selama 20 menit dengan suhu 50°C. Setelah di Inkubasi 

larutan ditambahkan 1 ml TCA, larutan disentrifuge pada kecepatan 

3000 rpm Kemudian bagian atas larutan di pipet 1 ml kemudian 

masukkan kedalam labu ukur 10ml lalu tambahkan 1 ml Aquadest dan 

0,5 ml FeCl 0,1% cukupkan dengan Etanol Pa sampai tanda batas. 

serapan di ukur dengan Spektrofotometri UV Vis dari panjang 

gelombang 500-800 nm hingga diperoleh panjang gelombang 

maksimum. 
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b) Penetapan Operating Time Asam askorbat 

Penentuan operating time dilakukan dengan cara, larutan Asam 

askorbat pada konsentrasi 80ppm dipipet sebanyak 1ml lalu 

ditambahkan 1 ml larutan dapar fosfat 0,2 M (pH 6,6) dan 1 ml larutan 

Ferrisianida kedalam labu ukur 10ml tambahkan Etanol Pa sampai 

tanda batas, kemudian serapan di ukur pada menit ke 0 sampai ke 60 

menit  pada panjang gelombang 676,6nm. 

c) Pembuatan larutan blanko  

Sebanyak 1 ml dapar fosfat Ph 6,6 dan 1ml kalium ferrisianida 

dipipet kedalam labu ukur 5ml. Inkubasi selama 20 menit dengan suhu 

50°C. Setelah di Inkubasi larutan ditambahkan 1ml TCA, Kemudian 

disentrifuge selama 10 menit setelah itu bagian atas larutan dipipet 1 ml 

kemudian masukan kedalam labu ukur 5ml lalu tambahkan 1 ml 

aquadest dan 0,5 ml FeCl 0,1% tambahkan etanol Pa sampai tanda batas 

kemudian diamkan selama 30 menit . Serapan diukur dengan panjang 

gelombang maksimal. 
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d) Pengukuran larutan Vitamin C berbagai konsentrasi dengan metode 

FRAP 

Menimbang seksama 10mg Vit C dilarutkan dengan etanol p.a. 

Dalam labu ukur 10ml kemudian ditambahkan etanol pa sampai tanda 

batas. Larutan induk asam askorbat dipipet masing-masing 0,6ml; 

0,7ml; 0,8ml; 0,9ml; 1,0ml pada labu ukur 10ml hingga diperoleh 

konsentrasi 60ppm, 70ppm, 80ppm, 90ppm, 100ppm kemudian dari 

masing-masing konsentrasi dipipet 1ml dan ditambahkan 1ml larutan 

dapar fosfat PH (6,6) dan 1ml larutan K2Fr(CN)6 1% dipipet kedalam 

tabung reaksi kemudian diinkubasi selama 20 menit pada suhu 50°C. 

Setelah diinkubasi larutan ditambahkan TCA sebanyak menit, setelah 

proses sentrifuge selesai lapisan atas dipipet sebanyak 1ml kedalam 

labu ukur 5ml, kemudian didiamkan lagi selama 30 menit ditambahkan 

1ml aquadest dan 0,5ml FeCl3 dan dicukupkan dengan etanol p.a 

hingga tanda batas, kemudian diukur serapanya pada panjang 

gelombang maksimal. 

e) Pengukuran serapan sampel dengan metode FRAP 

Sebanyak 10 mg Masing – masing Fraksi ( N heksana , Etil asetat 

, Air ) dilarutkan dalam 10 ml etanol kemudian dipipet 1ml setelah itu 

ditambahkan 1 ml dapar fosfat 0,2M (pH 6,6) dan 1ml larutan 

Ferrisianida, kemudian di Inkubasi selama 20 menit dengan suhu 50°C. 

Setelah di Inkubasi tambahkan 1 ml larutan TCA lalu disentrifuge 

dengan kecepatan 3000rpm selama 10menit. Setelah disentrifuge 

Kemudian bagian atas larutan di pipet 1 ml kemudian masukkan 
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kedalam labu ukur 5ml lalu tambahkan 1 ml Aquadest dan 0,5 ml FeCl 

0,1% larutan didiamkan selama 10 menit dan diukur absorbansinya 

pada panjang gelombang 676,6nm. Sebagai blanko digunakan 

campuran larutan dapat fosfat dan larutan kalium ferrisianida yang 

ditambahkan larutan TCA. Kurva kalibrasi digunakan dengan 

menggunakan larutan asam askorbat dengan berbagai konsentrasi. Nilai 

FRAP dinyatakan dengan mg equivalen asam askorbat/gr fraksi. 

 
 

I. ANALISIS DATA PENELITIAN  

a) Penentuan Aktivitas Antioksidan 

Aktivitas antioksidan total dihitung menggunakan persamaan regresi 

linier berdasarkan kurva kalibrasi larutan pembanding asam askorbat dari 

pembacaan alat spektrofotometri UV-Vis. Nilai absorbansi dari kalium 

ferrisianida dimasukan dalam persamaan regresi linier sebagai y , sedangkan 

x adalah konsentrasi dari asam askorbat . Persamaan regresi linier dinyatakan 

dengan :  

Y = Bx + A 

Keterangan : 

Y : Nilai absorbansi 

A : Konstanta 

B : Koefisien Regresi 

X : Konsentrasi 

Hasil regresi dari konsentrasi (x) dengan nilai konsentrasi (y) larutan 

pembanding asam askorbat untuk menghitung nilai aktivitas antioksidan 
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dimasukan nilai absorbansi sampel kedalam persamaan tersebut. Nilai FRAP 

dinyatakan dalam mg equivalen asam askorbat/gram sampel (mgAAE/g 

sampel). AAE merupakan acuan umum untuk mengukur sejumlah vitamin C 

yang terdapat dalam suatu bahan. 

b) % KV 

Analisis penetapan kadar total pada Fraksi kental Daun Pegagan dilakukan 

dengan parameter presisi. Presisi dinyatakan dengan perhitugan koefisien 

variasi (%KV) sebagai berikut :  

% KV = SD/Kadar rata-rata x 100% 

c) Uji One Way Anova 

• Data yang terkumpul selanjutnya dilakukan analisis menggunakan program 

SPSS. Untuk melihat ada tidaknya perbedaan yang signifikan antara ketiga 

sampel   Fraksi ( N heksana , Etil asetat , Air ) Uji one way Anova. 

• H0 diterima apabila Sig. < 0,05 bermakna terdapat perbedaan yang 

signifikan terhadap aktifitas antioksidan antara masing-masing Fraksi ( N 

heksana , Etil asetat , Air ). 

• H0 ditolak apabila Sig. > 0,05 bermakna terdapat perbedaan yang tidak 

signifikan terhadap aktifitas antioksidan antara masing-masing Fraksi ( N 

heksana , Etil asetat , Air ). 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN  

A. Kesimpulan 

1. Dari masing – masing Fraksi didapatkan kapasitas antioksidan untuk Etil 

asetat sebesar 0,09349mgAAE/g, kapasitas antioksidan untuk Fase air 

sebesar 0,08742mgAAE/g dan kapasitas antioksidan N – Heksana sebesar 

0,0621mgAAE/g. 

2. Fraksi yang memiliki potensi antioksidan tertinggi dari ketiga fraksi tersebut 

adalah Etil asetat dengan kapasitas antioksidan sebesar 0,09349mgAAE/g 

dari pengujian aktivitas antioksidan fraksi N-heksana dengan metode FRAP 

(Ferric Reducing Antioxidant Power) mempunyai aktivitas antioksidan 

yaitu 0,0551mgAAE/g diikuti dengan fase air sebanyak 0,8621mgAAE/g 

dan fraksi etil asetat paling besar yaitu 0,0921mgAAE/g (Chen dkk., 2013). 

B. Saran 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang daun pegagan dengan 

perbandingan variasi waktu lama perebusan sampel dengan metode ABTS. 
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