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ABSTRACT 

STUDY OF ANTIOXIDANT ACTIVITY AND DETERMINATION OF 

TOTAL PHENOLIC COMBINATIONS EXTRACTS OF GUAVA LEAF 

(Psidium guajava L.) AND GREEN BETEL LEAF (Piper betle L.) USING 

UV-VIS SPECTROPHOTOMETRY 

 

 

Created by 

 

Fariha Ais Aliya 

Background: Guava leaves and green betel leaves have been proven to possess 

antioxidant activity. The combination of two plant extracts are expected to enhance 

antioxidant potential compared to single extracts. This study aims to determine the 

total phenolic content and antioxidant activity of a combination of ethanol extracts 

of guava leaves (Psidium guajava L.) and green betel leaves (Piper betle L.). 
Methods: Ethanol extracts of guava leaves and green betel leaves were combined 

in ratios of 1:0, 1:2, 1:1, 2:1, and 0:1. Total phenolic content was measured using 

the folin-ciocalteu method, and antioxidant activity was assessed using the DPPH 

(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) method. 

Results: The total phenolic content for combinations of ethanol extracts of guava 

leaves and green betel leaves in ratios of 1:0, 1:2, 1:1, 2:1, and 0:1 were 43,556 

mgGAE/g, 55,196 mgGAE/g, 53,608 mgGAE/g, 64,402 mgGAE/g, and 40,593 

mgGAE/g, respectively. The IC50 values for antioxidant activity for each 

concentration ratio were 71,180 μg/ml, 56,267 μg/ml, 46,292 μg/ml, 16,889 μg/ml, 

and 77,783 μg/ml. 

Conclusions: The combination of ethanol extract of guava leaves and green betel 

leaves in a 2:1 ratio yielded is the best results in terms of total phenolic content and 

antioxidant activity, with values of 64,402 mgGAE/g and 16,889 μg/ml, 

respectively. 

 

Key words: Antioxidant, ethanol extract, green betel leaf, guava leaf, total 

phenolic.  



 

 

 

ABSTRAK 

UJI AKTIVITAS ANTIOKSIDAN DAN PENETAPAN KADAR TOTAL 

FENOLIK KOMBINASI EKSTRAK ETANOL DAUN JAMBU BIJI 

(Psidium guajava L.) DAN DAUN SIRIH HIJAU (Piper betle L.) 

MENGGUNAKAN SPEKTROFOTOMETER UV-VIS 

 

 

Oleh 

 

Fariha Ais Aliya 

Latar Belakang: Daun jambu biji dan daun sirih hijau telah terbukti memiliki 

aktivitas antioksidan. Kombinasi kedua ekstrak tanaman tersebut, diharapkan dapat 

meningkatkan potensi aktivitas antioksidan dibandingkan dengan ekstrak tunggal. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadar total fenolik dan aktivitas 

antioksidan dari kombinasi ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium guajava L.) dan 
daun sirih hijau (Piper betle L.). 

Metode: Ekstrak etanol daun jambu biji dan daun sirih hijau dikombinasikan 

dengan perbandingan 1:0, 1:2, 1:1, 2:1, 0:1. Pengujian kadar total fenolik dilakukan 

dengan menggunakan metode folin-ciocalteu dan pengujian aktivitas antioksidan 

menggunakan metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl).  

Hasil: Hasil pengukuran kadar total fenolik dari kombinasi ekstrak etanol daun 

jambu biji dan daun sirih hijau dengan perbandingan konsentrasi 1:0, 1:2, 1:1, 2:1, 

0:1 memiliki kadar masing-masing sebesar 43,556 mg GAE/g, 55,196 mg GAE/g, 

53,608 mg GAE/g, 64,402 mg GAE/g dan 40,593 mg GAE/g. Sedangkan hasil nilai 

IC50 untuk pengukuran aktivitas antioksidan dari masing-masing perbandingan 

konsentrasi yaitu 71,180 μg/ml, 56,267 μg/ml, 46,292 μg/ml, 16,889 μg/ml dan 

77,783 μg/ml.  

Kesimpulan: Kombinasi ekstrak etanol daun jambu biji dan daun sirih hijau 

dengan perbandingan 2:1 memiliki hasil yang lebih baik dalam hal pengujian kadar 

total fenolik dan aktivitas antioksidan dengan memperoleh nilai masing-masing 

sebesar 64,402 mg GAE/g dan 16,889 μg/ml. 

 

Kata kunci: Antioksidan, daun jambu biji, daun sirih hijau, ekstrak etanol, total 

fenolik.
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Peningkatan pola hidup tidak sehat, paparan terhadap polusi lingkungan, dan 

gaya hidup yang kurang aktif mengakibatkan munculnya risiko penyakit 

degeneratif (Karwiti et al., 2023). Hasil data dari Riskesdas (2018) persentase 

penyakit degeneratif di Indonesia sebesar 65,7%. Salah satu faktor utama yang 

berkontribusi pada perkembangan penyakit degeneratif ini adalah stres 

oksidatif. Stres oksidatif merupakan kondisi yang ditimbulkan dari 

kemampuan radikal bebas sebagai zat pengoksidasi untuk mendapatkan 

keadaan stabilnya dengan cara menarik elektron dari molekul atau sel lain di 

dalam tubuh, sehingga dapat memicu terjadinya kerusakan oksidatif 

(Sukweenadhi et al., 2020). Hal inilah yang menyebabkan adanya ekspresi gen 

abnormal, gangguan aktivitas reseptor, proliferasi sel, gangguan imun, 

mutagenesis, kerusakan jaringan dan berbagai kondisi penyakit. Beberapa 

penyakit yang ditimbulkan akibat adanya stres oksidatif yaitu penyakit diabetes 

mellitus, penyakit neurodegeneratif, kanker, penyakit kardiovaskular, dan 

penuaan (Martemucci et al., 2022). Hal tersebut dapat dicegah dengan 

penggunaan antioksidan.  

 

Antioksidan merupakan senyawa kimia yang menyumbangkan elektron ke 

radikal bebas tidak berpasangan, sehingga mengurangi efek oksidasi radikal 

bebas, sehingga antioksidan dikenal juga sebagai senyawa yang dapat 

menangkal radikal bebas (Hidayati et al., 2017; Sukweenadhi et al., 2020). 

Senyawa antioksidan akan menghambat mekanisme stres oksidatif yang dapat 

menyebabkan penyakit degeneratif, dengan cara menyumbangkan elektron 
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untuk mencapai bentuk stabil.  Senyawa alami yang memiliki aktivitas 

antioksidan dengan mekanisme kerja yang beragam dapat membantu 

mencegah penyakit tanpa menimbulkan efek negatif/efek samping. Salah satu 

senyawa alami yang memiliki potensi antioksidan yaitu senyawa fenolik 

(Chaudhary et al., 2023).  

 

Senyawa fenolik merupakan golongan metabolit sekunder terbesar dalam 

tumbuhan, dimana ia tersebar secara luas di berbagai organ tanaman dengan 

kadar yang tinggi seperti dalam daun, buah, biji, atau batang dari tanamannya 

(Zhang et al., 2022). Beberapa sumber tanaman yang mengandung senyawa 

fenolik dan telah diuji aktivitas antioksidannya adalah daun jambu biji dan 

daun sirih hijau. Tanaman jambu biji (Psidium guajava L.) ditemukan memiliki 

aktivitas antioksidan yang tinggi. Dimana buah jambu biji kaya akan 

antioksidan, tetapi daunnya jauh lebih besar memiliki bioaktivitas antioksidan 

dibandingkan buahnya (Angulo-López et al., 2021). Senyawa bioaktifnya 

adalah quercetin, yang dapat digunakan untuk mencegah penuaan kulit 

sebelum waktunya dan membantu dalam menyembuhkan sel kanker (Naseer et 

al., 2018). Tanaman sirih hijau (Piper betle L.) memiliki komponen utama 

yaitu tanin, flavonoid (quercetin), eugenol, hidroksikavikol dan chavibetol. 

Tanaman sirih memiliki kandungan antioksidan yang dimiliki dari ekstraknya 

yang diyakini berasal dari senyawa fenol dan flavonoid (Azahar et al., 2020). 

Dalam hal ini senyawa eugenol, hidroksikavikol, dan asam galat diketahui 

berkontribusi kuat terhadap aktivitas antioksidan, terutama hidroksikavikol 

dengan dua gugus hidroksil (Rani et al., 2018). 

 

Tanaman jambu biji dan daun sirih hijau kaya akan senyawa metabolit 

sekunder sehingga banyak dimanfaatkan dalam bidang kesehatan, yaitu 

sebagai antioksidan, antibakteri, antidiare, dan antiinflamasi (Andrianto et al., 

2020; Fitriyah et al., 2022). Tanaman sirih memiliki penyebutan yang beragam, 

di Lampung dikenal dengan sebutan “Cambai” dan dimanfaatkan secara luas 

sebagai penyegar mulut dan penguat gigi. Tanaman jambu biji juga memiliki 

nama Lampungnya, disebut dengan “Keleppuk” dan tanaman ini dimanfaatkan 
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oleh masyarakat untuk mandi sebagai pengobatan ibu yang baru melahirkan 

(Busela) (Leksikowati et al., 2020). 

 

Berdasarkan penelitian sebelumnya yang telah dilakukan oleh Braga et al. 

(2014) mengenai uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun jambu biji 

menggunakan metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) diperoleh nilai 

inhibisinya sebesar 87,65%. Selain pengujian antioksidan juga dilakukan 

pengujian total fenolik dan flavonoid ekstrak daun jambu biji sehingga 

diperoleh nilai kandungan fenolik dan flavonoid masing-masing sebesar 

766,08 mg/g dan 118,90 mg/g. Penelitian yang dilakukan oleh Darwis & Lubis 

(2016) juga membuktikan adanya kandungan antioksidan yang sangat kuat 

dengan nilai IC50 yang diperoleh dari uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol 

daun jambu biji menggunakan metode DPPH yaitu sebesar 22,39 ppm. 

 

Penelitian  yang telah dilakukan oleh Gurning et al. (2021) terkait uji aktivitas 

antioksidan ekstrak daun sirih hijau menggunakan metode DPPH diperoleh 

aktivitas antioksidan yang kuat dengan nilai IC50 sebesar 84,656  ppm. 

Pengujian kandungan antioksidan dalam daun sirih (Piper betle L.) yang 

dilakukan oleh Dzulhijar et al. (2022) juga membuktikan bahwa daun sirih 

memiliki aktivitas antioksidan sangat kuat karena nilai IC50 yang diperoleh dari 

pengujian menggunakan metode DPPH yaitu sebesar 33,355 ppm. Selain itu, 

dibuktikan juga dalam penelitian Akter et al. (2014)  dengan melakukan 

pengujian kandungan total fenolik pada ekstrak daun sirih yang menunjukkan 

hasil bahwa tanaman sirih memiliki aktivitas antioksidan yang baik karena 

kandungan total fenolik yang diperoleh sebesar 124,42±0,14 mg GAE/g.  

 

Metode analisis instrumen yang digunakan dalam pengujian aktivitas 

antioksidan dan penentuan kadar total fenolik dapat dilakukan menggunakan 

instrumen spektrofotometri UV-Vis. Penggunaan instrumen spektrofotometer 

ini karena prosesnya yang cepat, mudah, dan murah. Pengujian aktivitas 

antioksidan yang digunakan yaitu metode DPPH dan penetapan kadar total 

fenolik menggunakan metode folin-ciocalteu. DPPH merupakan radikal bebas 

yang stabil dan sudah banyak digunakan untuk mengukur aktivitas antioksidan 
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seperti asam askorbat, flavonoid, dan asam fenolik. Penggunaan DPPH sebagai 

metode pengujian aktivitas antioksidan memiliki banyak keunggulan karena 

sederhana, murah dan cepat dibandingkan metode lainnya seperti ABTS  (2,2'-

azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) (Christodoulou et al., 

2022). Penggunaan metode folin-ciocalteu merupakan metode paling umum 

yang dapat digunakan untuk penentuan kadar total fenolik, dalam 

pengukurannya telah dikaitkan dengan kapasitas total antioksidan karena total 

fenolik yang tinggi menandakan bahwa aktivitas antioksidan yang terkandung 

juga tinggi (Molole et al., 2022). 

 

Penggunaan kombinasi dua ekstrak tumbuhan atau lebih yang memiliki 

kandungan antioksidan dapat meningkatkan potensi aktivitas antioksidan 

tersebut menjadi lebih tinggi (Rudiana et al., 2023). Hal ini dibuktikan dari 

beberapa penelitian terkait kombinasi ekstrak diantaranya kombinasi ekstrak 

etanol daun alpukat dan daun jambu biji yang menunjukkan hasil adanya 

aktivitas antioksidan yang kuat (Douw & Wardani, 2023), kombinasi infusa 

daun sirih, ekstrak tanaman bundung dan kulit jeruk nipis yang menunjukkan 

aktivitas antioksidan yang sedang (Nastiti et al., 2021). Namun, untuk 

kombinasi daun jambu biji dan daun sirih hijau terkait potensi aktivitas 

antioksidan yang dibuktikan dengan pengujiannya hingga saat ini masih belum 

diperoleh. 

 

Berdasarkan permasalahan yang telah disebutkan, penelitian ini bertujuan 

untuk menguji aktivitas antioksidan dari kombinasi ekstrak etanol daun jambu 

biji dan daun sirih hijau dengan berbagai seri konsentrasi secara tunggal dan 

kombinasi pada kedua ekstrak menggunakan metode DPPH dengan 

spektrofotometri UV-Vis. Penelitian ini juga akan melakukan penetapan kadar 

total fenolik dalam kombinasi tersebut yang menggunakan metode folin-

ciocalteu. Dengan demikian, penelitian ini akan memberikan pemahaman lebih 

lanjut tentang bagaimana potensi aktivitas antioksidan dan kandungan total 

fenolik dari bentuk tunggal maupun kombinasi daun jambu biji dan daun sirih 

hijau. 
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1.2 Rumusan Masalah 

Berikut adalah beberapa rumusan masalah yang ada dalam penelitian ini: 

1.2.1 Bagaimana hasil uji aktivitas antioksidan dan jumlah kadar total fenolik 

dari bentuk tunggal maupun kombinasi ekstrak etanol daun jambu biji 

dan daun sirih hijau? 

1.2.2 Apakah terdapat pengaruh dari bentuk tunggal maupun kombinasi 

ekstrak etanol daun jambu biji dan daun sirih hijau terhadap nilai 

aktivitas antioksidan dan kandungan total fenolik? 

1.2.3 Bagaimana hubungan kadar total fenolik terhadap nilai IC50 aktivitas 

antioksidan dari bentuk tunggal maupun kombinasi ekstrak etanol daun 

jambu biji dan daun sirih hijau? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan Umum 

Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui potensi aktivitas 

antioksidan dan kadar total fenolik dari ekstrak etanol daun jambu biji 

dan daun sirih hijau baik dalam bentuk tunggal maupun dalam bentuk 

kombinasinya. 

 

1.3.2 Tujuan Khusus 

Tujuan khusus dari penelitian ini sebagai berikut: 

1.3.2.1 Mengetahui hasil pengujian aktivitas antioksidan dan 

kandungan total fenolik dari bentuk tunggal maupun 

kombinasi ekstrak etanol daun jambu biji dan daun sirih hijau. 

1.3.2.2 Mengetahui ada atau tidaknya pengaruh dari bentuk tunggal 

maupun kombinasi ekstrak etanol daun jambu biji dan daun 

sirih hijau terhadap nilai aktivitas antioksidan dan jumlah 

kadar total fenolik. 

1.3.2.3 Mengetahui hubungan dari jumlah total fenolik terhadap nilai 

IC50 aktivitas antioksidan bentuk tunggal maupun kombinasi 

ekstrak etanol daun jambu biji dan daun sirih hijau. 
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1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Manfaat Bagi Peneliti 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi rujukan untuk penelitian 

selanjutnya terkait potensi pemanfaatan kombinasi dari ekstrak etanol 

daun jambu biji dan daun sirih hijau yang dapat dimanfaatkan dalam 

bidang kesehatan khususnya sebagai tanaman obat alami. 

 

1.4.2 Manfaat Bagi Institusi 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi rujukan terkait 

bagaimana hasil pengujian aktivitas antioksidan dan penetapan kadar 

total fenolik baik dalam bentuk tunggal maupun kombinasi dari ekstrak 

etanol daun jambu biji dan daun sirih hijau yang dapat dimanfaatkan 

sebagai tanaman obat alami. 

 

1.4.3 Manfaat Bagi Masyarakat 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah pengetahuan 

masyarakat luas mengenai potensi kombinasi ekstrak etanol daun 

jambu biji dan daun sirih hijau yang dapat digunakan sebagai tanaman 

obat alami. 

 

1.5 Batasan Penelitian 

Batasan penelitian ini dibuat agar penelitian yang dilakukan lebih terarah dan 

tidak menyimpang dari tujuan penelitian yang telah ditetapkan. Batasan 

penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1.5.1 Parameter penelitian ini berfokus pada nilai IC50 dan nilai kadar total 

fenolik dari berbagai macam variasi dosis baik bentuk tunggal maupun 

dalam kombinasi ekstrak etanol daun jambu biji dan daun sirih hijau 

1.5.2 Metode uji aktivitas antioksidan dalam penelitian ini hanya fokus oada 

penggunaan metode DPPH 

1.5.3 Metode penetapan kadar total fenolik dalam penelitian ini hanya 

menggunakan metode folin-ciocalteu 



 

 

 

BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Tanaman Daun Jambu Biji 

2.1.1 Klasifikasi 

Menurut (Angulo-López et al., 2021), klasifikasi taksonomi tanaman 

jambu biji, sebagai berikut: 

Kingdom  : Plantae 

Division  : Magnoliophyta 

Class  : Magnoliopsida 

Orde  : Myrtales 

Family  : Myrtaceae 

Genus  : Psidium 

Species  : Psidium guajava L 

 

2.1.2 Deskripsi  

Jambu biji berasal dari bahasa Spanyol “guaya”, yang merupakan varian 

dari bahasa Arawakan (hindia Barat) “guayabo” (Nursanty et al., 2023). 

Tanaman jambu biji (Psidium guajava L.) merupakan jenis tanaman buah 

perdu dan bukan merupakan tanaman asli dari Indonesia, tetapi tanaman 

ini dapat tumbuh dengan subur di wilayah Indonesia juga dikenal oleh 

masyarakat terutama Asia Tenggara (Fitriyah et al., 2022; Rahma et al., 

2023; Wahyuni et al., 2022). Tanaman jambu biji di Indonesia sering 

disebut dengan jambu batu, jambu klutuk dan jambu siki (Rahma et al., 

2023).  
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Tanaman jambu biji dalam bahasa Lampung dapat disebut dengan 

“Keleppuk” Berdasarkan kajian etnobotani yang dilakukan oleh 

Leksikowati et al. (2020), masyarakat Lampung, khususnya di bagian 

Barat, telah lama memanfaatkan tanaman jambu biji sebagai obat 

tradisional. Tanaman ini dimanfaatkan bagian daunnya yang digunakan 

dalam praktik mandi uap, terutama oleh ibu yang baru melahirkan. 

 

Pemanfaatan tanaman jambu biji telah meluas dalam berbagai bidang 

kesehatan, antara lain sebagai antidiare, antimikroba, antioksidan, 

hepatoprotektif, anti alergi, antispasmodik, antidiabetes, antiinflamasi, 

dan antitusif, selain itu juga daunnya dapat dimanfaatkan sebagai 

pengawet alami dan untuk pengobatan demam berdarah (Fitriyah et al., 

2022; Rahma et al., 2023).  

 

Parameter ekstrak daun jambu biji berdasarkan Kemenkes (2017) 

- Kadar air   : Tidak lebih dari 10% 

- Abu total   : Tidak lebih dari 6,1% 

- Abu tidak larut asam : Tidak lebih dari 0,5% 

 

2.1.3 Morfologi 

Tanaman jambu biji memiliki tingkat variabilitas yang tinggi dalam 

populasi, dengan ukuran buah yang berbeda, warna daging buah dan 

kulit, jumlah biji, dan karakteristik morfologi lainnya (Angulo-López et 

al., 2021). Bentuk buah jambu biji berbentuk bulat, warna kulit buahnya 

berwarna kuning kehijauan atau hijau. Daging buah jambu biji berwarna 

merah atau putih dan memiliki rasa yang manis hingga asam (Napitupulu 

et al., 2021; Rahma et al., 2023).  

 

Tanaman jambu biji memiliki akar tunggang yang akan tumbuh menjadi 

akar pokok. Akar tanaman ini memiliki warna putih kecoklatan dan 

terdapat percabang akar yang kecil-kecil (Rahma et al., 2023). Batang 

tanaman jambu biji memiliki bentuk seperti kerucut atau limas segi 
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empat dengan warna coklat muda hingga coklat keabuan, sedangkan 

batang jambu biji yang sudah tua akan menjadi kayu keras seperti gili 

(Napitupulu et al., 2021; Wahyuni et al., 2022).  

 

 
Gambar 2. 1 Tanaman Daun Jambu Biji 

Sumber: dokumentasi pribadi 

 

Panjang daun jambu biji sekitar 10‑12 cm, dan memiliki lebar 5-7 cm. 

Daun jambu biji bersifat tunggal dan memiliki aroma yang khas. 

Pertulangan daunnya memiliki bentuk yang menyirip. Daun jambu biji 

memiliki bentuk yang bervariasi, yaitu: bentuk lonjong, jorong, dan 

bundar telur terbalik. Tepi dari daun rata, agak menggulung ke atas, ujung 

runcing sampai meruncing. Permukaan bagian atas daun agak licin dan 

memiliki warna hijau kecokelatan, sedangkan permukaan bawah 

berwarna hijau (Kemenkes, 2017; Rahma et al., 2023; Wahyuni et al., 

2022).  

 

2.1.4 Kandungan kimia 

Metabolit sekunder yang terkandung dalam tanaman jambu biji, yaitu: 

flavonoid, tanin, alkohol seskuiterpen, asam triterpenoid, dan minyak 

atsiri (Nursanty et al., 2023). Jambu biji mengandung sangat tinggi 

vitamin C dan vitamin A sebagai antioksidan. Kandungan antioksidan 

penting lainnya yang terkandung dalam jambu biji antara lain asam 

ferulic, asam askorbat, quercetin, asam galat dan asam caffeic yang tinggi 

(Naseer et al., 2018). Kandungan hasil pemurnian dari daun jambu biji, 

yaitu menghasilkan isolasi quercetin, dimana kandungan tersebut dapat 

dijadikan sebagai aktivitas antibakteri serta memiliki sifat sebagai 
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antioksidan, juga mampu dalam mengobati diare, gastroenteritis, plak 

gigi, jerawat dan memiliki efek mengurangi frekuensi batuk. Daun jambu 

biji memiliki kandungan senyawa fenolik yang lebih banyak 

dibandingkan dengan bagian pohon lainnya (Angulo-López et al., 2021).  

 

 
Gambar 2. 2 Struktur kimia senyawa quercetin 

Sumber: Naseer et al., 2018 

 

Quercetin merupakan antioksidan paling aktif dan kuat di daun jambu 

biji, memiliki aktivitas penyeimbang radikal bebas dan daya reduksi jauh 

lebih tinggi dibandingkan senyawa lainnya (Naseer et al., 2018). 

 

2.2 Tanaman Daun Sirih Hijau 

2.2.1 Klasifikasi 

Menurut (Biswas et al., 2022), klasifikasi taksonomi tanaman sirih hijau, 

sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 

Division : Magnoliophyta 

Class : Magnoliopsida 

Orde : Piperales 

Family : Piperaceae 

Genus : Piper 

Species : Piper betle L 

 

2.2.2 Deskripsi 

Tanaman sirih (Piper betle L.) sering disebut sebagai Golden Heart of 

Nature dan merupakan tanaman yang sangat populer di Asia (Andrianto 

et al., 2020). Tanaman sirih merupakan tanaman merambat yang 
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termasuk dalam famili Piperaceae dan genus Piper, berasal dari 

Semenanjung Malaysia bagian tengah dan timur, kemudian yang tersebar 

ke Afrika Timur hingga negara-negara tropis di Asia (Biswas et al., 

2022). genus Piper memiliki lebih dari 1000 spesies di seluruh dunia dan 

sekitar 300 spesies dapat ditemukan di Asia Tenggara (Azahar et al., 

2020). 

 

Masyarakat Lampung terutama orang Lampung asli mengenal tanaman 

sirih dengan sebutan “Cambai”. Tanaman sirih telah dimanfaatkan secara 

luas oleh masyarakat Lampung khususnya Bagian Barat, dengan 

memanfaatkan bagian akar dan daunnya, yaitu sebagai pengobatan pasca 

ibu melahirkan yang digunakan ketika membersihkan area kewanitaan, 

serta sebagai obat batuk berdahak dan penguat gigi yang penggunaannya 

dapat diminum langsung atau dikunyah bagian daunnya (Leksikowati et 

al., 2020). 

 

Secara luasnya daun sirih hijau dimanfaatkan sebagai pengobatan 

tradisional untuk obat penyegar mulut, obat cacing, anti alergi, anti 

jerawat, dan juga sebagai obat untuk penyakit seperti darah tinggi, asma, 

batuk dan bronkitis (Andrianto et al., 2020; Kuswandi et al., 2023). Suku 

batak toba, di Sumatera Utara menggunakan daun sirih sebagai obat 

infeksi mata dan pasca melahirkan, sedangkan suku sanger di kepulauan 

sangihe menggunakan sebagai obat demam (Andrianto et al., 2020). 

Selain itu, daun sirih hijau memiliki aktivitas biologi yang tinggi sebagai 

antioksidan (Bhuvaneswari et al., 2014). 

 

Parameter ekstrak daun sirih hijau berdasarkan Kemenkes (2017) 

- Kadar air   : Tidak lebih dari 10% 

- Abu total   : Tidak lebih dari 0,3% 

- Abu tidak larut asam : Tidak lebih dari 0,1% 
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2.2.3 Morfologi 

Tanaman sirih merupakan tumbuhan merambat yang memiliki akar 

dengan panjang 15 m. Bentuk batang tanaman sirih berbentuk silindris, 

agak pipih, dan berbuku. Batang muda berwarna hijau muda dan ditandai 

dengan garis-garis pendek, menonjol, dan garis-garis merah muda di 

sepanjang simpul, sedangkan batang tua berwarna coklat muda. Daun 

tanaman sirih hijau memiliki jenis daun tunggal yang berselang-seling 

dan spiral, terdapat juga bintik-bintik dengan bentuk daun bulat telur atau 

lonjong yang pangkal daunnya membulat atau berbentuk jantung, 

sedangkan ujung daun runcing. Panjang daun sekitar 5-18 cm dan 

lebarnya 2,5-10,75 cm (Hermanto et al., 2023; Kuswandi et al., 2023; 

Patel et al., 2019). Permukaan bawah daun kasar, kusam dan memiliki 

warna yang lebih muda dari permukaan atas. Pertulangan daun 

melengkung, pada permukaan atas agak tenggelam, sedangkan padaa 

permukaan bawah pertulangan daun menonjol (Kemenkes, 2017).  

 

 
Gambar 2. 3 Tanaman Daun Sirih Hijau 

Sumber: dokumentasi pribadi 

 

Tanaman sirih memiliki bunga yang sangat kecil dan berkelamin tunggal. 

Buah tanaman sirih jarang sekali dihasilkan, tapi termasuk dalam jenis 

buah batu yang memiliki bentuk bulat dengan warna hijau keabu-abuan 

yang tebalnya sekitar 1-1,5 cm (Hermanto et al., 2023; Kuswandi et al., 

2023; Patel et al., 2019).  
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2.2.4 Kandungan Kimia 

Tanaman sirih memiliki senyawa bioaktif seperti tanin, flavonoid 

(quercetin), eugenol, hidroksikavikol, dan chavibetol yang merupakan 

komponen utama tanaman (Azahar et al., 2020). Aktivitas antioksidan 

berkorelasi dengan senyawa fenolik dan kandungan flavonoid yang 

terdapat dalam ekstrak daun sirih terdiri dari jumlah gugus hidroksil 

dalam struktur molekulnya, seperti eugenol, hidroksilkavikol, dan asam 

galat yang berkontribusi kuat terhadap aktivitas antioksidan (Karunanithi 

et al., 2023).  

 
Gambar 2. 4 Struktur kimia eugenol 

Sumber: Ulanowska & Olas, 2021 

 

Senyawa eugenol merupakan senyawa aromatik dalam kelompok fenol. 

Eugenol memiliki berbagai sifat, seperti antioksidan, analgesik, 

antimutagenik, anti-platelet, anti alergi, anti pembengkakan, dan anti 

inflamasi. Eugenol sebagai antioksidan, dapat menangkap radikal bebas, 

menghambat pembentukan spesies oksigen reaktif, mencegah produksi 

bentuk nitrogen reaktif, meningkatkan potensi sito-antioksidan, dan 

melindungi fungsi DNA dan protein mikroba. Karena sifatnya sebagai 

antioksidan, eugenol dapat membantu memperbaiki kerusakan oksidatif, 

menghilangkan molekul yang rusak, dan mencegah mutasi yang dapat 

berkembang menjadi kanker (Ulanowska & Olas, 2021).  
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2.3 Antioksidan dan Radikal Bebas 

2.3.1 Radikal Bebas 

Radikal bebas merupakan suatu molekul yang independen atau mampu 

hidup mandiri, dan mengandung bentuk elektron tidak berpasangan 

dalam orbital atom terluarnya atau orbital molekul. Radikal bebas 

memiliki sifat sangat tidak stabil dan reaktif. Radikal bebas bertindak 

sebagai oksidan dan reduktor, dimana mereka menyumbangkan atau 

menerima elektron untuk mendapatkan pasangan elektron agar dirinya 

stabil (Chaudhary et al., 2023; Martemucci et al., 2022). Jumlah elektron 

yang ganjil pada suatu radikal bebas menjadikannya tidak stabil, berumur 

pendek, dan sangat reaktif. Karena memiliki reaktivitasnya yang tinggi, 

zat-zat ini mampu mencuri elektron dari senyawa lain untuk mencapai 

stabilitas. Akibatnya, molekul yang diserang kehilangan elektron dan 

berubah menjadi radikal bebas, sehingga terbentuknya rangkaian reaksi 

berantai (Martemucci et al., 2022; Phaniendra et al., 2015). Karena 

adanya reaksi berantai ini menimbulkan berbagai penyakit di dalam 

tubuh jika tidak dihentikan (Aryanti et al., 2021). 

 

2.3.2 Pembentukan Radikal Bebas 

Pembentukan radikal bebas, terbentuk dari sumber endogen dan eksogen. 

Radikal bebas endogen terjadi didalam tubuh, seperti aktivitas sel 

peradangan, infeksi, kanker dan penuaan. Sedangkan radikal bebas 

eksogen terjadi akibat adanya paparan dari luar, seperti paparan polutan, 

logam berat (Cd, Hg, Pb, Fe, dan As), asap rokok, radiasi, obat-obat 

tertentu (siklosporin, gentamisin, dan bleomycin), dan alkohol. Ketika 

senyawa-senyawa tersebut masuk kedalam tubuh, mereka akan 

terdegradasi atau dimetabolisme, yang kemudian terbentuklah radikal 

bebas (Pizzino et al., 2017). 

 

Tahapan mekanisme pembentukan radikal bebas dimulai pada tahap 

inisiasi, dimana suhu, cahaya, logam berat merupakan faktor yang dapat 

menyebabkan pembentukan radikal bebas. Tahap kedua propagasi, 
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setelah terbentuknya radikal bebas, dimana radikal (R•) bereaksi dengan 

oksigen akan membentuk radikal peroksil (ROO•). Radikal peroksil akan 

bereaksi dengan RH dari suatu molekul sehingga membentuk radikal 

baru dan hidroperoksida (ROOH). Hidroperoksida yang terbentuk 

bersifat tidak stabil dan mudah terurai membentuk produk primer 

kemudian produk sekunder. Pada tahap terakhir yaitu terminasi tidak 

adanya antioksidan, radikal akan bereaksi satu sama lain dan membentuk 

produk non radikal (Elhachem et al., 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. 5 Tahapan reaksi radikal bebas 
Sumber: Elhachem et al., 2021 

 

2.3.3 Antioksidan  

Antioksidan adalah senyawa yang dapat menghambat proses oksidasi 

dan dapat melindungi sel terhadap kerusakan akibat radikal bebas dengan 

menunda atau mencegah oksidasi protein, karbohidrat, lipid dan DNA. 

Antioksidan merupakan molekul yang cukup stabil yang memiliki 

kemampuan menyumbangkan elektron ke radikal bebas (Martemucci et 

al., 2022).  

 

Antioksidan memiliki peran sebagai menangkal radikal bebas, donor 

hidrogen, donor elektron, penguraian peroksida, penghambat enzim dan 

agen pengkelat logam. Fungsi utama dari antioksidan yaitu 

mendetoksifikasi spesies reaktif dalam tubuh. Vitamin A, E, dan C 

merupakan jenis vitamin yang memiliki fungsi sebagai antioksidan 

(Chaudhary et al., 2023). 

 

Initiation 

Propagation 

Termination 

RH → R• + H• 

R• +O2 → ROO• 

ROO• + RH → R• + ROOH 

R• + R• 

R• + ROO• 

ROO• + ROO• 

 

Produk non-radikal 
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Antioksidan memiliki sifat endogen dan eksogen. Antioksidan endogen 

merupakan antioksidan yang menjadi garis pertama dalam melawan 

radikal bebas yang ada di dalam tubuh kita, sepeti katalase, glutathione 

peroxidase dan glutathione reduktase atau non-enzim lainnya 

(glutathione dan bilirubin). Sedangkan, antioksidan eksogen adalah 

senyawa dengan aktivitas antioksidan yang ada didalam makanan atau 

suplemen, contohnya seperti vitamin E, vitamin C, karotenoid, dan 

polifenol (Martemucci et al., 2022). 

 

2.3.4 Mekanisme Antioksidan 

Antioksidan memiliki 2 mekanisme kerja utama, yaitu: mekanisme 

pertama; pemutusan rantai dengan menyumbangkan elektron ke radikal 

bebas dan mekanisme kedua; mengurangi pembentukan radikal bebas 

dengan menghambat aktivitas katalis yang menghasilkan antioksidan 

(Chaudhary et al., 2023).  

 

2.3.5 Klasifikasi Antioksidan 

Antioksidan merupakan senyawa penangkal atau yang memiliki sifat 

menetralisir dampak buruk dari radikal bebas dalam tubuh. Berdasarkan 

sumbernya, antioksidan terbagi menjadi 2 macam, yaitu: alami dan 

sintetis (Kholifah et al., 2023). 

 

2.3.3.1 Antioksidan sintetis 

Senyawa seperti Butylated Hydroxyanisole (BHA), Butylated 

Hydroxytoluene (BHT), Tert-Butil Hidroksi Buinon dan Propil 

galat merupakan contoh dari antioksidan sintetis, dimana 

senyawanya disintesis secara kimia dengan memiliki aktivitas 

antioksidan (Kamoda et al., 2021). Antioksidan sintetik banyak 

digunakan sebagai pengganti antioksidan alami karena memiliki 

stabilitas dan kinerja yang lebih tinggi serta ketersediaannya 

secara luas. Namun, beberapa penelitian menunjukkan terkait 

antioksidan sintetik yang digunakan dalam jangka panjang atau 
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berlebihan dapat menimbulkan masalah kesehatan, seperti 

alergi kulit atau masalah dalam saluran cerna. Penelitian pada 

hewan dengan menggunakan BHA dan BHT, ditunjukkan 

adanya efek buruk pada hati dan menyebabkan karsinogenesis 

(Lourenço et al., 2019). 

 

2.3.3.2 Antioksidan alami 

Antioksidan alami merupakan suatu zat dengan aktivitas 

antioksidan yang diisolasi murni dari tumbuhan, 

mikroorganisme, atau jaringan hewan, atau yang terbentuk 

sebagai hasil pengolahan makanan/daging (Siddeeg et al., 

2021). 

 

Berdasarkan asal usulnya senyawa antioksidan alami dapat 

diperoleh dari tumbuhan, hewan, bakteri, dan mineral. 

Antioksidan alami yang berasal dari tumbuhan mengandung 

senyawa antioksidan yang tinggi, dari beberapa bagian organ 

pada tanaman tersebut seperti daun, buah, batang atau akarnya 

(K. A. Fadhil et al., 2023; Flieger et al., 2021). Banyak senyawa 

dari tanaman yang dapat dimanfaat sebagai antioksidan dan 

telah terbukti secara klinis sebagai antioksidan salah satu 

senyawa yang dikenal sebagai antioksidan alami yaitu senyawa 

fenolik (Sukweenadhi et al., 2020). Senyawa fenolik, selain 

sebagai senyawa utama dengan aktivitas antioksidan, juga 

mempunyai aktivitas antimikroba dan antijamur (Lourenço et 

al., 2019). 

 

2.4 Metode Pengujian Aktivitas Antioksidan 

Metode pengujian aktivitas antioksidan dibagi menjadi 2: metode hydrogen 

atom transfer (HAT) dan electron transfer (ET). Metode HAT merupakan 

metode yang digunakan dalam mengukur kemampuan antioksidan yang 

dilakukan dengan menyumbangkan atom hidrogen untuk menghilangkan 
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radikal bebas. Sedangkan, metode ET merupakan metode mendeteksi aktivitas 

antioksidan untuk mentransfer atom dengan mereduksi ion logam, gugus 

karbonil, dan radikal bebas. (Munteanu & Apetrei, 2021). Metode DPPH (2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl) dan TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant 

Capacity) atau bisa disebut ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic acid)) dianggap menggunakan kedua metode HAT & ET, karena 

radikalnya dapat dihilangkan dengan reduksi elektron atau pendinginan radikal 

yang melibatkan transfer hidrogen (Pisoschi et al., 2016). 

 

2.5.1 Metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 

DPPH merupakan π-radikal dan radikal bebas stabil, ia dimanfaatkan 

untuk pengujian antioksidan penangkal radikal bebas. (Christodoulou et 

al., 2022). Dalam pengujian DPPH yang dibutuhkan adalah 

spektrofotometer dan reagen DPPH, spektrofotometer yang dapat 

digunakan yaitu dengan Spektrofotometri UV-Vis (Christodoulou et al., 

2022; Munteanu & Apetrei, 2021). Reagen DPPH berupa serbuk kristal, 

berwarna gelap, tersusun dari radikal bebas stabil, umumnya reagen ini 

digunakan sebagai radikal dan penangkap. DPPH memiliki warna ungu 

tua ketika dijadikan larutan, tetapi ketika dinetralkan larutan akan 

menjadi tidak berwarna atau kuning pucat yang artinya pada senyawa 

yang akan diuji memiliki aktivitas antioksidan. Panjang pita serapan yang 

dimiliki DPPH berpusat pada 515-520 nm (Christodoulou et al., 2022).  

 

Metode DPPH merupakan metode pengujian yang digunakan untuk 

menentukan aktivitas antioksidan dengan cara mengukur kapasitas 

antioksidan sampel secara keseluruhan sehingga diketahui reaksi 

penangkapan hidrogen oleh DPPH dari zat antioksidan (Handayany et 

al., 2018; Theafelicia & Wulan, 2023). Metode ini dapat digunakan untuk 

sampel padat ataupun cair, tetapi metode ini tidak spesifik terhadap 

komponen antioksidan tertentu melainkan untuk semua senyawa 

antioksidan yang terkandung dalam sampel (Theafelicia & Wulan, 2023).  
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Besarnya kemampuan antioksidan dalam menangkal radikal bebas dapat 

dinyatakan sebagai nilai IC50 (inhibitor concentration), yaitu konsentrasi 

larutan uji (antioksidan) yang digunakan untuk menentukan konsentrasi 

antioksidan yang menangkap 50% radikal DPPH awal dalam interval 

waktu tertentu. Semakin rendah nilai IC50, semakin tinggi kemampuan 

antioksidan DPPH dalam menghilangkan radikal. Nilai IC50 secara 

kuantitatif menggambarkan afinitas pemulungan radikal (Gulcin & 

Alwasel, 2023).  

 
Tabel 2. 1 Parameter Aktivitas Antioksidan Berdasarkan Nilai IC50 

No Nilai IC50 Sifat Antioksidan 

1 < 50 ppm Sangat Kuat 

2 50 – 100 ppm Kuat 

3 101 – 150 ppm Sedang 

4 151 – 200 ppm Lemah 

5 > 200 ppm Sangat Lemah 

Sumber: Kholifah et al., 2023  

 

Prinsip kerja metode DPPH menggunakan reaksi oksidasi-reduksi, 

dimana DPPH sebagai senyawa radikal bebas akan larut dengan senyawa 

polar seperti metanol dan etanol (Theafelicia & Wulan, 2023). Ketika 

larutan DPPH yang dicampur dengan larutan zat yang memiliki 

kemampuan mendonorkan atom hidrogen, warna ungu ini hilang dimana 

dijelaskan sebelumnya, sehingga terjadi reaksi reduksi yang membentuk 

radikal DPPH (DPPH-H). Pembentukan hidrazin (DPPH-H) terjadi 

karena reaksi reduksi radikal dari antioksidan yang mentransfer atom 

hidrogen (pendonor H) yang menyebabkan hilangnya pita. Intensitas 

warna dari reaksi ini, dengan mudah dibaca oleh spektroskopi UV-Vis 

(Gulcin & Alwasel, 2023).  

 

 

Gambar 2. 6 Reaksi peredaman radikal bebas DPPH oleh senyawa antioksidan 
Sumber: Christodoulou et al., 2022 

DPPH DPPH-H 
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Pemilihan metode DPPH, karena memiliki beberapa keunggulan 

dibandingkan metode lain dalam pengujian antioksidan yaitu sederhana, 

murah, cepat, radikal nya stabil, hasilnya dapat diulang dan sangat akurat. 

Bahkan walaupun memiliki antioksidan yang lemah, untuk waktu 

inkubasi 30 menit memungkinkan DPPH bereaksi secara efektif 

(Christodoulou et al., 2022). Selain itu, metode ini  dapat digunakan 

untuk mengevaluasi kapasitas antioksidan molekul antioksidan murni, 

terutama ekstrak herbal atau senyawa fenolik (Gulcin & Alwasel, 2023). 

 

2.5 Metode Penentuan Total Fenolik Menggunakan Reagen Folin-Ciocalteu 

Kandungan total fenolik merupakan parameter penting yang dapat digunakan 

untuk pengukuran kapasitas total antioksidan yang digunakan dalam evaluasi 

ekstrak antioksidan, seperti ekstrak tanaman herbal. Uji folin-ciocalteu 

merupakan salah satu metode yang dikenal dan banyak digunakan dalam 

penentuan kadar total fenolik. Uji folin-ciocalteu berdasarkan pada senyawa 

fenolik yang kondisi basa teroksidasi oleh reagen folin-ciocalteu (Shahidi & 

Zhong, 2015). Oleh karena itu, reaksi uji folin-ciocalteu ditambahkan Na2CO3 

pada uji kandungan total fenolik yang tujuannya untuk membuat suasana basa 

pada pH 10, yang dimana proton pada senyawa fenolik terdisosiasi menjadi ion 

fenolik (Christodoulou et al., 2022; Martono et al., 2019). Reagen folin-

ciocalteu merupakan reagen berwarna kuning mengandung kompleks asam 

fosfomolibdat dan asam fosfotungstat yang ketika direduksi akan 

menghasilkan kromofor berwarna biru pada serapan maksimum 765 nm 

(Munteanu & Apetrei, 2021). 

 

Standar referensi yang digunakan dalam pengujian ini yaitu asam galat dan 

hasil dari pengujian mengenai kandungan total fenolik ini biasanya dinyatakan 

setara dengan asam galat (Munteanu & Apetrei, 2021). Selain sebagai larutan 

standar, asam galat digunakan karena senyawa ini sangat sensitif ketika 

direaksikan dengan folin-ciocalteu akan membentuk senyawa kompleks, 

pembentukan senyawa kompleks ini dikarenakan asam galat memiliki ikatan 

rangkap terkonjugasi dan adanya gugus hidroksil pada masing-masing cincin 



21 

 

benzena. Sehingga senyawa asam galat ini dianggap sangat sensitif dan intensif 

(Hilma et al., 2021; Nofita et al., 2022). Gugus hidroksil pada asam galat yang 

direaksikan dengan reagen folin-ciocalteu akan membentuk kompleks 

molibdenum-tungsten dengan mereduksi asam heteropoli (fosfomolibdat-

fosfotungstat) dan molibdenum akan mengoksidasi gugus hidroksil yang 

terdapat pada senyawa ion fenolik dalam asam galat (Martono et al., 2019).  

 

 

Gambar 2. 7 Mekanisme tranformasi reagen folin-ciocalteu dengan asam galat 
Sumber: Christodoulou et al., 2022 

 

Metode folin-ciocalteu memiliki kelebihan diantara metode lainnya, yaitu 

sederhana atau mudah digunakannya, cepat, dapat diulang (reproducible), 

sensitif, hasilnya akurat, dimana metode folin-ciocalteu untuk menentukan 

kandungan total fenolik dapat menggunakan spektrofotometer (Christodoulou 

et al., 2022; Salim et al., 2020). 

 

2.6 Senyawa Metabolit Sekunder 

Metabolit sekunder merupakan molekul organik kecil yang berasal dari 

metabolit primer dalam tumbuhan. Sifat kimia dan komposisi metabolit pada 

tumbuhan bervariasi antar spesies. Penggunaan metabolit pada tumbuhan 

dimulai sejak 2600 SM, dan dalam 4000 tahun berikutnya, metabolit sekunder 

yang berasal dari tumbuhan digunakan terutama untuk tujuan pengobatan dan 

racun serta makanan. Ada tiga kelas utama metabolit pada tumbuhan, yaitu 

gugus fenolik (terdiri dari gula sederhana dan cincin benzena), terpen dan 

steroid (terutama terdiri dari karbon dan hidrogen), dan senyawa yang 

mengandung nitrogen (Twaij & Hasan, 2022). 
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2.6.1 Senyawa Fenolik 

Senyawa fenolik merupakan kelompok senyawa terbesar yang ada pada 

tanamanm (Lin et al., 2016). Senyawa fenolik merupakan senyawa yang 

memiliki beragam struktur dari molekul fenol sederhana hingga polimer 

kompleks, yang dimana strukturnya tersusun lebih dari satu gugus 

hidroksil yang bervariasi dan memiliki cincin aromatik (Diniyah & Lee, 

2020). Senyawa fenolik memiliki 2 struktur dasar, struktur pertama dengan 

cincin C6-C3-C6 yang didalamnya termasuk flavonoid, asam fenolik 

parsial, dan tanin terkondensasi, sedangkan struktur lainnya yaitu C6-C1, 

termasuk juga asam fenolik parsial dan tanin terhidrolisis (Zhang et al., 

2022).  

 

Senyawa fenolik memiliki keunggulan sebagai agen anti penuaan, anti 

inflamasi, antioksidan dan antiproliferatif. Tiga senyawa fenolik yang 

penting bagi kesehatan dalam tubuh, yaitu asam fenolik, flavonoid dan 

tanin, dimana mereka memiliki sifat dapat menghambat α-glukosidase dan 

α-amylase (Borrelli & Trono, 2016; Lin et al., 2016).  

 

Senyawa fenolik mempunyai korelasi dengan aktivitas antioksidan, karena 

senyawa fenolik memiliki gugus hidroksil, dimana gugus ini mampu 

mendonorkan hidrogen sehingga menyebabkan reaksi netralisasi radikal 

bebas yang mengawali proses oksidasi atau menghentikan reaksi berantai 

radikal yang terjadi (Andriani & Murtisiwi, 2018; Kumaradewi et al., 

2021).  

 

Flavonoid merupakan senyawa fenol dengan struktur (C6-C3-C6) yang 

terdapat pada bagian atau organ tanaman yang dapat dimakan seperti, 

buah, daun, umbi-umbian, kacang-kacangan, teh, dan kopi. Jenis flavonoid 

yang dapat ditemukan di alam yaitu: flavon, flavonon, flavanon, isoflavon 

dan antosianin (Borrelli & Trono, 2016). 
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Tanin merupakan oligomer dan polimer dengan jumlah terbesar yang dapat 

membentuk kompleks dengan pati, protein, selulosa, dan mineral. 

Senyawa ini banyak ditemukan dalam sereal, biji-bijan, terutama pada 

buah-buahan dan sayur-sayuran. Tanin dikelompokkan menjadi 2 

klasifikasi, yaitu tanin terhidrolisis (asam galat atau asam epigalat yang 

terkondensasi menjadi glukosa) dan tanin terkondensasi (polimer katekin 

dan epikatekin) (Borrelli & Trono, 2016; Zhang et al., 2022).  

 

2.6.2 Terpenoid dan Steroid (Terpen) 

Terpen merupakan metabolit sekunder yang berasal dari unit isoprena (2-

metil-1,3 butadiena). Terpen merupakan senyawa metabolit yang penting, 

senyawa ini memiliki unsur utama minyak atsiri di berbagai jenis tanaman 

dan bunga. Senyawa terpen dan turunannya dapat digunakan sebagai 

bahan tambahan perasa alami pada makanan, juga sebagai wewangian, 

serta dalam pengobatan tradisional dan alternatif seperti aromaterapi. 

Terpenoid merupakan turunan dari senyawa terpen atau terpen yang telah 

dimodifikasi, sedangkan steroid sendiri merupakan turunan dari triterpen 

squalene (Roba, 2021). Kelompok senyawa triterpen lainnya yang 

terakumulasi sebagai glikosida (saponin) metabolit sekunder glikosilasi 

(aglikon bernama sapogenin) dengan kemampuan dapat menurunkan 

tegangan permukaan dan bersifat seperti sabun (A. Hussein & A. El-

Anssary, 2019; Chandrasekara & Shahidi, 2018). 

 

2.6.3 Senyawa yang Mengandung Nitrogen 

Alkaloid merupakan salah satu senyawa yang mengandung nitrogen dalam 

cincin heterosiklik. Kelompok ini memiliki beberapa senyawa yang paling 

terkenal, seperti kafein, nikotin, kokain, dan morfin, yang dikenal karena 

efek ansiolitik, analgesik, dan halusinogennya, dan seringkali memiliki 

efek fisiologis pada sistem saraf pusat. Alkaloid memiliki rasa yang pahit. 

Alkaloid pada mikroorganisme dianggap berperan dalam perkecambahan 

dan melindungi tanaman dari predator, khususnya herbivora dan mikroba 

(Teoh, 2016; Twaij & Hasan, 2022). 
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2.7 Ekstraksi  

Ekstraksi adalah metode awal untuk memisahkan suatu zat alami dari bahan 

mentahnya yang menggunakan pelarut dalam proses ekstraksinya. Ada 

beberapa metode ekstraksi yang dapat digunakan dari metode konvensional 

hingga modern. Metode ekstraksi konvensional antara lain maserasi, perkolasi, 

dan ekstraksi refluks, yang biasanya metode ini menggunakan pelarut organik 

dalam jumlah besar dan membutuhkan waktu ekstraksi yang lama. Ada 

beberapa tahapan yang terjadi dalam melakukan ekstraksi pada produk alami, 

meliputi: (1) pelarut akan menembus ke dalam matriks padat (serbuk 

simplisia); (2) zat terlarut (senyawa yang memiliki sifat yang sama) akan larut 

dalam pelarut; (3) zat terlarut berdifusi keluar dari matriks padat; (4) zat terlarut 

yang diekstraksi dikumpulkan (filtrasi) (Alara et al., 2021; Zhang et al., 2018). 

 

Pentingnya pemilihan metode dan pelarut yang digunakan dalam melakukan 

ekstraksi tanaman merupakan langkah yang diperlukan agar mendapatkan 

konsentrasi senyawa alami yang optimal dalam ekstrak (Zhang et al., 2018). 

Pemilihan pelarut tergantung dari jenis tanaman, bagian tanaman yang akan 

diekstraksi dan sifat dari senyawa bioaktif yang ingin ditarik, serta ketersediaan 

pelarutnya. Secara umum, pelarut polar digunakan untuk mengekstraksi 

senyawa polar, seperti air, metanol, dan etanol. Begitupun sebaliknya, pelarut 

nonpolar (heksana dan kloroform) digunakan dalam ekstraksi senyawa 

nonpolar (Abubakar & Haque, 2020).  

 

Tabel 2. 2 Macam-Macam Pelarut Berdasarkan Kepolarannya 

Pelarut Kepolaran 

n-Heksan 0,009 

Etil asetat 0,228 

Kloroform 0,259 

n-Butanol 0,586 

Etanol 0,654 

Metanol 0,762 

Air 1,000 

Sumber: Abubakar & Haque, 2020 
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Pemilihan etanol sebagai pelarut yang digunakan karena etanol memiliki 

kemampuan untuk mengekstrak senyawa fenolik dan glikosidanya (Lohvina et 

al., 2022). Penggunaan etanol sebagai pelarut ekstraksi juga dinilai 

memberikan banyak keunggulan dibandingkan pelarut organik lainnya, yaitu 

relatif lebih aman (kurang toksik). Etanol absolut mengandung 0,01% volume 

air. Tingginya konsentrasi air yang terkandung dalam etanol mempengaruhi 

polaritas pelarut etanol, artinya semakin banyak air yang terkandung di dalam 

etanol, maka kepolarannya akan semakin tinggi dibandingkan dengan etanol 

absolut. Penggunaan pelarut dengan polaritas tinggi dapat menyebabkan 

golongan senyawa dalam ekstrak yang ditarik lebih luas juga polaritasnya. Hal 

ini yang menyebabkan senyawa polar non-fenolik seperti karbohidrat dan 

protein dapat tertarik selama proses ekstraksi sehingga hasil ekstraksi 

meningkat atau meluas senyawanya (Hikmawanti et al., 2021).  

 

2.7.1 Maserasi 

Maserasi merupakan metode ekstraksi konvensional yang digunakan 

dalam mengekstraksi senyawa fenolik. Metode ini dalam mentransfer 

bahan kimia target ke dalam pelarut menggunakan teknik hukum 

kesamaan dan inter miscibility (like dissolves like) (Shi et al., 2022). 

Proses ekstraksi dengan metode maserasi diawali dengan penghalusan 

simplisia tanaman menjadi partikel atau serbuk halus untuk 

meningkatkan luas permukaan dan meningkatkan pencampuran dengan 

pelarut. Kemudian, bahan dicampur dengan pelarut hingga terendam 

dan disimpan dalam wadah tertutup, minimal selama tiga hari. Diaduk 

secara berkala. Pada akhir ekstraksi, residu dipisahkan dari filtratnya 

dengan penyaringan atau dekantasi. Selanjutnya filtrat akan dipisahkan 

dari pelarutnya dengan cara diuapkan dalam oven atau di atas penangas 

air, untuk mendapatkan ekstrak kentalnya (Abubakar & Haque, 2020; 

Tesoro et al., 2022). Pemilihan maserasi sebagai metode ekstraksi 

karena sederhana dan biaya yang dibutuhkan rendah. Selain itu, 

ekstraksi dengan menggunakan metode maserasi cocok untuk senyawa 

yang termolabil (Zhang et al., 2018).  
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2.8 Spektrofotometri UV-Vis 

Spektroskopi adalah suatu pengukuran dengan mengamati molekul atau atom 

atau ion pada suatu sampel berpindah dari keadaan energi satu ke keadaan 

energi lainnya yang diinterpretasikan oleh Electromagnetic Radiation (EMR) 

(Verma & Mishra, 2018). Teknik spektroskopi yaitu suatu sampel akan 

memantulkan atau menyerap jumlah radiasi tertentu seperti sinar atau cahaya 

(foton) yang akan datang pada intensitas sinar/cahaya tertentu dan pada 

panjang gelombang tertentu. Teknik spektrofotometri dan spektroskopi dapat 

digunakan untuk menganalisis kemurnian, mengukur % kandungan dalam 

campuran, menganalisis interaksi yang terjadi berupa penyerapan atau 

pemantulan warna suatu zat/larutan berwarna yang dapat dideteksi dan 

ditentukan secara kuantitatif (Dadi & Yasir, 2022). Rentang panjang 

gelombang spektrofotometri UV-Vis yaitu 200-780 nm. Instrumen 

spektrofotometer terdiri dari sumber cahaya, monokromator, kompartemen 

sampel, dan detektor  (Ferysiuk & Wójciak, 2019). 

 

 
Gambar 2. 8 Spektrum Elektromagnetik 

Sumber: Palma et al., 2022 

 

Spektrofotometri UV-Vis merupakan metode yang padat digunakan untuk 

analisis kualitatif dan kuantitatif senyawa yang ada dalam ekstrak tumbuhan. 

Ekstrak tumbuhan memiliki berbagai metabolit sekunder seperti fenol, 

antosianin, dan tanin, dimana mereka dapat dideteksi pada frekuensi tertentu. 

Kandungan fenolik total dan metabolit sekunder lainnya dapat ditentukan 

dengan menggunakan teknik ini (Abubakar & Haque, 2020).  
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Prinsip kerja dari spektrofotometri UV-Vis yaitu untuk mendapatkan spektrum 

serapan suatu senyawa dalam larutan atau padatan. Sebuah molekul atau ion 

ketika diserap akan menunjukkan daerah tampak atau ultraviolet ketika radiasi 

menyebabkan transisi elektronik dalam strukturnya. Dengan demikian, suatu 

sampel yang menyerap cahaya pada daerah ultraviolet atau daerah tampak 

(visible) disertai dengan perubahan keadaan elektronik molekul-molekul dalam 

sampel. Energi yang disuplai oleh cahaya akan mendorong elektron dari orbital 

keadaan dasarnya ke orbital keadaan tereksitasi atau orbital anti-ikatan yang 

berenergi lebih tinggi (Verma & Mishra, 2018).  

 

Spektrofotometri digunakan dalam pengujian karena tergolong cepat jika 

dibandingkan dengan metode lain. Umumnya spektrofotometri UV-Vis 

mengidentifikasi senyawa yang memiliki gugus gugus kromofor dan gugus 

auksokrom (Sahumena & Djuwarno, 2020). Gugus kromofor merupakan gugus 

dengan ikatan terkonjugasi dan gugus auksokrom adalah gugus yang terikat 

dengan gugus kromofor yang memiliki pasangan elektron bebas (Bhernama, 

2015). 
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2.9 Kerangka Teori 

 

Radikal bebas menyebabkan 

terjadinya stress oksidatif 

• Diabetes melitus 

• Kanker 

• Penuaan Antioksidan menangkal 

radikal bebas 

Antioksidan alami Antioksidan sintetis 

Tanaman Hewan Bakteri 

Daun sirih hijau Daun jambu biji 

Pengujian 

Total fenolik 
Aktivitas 

antioksidan 

Spektrofotometer UV-Vis 

Gambar 2. 9 Kerangka Teori 

Metode 

folin-ciocalteu Metode DPPH 

Keterangan: 

      : Diteliti 

      : Tidak diteliti 

Mineral 

Metode ABTS 
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2.10 Kerangka Konsep 

Konsep dari penelitian ini, digambarkan sebagai berikut: 

 

 

 

 

 

Gambar 2. 10 Kerangka konsep 

 

2.11 Hipotesis 

Berdasarkan konseptual diatas, dapat dirumuskan suatu hipotesis sebagai 

berikut: 

H1.1 : Terdapat perbedaan nilai IC50 dari aktivitas antioksidan bentuk 

tunggal dan kombinasi ekstrak etanol daun jambu biji dan daun sirih hijau 

H1.2 : Terdapat perbedaan nilai kadar total fenolik bentuk tunggal dan 

kombinasi ekstrak etanol daun jambu biji dan daun sirih hijau 

H1.3 : Ada hubungan antara nilai kadar total fenolik dengan nilai IC50 dari 

aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun jambu biji dan daun sirih hijau 

 

H0.1 : Tidak terdapat perbedaan nilai IC50 dari aktivitas antioksidan 

bentuk tunggal dan kombinasi ekstrak etanol daun jambu biji dan daun sirih 

hijau 

H0.2 : Tidak terdapat perbedaan nilai kadar total fenolik bentuk tunggal 

dan kombinasi ekstrak etanol daun jambu biji dan daun sirih hijau 

H0.3 : Tidak ada hubungan antara nilai kadar total fenolik dengan nilai 

IC50 dari aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun jambu biji dan daun sirih 

hijau 

Konsentrasi perbandingan 

ekstrak tunggal dan kombinasi 

daun jambu biji (Psidium 

guajava L.) dan daun sirih hijau 

(Piper betle L.) 

Aktivitas antioksidan 

Kadar total fenolik 



 

 

 

BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1 Desain Penelitian 

Penelitian ini merupakan true experimental laboratories dimana pada 

penelitian ini menguji secara langsung aktivitas antioksidan dan penentuan 

kadar total fenolik terhadap kombinasi ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium 

guajava L.) dan daun sirih hijau (Piper betle L.) dengan menggunakan berbagai 

perbandingan konsentrasi. 

 

3.2 Waktu dan Tempat 

3.2.1 Waktu 

Penelitian ini dilaksanakan dari bulan Januari-Maret 2024. 

 

3.2.2 Tempat 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium: 

1. Laboratorium Botani Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan 

Alam, untuk tahapan determinasi tanaman 

2. Laboratorium Farmasetika Fakultas Kedokteran, untuk tahapan 

preparasi sampel dari pembuatan simplisia hingga ekstraksi daun 

jambu biji dan daun sirih hijau 

3. Laboratorium Analisis Farmasi Fakultas Kedokteran, untuk tahapan 

pembuatan ekstrak kental, penapisan fitokimia, pengujian aktivitas 

antioksidan dan penetapan kadar total fenolik 
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3.3 Alat dan Bahan 

3.3.1 Alat 

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah vial coklat, labu 

ukur (Pyrex®), gelas kimia (Iwaki®), gelas ukur (Iwaki®), tabung reaksi 

(Iwaki®), batang pengaduk (Pyrex®), pipet tetes (Pyrex®), mikropipet 

(DLAB®), pipet volume (Iwaki®), bejana/wadah untuk maserasi (DLX 

Glass®), chopper (Vishal®), oven (Memmert®), satu set kuvet 

(Shimadzu®), spektrofotometer Uv-Vis (Shimadzu UV-1900i®), corong 

(Fujinex®), kertas saring (Sentra Kimia®) dan kain saring yang 

digunakan untuk menyaring filtrat hasil ekstraksi,  timbangan analitik 

(Shimadzu® dan Optika®), timbangan digital (SF400®), alumunium foil 

(Klinpak®), dan rotary evaporator (IKA®). 

 

3.3.2 Bahan 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman daun 

jambu biji (Psidium guajava L.) dan daun sirih hijau (Piper betle L.), 

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Sigma-aldrich®), etanol 70% 

(Teknis), vitamin C (asam askorbat) (Merck®), asam galat (Merck®), 

Na2CO3 (natrium karbonat) (Merck®), aquades (Water One®), dan folin-

ciocalteu (Merck®). 

 

3.3.2.1 Tanaman Uji 

Daun jambu biji dan daun sirih hijau yang digunakan dalam 

penelitian ini diperoleh dari Dusun Satyasakti, Kecamatan Way 

Jepara, Kabupaten Lampung Timur. Tanaman jambu biji yang 

digunakan adalah jenis dengan buah berwarna putih. Kriteria 

daun yang digunakan harus berupa daun segar tanpa cacat fisik 

(tidak berlubang) dan daun berwarna hijau tua (daun jambu biji) 

atau hijau hingga hijau tua (daun sirih hijau).  
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3.4 Definisi Operasional 

3.4.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah dosis kombinasi ekstrak 

etanol daun jambu biji dan daun sirih hijau dengan konsentrasi 

perbandingan (1:0), (1:2), (1:1), (2:1), dan (0:1). 

 

3.4.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah aktivitas antioksidan dan 

kadar total fenolik kombinasi ekstrak etanol daun jambu biji dan daun 

sirih hijau. 

 

Tabel 3. 1 Definisi Operasional Penelitian 

Variabel Definisi Alat Ukur Hasil Ukur Skala 

Variabel Bebas 

Konsentrasi 

perbandingan 

kombinasi 

ekstrak  

Dosis kombinasi 

ekstrak etanol 

daun jambu biji 

dan daun sirih 

hijau  

Timbangan/ 

neraca analitik 

Konsentrasi perbandingan 

ekstrak daun jambu biji 

dan daun sirih hijau (1:0), 

(1:2), (1:1), (2:1), dan 

(0:1).  

Keterangan: 

- Dosis (1:0) atau (0:1) 

yaitu 100 mg.  

- Dosis (2:1) yaitu 67 mg 

: 33 mg, dan (1:2) yaitu 

33 mg : 67 mg. 

- Dosis (1:1) yaitu 50 mg 

: 50 mg. 

Nominal 

Variabel Terikat 

Aktivitas 

antioksidan 

kombinasi 

ekstrak  

Aktivitas 

antioksidan 

ekstrak etanol 

daun jambu biji 

dan daun sirih 

hijau  

Metode DPPH 

(2,2-diphenyl-

1-

picrylhydrazyl) 

menggunakan 

spektrofotomet

er UV-Vis 

% IC50 (Inhibitory 

Concentration 50%)  

Kategori:  

• Sangat kuat, nilai 

IC50 <50 μg/mL 

5.1 Kuat, nilai IC50 = 50-

100 μg/mL 

• Sedang, nilai IC50 = 

101-150 μg/mL 

• Lemah, nilai IC50 

>150 μg/mL 

Rasio 

Total fenolik 

kombinasi 

ekstrak  

Kadar total 

senyawa fenolik 

yang terkandung 

dalam kombinasi 

ekstrak etanol 

daun jambu biji 

dan daun sirih 

hijau  

Metode Folin-

Ciocalteu 

menggunakan 

spektrofotometr

i UV-Vis 

GAE (Gallic Acid 

Equivalent) sebagai acuan 

pengukuran senyawa 

fenol dalam suatu bahan, 

yang dinyatakan dalam 

bentuk mg GAE/g 

Rasio 
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3.5 Etika Penelitian 

Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan etik dari Komisi Etik Fakultas 

Kedokteran Universitas Lampung, dengan nomor etik yaitu 

124/UN.26.18/PP.05.02.00/2024 yang dapat dilihat pada Lampiran 1. 

 

3.6 Tahapan penelitian  

3.6.1 Determinasi Tanaman 

Determinasi tanaman daun jambu biji dan daun sirih hijau dilakukan di 

Laboratorium Botani, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan 

Alam (FMIPA), Universitas Lampung. 

 

3.6.2 Persiapan Sampel  

Tahapan pembuatan serbuk simplisia daun jambu biji dan daun sirih 

hijau dimulai dari tahapan sortasi basah. Pada tahapan sortasi basah 

dilakukan pemisahan bagian tanaman yang tidak digunakan dan 

kotoran yang terbawa, setelah tahapan sortasi basah daun dicuci dengan 

air yang mengalir, kemudian dilakukan proses pengeringan dengan 

menggunakan kombinasi sinar matahari tidak langsung (ditutupi 

dengan kain hitam) selama 3 hari dan oven dengan suhu 50oC selama 4 

jam. Setelah daun jambu biji dan daun sirih hijau kering kemudian 

dilakukan tahapan sortasi kering. Daun jambu biji dan daun sirih hijau 

kemudian dihaluskan untuk mendapatkan serbuk simplisia (Kemenkes, 

1995; Sekarsari et al., 2019). 

 

3.6.3 Pembuatan Ekstrak 

Pembuatan ekstrak dilakukan dengan menggunakan metode ekstraksi 

maserasi. Tahapan ekstraksi dimulai dengan menimbang masing-

masing 500 g daun jambu biji dan daun sirih hijau kemudian dilakukan 

perendaman dengan pelarut etanol 70% sebanyak 2500 ml (1:5). Proses 

ekstraksi maserasi ini dilakukan selama 3 hari, setiap harinya diberikan 

intervensi pengadukan serta pergantian pelarut. Pada hasil ekstraksi hari 
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pertama dilakukan penyaringan dengan menggunakan kertas saring, 

sehingga didapatkan filtrat dan residu. Filtrat kemudian diambil dan 

disimpan ke dalam wadah maserator, kemudian residu yang dihasilkan 

dilakukan maserasi kembali sebanyak 2 kali dalam 2 hari dengan 

pelarut etanol 70% setengah dari volume awal yang digunakan (1250 

ml). Hasil ekstraksi didapat 3 filtrat, yang kemudian dicampurkan untuk 

dilakukan pengentalan ekstrak menggunakan rotary evaporator pada 

suhu 40oC. Sehingga didapatkan ekstrak kental daun jambu biji dan 

daun sirih hijau (Kemenkes, 2017; Saryanti et al., 2020). 

 

Perhitungan rendemen ekstrak simplisia: 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛 =
𝑏𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘

𝑏𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑠𝑒𝑟𝑏𝑢𝑘 𝑠𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎
× 100% 

(Lisdiani et al., 2022) 

 

3.7 Penapisan Fitokimia  

Penapisan fitokimia dilakukan untuk melihat kandungan senyawa kimia yang 

terkandung dalam ekstrak daun sirih hijau dan ekstrak daun jambu biji. 

Tahapan penapisan fitokimia dimulai dengan membuat larutan stok untuk 

masing-masing ekstrak daun jambu biji dan daun sirih hijau, dengan 

menimbang sebanyak 1 gram ekstrak kemudian dilarutkan dalam etanol 70% 

dalam labu ukur 100 ml (Lisdiani et al., 2022). 

 

3.7.1 Uji Flavonoid 

Sebanyak 2 ml larutan stok masing-masing ekstrak daun jambu biji dan 

daun sirih hijau dimasukkan dalam tabung reaksi, ditambah 0,1 g 

serbuk magnesium (Mg) dan 5 tetes HCl pekat (sebagai pereaksi 

shinoda). Hasil positif menunjukkan hasil reaksi larutan berwarna 

kuning, jingga hingga warna merah (Harbone, 1998; Lisdiani et al., 

2022). 
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3.7.2 Uji Fenolik 

Sebanyak 5 ml larutan stok diambil dari masing-masing ekstrak daun 

jambu biji dan daun sirih hijau dimasukkan dalam tabung reaksi dan 

ditambahkan 3-4 tetes larutan FeCl3 1%. Hasil positif ditunjukkan 

dengan hasil reaksi larutan berwarna hijau, merah, ungu, biru atau hitam 

(Harbone, 1998; Lisdiani et al., 2022). 

 

3.7.3 Uji Tanin 

Sebanyak 2 ml larutan stok ekstrak daun jambu biji dan daun sirih hijau 

diambil, kemudian ditambahkan 2-3 tetes larutan FeCl3 10%. Hasil 

positif tanin ditunjukkan dengan perubahan warna biru tua atau hijau 

kehitaman, serta menambah gelatin untuk memastikan keberadaan 

tanin dengan terbentuknya endapan putih (Kumaradewi et al., 2021; 

Nurcholis et al., 2022). 

 

3.7.4 Uji Alkaloid 

Ekstrak daun jambu biji dan daun sirih hijau diambil masing-masing 

sebanyak 1 ml dan ditambahkan 2 tetes kloroform, juga 2 tetes pereaksi 

meyer. Hasil positif yang ditunjukkan dari reaksi alkaloid terbentuknya 

endapan putih (Sudira et al., 2019). 

 

3.7.5 Uji Saponin 

Sebanyak 0,5 ml larutan stok ekstrak daun jambu biji dan daun sirih 

hijau dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 5 ml air 

panas dan dikocok kuat-kuat selama 10 detik. Hasil positif saponin 

ditunjukkan dengan terbentuknya buih selama kurang lebih 10 menit 

dan tingginya 1-10 cm (Harbone, 1998; Lisdiani et al., 2022). 
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3.7.6 Uji Steroid dan Terpenoid 

Sebanyak 1 ml larutan stok ekstrak daun jambu biji dan daun sirih hijau 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian tambahkan 2 ml 

kloroform dan 10 tetes asam asetat anhidrat (CH3COOH anhidrat). 

Tambahkan juga 3 tetes asam sulfat melalui dinding tabung reaksi. 

Hasil positif adanya senyawa steroid ditunjukkan dengan reaksi warna 

biru atau hijau, sedangkan positif terpenoid terjadinya reaksi warna 

merah atau ungu (Harbone, 1998; Lisdiani et al., 2022). 

 

3.8 Konsentrasi Kombinasi Ekstrak 

Pada penelitian ini dibuat 5 konsentrasi perbandingan dari kombinasi ekstrak 

daun jambu biji dan daun sirih hijau. Berikut konsentrasi perbandingan dari 

kombinasi ekstrak daun jambu biji dan daun sirih hijau yang akan digunakan 

dalam penelitian ini: 

 

Tabel 3. 2 Kombinasi Ekstrak Etanol Daun Jambu Biji dan Daun Sirih Hijau 

No Perbandingan Daun Jambu Biji Daun Sirih Hijau 

1 1 : 0 100 mg - 

2 1 : 2 33 mg 67 mg 

3 1 : 1 50 mg 50 mg 

4 2 : 1 67 mg 33 mg 

5 0 : 1 - 100 mg 

Sumber: Himawan et al., 2021 

 

3.9 Penetapan Kadar Total Fenolik 

3.9.1 Pembuatan Larutan Reagen Na2CO3 7% 

Sebanyak 3,5 mg serbuk Na2CO3 ditimbang, kemudian dilarutkan 

dengan aquades dan dikocok hingga homogen. Lalu cukupkan aquades 

hingga 50 ml (Sam et al., 2016). 
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3.9.2 Pembuatan Larutan Baku Asam Galat 

Sebanyak 100 mg asam galat dan dilarutkan dengan 60 ml etanol dalam 

labu ukur 100 ml dan dilarutkan hingga homogen. Setelah larut 

dicukupkan hingga tanda batas dengan etanol. Sehingga didapat larutan 

baku asam galat 1000 ppm (1000 μg/ml). Dibuat seri larutan asam galat 

dengan konsentrasi 20, 30, 40, 50, dan 60 μg/ml. (Nerdy & Manurung, 

2018). 

 

3.9.3 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum 

Larutan asam galat 40 μg/ml dipipet sebanyak 5,0 ml dimasukkan 

dalam labu ukur 10 ml. Diambil 0,5 ml larutan asam galat 40 μg/ml, 

kemudian ditambahkan 0,5 ml larutan pereaksi folin-ciocalteu dan 7,5 

ml aquades kedalam labu ukur tersebut, lalu dihomogenkan dan 

diinkubasi selama 1 menit. Setelah diinkubasi, ditambahkan larutan 

Na2CO3 7% hingga tanda batas dan dicampurkan hingga homogen. 

Absorbansi diukur pada panjang gelombang 400-800 nm menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis (Nerdy & Manurung, 2018). 

 

3.9.4 Pembuatan Kurva Baku Larutan Asam Galat 

Dipipet masing-masing konsentrasi asam galat (20, 30, 40, 50, dan 60 

 ppm) sebanyak 0,5 ml dimasukkan dalam labu ukur 10 ml. Kemudian 

ditambahkan 0,5 ml larutan pereaksi folin-ciocalteu dan 7,5 ml aquades 

kedalam labu ukur tersebut, lalu dikocok dan didiamkan selama 1 

menit. Ditambahkan larutan Na2CO3 7% hingga tanda batas, lalu 

campurkan hingga homogen dan didiamkan pada suhu kamar selama 

40 menit. Kemudian absorbansi diukur pada panjang gelombang 

maksimum yang diperoleh, dibuat kurva kalibrasi hubungan antara 

konsentrasi asam galat dengan absorban. Dilakukan 3 kali pengulangan 

analisis (Nerdy & Manurung, 2018). 
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3.9.5 Pembuatan Larutan Uji 

Pembuatan Larutan uji kombinasi ekstrak daun jambu biji dan daun 

sirih hijau dengan mencampurkan masing-masing ekstrak hasil dari 

ekstraksi dengan metode maserasi. Perbandingan (1 : 2) dengan 

menimbang 33 mg ekstrak daun jambu biji dan 67 mg ekstrak daun sirih 

hijau. Pada perbandingan (2 : 1), ditimbang 67 mg ekstrak daun jambu 

biji dan 33 mg ekstrak daun sirih hijau. Selanjutnya pada kombinasi 

ekstrak perbandingan (1 : 1), masing-masing ekstrak daun jambu biji 

dan daun sirih hijau ditimbang sebanyak 50 mg. Untuk perbandingan 

(1 : 0) dan (0 : 1) ditimbang ekstrak daun jambu biji dan daun sirih hijau 

sebanyak 100 mg. Dari kombinasi ekstrak yang telah dibuat kemudian 

masing-masing kombinasi dibuat larutan dengan konsentrasi 1000 ppm 

(Himawan et al., 2021). 

 

3.9.6 Penentuan Kadar Total Fenolik 

Dipipet masing-masing konsentrasi dari kombinasi larutan uji sebanyak 

0,5 ml dimasukkan dalam labu ukur 10 ml. Kemudian ditambahkan 0,5 

ml larutan pereaksi folin-ciocalteu dan 7,5 aquades ke dalam labu ukur 

tersebut, lalu dikocok dan didiamkan selama 1 menit. Ditambahkan 

larutan Na2CO3 7% hingga tanda batas dan homogen, didiamkan pada 

suhu ruang selama 40 menit. Kemudian diukur absorbansi pada panjang 

gelombang maksimum yang diperoleh dan dibuat kurva kalibrasi 

hubungan antara konsentrasi larutan uji (μg/mL) dengan absorban. 

Dilakukan 3 kali pengulangan analisis (Nerdy & Manurung, 2018). 

 

3.9.7 Perhitungan 

Analisis data kadar total fenolik ditunjukkan dengan dibuat kurva 

standar dari persamaan regresi linear dari data absorbansi dan 

konsentrasi larutan standar, dengan persamaan y = bx + a, untuk 

mencari konsentrasi yang akan dimasukkan dalam rumus total fenolik. 
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Kemudian dihitung kadar total fenolik sebagai miligram asam galat per 

gram berat ekstrak kering menggunakan rumus, sebagai berikut: 

 

𝐶 =
𝑋. 𝑉. 𝐹𝑝

𝑔
 

 
Keterangan, C  = Total fenolik (mg GAE/g) 

  X  = Konsentrasi kandungan fenolik (mg/ml) 

  V  = Volume ekstrak (ml) 

  Fp = Faktor pengenceran 

  g  = Berat sampel (g) 

(Wilorianza et al., 2023) 

 

3.10 Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH 

3.10.1 Pembuatan Larutan DPPH 

Dibuat pereaksi DPPH dengan ditimbang sebanyak 5 mg DPPH yang 

dilarutkan dengan etanol dalam labu ukur 50 mL. Sehingga diperoleh 

larutan DPPH dengan konsentrasi 100 ppm. Kemudian disimpan pada 

suhu ruang dan ditutupi dengan aluminium foil agar terlindung dari 

sinar matahari (Himawan et al., 2021).  

 

3.10.2 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum 

Ukur absorbansi panjang gelombang maksimum larutan DPPH dengan 

Spektrofotometri Uv-Vis pada panjang gelombang 400-700 nm. 

Dengan cara pipet 5 ml larutan DPPH 100 ppm ke dalam labu ukur 10 

ml, ditambah etanol hingga tanda batas dan dihomogenkan. Diukur 

serapan maksimumnya, nilai absorbansi larutan DPPH tertinggi 

digunakan sebagai panjang gelombang optimum untuk pengukuran 

sampel (Himawan et al., 2021; Ridwanto et al., 2023). 

 

3.10.3 Pembuatan Larutan Baku Asam askorbat 

Dibuat larutan pembanding aktivitas antioksidan yaitu dengan asam 

askorbat (vitamin C). Sebanyak 100 mg asam askorbat ditimbang dan 

dilarutkan dengan etanol dalam labu ukur 100 ml (Larutan baku asam 
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askorbat dengan konsentrasi 1000 ppm). Kemudian dibuat seri 

larutannya dengan konsentrasi 2, 4, 6, 8 dan 10 μg/ml yang diencerkan 

dengan etanol dalam labu ukur 10 ml (Himawan et al., 2021). 

 

3.10.4 Pembuatan Kurva Baku Asam Askorbat 

Dipipet masing-masing konsentrasi sebanyak 4 ml dari larutan asam 

askorbat (2, 4, 6, 8, dan 10 ppm), kemudian ditambahkan 1 ml larutan 

DPPH 100 ppm dalam kuvet. Larutan diinkubasi selama 30 menit yang 

diperoleh pada suhu ruang dan terlindungi dari cahaya. Ukur absorbansi 

larutan kontrol positif asam askorbat menggunakan spektrofotometri 

UV-Vis pada panjang gelombang maksimum DPPH yang diperoleh. 

Kemudian dibuat kurva kalibrasi hubungan antara konsentrasi 

antioksidan dengan absorban. Lakukan 3 kali pengulangan (Himawan 

et al., 2021). 

 

3.10.5 Pembuatan Larutan Uji 

Pembuatan Larutan uji kombinasi ekstrak daun jambu biji dan daun 

sirih hijau dengan mencampurkan masing-masing ekstrak hasil dari 

ekstraksi dengan metode maserasi. Perbandingan (1 : 2) dengan 

menimbang 33 mg ekstrak daun jambu biji dan 67 mg ekstrak daun sirih 

hijau. Pada perbandingan (2 : 1), ditimbang 67 mg ekstrak daun jambu 

biji dan 33 mg ekstrak daun sirih hijau. Selanjutnya pada kombinasi 

ekstrak perbandingan (1 : 1), masing-masing ekstrak daun jambu biji 

dan daun sirih hijau ditimbang sebanyak 50 mg. Untuk perbandingan 

(1 : 0) dan (0 : 1) ditimbang ekstrak daun jambu biji dan daun sirih hijau 

sebanyak 100 mg. Dari kombinasi ekstrak yang telah dibuat kemudian 

masing-masing kombinasi dibuat larutan induk dengan konsentrasi 

1000 ppm. Kemudian dari larutan tersebut masing-masing kombinasi 

ekstrak dibuat seri larutan dengan konsentrasi 20, 40, 60, 80 dan 100 

μg/ml (Himawan et al., 2021). 
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3.10.6 Penetapan Aktivitas Antioksidan 

Dipipet masing-masing konsentrasi sebanyak 2 ml dari larutan uji (20, 

40, 60, 80, dan 100 μg/ml), kemudian ditambahkan 2 ml larutan DPPH 

100 ppm dalam kuvet. Larutan diinkubasi selama 30 menit pada suhu 

ruang dan terlindungi dari cahaya. Ukur absorbansi larutan uji 

kombinasi ekstrak menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada 

panjang gelombang maksimum DPPH yang diperoleh. Dilakukan 

pengukuran dengan tiga kali pengulangan. Kemudian dibuat kurva 

kalibrasi hubungan antara konsentrasi antioksidan (μg/mL) dengan 

absorban (Himawan et al., 2021). 

 

3.10.7 Perhitungan 

Analisis data pengamatan uji aktivitas antioksidan pada masing-masing 

kombinasi ekstrak dengan berbagai konsentrasinya diperoleh dari 

spektrofotometri UV-Vis, kemudian perhitungan aktivitas 

antioksidannya ditentukan dari % inhibisi terhadap radikal DPPH 

menggunakan rumus, sebagai berikut: 

 

% 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑠𝑖 =
𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜 − 𝐴𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙

𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜
× 100% 

 

Dari data yang diperoleh dibuat kurva hubungan konsentrasi sampel 

(sumbu x) dan % inhibisi (sumbu y), untuk mendapatkan persamaan 

sebagai berikut (Himawan et al., 2021): 

 

y = bx + a 

 

Persamaan tersebut untuk menghitung nilai IC50, dengan dimasukkan 

y = 50. Nilai IC50 (Inhibitor Concentration 50%) yang merupakan 

parameter untuk mengukur aktivitas antioksidan sampel uji, sebagai 

konsentrasi antioksidan yang dibutuhkan untuk menurunkan 

konsentrasi/menangkal radikal bebas (DPPH) awal sebesar 50% 

(Rivero-Cruz et al., 2020).  
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3.11 Analisis Data 

Analisis data penelitian dilakukan dengan menggunakan software IBM 

SPSS Statistik versi 26. Data hasil penelitian dilakukan uji normalitas dengan 

menggunakan uji Shapiro-Wilk. Analisis data dilanjutkan dengan uji one-way 

ANOVA untuk melihat pengaruh perbedaan nilai IC50 dan nilai kadar total 

fenolik terhadap konsentrasi ekstrak tunggal dan kombinasinya. Data aktivitas 

antioksidan (nilai IC50) dan total kadar fenolik dilakukan uji correlation. 

Analisis data dari hasil percobaan dilakukan secara statistik pada tingkat 

kepercayaan 95% (p-value < 0,05) (Amalia et al., 2023; Pujiastuti & Ma’rifah, 

2022). 
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3.12 Alur Penelitian 

Uji Aktivitas 

Antioksidan 
Penetapan Kadar 

Total Fenolik 

Analisis Data 

Metode DPPH 

Ekstrak 

Jambu Biji : 

Ekstrak Sirih 

Hijau 

(1 : 0) 

Ekstrak 

Jambu Biji : 

Ekstrak Sirih 

Hijau 

(0 : 1) 

Ekstrak 

Jambu Biji : 

Ekstrak Sirih 

Hijau 

(2 : 1) 

Ekstrak 

Jambu Biji : 

Ekstrak Sirih 

Hijau 

(1 : 1) 

Ekstrak 

Jambu Biji : 

Ekstrak Sirih 

Hijau 

(1 : 2) 

Serbuk simplisia daun jambu biji 

dan daun sirih hijau 

Determinasi tanaman 

Ekstrak daun jambu biji dan daun 

sirih hijau 

Sinar matahari selama 

3 hari dan oven suhu 

50oC selama 4 jam 

Maserasi menggunakan 

etanol 70% selama 3 

hari, dengan intervensi 

pengadukan dan 

remaserasi 2x 

Skrining fitokimia Uji alkaloid, flavonoid, 

fenolik, tannin, saponin, 

steroid dan terpenoid 

Kombinasi Ekstrak  

Tanaman daun jambu biji dan daun 

sirih hijau 

Ekstrak kental 

Metode Folin-

ciocalteu 

Evaporasi, dengan 

suhu 40oC 

Spektrofotometer UV-Vis 

Baku Pembanding: 

asam askorbat 

Gambar 3. 1 Alur Penelitian 



 

 

 

BAB V 

SIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Simpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat diambil kesimpulan bahwa: 

5.1.1 Aktivitas antioksidan yang diukur dengan metode DPPH  pada ekstrak 

etanol daun jambu biji (Psidium guajava L.) dan daun sirih hijau (Piper 

betle L.) dengan perbandingan 1:0, 1:2, 1:1, 2:1, 0:1 menunjukkan hasil 

masing-masing sebesar 71,180 μg/ml, 77,783 μg/ml, 56,267 μg/ml, 

46,292 μg/ml, 16,889 μg/ml. Kadar total fenolik yang dinyatakan dengan 

massa ekuivalen asam galat menunjukkan hasil bahwa ekstrak etanol 

daun jambu biji dan daun sirih hijau mengandung kadar total fenolik 

masing-masing perbandingan sebesar 43,556 mg GAE/g, 40,593 mg 

GAE/g, 55,196 mg GAE/g, 53,608 mg GAE/g, 64,402 mg GAE/g. 

5.1.2 Terdapat pengaruh dari bentuk tunggal maupun kombinasi ekstrak etanol 

daun jambu biji dan daun sirih hijau terhadap aktivitas antioksidan dan 

kandungan total fenolik. Kombinasi ekstrak etanol dengan perbandingan 

konsentrasi 2:1 menunjukkan aktivitas antioksidan yang lebih kuat dan 

kandungan total fenolik yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan 

bentuk tunggal maupun perbandingan konsentrasi lainnya. Penelitian ini 

juga mendapatkan hasil bahwa kelompok kontrol positif yaitu asam 

askorbat pada pengujian aktivitas antioksidan memiliki hasil yang sangat 

kuat diantara semua kelompok pengujian aktivitas antioksidan. 

5.1.3 Terdapat hubungan yang signifikan antara jumlah kadar total fenolik 

dengan aktivitas antioksidan (nilai IC50) dari bentuk tunggal maupun 

kombinasi ekstrak etanol daun jambu biji dan daun sirih hijau.  Hal ini 
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dibuktikan dengan semakin tinggi nilai kadar total fenolik maka aktivitas 

antioksidan yang diperoleh semakin kuat (nilai IC50 rendah). 

 

5.2 Saran 

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan maka peneliti menyarankan 

beberapa hal, sebagai berikut: 

5.2.1 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait aktivitas antioksidan 

kombinasi ekstrak etanol daun jambu biji dan daun sirih hijau dengan 

menggunakan metode uji aktivitas antioksidan yang berbeda seperti 

metode ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)). 

5.2.2 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efek tahapan fraksinasi 

kombinasi ekstrak etanol daun jambu biji dan daun sirih hijau untuk 

mengetahui pengaruhnya terhadap aktivitas antioksidan dan kadar total 

fenolik. 

5.2.3 Perlu dilakukan uji kandungan total flavonoid dari kombinasi ekstrak 

etanol daun jambu biji dan daun sirih hijau yang juga memiliki aktivitas 

antioksidan.  
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