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ABSTRACT 

IN VITRO EVALUATION OF TOTAL PHENOLIC, FLAVONOID, AND 

TANNIN CONTENTS AND ANTIOXIDANT OF COMBINED EXTRACTS 

OF BINAHONG LEAVES (Anredera cordifolia) AND BAY LEAVES 

(Syzigium polyanthum) 

 

By 

 

 

Aldo Setiawan Lukas 

 

 

Background: Binahong leaves and bay leaves are known to contain phenolic 

compounds, flavonoids, and tannins, which have the potential to be developed as 

natural antioxidant sources. This study aimed to determine the total phenolic, 

flavonoid, and tannin contents, as well as the antioxidant activity of combined 70% 

ethanol and ethyl acetate extracts of binahong and bay leaves. 

Methods: Combined extracts of binahong and bay leaves were prepared at ratios 

of 1:1, 1:2, 2:1, 2:0, and 0:2 %w/w, with a total concentrated extract weight of 100 

mg. Total phenolic content (mg GAE/g extract) was determined using the Folin–

Ciocalteu method, total flavonoid content (mg QE/g extract) was analyzed using 

the aluminum chloride colorimetric method, and total tannin content (mg GAE/g 

extract) was determined using the gelatin precipitation method. Antioxidant activity 

(µg/mL) was evaluated using the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) method. 

Data analysis was performed using one-way ANOVA and Spearman correlation 

tests with a significance level of 0.05. 

Results: The highest total phenolic content in both the 70% ethanol and ethyl 

acetate extracts was obtained in the 0:2 combination. The highest total flavonoid 

content was observed in the 1:1 and 0:2 combinations, while the highest total tannin 

content in both extracts was found in the 1:2 combination. The strongest antioxidant 

activity in the 70% ethanol and ethyl acetate extracts was observed in the 0:2 and 

1:2 combinations. All test results showed significant differences among extract 

combinations. A negative correlation was observed between total phenolic, 

flavonoid, and tannin contents and antioxidant activity, except for the ethyl acetate 

extract in the flavonoid assay, which showed a positive correlation. 

Conclusions: : The combination of 70% ethanol and ethyl acetate extracts of 

binahong and bay leaves exhibited high total phenolic, flavonoid, and tannin 



 

 

contents, and showed a negative correlation with antioxidant activity, except for the 

ethyl acetate extract in the flavonoid assay. 

 

Keywords: binahong leaves, bay leaves, extract, total phenolics, total flavonoids, 

total tannins, antioxidant  



 

 

 

ABSTRAK 

EVALUASI IN VITRO KANDUNGAN FENOLIK, FLAVONOID, DAN 

TANIN TOTAL SERTA AKTIVITAS ANTIOKSIDAN KOMBINASI 

EKSTRAK DAUN BINAHONG (Anredera cordifolia) DAN DAUN SALAM 

(Syzygium polyanthum) 

 

Oleh 

 

 

Aldo Setiawan Lukas 

 

 

Latar Belakang: Daun binahong dan daun salam diketahui mengandung senyawa 

fenolik, flavonoid, dan tanin yang berpotensi sebagai sumber antioksidan alami. 

Penelitian ini bertujuan menentukan kadar total fenolik, flavonoid, tanin, serta 

aktivitas antioksidan dari kombinasi ekstrak etanol 70% dan etil asetat daun 

binahong dan daun salam. 

Metode: Ekstrak kombinasi daun binahong dan daun salam dibuat dengan 

perbandingan 1:1, 1:2, 2:1, 2:0, dan 0:2 %b/b dengan total berat ekstrak kental 100 

mg. Penentuan kadar fenolik total (mg GAE/g ekstrak) dilakukan menggunakan 

metode Folin–Ciocalteu, kadar flavonoid total (mg QE/g ekstrak) dengan metode 

kolorimetri aluminium klorida, dan kadar tanin total (mg GAE/g ekstrak) 

menggunakan metode presipitasi gelatin. Aktivitas antioksidan (µg/mL) 

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

dilakukan menggunakan uji statistik one-way ANOVA dan uji korelasi Spearman 

dengan nilai signifikansi 0,05. 

Hasil: Kadar fenolik total tertinggi pada ekstrak etanol 70% dan etil asetat 

diperoleh pada kombinasi 0:2. Kadar flavonoid total tertinggi pada kombinasi 1:1 

dan 0:2, sedangkan kadar tanin total tertinggi pada kedua ekstrak dengan kombinasi 

1:2. Aktivitas antioksidan paling kuat pada ekstrak etanol 70% dan etil asetat pada 

kombinasi 0:2 dan 1:2. Seluruh hasil pengujian menunjukkan perbedaan yang 

signifikan antar kombinasi ekstrak. Terdapat korelasi negatif antara kadar total 

fenolik, flavonoid, dan tanin terhadap aktivitas antioksidan, kecuali pada ekstrak 

etil asetat uji flavonoid yang menunjukkan korelasi positif. 

Kesimpulan: Kombinasi ekstrak etanol 70% dan etil daun binahong dan daun 

salam memiliki kadar total fenolik, flavonoid, dan tanin yang termasuk rentang 

tinggi, serta terdapat korelasi negatif dengan aktivitas antioksidan yang dihasilkan  



 

 

kecuali pada ekstrak etil asetat dari uji kadar flavonoid. 

 

Kata Kunci: daun binahong, daun salam, ekstrak, fenolik total, flavonoid total, 

tanin total, antioksidan 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Penyakit degeneratif adalah penyakit tidak menular yang muncul akibat 

adanya penurunan fungsi sel (Hafsah et al., 2022). Golongan lanjut usia 

lebih sering mengalami penyakit degeneratif, tetapi tidak jarang terjadi juga 

pada golongan muda (Setyawati et al., 2024). Terjadinya penurunan 

tersebut dikarenakan adanya proses penuaan dan pola hidup yang tidak sehat 

(Karwiti et al., 2023). Menurut data Riskesdas pada tahun 2018 

menyebutkan bahwa prevalensi penyakit degeneratif di Indonesia mencapai 

65,7% (Kemenkes, 2018). Penyakit degeneratif yang biasanya ditemukan 

pada masyarakat adalah asam urat, diabetes melitus, hipertensi, dan 

kolesterol yang tinggi (Oktavia et al., 2025). Salah satu faktor yang berperan 

dalam perkembangan penyakit degeneratif adalah stres oksidatif akibat 

ketidakseimbangan antara radikal bebas dan sistem pertahanan antioksidan 

dalam tubuh (Arief et al., 2020). Oleh karena itu, antioksidan memiliki 

peran penting dalam menekan stres oksidatif dan berpotensi digunakan 

sebagai pendekatan terapeutik dalam pencegahan dan pengelolaan penyakit 

degeneratif. 

 

Senyawa radikal bebas dapat menyebabkan munculnya penyakit degeneratif 

(Iranawati et al., 2024). Senyawa radikal dapat menyebabkan stres oksidatif 

yang dapat menyebabkan rusaknya sel, DNA, protein dan lemak dalam 

tubuh. Rusaknya makromolekul dalam tubuh dapat menyebabkan 

timbulnya penyakit kanker dan gangguan neurodegeneratif (Farmasi & 

Farmakoinformatika, 2022). Dalam menangani hal ini tubuh memerlukan 

senyawa antioksidan dalam membantu senyawa endogen dalam 
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menghambat, mencegah, dan memperlambat reaksi oksidasi (Rustaman et 

al., 2023). Senyawa antioksidan dibagi menjadi dua kelompok yaitu 

kelompok alami dan sintesis. Saat ini, senyawa antioksidan alami diketahui 

lebih aman dan murah dibandingkan antioksidan sintesis (Smajić, Cvrk, 

Kusur, Junuzović & Brčina 2023).  

 

Tanaman obat tradisional yang diketahui memiliki khasiat sebagai 

antioksidan yaitu daun binahong (Anredera cordifolia) serta daun salam 

(Syzygium polyanthum). Penelitian uji aktivitas antioksidan (DPPH) yang 

dilakukan oleh Tandi, (2023), dari uji tersebut diketahui ekstrak daun 

binahong dengan pelarut etatnol 96% memiliki nilai IC50 sebesar 61,99 ppm 

(kuat). Penelitian lain, diketahui kombinasi antara ekstrak daun binahong 

dan daun kemangi dengan konsentrasi 50 mg : 100 mg (daun binahong : 

daun kemangi) dengan pelarut etanol memiliki nilai IC50 yang sangat kuat 

yaitu 24,33 ppm (Himawan et al., 2021). Ekstrak daun salam tunggal 

dengan pelarut etanol 96% diketahui memiliki aktivitas antioksidan sangat 

kuat dengan nilai IC50 5,603 ppm (Setiawansyah & Pandapotan, 2025). 

Penelitian lain menyebutkan kombinasi ekstrak daun salam dengan daun 

kelor dengan pelarut etanol 96%% memiliki aktivitas antioksidan yang lebih 

kuat dibandingkan dengan ekstrak daun salam tunggal dengan nilai IC50 

28,5 ppm yang dikategorikan sangat kuat (Rudiana & Indriatmoko, 2020). 

Nilai IC₅₀ yang semakin kecil menunjukkan kemampuan antioksidan yang 

semakin tinggi dalam menangkap radikal bebas, sehingga berpotensi 

berperan dalam pencegahan penyakit degeneratif yang berkaitan dengan 

stres oksidatif (Putri, 2020). Aktivitas antioksidan tersebut umumnya 

berkaitan dengan kandungan senyawa bioaktif seperti flavonoid, fenolik, 

dan tanin yang diketahui mampu menetralkan radikal bebas serta 

melindungi sel dari kerusakan oksidatif. 

 

Berdasarkan penelitian sebelumnya, diketahui bahwa ekstrak tunggal 

maupun kombinasi dari daun binahong dan daun salam memiliki aktivitas 

antioksidan yang kuat. Namun, hingga kini belum ada penelitian yang 
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secara khusus membahas kandungan total fenolik, total flavonoid, total 

tanin, serta aktivitas antioksidan dari kombinasi ekstrak daun binahong 

(Anredera cordifolia) dan daun salam (Syzygium polyanthum). Oleh karena 

itu, penelitian ini dilakukan untuk menentukan kadar total fenolik, total 

flavonoid, total tanin dan aktivitas antioksidan dari kombinasi ekstrak etanol 

70% dan etil asetat daun binahong  serta daun salam dengan variasi 

perbandingan konsentrasi 1:1, 2:1, 1:2, 2:0, 0:2 %b/b. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Mengacu pada latar belakang yang telah dijelaskan, maka rumusan masalah 

dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Berapa jumlah kadar fenolik total, flavonoid total, tanin total pada 

kombinasi ekstrak pelarut etanol 70% dan pelarut etil asetat dari daun 

binahong (Anredera cordifolia) serta daun salam (Syzygium 

polyanthum)? 

2. Bagaimana profil aktivitas antioksidan yang ditunjukkan melalui nilai 

IC₅₀ pada kombinasi ekstrak pelarut etanol 70% dan pelarut etil asetat 

dari daun binahong (Anredera cordifolia) serta daun salam (Syzygium 

polyanthum)? 

3. Apakah terdapat keterkaitan antara peningkatan kadar fenolik total 

flavonoid total, dan tanin total terhadap aktivitas antioksidan pada 

kombinasi ekstrak pelarut etanol 70% dan pelarut etil asetat dari daun 

binahong (Anredera cordifolia) serta daun salam (Syzygium 

polyanthum)? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Mengacu pada rumusan masalah yang telah dijelaskan, tujuan penelitian ini 

adalah sebagai berikut: 

1. Menganalisis kadar fenolik total, flavonoid total, tanin total dari 

kombinasi ekstrak pelarut etanol 70% dan etil asetat dari daun binahong 

(Anredera cordifolia) serta daun salam (Syzygium polyanthum) 
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2. Mengidentifikasi aktivitas antioksidan (IC₅₀) kombinasi ekstrak pelarut 

etanol 70% dan pelarut etil asetat dari daun binahong (Anredera 

cordifolia) serta daun salam (Syzygium polyanthum) yang memiliki 

potensi antioksidan terbaik 

3. Mengkaji hubungan antara kadar fenolik total, flavonoid total, tanin total 

dengan aktivitas antioksidan (IC₅₀) terhadap kombinasi ekstrak pelarut 

etanol 70% dan pelarut etil asetat dari daun binahong (Anredera 

cordifolia) serta daun salam (Syzygium polyanthum) 

 

1.4 Manfaat Penelitian  

1.4.1 Manfaat Bagi Peneliti 

Manfaat yang didapatkan melalui penelitian ini diharapkan dapat 

menjadi landasan bagi peneliti dalam pengembangan obat-obatan 

berbasis bahan alam dengan mengacu pada data mengenai kadar 

fenolik total, kadar flavonoid total, kadar tanin total, dan aktivitas 

antioksidan dari kombinasi daun binahong (Anredera cordifolia) dan 

daun salam (Syzygium polyanthum). 

 

1.4.2 Manfaat Bagi Masyarakat 

Manfaat yang didapatkan melalui penelitian ini diharapkan dapat 

menjadi sumber informasi sekaligus edukasi bagi masyarakat 

mengenai pemanfaatan daun binahong (Anredera cordifolia) dan 

daun salam (Syzygium polyanthum) yang berpotensi dijadikan 

antioksidan alami yang bermanfaat untuk kesehatan. 

 

1.4.3 Manfaat Bagi Institusi 

Manfaat yang didapatkan melalui penelitian ini diharapkan mampu 

memberikan kontribusi dalam memperkuat peran institusi, khususnya 

dalam upaya pengembangan potensi pemanfaatan daun binahong 

(Anredera cordifolia) dan daun salam (Syzygium polyanthum) yang 

dijadikan antioksidan alami.  
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1.5 Batasan Penelitian 

Batasan penelitian ini ditetapkan agar ruang lingkup penelitian tidak 

melebar sehingga pelaksanaan penelitian dapat dilakukan dengan fokus dan 

hasilnya sesuai dengan yang telah dirumuskan. Batasan penelitian yang 

digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:  

1. Pengujian penetapan kadar fenolik total dalam penelitian ini hanya 

menggunakan metode Folin-Ciocalteu. 

2. Pengujian penetapan kadar flavonoid total dalam penelitian ini hanya 

menggunakan metode kolorimetri aluminium klorida. 

3. Pengujian penetapan tanin total dalam penelitian ini hanya menggunakan 

metode prepitasi gelatin. 

4. Pengujian aktivitas senyawa antioksidan dalam penelitian ini hanya 

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

  



 

 

 

 

BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Tanaman Binahong (Anredera cordifolia) 

2.1.1 Klasifikasi Binahong  

Berikut adalah klasifikasi tanaman binahong menurut Plants of the 

World Online (2025), adalah sebagai berikut : 

Kingdom : Plantae 

Filum  : Streptophyta 

Kelas  : Equisetopsida 

Subkelas  : Magnoliidae 

Ordo  : Caryophyllales 

Famili  : Basellaceae  

Genus  : Anredera  

Spesies  : Anredera cordifolia (Ten.) Steenis. 

 

Gambar 2.1 Daun binahong (Anredera cordifolia) (Puspa et al., 2022) 
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2.1.2 Morfologi Binahong 

Tanaman binahong (Anredera cordifolia) memiliki morfologi khas 

berupa batang lunak, silindris, saling melilit dengan panjang dapat 

mencapai kurang lebih 5 meter. Akar tanaman ini berbentuk rimpang 

berdaging lunak, sedangkan daunnya berbentuk daun tunggal 

berbentuk jantung dengan warna hijau dengan ukuran panjang 5-10 

cm dan lebar 3-7 cm, berujung runcing, panjang berlekuk, tepi rata, 

serta permukaan licin. Bunga binahong berbentuk tandan bertangkai 

panjang, muncul di ketiak daun, dengan mahkota berwarna krem 

keputih-putihan dan ukuran helai dari 0,5-1 cm. Binahong 

berkembang biak berlangsung secara generatif melalui biji, namun 

lebih sering secara vegetatif melalui akar rimpang (Sulaiman et al., 

2022). 

 

Habitat tanaman binahong berada pada tempat teduh dan agak lembap 

dengan intensitas cahaya matahari yang tidak terlalu tinggi. Dalam 

kondisi lingkungan yang baik, tanaman ini dapat tumbuh hingga 

mencapai 7 meter. Tanaman Anredera cordifolia merupakan salah 

satu tanaman obat potensial yang penyebarannya meliputi wilayah 

Cina hingga Asia Tenggara, sedangkan Indonesia dikenal dengan 

sebutan binahong (Sulaiman et al., 2022). 

 

Tanaman binahong memiliki manfaat yang besar dalam pengobatan 

tradisional, karena dapat digunakan untuk menyembuhkan berbagai 

jenis penyakit. Seluruh bagian tanaman binahong, baik akar, batang, 

daun, bunga, maupun umbi yang menempel pada ketiak daun, dapat 

dimanfaatkan sebagai obat alami. Selain itu, binahong mengandung 

berbagaib senyawa aktif seperti alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, 

dan terpenoid (Abidin et al., 2022). 

 

Daun binahong merupakan daun tunggal dengan tangkai sangat 

pendek. Pertulangan daun menyirip dengan susunan berselang-seling. 
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Bentuk daunnya menyerupai jantung (cordata) dengan warna hijau 

muda, panjang sekitar 5-10 cm, dan lebar 3-7 cm. Helaian daun tipis 

dan lemas, dengan ujung meruncing serta pangkal yang berlekuk. 

Tepi daun rata atau kadang bergelombang, sedangkan permukaan 

daun halus dan licin (Abidin et al., 2022). 

 

2.1.3 Khasiat Binahong 

Daun binahong dikenal memiliki manfaat dalam mempercepat proses 

penyembuhan luka, termasuk luka bakar, berkat kandungan flavonoid, 

saponin, dan tanin di dalamnya. Saponin berfungsi sebagai antiseptik 

yang mampu mencegah pertumbuhan bakteri penyebab infeksi, 

sehingga luka tidak mudah memburuk. Selain itu, saponin juga 

berperan dalam merangsang pembentukan kolagen yang penting 

untuk perbaikan jaringan. Flavonoid di sisi lain bekerja mengurangi 

peradangan pada area luka, sedangkan tanin membantu mengecilkan 

pori-pori, menghentikan keluarnya nanah, serta mengurangi 

pendarahan ringan sehingga permukaan lebih cepat menutup (Abidin 

et al., 2022). 

 

Secara tradisional, rebusan daun binahong telah lama dimanfaatkan 

masyarakat sebagai obat diabetes. Tidak hanya itu, ekstrak daun 

binahong juga menunjukkan efek menurunkan denyut jantung dan 

meningkatkan produksi urine, mirip dengan mekanisme kerja obat 

antihipertensi golongan beta-blocker dan diuretik. Dengan demikian, 

tanaman ini diperkirakan memiliki potensi dalam membantu penderita 

hipertensi. Selain menurunkan tekanan darah, ekstrak binahong juga 

terbukti dapat mengurangi kadar kolestrol jahat serta lemak dalam 

darah. Kombinasi efek antihipertensi dan hipokolesterolemik ini 

memberi perlindungan terhadap penyakit kardiovaskular, termasuk 

gagal jantung maupun serangan jantung. Tak hanya itu, penelitian 

juga mendukung bahwa ekstrak daun binahong mampu mendukung 
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fungsi ginjal, khususnya pada penderita gagal ginjal kronis (Sulaiman  

et al., 2022). 

 

Bagian tanaman binahong yang paling banyak dimanfaatkan sebagai 

obat tradisional adalah daunnya. Secara turun-temurun, daun 

binahong digunakan untuk membantu mempercepat pemulihan 

setelah tindakan operasi, proses persalinan, maupun khitan. Selain itu, 

daun ini juga sering dipakai untuk mengatasi luka dalam, peradangan 

pada usus, serta menunjang penyembuhan berbagai penyakit berat. 

Hasil penelitian modern mendukung penggunaan tersebut, dengan 

menunjukkan bahwa binahong memiliki aktivitas sebagai antibakteri, 

antioksidan, antiobiotik, antivirus, dan antiinflamasi (Purwaningsih et 

al., 2025). 

 

Tanaman binahong diketahui memiliki aktivitas sebagai antioksidan. 

Menurut penelitian dari Tandiet et al, (2023), daun binahong terbukti 

memiliki aktivitas antioksidan. Penelitian tersebut menunjukkan 

ekstrak daun binahong dengan pelarut etanol telah memperoleh IC50 

sebesar 61.9 ppm (kuat), yang menandakan bahwa aktivitas 

antioksidan tersebut dikategorikan kuat (Tandiet et al., 2023). 

Penelitian lain menunjukkan hasil yaitu 24.3 ppm dari kombinasi 

antara daun binahong dan daun kemangi dengan konsentrasi 50 mg : 

100 mg (sangat kuat) (Himawan et al., 2021). 

 

2.2 Tanaman Salam (Syzygium polyanthum) 

2.2.1 Klasifikasi Salam 

Berikut adalah klasifikasi tanaman salam menurut Plants of the World 

Online (2025), adalah sebagai berikut : 

Kingdom : Plantae 

Filum  : Tracheobionta 

Kelas  : Equisetopsida 

Subkelas  : Magnoliidae 
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Ordo  : Myrtales 

Famili  : Myrtaceae 

Genus  : Syzygium 

Spesies  : Syzygium polyanthum (Wight) Walp. 

 

Gambar 2.2 Daun Salam (Syzygium polyanthum) (Fadilla, et al., 2020) 

 

2.2.2 Morfologi Salam  

Pohon salam (Syzygium polyanthum) merupakan anggota famili 

Myrtaceae. Tanaman ini banyak dijumpai di kawasan Asia Tenggara, 

termasuk Myanmar, Thailand, Malaysia, Singapura, hingga 

Indonesia. Batang pohon salam memiliki ciri khas berupa kulit yang 

kasar, retak, dan mudah mengelupas. Warna kulitnya abu-abu gelap, 

namun pada bagian yang lebih tinggi tampak lebih terang dan halus. 

Kayunya dikenal tahan terhadap air. Daun salam memiliki aroma khas 

menyerupai terpentin, dengan bentuk lonjong, permukaan hijau tua 

yang mengkilap, serta ujung yang dapat tumpul maupun runcing 

(Wahyudi et al., 2024). 

 

Tanaman salam umumnya tumbuh pada daerah dengan ketinggian 

sekitar 5 hingga 1000 meter di atas permukaan laut. Bunga salam 

sebagian besar termasuk bunga banci yang memiliki kelopak dan 

mahkota, dengan jumlah benang sari yang banyak, dan pada beberapa 

kasus kelopaknya tersusun berhadapan dengan daun mahkota. 

Daunnya berbentuk lonjong hingga elips atau menyerupai telur 

terbalik, dengan pangkal yang meruncing dan ujung yang tumpul. 

Ukuran panjang daun berkisar antara 50–150 mm, sedangkan 

lebarnya sekitar 35–65 mm, serta memiliki 6–10 urat daun lateral. 

https://plantamor.com/species/in_family/myrtaceae
https://plantamor.com/species/in_genus/syzygium
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Tangkai daun salam biasanya memiliki panjang antara 5–12 mm 

(Husada, 2024). 

 

2.2.3 Khasiat Salam 

Daun salam (Syzygium polyanthum) sejak lama dimanfaatkan dalam 

pengobatan tradisional masyarakat Asia Tenggara, termasuk 

Indonesia. Selain digunakan sebagai bumbu penyedap makanan 

karena aromanya yang khas, daun ini juga dikenal memiliki berbagai 

khasiat farmakologis. Secara etnobotani, daun salam kerap digunakan 

sebagai obat herbal untuk menurunkan kadar kolesterol, mengontrol 

gula darah pada penderita diabetes, serta membantu menurunkan 

tekanan darah tinggi (hipertensi) (Hidayati et al., 2020). 

 

Kandungan metabolit sekunder dalam daun salam, seperti flavonoid, 

tanin, saponin, dan alkaloid, berperan penting dalam aktivitas 

biologisnya. Flavonoid dan tanin berfungsi sebagai antioksidan yang 

dapat menangkal radikal bebas, sementara saponin berpotensi sebagai 

agen hipokolesterolemik, dan alkaloid diketahui memiliki efek 

antihipertensi. Selain itu, minyak atsiri pada daun salam juga memiliki 

aktivitas antibakteri dan antijamur, sehingga bermanfaat untuk 

menjaga kesehatan tubuh secara menyeluruh (Wahyudi et al., 2024). 

 

Berbagai penelitian modern mendukung penggunaan tradisional daun 

salam sebagai tanaman obat. Ekstrak etanol daun salam terbukti 

memiliki aktivitas antioksidan yang kuat, serta berpotensi 

dikembangkan sebagai bahan baku obat herbal untuk pencegahan 

penyakit degeneratif, seperti diabetes melitus, hipertensi, dan penyakit 

kardiovaskular (Sari et al., 2021). 

 

Tanaman salam (Syzygium polyanthum) diketahui memiliki aktivitas 

sebagai antioksidan. Menurut penelitian yang dilakukan oleh 

Setiawansyah & Pandapotan (2025), daun salam terbukti memiliki 
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aktivitas antioksidan yang sangat kuat. Penelitian tersebut 

menunjukkan bahwa ekstrak daun salam tunggal dengan pelarut 

etanol 96% memperoleh nilai IC₅₀ sebesar 5.6 ppm, yang menandakan 

bahwa aktivitas antioksidan tersebut dikategorikan sangat kuat 

(Setiawansyah & Pandapotan 2025). Penelitian lain melaporkan 

bahwa kombinasi ekstrak daun salam dan daun kelor dengan pelarut 

etanol 96% menunjukkan aktivitas antioksidan yang lebih tinggi 

dibandingkan dengan ekstrak daun salam tunggal, dengan nilai IC₅₀ 

sebesar 28.5 ppm yang juga termasuk dalam kategori sangat kuat 

(Rudiana & Danang Indriatmoko, 2020). 

 

2.3 Ektraksi  

2.3.1 Definisi Ekstraksi  

Ekstraksi adalah proses kerja dengan cara memisahkan senyawa aktif 

dari bahan simplisia dengan memakai pelarut cair yang sesuai. Secara 

umum, metode ekstraksi dapat dibedakan berdasarkan penggunaan 

suhunya menjadi dua kelompok, yaitu metode dingin dan metode 

panas. Metode dingin mencakup proses perkolasi dan maserasi, 

sedangkan metode panas mencakup teknik dekokta, soxhletasi, infusa, 

reflux, digesti dan destilasi. Selain itu, seiring dengan perkembangan 

teknologi, telah dikembangkan juga metode ekstraksi modern seperti 

ekstraksi menggunakan sentrifugasi, fluida superkritis, dan 

gelombang ultrasonik (ultrasound-assisted extraction) (Triyanti et al., 

2025). 

 

Secara umum, proses ekstraksi akan berjalan lebih efisien jika 

dibidang kontak antara serbuk simplisia dan pelarut semakin besar. 

Dengan demikian, semakin halus ukuran partikel simplisia, maka 

hasil ekstraksi yang diperoleh juga akan semakin maksimal. 

Pemilihan metode ekstraksi sangat bergantung pada karakteristik 

senyawa yang diekstraksi, mencakup jenis, sifat fisik, serta sifat 

kimianya. Lalu, pemilihan pelarut juga disesuaikan dengan sifat 



13 

 

kepolaran senyawa yang diekstraksi, yang bisa bervariasi dari tidak 

polar sampai sangat polar. Oleh karena itu, dalam beberapa kasus, 

proses ekstraksi dilakukan secara bertahap berdasarkan perbedaan 

polaritas tersebut (Hujjatusnaini et al., 2021). 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           

Berdasarkan ada atau tidaknya dalam menggunakan panas, metode 

ekstraksi umumnya dibagi menjadi dua jenis, yaitu ekstraksi dengan 

cara dingin dan ekstraksi dengan cara panas. Ekstraksi dengan cara 

dingin tidak melibatkan pemanasan agar senyawa yang diinginkan 

tetap stabil dan tidak mengalami kerusakan. Sebaliknya, ekstraksi 

dengan cara panas menggunakan pemanasan untuk mempercepat 

proses pelepasan senyawa dari simplisia (Triyanti et al., 2025).                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

 

2.3.2  Metode UAE (Ultrasound-Assisted-Extraction) 

Metode ultrasound-assisted-extraction (UAE) merupakan metode 

yang memanfaatkan gelombang suara berfrekuensi 20–2000 kHz 

untuk meningkatkan permeabilitas dinding sel sehingga isi sel dapat 

keluar. Hasil ekstraksi sangat dipengaruhi oleh frekuensi getaran yang 

digunakan. Faktor inilah yang membuat ekstraksi ultrasonik 

berlangsung lebih cepat dibandingkan metode konvensional. Saat 

gelombang ultrasonik merambat, medium yang dilaluinya akan 

mengalami getaran akibat energi gelombang tersebut. Getaran inilah 

yang memberikan efek pengadukan intensif, sehingga proses 

pelepasan senyawa dari bahan menjadi lebih efektif (Hujjatusnaini et 

al., 2021). 

 

Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) dilakukan dengan cara 

merendam serbuk simplisia dalam pelarut dengan perbandingan 

tertentu, kemudian diekstraksi menggunakan gelombang ultrasonik 

pada suhu terkontrol. Gelombang ultrasonik menghasilkan kavitasi 

yang menyebabkan dinding sel pecah sehingga senyawa bioaktif lebih 

mudah keluar dan larut ke dalam pelarut. Proses UAE umumnya 
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dilakukan selama 30 menit dengan pengadukan secara berkala untuk 

menjaga homogenitas larutan serta memastikan kontak optimal antara 

pelarut dan serbuk simplisia (Lemmadi et al., 2025 ; Hao et al., 2023) 

Setelah proses sonikasi selesai, campuran disaring untuk memisahkan 

filtrat dari ampas. Filtrat kemudian diuapkan menggunakan rotary 

evaporator pada suhu rendah sehingga diperoleh ekstrak kental. 

Ekstrak yang dihasilkan dapat dikeringkan lebih lanjut dan disimpan 

pada suhu dingin sebelum digunakan untuk analisis. Rendemen 

ekstrak ditentukan dengan menghitung perbandingan antara berat 

ekstrak yang diperoleh dengan berat serbuk simplisia kering yang 

digunakan, di mana nilai rendemen mencerminkan banyaknya 

senyawa bioaktif yang berhasil ditarik melalui metode UAE (Shen et 

al., 2023). 

 

2.4 Senyawa Metabolit Sekunder  

Senyawa metabolit sekunder adalah senyawa kimia yang dihasilkan 

tanaman dengan bentuk dan jumlah yang berbeda pada tiap spesies. 

Senyawa ini diproduksi sebagai mekanisme pertahanan diri tanaman 

terhadap gangguan dari organisme lain maupun kondisi lingkungan. Hingga 

kini, diperkirakan terdapat sekitar 200.000 jenis metabolit sekunder. Untuk 

mengenali keragamannya, senyawa tersebut biasanya dikelompokkan 

berdasarkan sifat struktur, jalur biosintesis, maupun asal usulnya (Hersila et 

al., 2023). 

 

Senyawa metabolit sekunder memiliki berbagai fungsi penting bagi 

tanaman, antara lain: melindungi dari serangan jamur, virus, bakteri, 

tanaman pesaing, serta herbivora;  berperan sebagai atraktan berupa rasa, 

aroma, atau warna untuk menarik polinator maupun hewan penyebar biji; 

dan memberikan perlindungan terhadap sinar ultraviolet sekaligus 

menyimpan cadangan nutrisi. Salah satu contoh metabolit sekunder yang 

berfungsi sebagai pertahanan adalah tanin. Senyawa ini bersifat antifungi 

dengan cara menghambat biosintesis ergosterol, yaitu sterol utama yang 
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disintesis oleh jamur sebagai komponen penting dinding selnya (Hersila et 

al., 2023). Senyawa metabolit sekunder dibagi menjadi tiga kelas utama, 

adalah terpenoid, fenolik, dan senyawa yang didalamnya terdapat nitrogen 

(Elshafie, Camele & Mohamed, 2023). 

 

Terpen merupakan kelompok terbesar dari metabolit sekunder tanaman 

yang secara kimiawi berasal dari satuan isoprena dengan 5 atom karbon. 

Senyawa fenolik memiliki karakteristik umum yaitu adanya satu atau lebih 

gugus fenol. Klasifikasi senyawa fenolik dibagi berdasarkan strukturnya 

yaitu fenolik sederhana, tanin, dan flavonoid. Metabolit sekunder yang 

mengandung nitrogen adalah kelompok senyawa alami pada tumbuhan 

yang dalam struktur kimianya terdapat atom nitrogen, dan senyawa ini 

umumnya tidak terlibat langsung dalam pertumbuhan maupun 

perkembangan primer tanaman, tetapi berfungsi sebagai senyawa 

pertahanan, penarik penyerbuk, atau penangkal herbivora dan patogen. 

Kelompok utama dari senyawa metabolit yang mengandung metabolit 

sekunder adalah alkaloid, glikosida, sianogenik, dan glukosinolat (Elshafie 

et al., 2023). 

 

 

Gambar 2. 3 Beberapa jalur utama biosintesis metabolit sekunder  

 (Lazar, 2015) 
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Senyawa metabolit sekunder dikelompokkan menjadi beberapa golongan 

berdasarkan struktur kimianya, yaitu : 

 

1. Alkaloid 

Alkaloid merupakan metabolit sekunder dengan ciri-ciri struktur kimia 

utamanya terbentuk dari nitrogen (Tanjung et al., 2025). Senyawa 

alkaloid umumnya terdapat dalam dua bentuk, yaitu bentuk bebas 

(basa) dan bentuk garam. Alkaloid dalam bentuk basa lebih mudah larut 

dalam pelarut organik seperti eter dan kloroform, lalu apabila berbentuk 

garam, senyawa ini lebih mudah larut dalam air. Secara umum, alkaloid 

memiliki rasa pahit dan menunjukkan aktivitas farmakologis yang khas. 

(Endarini, 2016.). Alkaloid memiliki peran sebagai antioksidan karena 

strukturnya terdapat pasangan elektron bebas karena terkandung atom 

nitrogen. Elektron bebas ini mampu menetralisir radikal bebas, 

sehingga dapat mengurangi aktivitas oksidatif yang terjadi di dalam 

tubuh (Hasan, Thomas, Hiola, Ramadhani & Ibrahi, 2022). 

 

Gambar 2.4 Gambar contoh struktur inti dari alkaloid (Endarini, 2016) 

 

2. Fenolik 

Senyawa fenolik pada umumnya memiliki satu cincin aromatik dengan satu 

atau lebih gugus hidroksil yang terikat sebagai ciri khasnya, dan merupakan 

metabolit sekunder yang paling banyak tersebar (Xu & Wang, 2025). 

Senyawa ini dapat diklasifikasikan menjadi dua kelompok utama: flavonoid 

(termasuk subkelas seperti flavon, flavanon, flavonol, flavanol, dan 
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isoflavon) dan asam fenolik (dibagi menjadi asam hidroksibenzoat dan 

hidroksisinamat) (Jakubowska, Gradowski & Dobrzyński, 2025). Senyawa 

fenolik memiliki aktivitas antioksidan karena pada strukturnya terdapat 

gugus hidroksil (-OH). Gugus ini berfungsi sebagai donor atom hidrogen 

yang bereaksi dengan senyawa radikal melalui mekanisme transfer elektron, 

sehingga mampu menghambat dan menghentikan proses oksidasi yang 

terjadi (Allo, Suryanto & Koleangan, 2022) 

 

Gambar 2.5 Gambar struktur fenolik (Al Mamari, 2022) 

 

3. Flavonoid 

Flavonoid adalah senyawa alami yang berperan penting sebagai antioksidan 

utama, karena dapat menangkap dan menetralkan radikal bebas meskipun 

dalam jumlah atau konsentrasi yang rendah. Namun, pada jumlah radikal 

bebas yang berlebihan, flavonoid dapat berubah fungsi menjadi pro-

oksidan. Sebagai antioksidan, flavonoid akan teroksidasi oleh radikal dan 

membentuk radikal baru yang lebih stabil atau netral. Aktivitas biologis 

flavonoid, termasuk sifat antioksidannya, erat kaitannya dengan struktur 

cincin yang dimilikinya. Struktur tersebut memungkinkan flavonoid 

bertindak sebagai agen pereduksi, penyumbang atom hidrogen, penangkap 

radikal superoksida, serta pengikat ion logam (Syahputra, 2024).  

 

Gambar 2.6 Struktur flavonoid (Ayu Putu Widiasriani et al., 2024) 
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4. Saponin 

Saponin dikenal sebagai sistem pertahanan tanaman terhadap 

mikroorganisme patogen dan memiliki tri-terpenoid atau glikosida steroid 

yang berkonjugasi dengan rantai gula (satu atau lebih), dengan ikatan 

glikosida dalam strukturnya (Najjar-Tabrizi et al., 2020). Saponin memiliki 

kemampuan membentuk busa karena strukturnya terbagi dari aglikon 

polisiklik yang berikatan dengan bisa sama dengan satu atau lebih gugus 

gula. Senyawa glikosida amfipatik ini akan membentuk busa ketika dikocok 

kuat dalam larutan, dan busa yang dihasilkan cenderung stabil serta tidak 

mudah hilang (Nurkhasanah & Dhurhania, 2023). Saponin mempunyai 

manfaat sebagai antioksidan dikarenakan dapat menetralkan superoksida 

lewat dibentuknya intermediat hiperoksida. Mekanisme tersebut membantu 

saponin dalam mencegah kerusakan biomolekul yang diakibatkan oleh 

radikal bebas (Artati et al., 2024). 

 

Gambar 2.7 Struktur saponin (Noer, Pratiwi & Gresinta, 2018) 

 

5. Tanin 

Tanin merupakan senyawa polifenol alami yang tersusun atas banyak gugus 

benzena dan hidroksil. Gugus hidroksi fenolik bebas yang dimilikinya 

mampu berikatan secara stabil dengan protein (Suhaenah et al., 2024). Tanin 

dibagi menjadi dua jenis utama, yaitu tanin terhidrolisis dan tanin 

terkondensasi. Tanin terhidrolisis tersusun dari polimer asam galat dan asam 

elagat yang terikat pada molekul gula. Tanin terkondensasi merupakan 
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polimer dari senyawa flavonoid yang saling terikat melalui ikatan karbon-

karbon, dan biasanya tersusun atas katekin serta gallocatechin (Subagyo et 

al., 2024). Tanin memiliki gugus hidroksil (–OH) yang mampu 

menyumbangkan atom hidrogen kepada radikal bebas, sehingga radikal 

tersebut berubah menjadi senyawa non-radikal yang lebih stabil (DPPH-H) 

(Artati et al., 2024). 

 

Gambar 2.8 Struktur tanin (Noer et al., 2018) 

 

6. Terpenoid dan Steroid 

Terpenoid merupakan turunan dari senyawa terpen yang mengalami proses 

dehidrogenasi dan oksidasi. Terpen sendiri adalah kelompok hidrokarbon 

dengan rumus molekul (C₅H₈)ₙ yang terutama dihasilkan oleh tumbuhan, 

meskipun beberapa hewan seperti serangga juga memproduksinya. 

Terpenoid sering disebut isoprenoid karena kerangka karbonnya tersusun 

dari satuan isoprena, baik dalam bentuk rantai terbuka maupun siklik, serta 

dapat memiliki ikatan rangkap, gugus hidroksil, gugus karbonil, atau gugus 

fungsional lain. Salah satu turunan penting dari terpenoid adalah 

triterpenoid, yaitu senyawa yang tersusun atas enam satuan isoprena (2-

metilbuta-1,3-diena) dengan kerangka C₃₀ yang berasal dari hidrokarbon 

asiklik skualena. Senyawa triterpenoid diketahui memiliki aktivitas 

farmakologi yang luas, di antaranya sebagai antivirus, antibakteri, 

antiinflamasi melalui mekanisme penghambatan sintesis kolesterol, serta 

sebagai agen antikanker (Nola, Putri, Malik & Andriani, 2021). 
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Steroid berasal dari turunan triterpenoid yang mengalami modifikasi dengan 

sistem cincin tetrasiklik, ditandai dengan hilangnya tiga gugus metil pada 

posisi C-4 dan C-14. Kerangka utamanya tersusun atas empat cincin, yaitu 

satu cincin beranggota lima dan tiga cincin beranggota enam. Steroid 

memiliki aktivitas farmakologis sebagai anti kolestrol dan sebagai pencegah 

kanker (Farabi et al., 2023).  

 

Gambar 2.9 Struktur terpenoid dan turunannya (Noer et al., 2018) 

 

2.5 Kadar Fenolik Total  

Penetapan kadar fenolik total dapat dilakukan dengan beberapa metode 

analisis. Metode Folin–Ciocalteu merupakan metode yang paling umum 

digunakan, dengan prinsip reaksi antara reagen Folin–Ciocalteu dan gugus 

fenol yang menghasilkan warna biru akibat reduksi kompleks 

fosfomolibdat–fosfotungstat, dan hasilnya dinyatakan sebagai gallic acid 

equivalent (GAE). Metode Folin–Denis sebagai metode klasik bekerja 

berdasarkan reaksi antara reagen Folin–Denis dan senyawa fenolik yang 

menghasilkan warna biru melalui proses reduksi, namun memiliki 

sensitivitas dan selektivitas yang lebih rendah dibandingkan metode Folin–

Ciocalteu. Metode Prussian Blue bekerja berdasarkan kemampuan senyawa 

fenolik dalam mereduksi ion Fe³⁺ menjadi Fe²⁺ yang selanjutnya bereaksi 

dengan ferricyanide membentuk kompleks berwarna Prussian Blue. 

Metode Fast Blue BB menggunakan reaksi kopling diazonium antara reagen 

Fast Blue BB dan gugus fenolik sehingga menghasilkan warna yang relatif 

stabil dan lebih spesifik terhadap senyawa fenolik dibandingkan metode 

Folin–Ciocalteu. Metode spektrofotometri UV langsung dilakukan dengan 

mengukur absorbansi senyawa fenolik pada panjang gelombang tertentu, 
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umumnya sekitar 280 nm, namun metode ini kurang spesifik karena banyak 

senyawa lain juga dapat menyerap pada panjang gelombang tersebut. Selain 

itu, metode kromatografi seperti High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) dapat digunakan untuk mengidentifikasi dan 

mengkuantifikasi masing-masing senyawa fenolik secara individual dengan 

tingkat akurasi dan spesifisitas yang tinggi, meskipun metode ini lebih 

kompleks, mahal, dan tidak secara langsung merepresentasikan kadar 

fenolik total secara keseluruhan. (Lawag et al., 2023) ; (Ravindranath et al., 

2021) ; (Lester et al., 2012).  

 

2.5.1 Metode Folin-Ciocalteu 

Metode Folin–Ciocalteu adalah prosedur yang paling sering dipakai 

saat ini untuk menganalisis kadar fenolik total pada berbagai jenis 

sampel herbal. Prinsip metode ini didasarkan pada reaksi reduksi 

antara asam heteropoli fosfomolibdat Mo(Viz) menjadi Mo(V), yang 

menghasilkan warna biru dan dapat diukur pada panjang gelombang 

maksimum tertentu. (Sari et al., 2023).  

 

Reagen folin-ciocalteu merupakan campuran dari fosfomolibdat dan 

fosfotungstat. Prosesnya dilakukan dengan merebus campuran yang 

terdiri atas natrium tungstat (Na₂WO₄·2H₂O, 100 g), natrium molibdat 

(Na₂MoO₄·2H₂O, 25 g), asam klorida pekat (100 ml), asam fosfat 85% 

(50 ml), dan air (700 ml) selama kurang lebih 10 jam. Dari reaksi 

tersebut akan terbentuk larutan berwarna kuning yang mengandung 

senyawa kompleks asam fosfomolibdat (H₃PMo₁₂O₄₀) dan asam 

fosfotungstat (H₃PW₁₂O₄₀) (Pérez, Dominguez-López & Lamuela-

Raventós, 2023). 

 

Metode Folin-Ciocalteu memiliki keterbatasan selektivitas, karena 

reduksi pereagen utamanya dapat dipicu oleh oksidasi senyawa non-

fenolik, seperti logam (Fe²⁺ dan Mn²⁺), ion iodida (I⁻) dan sulfit 

(SO₃²⁻), asam askorbat, tiol, nukleotida (guanina), triptofan, triosa 
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(gliseraldehida dan dihidroksiaseton), vitamin, dan protein. Faktor 

eksperimental lain yang juga memengaruhi kuantifikasi fenol adalah 

urutan penambahan pereagen, waktu reaksi, suhu reaksi, serta 

konsentrasi metanol pada campuran akhir yang diukur dengan 

spektrofotometri (Rizvi et al., 2023). 

 

2.6 Kadar Flavonoid Total  

Penetapan kadar flavonoid total dapat dilakukan dengan beberapa metode 

analisis. Metode kompleksasi aluminium klorida (AlCl₃) merupakan metode 

yang paling umum digunakan, dengan prinsip pembentukan kompleks 

antara ion Al³⁺ dan gugus hidroksil flavonoid yang menghasilkan warna 

kuning hingga kuning kehijauan, dan hasilnya dinyatakan sebagai quercetin 

equivalent (QE) atau rutin equivalent (RE). Metode kompleksasi aluminium 

nitrat juga digunakan berdasarkan pembentukan kompleks flavonoid–

aluminium yang diukur secara spektrofotometri. Metode 2,4-

dinitrophenylhydrazine (DNPH) digunakan khusus untuk penetapan 

flavonoid golongan flavanon dan flavanonol melalui pembentukan senyawa 

hidrazon berwarna. Metode spektrofotometri UV langsung dilakukan 

dengan mengukur absorbansi flavonoid pada panjang gelombang tertentu, 

umumnya 360–380 nm, namun metode ini memiliki spesifisitas rendah 

karena adanya interferensi dari senyawa lain. Selain itu, metode 

kromatografi seperti HPLC dapat digunakan untuk mengidentifikasi dan 

mengkuantifikasi masing-masing senyawa flavonoid secara individual 

dengan tingkat akurasi dan spesifisitas yang tinggi, meskipun metode ini 

lebih kompleks, mahal, dan tidak secara langsung merepresentasikan kadar 

flavonoid total secara keseluruhan (Nicolescu et al., 2025 ; Ramos et al., 

2017 ; Andriani et al., 2025). 

 

2.6.1 Metode Kolorimetri Aluminium Klorida 

Pengujian kadar flavonoid total umumnya dikerjakan menggunakan 

metode kolorimetri dengan aluminium klorida (AlCl₃) sebagai reagen 

utamanya. Larutan AlCl₃ 10% berfungsi menghasilkan efek 
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batokromik, yaitu pergeseran panjang gelombang serapan ke arah 

nilai yang lebih besar. Pergeseran ini menyebabkan panjang 

gelombang larutan standar akan berada dalam rentang deteksi 

spektrofotometer UV-Vis, yakni antara 400–800 nm. Seiring 

terjadinya efek batokromik tersebut, warna larutan menjadi lebih 

intens (Haresmita & Pradani, 2022). 

 

Prinsip metode kolorimetri AlCl₃ didasarkan pada pembentukan 

kompleks antara aluminium klorida dan gugus fungsional tertentu 

pada struktur flavonoid. Aluminium klorida dapat berikatan dengan 

gugus keto di posisi C-4 serta gugus hidroksil di posisi C-3 dan C-5 

pada senyawa flavon maupun flavonol, sehingga membentuk 

kompleks asam yang stabil. Selain itu, AlCl₃ juga mampu berinteraksi 

dengan gugus orto-dihidroksil pada cincin A atau B flavonoid dan 

membentuk kompleks yang labil. Penambahan AlCl₃ menyebabkan 

terbentuknya kompleks antara AlCl₃ dan flavonoid seperti kuersetin, 

yang ditandai dengan pergeseran panjang gelombang ke wilayah 

visible serta terjadinya warna larutan berubah menjadi kuning. 

(Erwiyani, et al., 2021.). 

 

2.7 Kadar Tanin Total  

Penetapan kadar tanin total dapat dilakukan dengan beberapa metode 

analisis. Metode presipitasi gelatin merupakan salah satu metode klasik 

yang didasarkan pada kemampuan tanin untuk membentuk kompleks tidak 

larut dengan protein, seperti gelatin, sehingga tanin dapat dipisahkan dan 

ditentukan secara kuantitatif. Metode Folin–Denis juga banyak digunakan 

dengan prinsip reaksi antara reagen Folin–Denis dan senyawa tanin yang 

menghasilkan warna biru akibat proses reduksi, dan hasilnya dinyatakan 

sebagai tannic acid equivalent (TAE). Metode Folin–Ciocalteu dapat 

digunakan berdasarkan reaksi reduksi reagen Folin–Ciocalteu oleh gugus 

fenolik tanin, meskipun metode ini tidak sepenuhnya spesifik karena dapat 

bereaksi dengan senyawa fenolik lain. Metode vanillin–HCl digunakan 
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terutama untuk penetapan tanin terkondensasi (proantosianidin) melalui 

pembentukan kompleks berwarna merah. Metode butanol–HCl juga 

digunakan untuk analisis tanin terkondensasi berdasarkan pembentukan 

antosianidin berwarna setelah pemanasan dalam kondisi asam. Selain itu, 

metode kromatografi seperti High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) dapat digunakan untuk mengidentifikasi dan mengkuantifikasi 

masing-masing senyawa tanin secara individual dengan tingkat akurasi dan 

spesifisitas yang tinggi, meskipun metode ini lebih kompleks, mahal, dan 

tidak secara langsung merepresentasikan kadar tanin total secara 

keseluruhan (Zhang et al., 2023) ; Shay et al., 2017) ; Yenny, 2016). 

 

2.7.1 Metode Prepitasi Gelatin 

Gelatin merupakan polimer multifungsi yang diperoleh melalui proses 

hidrolisis parsial atau denaturasi panas kolagen yang terdapat pada 

kulit, tulang, serta jaringan ikat hewan. Senyawa ini tersusun atas 19 

jenis asam amino, dengan glisin (27–35%), prolin, dan hidroksiprolin 

(20–24%) sebagai komponen utama penyusunnya. Komposisi asam 

amino ini sangat berpengaruh terhadap sifat lapisan atau film yang 

dihasilkan (Rather et al., 2022). 

 

Tanin merupakan senyawa fenolik yang bersifat larut dalam air dan 

memiliki berat molekul berkisar antara 500 hingga 3000. Senyawa ini 

memiliki kemampuan untuk mengendapkan alkaloid, gelatin, serta 

berbagai jenis protein lainnya (Zhang, Guan, Zhang & Tang, 2023). 

Tanin merupakan senyawa polifenol yang memiliki ciri khas dapat 

mengendapkan protein, membedakannya dari jenis polifenol lainnya. 

Kompleks antara tanin dan protein terbentuk secara stabil melalui 

interaksi hidrofobik serta ikatan hidrogen antara gugus hidroksil (-

OH) pada tanin dengan gugus polar pada gelatin, seperti amida 

karbonil pada rantai peptida. Interaksi tersebut menghasilkan endapan 

berupa kompleks tanin-gelatin. Oleh karena itu, kadar tanin dapat 

ditentukan dengan menambahkan gelatin ke dalam sampel, kemudian 
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menghitung selisih jumlah polifenol total pada sampel dengan dan 

tanpa penambahan gelatin (Wardatun, Mahyuni & Mulyani, 2024). 

 

2.8 Radikal Bebas dan Stres Oksidatif  

Radikal bebas merupakan molekul atau atom yang memiliki elektron tidak 

berpasangan pada kulit terluarnya. Kondisi ini membuat radikal bebas 

sangat reaktif dan cenderung mencari pasangan elektron dari senyawa lain. 

Akibatnya, terbentuk rantai radikal baru yang terus berlanjut dan dapat 

merusak struktur molekul tertentu. Beberapa contoh radikal bebas antara 

lain radikal hidroksil, radikal peroksil, dan anion superoksida (Setiabudi, 

Pringgenies & Ridlo, 2020).  

 

Radikal hidroksil (·OH) merupakan oksidan kuat yang dapat terbentuk di 

berbagai lingkungan melalui reaksi Fenton (Fe²⁺ + H₂O₂ → Fe³⁺ + ·OH + 

OH⁻). Reaktan pada reaksi ini berasal dari reduksi Fe³⁺ dan O₂, yang dapat 

dipercepat oleh senyawa pereduksi organik, seperti hidrokuinon (Lyngsie et 

al., 2018). Radikal peroksil (ROO∙) merupakan salah satu jenis radikal 

bebas yang memiliki satu atau lebih elektron tidak berpasangan. Sifatnya 

yang sangat reaktif menjadikannya mampu menimbulkan kerusakan sel, 

misalnya melalui proses peroksidasi asam lemak pada membran sel (Ayu & 

Widiastuti, 2022.). Anion superoksida adalah radikal oksigen utama yang 

terbentuk ketika molekul oksigen menangkap satu elektron (Andrés, Pérez 

de la Lastra, Andrés Juan, Plou & Pérez-Lebeña, 2023). 

 

Stres oksidatif merupakan kondisi ketika terjadi ketidakseimbangan antara 

produksi spesies oksigen reaktif (radikal bebas) dengan sistem pertahanan 

antioksidan tubuh. Keadaan ini muncul saat aktivitas oksidasi melebihi 

kapasitas antioksidan sehingga memicu kerusakan jaringan dan berbagai 

gangguan seluler (Ayu & Widiastuti, 2022). Stres oksidatif melibatkan 

pembentukan Reactive Oxygen Species (ROS) yang dapat merusak 

makromolekul seluler, memicu modifikasi pada DNA dan protein, serta 

menyebabkan peroksidasi lipid. Pada diabetes melitus, peningkatan stres 
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oksidatif tidak hanya ditandai oleh bertambahnya produk kerusakan 

oksidatif dari protein, lipid, dan DNA, tetapi juga oleh perubahan 

kandungan jaringan dan penurunan fungsi sistem pertahanan antioksidan. 

Kondisi ini berperan penting dalam patogenesis komplikasi vaskular, baik 

pada pembuluh darah kecil (mikrovaskular) maupun pembuluh darah besar 

(makrovaskular). Penggunaan  antioksidan dapat mencegah terjadinya 

stress oksidatif (Hasmar et al., 2020). 

 

2.9 Antioksidan  

2.9.1 Definisi Antioksidan 

Antioksidan adalah senyawa kimia yang memiliki kemampuan untuk 

menghentikan reaksi berantai radikal bebas, sehingga dapat mencegah 

terjadinya proses biologis yang merugikan atau berbahaya di dalam 

tubuh. Senyawa ini berperan penting sebagai pelindung sel dan 

jaringan, karena mampu menunda atau menghambat oksidasi lipid 

dengan cara menginterupsi jalannya reaksi berantai oksidasi, sehingga 

menjaga kestabilan dan integritas komponen biologis tubuh 

(Setiabudi et al., 2020).  

 

Mekanisme kerja antioksidan adalah dengan menetralkan radikal 

bebas melalui donasi atom hidrogen atau proton, sehingga radikal 

bebas yang sangat reaktif berubah menjadi senyawa yang lebih stabil 

dan tidak merusak. Tubuh manusia memiliki sistem antioksidan 

endogen yang bersifat enzimatik, seperti superoksida dismutase 

(SOD), katalase, dan glutation peroksidase, yang berfungsi mencegah 

kerusakan sel akibat stres oksidatif. Namun, ketika jumlah radikal 

bebas melebihi kapasitas pertahanan alami tubuh, maka antioksidan 

tambahan dari luar (eksogen) seperti yang berasal dari makanan atau 

tumbuhan obat diperlukan untuk menjaga keseimbangan redoks dan 

mencegah kerusakan seluler (Artati et al., 2024). 
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Berdasarkan sumbernya, antioksidan diklasifikasikan menjadi dua 

golongan utama, yaitu antioksidan endogen dan antioksidan eksogen. 

Antioksidan endogen adalah senyawa yang diproduksi secara alami 

oleh tubuh untuk melindungi sel dari kerusakan akibat paparan radikal 

bebas. Enzim-enzim seperti superoksida dismutase (SOD), katalase 

(CAT), dan glutation peroksidase (GPx) termasuk dalam kelompok 

ini karena berperan penting dalam menjaga keseimbangan oksidatif di 

dalam tubuh. Di sisi lain, antioksidan eksogen merupakan senyawa 

yang diperoleh dari luar tubuh dan terbagi menjadi dua kategori, yaitu 

antioksidan alami dan sintetis. Antioksidan alami umumnya 

ditemukan pada bahan pangan seperti buah-buahan, sayuran, dan 

tumbuhan yang kaya akan senyawa bioaktif, misalnya karotenoid, 

vitamin A, vitamin C, serta β-karoten, yang berfungsi membantu 

menetralkan radikal bebas secara efisien. Sebaliknya, antioksidan 

sintetik merupakan senyawa buatan yang banyak digunakan dalam 

industri makanan dan minyak untuk mencegah terjadinya oksidasi 

lemak, contohnya Butil Hidroksil Toluen (BHT), Butil Hidroksil 

Anisol (BHA), dan Tert–Butil Hidroksil Quinon (TBHQ). Namun 

demikian, penggunaan antioksidan sintetik harus dibatasi karena 

berpotensi bersifat karsinogenik jika dikonsumsi melebihi batas aman, 

yaitu tidak lebih dari 0,02% dari total kandungan lemak atau minyak 

(Setiabudi et al., 2020). 

 

Metode uji aktivitas antioksidan terdiri dari beberapa pendekatan yang 

umum digunakan dalam penelitian. Metode DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl) merupakan metode yang paling banyak digunakan 

dengan prinsip penangkapan radikal bebas DPPH yang ditandai 

dengan perubahan warna ungu menjadi kuning. Metode ABTS (2,2′-

azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) didasarkan pada 

kemampuan antioksidan mereduksi radikal kation ABTS⁺ sehingga 

terjadi penurunan intensitas warna. Metode FRAP (Ferric Reducing 

Antioxidant Power) mengukur kemampuan antioksidan dalam 
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mereduksi ion Fe³⁺ menjadi Fe²⁺. Metode CUPRAC (Cupric Ion 

Reducing Antioxidant Capacity) menilai kapasitas antioksidan 

berdasarkan reduksi ion Cu²⁺ menjadi Cu⁺. Metode ORAC (Oxygen 

Radical Absorbance Capacity) digunakan untuk mengukur 

kemampuan antioksidan dalam menangkap radikal peroksil secara 

kinetik (Shafira Putri et al., 2024) ; (Silvi, et al., 2025 ; Christodoulou 

et al., 2022).  

 

Peran vitamin C (asam askorbat) sebagai antioksidan berkaitan 

dengan kemampuannya bertindak sebagai donor elektron atau atom 

hidrogen. Vitamin C memiliki gugus enediol yang mudah teroksidasi 

sehingga mampu menetralkan radikal bebas dengan cara mereduksi 

radikal tersebut menjadi bentuk yang lebih stabil. Dalam proses ini, 

vitamin C sendiri teroksidasi menjadi radikal askorbil yang relatif 

stabil dan tidak reaktif, sehingga menghentikan reaksi berantai 

oksidasi. Selain itu, vitamin C juga berperan sebagai antioksidan 

sekunder dengan meregenerasi antioksidan lain, seperti vitamin E, 

dari bentuk teroksidasinya kembali ke bentuk aktif, serta 

berkontribusi dalam menurunkan stres oksidatif di dalam sistem 

biologis (Gęgotek & Skrzydlewska, 2022). 

 

Vitamin C digunakan sebagai baku standar dalam uji DPPH karena 

memiliki aktivitas penangkap radikal yang kuat, mekanisme reaksi 

yang jelas, dan hasil yang konsisten. Pada uji DPPH, vitamin C 

dengan mudah mendonorkan atom hidrogen kepada radikal bebas 

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), sehingga menyebabkan 

perubahan warna dari ungu menjadi kuning yang dapat diukur secara 

spektrofotometri. Selain itu, vitamin C bersifat murni, stabil, mudah 

larut, murah, dan tersedia secara luas, sehingga sangat sesuai 

dijadikan standar pembanding. Nilai IC₅₀ vitamin C yang relatif 

rendah dan reproduktif juga memungkinkan evaluasi potensi 

antioksidan sampel uji secara kuantitatif dan objektif, sehingga 



29 

 

vitamin C secara luas diterima sebagai standar referensi dalam 

pengujian aktivitas antioksidan metode DPPH (Baliyan et al., 2022) ; 

(Kumara et al., 2018). 

 

2.9.2 Metode DPPH 

Metode DPPH adalah singkatan dari senyawa kimia yaitu 2,2-difenil-

1-pikrilhidrazil. DPPH berbentuk kristal dengan warna gelap dan 

dalamnya terdapat molekul radikal bebas yang stabil (Wulan et al., 

2019). DPPH merupakan metode uji aktivitas antioksidan yang umum 

digunakan karena metode ini tergolong metode yang sederhana dan 

tidak membutuhkan reagen yang banyak sehingga biaya relatif lebih 

murah dibandingkan dengan metode lainnya (Devitria et al., 2020). 

Prinsip kerja dari metode DPPH adalah didasarkan pada kemampuan 

senyawa antioksidan dalam menyumbangkan atom hidrogennya 

kepada radikal bebas DPPH. Proses ini akan menyebabkan radikal 

bebas tersebut tereduksi membentuk non-radikal, yang dikenal 

dengan diphenylpicrylhydrazine. Perubahan tersebut dapat diamati 

secara langsung dengan melihat perubahan warna larutan dari 

berwarna ungu menjadi kuning. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa 

antioksidan telah bereaksi dengan DPPH dan berhasil menetralkan 

elektron bebasnya (Setiawan, Yunita & Kurniawan, 2018).  

 

Metode DPPH memiliki keunggulan dibandingkan dengan metode 

lainnya, yaitu prosedur analisisnya yang sederhana, cepat, mudah 

dalam prosedurnya, serta memiliki sensitivitas yang tinggi pada 

konsentrasi yang lebih kecil. Namun metode ini pun memiliki 

keterbatasan pula, yaitu radikal DPPH hanya dapat larut dalam pelarut 

organik, sehingga kurang optimal untuk menganalisis senyawa 

antioksidan yang bersifat hidrofilik (Sibua et al., 2022). 

 

Parameter utama dalam pengujian aktivitas antioksidan menggunakan 

metode DPPH adalah nilai IC50 (Inhibitory Concentration 50), yaitu 
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konsentrasi sampel yang diperlukan dalam menghambat 50% radikal 

bebas DPPH. Semakin kecil nilai IC50 maka semakin tnggi 

kemampuann antioksidan suatu sampel dapat menetralkan radikal 

bebas. Sebaliknya,  nilai IC50 yang lebih besar menunjukkan bahwa 

aktivitas antioksidan sampel tersebut lebih rendah (Putri, 2020) 

 

2.10 Spektrofotometri UV-Vis 

Spektrofotometri adalah metode analisis yang digunakan untuk mengukur 

absorbansi radiasi elektromagnetik oleh suatu analit dalam larutan, dengan 

tujuan menentukan konsentrasi senyawa di dalam larutan tersebut (Ríos-

Reina & Azcarate, 2023). Prinsip dasar spektrofotometri UV-Vis terletak 

pada pengukuran panjang gelombang serta intensitas cahaya ultraviolet 

(UV) dengan rentang 200–400 nm dan cahaya tampak (Visible) dengan 

rentang 400–800 nm yang diserap oleh sampel, sehingga menghasilkan 

spektrum yang dapat dimanfaatkan untuk menganalisis unsur atau 

senyawa kimia, mempelajari struktur molekul, serta menentukan 

komposisi suatu bahan (Luna, Randau, Ferreira & Soares, 2022). Pada 

proses ini, cahaya UV maupun Visible yang mengenai sampel akan 

diserap dan menimbulkan transisi elektronik, yaitu perpindahan elektron 

dari tingkat energi dasar menuju tingkat energi yang lebih tinggi (Sıdır, 

2025). 

 

Alat spektrofotometer UV-Vis terdiri atas beberapa komponen utama, di 

antaranya sumber cahaya (lampu deuterium atau tungsten), kuvet sebagai 

wadah sampel, monokromator sebagai pemisah panjang gelombang 

cahaya, serta detektor yang menangkap sinyal cahaya hasil interaksi 

dengan sampel (Vallbona, Kajtazi, & Shahtahmassebi, 2025). Sumber 

cahaya seperti lampu deuterium, tungsten, dan xenon berfungsi 

menghasilkan radiasi elektromagnetik pada panjang gelombang ultraviolet 

dan Visible yang kemudian diteruskan menuju monokromator. 

Monokromator ini terdiri atas celah masuk, lensa kolimasi, perangkat 

pendispersi, lensa pemfokus, serta celah keluar (Lee et al., 2023). Cahaya 
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polikromatis yang masuk melalui celah akan dipisahkan sehingga hanya 

satu panjang gelombang tertentu yang diarahkan ke dalam kuvet berisi 

sampel. Selanjutnya, cahaya yang telah melewati sampel akan diterima 

oleh detektor, diubah menjadi sinyal listrik, dan digunakan untuk 

menentukan jumlah radiasi yang diserap oleh sampel (González-Morales 

et al., 2020). 

 

Gambar 2. 10 prinsip pengukuran dalam spektrofotometer (Agilent, 2021) 

 

Pengukuran nilai absorbansi suatu sampel mengacu pada hukum Lambert–

Beer, yang menjelaskan bahwa intensitas cahaya monokromatik yang 

diserap oleh suatu zat berbanding lurus dengan konsentrasi zat tersebut 

dalam larutan. Artinya, semakin tinggi konsentrasi suatu senyawa, maka 

semakin besar pula jumlah cahaya yang diserap. Prinsip dasar ini menjadi 

landasan metode spektrofotometri dalam menentukan kadar senyawa 

secara kuantitatif (González-Morales et al., 2020). Berdasarkan hukum 

tersebut, konsentrasi zat dapat dihitung menggunakan persamaan berikut 

(Luna et al., 2022): 

A = ɛ × b × C 

Keterangan: 

• A : nilai absorbansi 

• ɛ : koefisien absorptivitas molar (M⁻¹ cm⁻¹) 

• b : panjang lintasan cahaya/ketebalan kuvet (cm) 

• C : konsentrasi larutan (M) 
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2.11 Kerangka Teori 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan : 

: Variabel yang akan diteliti 

: Variabel yang tidak diteliti  

Gambar 2. 11 Kerangka teori 

Antioksidan sintetis 

Daun binahong 

(Anredera cordifolia) 

 

Daun salam  

(Syzigium polyanthum) 

 

Pengujian 

 

Penetapan kadar 

fenolik total 

 

Penetapan kadar 

flavonoid total 

 

Penetapan kadar 

tanin total 

 

Radikal bebas 

Stres oksidatif 

Penyakit degeneratif 

Antioksidan alami 

Uji aktivitas 

antioksidan 

 

Metode: 

• Follin-Ciocalteu 

• Follin-Denis 

• Prussian Blue 

• Fast Blue BB 

• Spektrofotometri 

UV langsung 

• HPLC 

 

Metode: 

• Alumunium 

klorida 

• DNPH 

• Spektrofotometri 

UV langsung 

• HPLC 

 

Metode: 

• Prepitasi 

Gelatin 

• Follin-Ciocalteu 

• Follin-Denis 

• Vanillin-HCL 

• Butanol-HCL 

• HPLC 

 

Metode: 

• DDPH 

• ABTS 

• FRAP 

• CUPRAC 

• ORAC 
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2.12 Hipotesis Penelitian 

Hipotesis pada penelitian ini dirumuskan sebagai berikut: 

 

Hipotesis 1  

H0 : Tidak terdapat perbedaan antara kadar fenolik total, kadar flavonoid 

total, kadar tanin total dan aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol 70% 

dan etil asetat dengan beberapa perbandingan kombinasi daun binahong 

(Anredera cordifolia) serta daun salam (Syzygium polyanthum). 

H1 : Terdapat perbedaan antara kadar fenolik total, kadar flavonoid total, 

kadar tanin total dan aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol 70% dan etil 

asetat dengan beberapa perbandingan kombinasi daun binahong (Anredera 

cordifolia) serta daun salam (Syzygium polyanthum). 

 

Hipotesis 2 

H0 : Tidak terdapat hubungan antara antara kadar fenolik total, kadar 

flavonoid total, kadar tanin total dan aktivitas antioksidan pada ekstrak 

etanol 70% dan etil asetat dengan beberapa perbandingan kombinasi daun 

binahong (Anredera cordifolia) serta daun salam (Syzygium polyanthum). 

H1 : Terdapat hubungan antara kadar fenolik total, kadar flavonoid total, 

kadar tanin total dan aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol 70% dan etil 

asetat dengan beberapa perbandingan kombinasi daun binahong (Anredera 

cordifolia) serta daun salam (Syzygium polyanthum). 

 

 

  



 

 

 

 

BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1 Desain Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium yang 

bertujuan untuk mengetahui kadar fenolik total, kadar flavonoid total, tanin 

total, serta aktivitas antioksidan dari kombinasi ekstrak etanol 70% dan etil 

asetat dari daun binahong (Anredera cordifolia) dan daun salam (Syzygium 

polyanthum). Penelitian ini juga dilakukan untuk mengetahui hubungan 

antara peningkatan kadar fenolik total, kadar flavonoid total, kadar tanin 

total terhadap aktivitas antioksidan (IC50). Penelitian ini menggunakan lima 

variasi konsentrasi perbandingan yaitu 1:1, 1:2, 2:1, 2:0, dan 0:2 % b/b dari 

ekstrak daun binahong (Anredera cordifolia) dan daun salam (Syzygium 

polyanthum). 

 

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

3.2.1 Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Botani Fakultas Matematika 

dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung untuk akan 

melakukan determinasi tanaman, Laboratorium Farmasetika Fakultas 

Kedokteran Universitas Lampung untuk melakukan proses 

pembuatan simplisia kering dan Laboratorium Kimia Farmasi 

Fakultas Kedokteran Universitas Lampung untuk melakukan proses 

penguapan ekstrak cair, penetapan kadar total fenolik, flavonoid, tanin 

dan uji aktivitas antioksidan. 

 

3.2.2 Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan pada bulan Agustus 2025 hingga Desember 

2025. 
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3.3 Alat dan Bahan Penelitian 

3.3.1 Alat Penelitian 

Peralatan yang akan dipakai dalam penelitian ini yaitu botol vial, 

erlenmeyer (PyrexⓇ), pipet volume (IwakiⓇ), labu ukur (PyrexⓇ), 

gelas kimia (IwakiⓇ), gelas ukur (PyrexⓇ), batang pengaduk, tabung 

reaksi (PyrexⓇ), chopper/blender, kain hitam oven, Ultrasonic 

Assisted Extraction (OvanⓇ), kuvet (ShimadzuⓇ), spektrofotometer 

UV – Vis (Shimadzu UV-1900iⓇ), corong (PyrexⓇ), kertas saring, 

neraca analitik, alumunium foil, rotary evaporator (IKAⓇ), 

waterbath, pH meter (HANNA InstrumentsⓇ), dan vortex mixer. 

 

3.3.2 Bahan Penelitian 

Bahan-bahan yang dipakai dalam penelitian ini yaitu daun binahong 

dan daun salam, DPPH (2,2- diphenyl-picrylhydrazil) (Sigma-

aldrichⓇ), etanol 70%, etil asetat, etanol 96%, aquades, vitamin C 

(MerckⓇ), asam galat (Sigma-aldrichⓇ), folin-ciocalteu (MerckⓇ), 

Mayer (MerckⓇ),  Na2CO3 (natrium karbonat) (MerckⓇ), kuersetin 

(Sigma-aldrichⓇ), NaNO2 (sodium nitrite) (MerckⓇ), HCl (asam 

klorida) (MerckⓇ), AlCl3 (aluminium klorida) (SigmaaldrichⓇ), 

kloroform (MerckⓇ), FeCl3 (ferri klorida) (MerckⓇ), Mg 

(magnesium) (MerckⓇ), NaOH (natrium hidroksida) (MerckⓇ), 

H2SO4 (asam sulfat) (MerckⓇ), NaCl (natrium klorida) (MerckⓇ), 

gelatin pro analysis (Sigma-aldrichⓇ), timbal asetat (Sigma-

aldrichⓇ), asam trikloroasetat (Sigma-aldrichⓇ), dan CH3COOK 

(kalium asetat) (MerckⓇ).  
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3.4 Variabel Penelitian 

3.4.1 Variabel Bebas (independent variable) 

Variabel bebas dalam penelitian ini meliputi jenis pelarut (etanol 70% 

dan etil asetat) dan konsentrasi kombinasi ekstrak etanol 70% dan etil 

asetat daun binahong (Anredera cordifolia) dan daun salam (Syzygium 

polyanthum). 

 

3.4.2 Variabel Terikat (dependent variable)  

Variabel terikat dalam penelitian ini meliputi kadar fenolik total (mg 

GAE/g), kadar flavonoid total (mg QE/g), kadar tanin total (mg 

GAE/g) dan uji aktivitas antioksidan (mg AAE/g) dari konsentrasi 

tunggal maupun kombinasi ekstrak etanol 70% dan etil asetat daun 

binahong (Anredera cordifolia) dan daun salam (Syzygium 

polyanthum). 

 

3.4.3 Variabel Kontrol 

Variabel kontrol dalam penelitian ini meliputi kontrol positif pada 

uji total fenolik yaitu asam galat, uji total flavonoid yaitu kuersetin, 

uji total tanin yaitu presipitasi gelatin dan uji aktivitas antioksidan 

yaitu asam askorbat. 

 

3.5 Definisi Operasional Penelitian 

Definisi operasional penelitian ini dijelaskan pada Tabel 3.1 dibawah ini. 

 

Tabel 3.1 Definisi operasional 

Variabel Definisi Cara Ukur Hasil Ukur Skala 

 

Variabel Bebas 

Jenis pelarut  Jenis pelarut yang 

digunakan pada 

penelitian ini yaitu 

etanol 70% dan etil 

asetat. 

Melihat nilai indeks 

polaritas dari tiap 

pelarut 

Jenis pelarut 

dengan kepolaran 

yang berbeda. 

Keterangan : 

Polar 

Ordinal 
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 Semi-polar 

Non-polar 

Variasi 

perbandingan  

konsentrasi 

tunggal dan 

kombinasi 

ekstrak daun 

binahong 

(Anredera 

cordifolia) dan 

daun salam 

(Syzygium 

polyanthum). 

Perbandingan 

konsentrasi tunggal 

dan kombinasi 

ekstrak etanol 70% 

dan etil asetat daun 

binahong (Anredera 

cordifolia) dan daun 

salam (Syzygium 

polyanthum) dengan 

perbandingan 1:1, 

2:1, 1:2, 2:0, dan 0:2 

b/b (mg) 

 

Menimbang ekstrak 

dengan 

menggunakan neraca 

analitik 

Perolehan 

konsentrasi 

tunggal dan 

kombinasi ekstrak 

etanol 70% dan 

etil asetat daun 

binahong 

(Anredera 

cordifolia) dan 

daun salam 

(Syzygium 

polyanthum) 

dengan 

perbandingan 1:1, 

2:1, 1:2, 2:0, dan 

0:2 b/b (mg) 

 

Rasio 

 

Variabel Terikat 

Kadar fenolik 

total 

 

Jumlah total senyawa 

fenolik yang 

diperoleh pada 

konsentrasi tunggal 

dan kombinasi 

ekstrak daun 

binahong (Anredera 

cordifolia) dan daun 

salam (Syzygium 

polyanthum). 

 

Menggunakan 

metode Folin – 

Ciocalteu untuk 

mengukur kadar 

senyawa fenolik 

yang ada pada 

kombinasi ekstrak 

daun binahong 

(Anredera 

cordifolia) dan daun 

salam (Syzygium 

polyanthum). 

Kadar fenolik total 

dengan 

pembanding asam 

galat (mg GAE/g) 

 

Rasio 

Kadar flavonoid 

total 

 

Jumlah total senyawa 

flavonoid yang 

diperoleh pada 

konsentrasi tunggal 

dan kombinasi 

ekstrak daun 

Menggunakan 

metode kolorimetri 

untuk mengukur 

kadar senyawa 

flavonoid yang ada 

pada kombinasi 

Kadar flavonoid 

total dengan 

pembanding 

kuersetin (mg 

QE/g) 

Rasio 
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binahong (Anredera 

cordifolia) dan daun 

salam (Syzygium 

polyanthum). 

 

ekstrak daun 

binahong (Anredera 

cordifolia) dan daun 

salam (Syzygium 

polyanthum). 

Kadar tanin total Jumlah total senyawa 

tanin yang diperoleh 

pada konsentrasi 

tunggal dan 

kombinasi ekstrak 

daun binahong 

(Anredera cordifolia) 

dan daun salam 

(Syzygium 

polyanthum). 

Menggunakan 

metode presipitasi 

gelatin untuk 

mengukur kadar 

senyawa tanin yang 

ada pada kombinasi 

ekstrak daun 

binahong (Anredera 

cordifolia) dan daun 

salam (Syzygium 

polyanthum). 

Kadar tanin total 

dengan 

pembanding 

gelatin  (mg 

GAE/g) 

Rasio 

Uji aktivitas 

antioksidan 

 

Nilai yang diperoleh 

pada konsentrasi 

tunggal dan 

kombinasi ekstrak 

daun binahong 

(Anredera cordifolia) 

dan daun salam 

(Syzygium 

polyanthum) dalam 

menghambat 50% 

radikal bebas DPPH 

Menggunakan 

metode DPPH untuk 

mengukur 

IC50 kombinasi 

ekstrak daun 

binahong (Anredera 

cordifolia) dan daun 

salam (Syzygium 

polyanthum). 

Nilai IC50 pada 

kombinasi ekstrak 

daun binahong 

(Anredera 

cordifolia) dan 

daun salam 

(Syzygium 

polyanthum) 

dengan 

keterangan: 

 

IC50 < 50 µg/ml = 

sangat kuat 

 

IC50 50-100 µg/ml 

= 

kuat 

 

IC50 101-150 

µg/ml = 

sedang 

 

Rasio 
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IC50 151-200 

µg/ml = 

lemah 

 

(Itam et al., 2021) 

Variabel Kontrol 

Asam galat 

 

Asam galat dipakai 

sebagai pembanding 

karena termasuk 

senyawa fenolik 

alami dan stabil 

(Tommy et al., 

2022). 

Membuat larutan 

stok  asam galat yang 

kemudian diukur 

absorbansinya 

dengan 

menggunakan  

spektrometer 

UV-Vis. 

Kurva standar 

asam 

galat 

 

Rasio 

 

Kuersetin 

 

Kuersetin dipakai 

sebagai pembanding 

karena merupakan 

senyawa yang 

penyebarannya 

paling luas pada 

tumbuhan 

(Tommy et al., 

2022). 

Membuat larutan 

stok kuersetin  yang 

kemudian  diukur 

absorbansinya 

dengan 

menggunakan 

spektrometer 

UV-Vis. 

 

Kurva standar 

kuersetin 

 

Rasio 

 

Gelatin Gelatin dipakai 

sebagai metode 

standar untuk 

memisahkan tannin 

dari total fenolik 

sebelum mengukur 

TPC dengan Folin–

Ciocalteu. Ini 

memastikan bahwa 

hasil uji tanin total 

adalah tepat dan 

dibandingkan secara 

valid dengan tannin 

non-terikat (Fraga-

Corral et al., 2021) 

Kadar tanin total 

diukur dengan 

membandingkan 

total fenolik sebelum 

dan sesudah 

penambahan gelatin, 

di mana selisihnya 

menunjukkan 

kandungan tanin. 

 

Kurva standar 

asam galat 

Rasio 
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Asam askorbat  

 

Asam askorbat 

dipakai sebagai 

pembanding karena 

merupakan 

antioksidan alami 

murni yang memiliki 

kemampuan sangat 

tinggi dalam 

menetralkan atau 

menghambat 

aktivitas radikal 

bebas DPPH. 

 

Membuat larutan 

stok asam askorbat 

yang kemudian 

diukur dengan 

absorbansinya 

menggunakan 

spektrometer UV-

Vis.  

 

Nilai IC50 dari 

asam askorbat 

dengan  

keterangan:  

IC50 < 50 μg/ml = 

sangat kuat  

 

IC50 50-100 μg/ml 

= kuat  

 

IC50 101-150 

μg/ml = sedang  

 

IC50 151-200 

μg/ml = lemah  

 

(Itam et al., 2021) 

Rasio 

 

 

3.6 Prosedur Penelitian 

3.6.1 Pengambilan Sampel  

Sampel penelitian yang dipakai dalam penelitian ini yaitu daun 

binahong (Anredera cordifolia) yang diperoleh dari Kabupaten 

Lampung Tengah dan daun salam (Syzygium polyanthum) yang 

diperoleh dari Kota Bandar Lampung, Provinsi Lampung. 

 

3.6.2 Uji Determinasi Tanaman 

Proses determinasi tanaman bertujuan untuk memastikan ketepatan 

identitas dan klasifikasi spesies dari tanaman yang digunakan, 

sehingga dapat menghindarkan dari kesalahan dalam proses 

pengumpulan atau identifikasi sampel tanaman (Klau & Hesturini, 

2021). Determinasi tanaman dalam penelitian ini dilakukan di 

Laboratorium Botani Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan 

Alam (FMIPA) Universitas Lampung. 
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3.6.3 Pembuatan Simplisia 

Daun binahong dan daun salam masing-masing ditimbang sebanyak 

10 kg, kemudian dibersihkan dan dipisahkan dari rantingnya. Setelah 

itu, daun dicuci di bawah air mengalir hingga seluruh kotoran hilang. 

Proses pengeringan dilakukan dengan cara menjemur daun di bawah 

sinar matahari selama tiga hari, dengan bagian atas daun ditutup 

menggunakan kain hitam untuk menghindari paparan langsung. 

Selanjutnya, daun yang telah kering dikeringkan kembali dalam oven 

pada suhu 50°C selama 24 jam. Setelah proses pengeringan selesai, 

sampel disortir kembali untuk menghilangkan sisa kotoran, kemudian 

digiling menggunakan blender hingga menjadi serbuk simplisia (Izza 

& Adrianto, 2024 ; Rivai et al., 2015) 

 

3.6.4 Pembuatan Ekstrak 

Pembuatan ekstrak daun binahong dan daun salam dilakukan dengan 

metode Ultrasonic-Assisted-Extraction menggunakan etanol 70%  

dan etil asetat selama 30 menit pada suhu 40°C dengan memakai 

perbandingan simplisia dan pelarut yaitu 1 : 10 b/v  (Singh et al., 

2024). 

 

1. Ekstrak Etanol Daun Binahong dan Daun Salam 

Ekstraksi daun binahong dan daun salam dilakukan menggunakan 

metode Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) sesuai dengan 

prosedur yang telah dikembangkan oleh (Singh et al., 2024). 

Sebanyak 250 gram serbuk daun binahong dan daun salam 

direndam dalam pelarut etanol 70% dan etil asetat dengan 

perbandingan 1:10 (b/v). ebanyak 250 gram serbuk daun masing-

masing dimaserasi dengan pelarut etanol 70% dan etil asetat 

menggunakan perbandingan 1:10 (b/v). Proses ekstraksi dilakukan 

menggunakan Ultrasonic Cleaning Bath pada frekuensi 40 kHz 

selama 30 menit pada suhu terkontrol 40°C. Setelah proses selesai, 

campuran disaring menggunakan kertas saring untuk memisahkan 
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ampas dari filtrat. Filtrat yang diperoleh kemudian diuapkan 

dengan rotary evaporator pada suhu 50°C dan kecepatan putaran 

70 rpm hingga diperoleh ekstrak kental (Tourabi et al., 2025 ; 

Singh et al., 2024). 

 

2. Rendeman Ekstrak 

Dilakukan perhitungan dengan membandingkan bobot ekstrak 

yang diperoleh terhadap bobot serbuk simplisia awal, dinyatakan 

dalam persen (% b/b). Penghitungan ini bertujuan untuk 

mengetahui efisiensi proses ekstraksi serta jumlah ekstrak yang 

berhasil dihasilkan dari bahan baku yang digunakan (Panjaitan & 

Meze, 2022). Rendemen ekstrak yang baik ditunjukkan oleh nilai 

persentase hasil ekstraksi yang lebih dari 10%. Setelah 

didapatkan ekstrak kental, dilakukan perhitungan rendemen 

ekstrak dengan rumus sebagai berikut (Senduk, Montolalu & 

Dotulong, 2020) 

Rendemen (%) = 
𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖ℎ𝑎𝑠𝑖𝑙𝑘𝑎𝑛

𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑠𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑔𝑢𝑛𝑎𝑘𝑎𝑛
 × 100% 

 

3.6.5 Uji Skrinning Fitokimia 

Skrining fitokimia merupakan suatu metode yang digunakan untuk 

mengidentifikasi komponen yang terkandung dalam suatu tumbuhan, 

meliputi senyawa aktif, struktur kimia, fungsi biologis, serta 

perbandingan kandungan senyawa kimia antara berbagai jenis 

tanaman (Safutri, Karim & Fevinia, 2022). Dalam penelitian ini, 

skrining fitokimia dilakukan untuk mengetahui keberadaan metabolit 

sekunder ekstrak daun binahong (Anredera cordifolia) dan daun 

salam (Syzygium polyanthum). Oleh karena itu, dilakukan uji skrining 

fitokimia sebagai langkah awal analisis kandungan senyawa aktif 

pada kedua daun tersebut seperti berikut: 
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1. Uji Saponin 

Sebanyak 0,5 g sampel ditambahkan dengan 5 ml air aquadest 

hingga seluruh bagian sampel terendam, kemudian dipanaskan 

menggunakan penangas air selama 2–3 menit. Setelah itu, larutan 

dikocok dengan kuat. Apabila terbentuk busa yang bertahan selama 

10–15 menit dan busa tersebut hilang setelah diteteskan HCl, hal 

ini menunjukkan keberadaan saponin dalam sampel (Itam et al., 

2021). 

 

2. Uji Alkaloid  

Sebanyak 1 ml ekstrak cair diambil dan dimasukkan ke dalam 

tabung reaksi. Kemudian 1 ml larutan kalium bismut iodida (reagen 

Dragendorff) ditambahkan dan dikocok. Endapan merah jingga 

yang terbentuk menunjukkan adanya alkaloid (Abubakar & Haque, 

2020). 

 

3. Uji Flavonoid 

Sebanyak 2 ml ekstrak cair dimasukkan ke dalam tabung reaksi, 

lalu ditambahkan 1 ml HCl 1% dan sedikit serbuk magnesium. 

Apabila terbentuk warna kuning, hal ini menandakan keberadaan 

flavonoid dalam sampel (Souhoka, Kapelle & Sihasale, 2021). 

 

4. Uji Fenolik 

Sebanyak 1 ml reagen Mayer dalam larutan asam ditambahkan ke 

dalam larutan ekstrak cair. Adanya senyawa fenolik ditunjukkan 

dengan terbentuknya endapan putih (Abubakar & Haque, 2020). 

 

5. Uji Tanin 

Sebanyak 1 ml ekstrak cair dicampur dengan 2 ml larutan FeCl₃. 

Terbentuknya endapan berwarna hijau hingga kehitaman 

menandakan keberadaan tanin dalam ekstrak tersebut (Rahimah, 

Djunaedi, Soeroto & Bisri, 2019). 
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6. Uji Terpenoid dan Steroid  

- Uji Terpenoid 

Sebanyak 2 ml asam trikloroasetat dimasukkan bersama ke 

dalam 1 ml ekstrak cair. Adanya terpenoid ditunjukkan dengan 

terbentuknya endapan merah (Kancherla et al., 2019). 

 

- Uji Steroid 

Ekstrak cair dikocok dengan kloroform dan H2SO4 pekat 

ditambahkan di sepanjang dinding tabung reaksi. Jika warna 

merah muncul, menunjukkan adanya steroid (Kancherla et al., 

2019). 

 

3.6.6 Pembuatan Larutan Uji 

Larutan uji yang dibuat yaitu larutan uji kombinasi ekstrak daun 

binahong dan daun salam serta ekstrak tunggal dari masing-masing 

tanaman dengan perbandingan antara daun binahong dan salam 

sebesar 1:1, 2:1, 1:2, 2:0, dan 0:2 %b/b seperti pada Tabel 3.2 

(Suprijono & Hesti Wulan, 2022 ; Himawan et al., 2021)  

 

Tabel 3.2 Perbandingan ekstrak daun binahong dan daun salam 

Perbandingan Daun 

Binahong dan Daun Salam 

Ekstrak Etanol 70% dan Etil 

Asetat (mg) 

1:1 50:50 

2:1 67:33 

1:2 33:67 

2:0 100:0 

0:2 0:100 

 



45 

 

3.6.7 Uji Kadar Fenolik Total 

Dalam penelitian ini, kadar fenolik total dianalisis dengan metode 

Folin–Ciocalteu yang telah dimodifikasi berdasarkan penelitian 

Pereira, Arruda & Pastore 2018) dengan modifikasi. Tahapan uji ini 

mencakup pembuatan larutan standar asam galat, penentuan panjang 

gelombang maksimum asam galat, pembuatan kurva baku asam galat, 

serta pengukuran kadar fenolik total pada sampel dengan 

menggunakan spektrofotometer UV–Vis. 

 

Berikut merupakan  langkah – langkah dalam pengujian kadar fenolik 

total yaitu : 

 

1. Pembuatan Larutan Standar Asam Galat  

Larutan standar asam galat dengan konsentrasi 500 ppm dibuat 

dengan menimbang 50 mg asam galat dan melarutkannya dalam 

etanol 96% hingga mencapai volume total 100 ml. Dari larutan stok 

ini, dilakukan pengenceran untuk mendapatkan larutan dengan 

konsentrasi 30, 40, 50, 60, dan 70 ppm. Larutan-larutan ini 

kemudian digunakan untuk membuat kurva baku, yang nantinya 

akan diperoleh persamaan regresi linear untuk menghitung 

persentase kadar fenolik total pada sampel (Sam, Malik & 

Handayani, 2022) 

 

2. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Asam Galat 

Masing-masing larutan standar dengan konsentrasi 30, 40, 50, 60, 

dan 70 ppm dipipet sebanyak 0,5 ml, kemudian ditambahkan 0,5 

ml reagen Folin–Ciocalteu. Campuran tersebut dikocok hingga 

homogen dan didiamkan selama 8 menit. Selanjutnya, 

ditambahkan 4,0 ml larutan Na₂CO₃ 7,5% dan dikocok kembali 

sampai tercampur sempurna. Volume larutan kemudian 

disesuaikan hingga 10 ml dengan penambahan aquades steril, lalu 

didiamkan selama 45 menit pada suhu ruang. Setelah inkubasi, 
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absorbansi larutan diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

pada panjang gelombang 400–800 nm. Data hasil pengukuran 

digunakan untuk menyusun kurva kalibrasi yang menggambarkan 

hubungan antara konsentrasi asam galat (µg/ml) dan nilai 

absorbansinya (Sam et al., 2022). 

 

3. Pembuatan Kurva Baku Asam galat  

Pembuatan kurva baku asam galat dilakukan dengan menggunakan 

masing-masing larutan stok asam galat pada berbagai konsentrasi. 

Dari setiap konsentrasi, sebanyak 0,5 ml larutan dipipet dan 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Selanjutnya, ditambahkan 0,5 

ml reagen Folin–Ciocalteu, kemudian campuran dikocok hingga 

homogen dan didiamkan selama 8 menit. Setelah itu, ditambahkan 

4,0 ml larutan Na₂CO₃ 7,5% dan dikocok kembali hingga 

tercampur sempurna. Volume larutan kemudian disesuaikan 

menjadi 10 ml dengan penambahan aquades steril, lalu dibiarkan 

selama 45 menit pada suhu ruang. Absorbansi larutan diukur 

menggunakan spektrofotometer UV–Vis pada panjang gelombang 

maksimum 765 nm, dan hasil pengukuran digunakan untuk 

menyusun kurva baku asam galat (Rahmah, Nurfila & Sari, 2022). 

 

4. Pengukuran Kadar Fenolik Total Menggunakan 

Spektrofotometri UV-Vis 

Total Kandungan Fenolik diukur dengan menggunakan 

spektrofotometer dengan menggunakan reagen Folin Ciocalteu. 

Ekstrak tanaman dibuat larutan kombinasi etanol 70% dan etil 

asetat dengan memakai perbandingan 1 : 1, 1 : 2, 2 : 1, 2 : 0, dan 0 

: 2 % b/b. Konsentrasi 1 g / 1 ml (etanol 70 % atau etil asetat) dari 

setiap perbandingan disiapkan. Kemudian, sebanyak 0,5 ml reagen 

Folin–Ciocalteu ditambahkan ke dalam larutan, dikocok hingga 

homogen, dan dibiarkan selama 8 menit. Setelah itu, 4,0 ml larutan 

Na₂CO₃ 7,5% ditambahkan, lalu campuran kembali dikocok 
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hingga merata. Volume larutan disesuaikan menjadi 10 ml dengan 

penambahan aquades steril, kemudian dibiarkan selama 45 menit 

pada suhu ruang. Selanjutnya, absorbansi larutan diukur 

menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 

maksimum 765 nm. Dilakukan pengukuran sebanyak 3 kali 

replikasi (Mahboubi, Kazempour & Nazar, 2022). 

 

3.6.8 Uji Kadar Flavonoid Total 

Dalam penelitian ini dilakukan analisis terhadap kadar flavonoid total 

dengan metode yang telah dilakukan oleh Tommy et al., (2022) 

dengan modifikasi. Pengujian ini menggunakan kuersetin sebagai 

pembanding dan reagen AlCl3. Tahapan dalam pengujian ini yaitu 

pembuatan larutan baku induk kuersetin, penetapan 𝜆 optimum 

kuersetin, pembuatan kurva baku kuersetin, dan penetapan kadar total 

flavonoid sampel.  

 

Berikut adalah tahapan dalam melakukan pengujjian kadar flavonoid 

total yaitu : 

1. Pembuatan Larutan Baku Induk Kuersetin  

Larutan baku induk kuersetin dibuat dengan menimbang 50 mg 

kuersetin, kemudian melarutkannya dalam etanol menggunakan 

labu ukur 100 ml, sehingga diperoleh larutan dengan konsentrasi 

1000 ppm. Selanjutnya, larutan baku ini diencerkan untuk 

mendapatkan konsentrasi 50, 60, 70, 80, dan 100 ppm, kemudian 

masing-masing dimasukkan ke dalam labu ukur 10 ml dan 

ditambahkan etanol hingga mencapai tanda batas (Masykuroh et 

al., 2024). 

 

2. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Kuersetin 

Sebanyak 1 ml larutan baku induk kuersetin dipipet, lalu 

ditambahkan 1 ml larutan AlCl₃ 10% serta 0,1 ml larutan kalium 

asetat 0,1 M. Campuran tersebut kemudian diinkubasi selama 30 



48 

 

menit dalam kondisi gelap pada suhu ruang. Setelah inkubasi 

selesai, pengukuran absorbansi dilakukan menggunakan 

spektrofotometer UV–Vis pada rentang panjang gelombang 400–

600 nm (Masykuroh et al., 2024). 

 

3. Pembuatan Kurva Baku Kuersetin 

Larutan baku induk kuersetin yang telah dibuat, diambil sebanyak 

1 ml pada setiap konsentrasinya. Sampel yang telah dipipet 

kemudian direaksikan dengan 1 ml AlCl3 10%, dan 0,1 ml kalium 

asetat 0,1 M ke dalam larutan tersebut. Campuran kemudian 

diinkubasi pada suhu ruang dalam kondisi gelap selama sekitar 30 

menit. Setelah inkubasi selesai, absorbansi campuran diukur 

menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 415–425 

nm (Benjamaa et al., 2024). 

 

4. Penetapan Kadar Flavonoid Total Menggunakan 

Spektrofotometri UV-Vis 

Larutan ekstrak tanaman dibuat dalam bentuk kombinasi etanol 

70% dan etil asetat dengan perbandingan 1:1, 1:2, 2:1, 2:0, dan 0:2 

% b/b. Berbagai konsentrasi ekstrak kemudian dilarutkan dalam 30 

ml etanol sehingga diperoleh larutan dengan konsentrasi 100 ppm. 

Dari setiap konsentrasi, diambil 1 ml larutan dan direaksikan 

dengan 1 ml AlCl₃ 10%,dan 0,1 ml kalium asetat 0,1 M. Campuran 

ini diinkubasi pada suhu ruang dalam kondisi gelap selama sekitar 

30 menit. Setelah inkubasi, absorbansi campuran diukur 

menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 415–425 

nm (Benjamaa et al., 2024). 

 

3.6.9 Uji Kadar Tanin Total  

Analisis kadar tanin total pada ekstrak tanaman dilakukan dengan 

metode prepitasi gelatin, seperti diterapkan dalam penelitian 

(Wardatun et al., 2024) sebelumnya dengan modifikasi. 
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Berikut adalah tahapan dalam melakukan pengujian kadar tanin total 

yaitu : 

 

1. Pembuatan Larutan Standar Asam Galat  

Larutan standar asam galat dengan konsentrasi 500 ppm dibuat 

dengan menimbang 50 mg asam galat dan melarutkannya dalam 

etanol 96% hingga mencapai volume total 100 ml. Dari larutan stok 

ini, dilakukan pengenceran untuk mendapatkan larutan dengan 

konsentrasi 30, 40, 50, 60, dan 70 ppm. Larutan-larutan ini 

kemudian digunakan untuk membuat kurva baku, yang nantinya 

akan diperoleh persamaan regresi linear untuk menghitung 

persentase kadar fenolik total pada sampel (Sam, Malik & 

Handayani, 2022) 

 

2. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Asam Galat 

Masing-masing larutan standar dengan konsentrasi 30, 40, 50, 60, 

dan 70 ppm dipipet sebanyak 0,5 ml, kemudian ditambahkan 0,5 

ml reagen Folin–Ciocalteu. Campuran tersebut dikocok hingga 

homogen dan didiamkan selama 8 menit. Selanjutnya, 

ditambahkan 4 ml larutan Na₂CO₃ 7,5% dan dikocok kembali 

sampai tercampur sempurna. Volume larutan kemudian 

disesuaikan hingga 10 ml dengan penambahan aquades steril, lalu 

didiamkan selama 45 menit pada suhu ruang. Setelah inkubasi, 

absorbansi larutan diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

pada panjang gelombang 400–800 nm. Data hasil pengukuran 

digunakan untuk menyusun kurva kalibrasi yang menggambarkan 

hubungan antara konsentrasi asam galat (µg/ml) dan nilai 

absorbansinya (Sam et al., 2022) 

 

 

 

 



50 

 

3. Pembuatan Kurva Baku Asam galat  

Pembuatan kurva baku asam galat dilakukan dengan menggunakan 

masing-masing larutan stok asam galat pada berbagai konsentrasi. 

Dari setiap konsentrasi, sebanyak 0,5 ml larutan dipipet dan 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Selanjutnya, ditambahkan 0,5 

ml reagen Folin–Ciocalteu, kemudian campuran dikocok hingga 

homogen dan didiamkan selama 8 menit. Setelah itu, ditambahkan 

4 ml larutan Na₂CO₃ 7,5% dan dikocok kembali hingga tercampur 

sempurna. Volume larutan kemudian disesuaikan menjadi 10 ml 

dengan penambahan aquades steril, lalu dibiarkan selama 45 menit 

pada suhu ruang. Absorbansi larutan diukur menggunakan 

spektrofotometer UV–Vis pada panjang gelombang maksimum 

765 nm, dan hasil pengukuran digunakan untuk menyusun kurva 

baku asam galat (Rahmah, Nurfila & Sari, 2022). 

 

4. Pembuatan Larutan Sampel 

Larutan ekstrak tanaman dibuat dalam bentuk kombinasi etanol 

70% dan etil asetat dengan perbandingan 1:1, 1:2, 2:1, 2:0, dan 0:2 

% b/b. Masing-masing bentuk kombinasi dibagi menjadi tiap 

kombinasinya dan dimasukkan ke dalam labu ukur 10 ml. Dua labu 

ukur 10 ml diberi label A dan B. Pada labu A, yang digunakan 

untuk mengukur total polifenol termasuk tanin, 1 ml larutan ekstrak 

diencerkan dengan etanol hingga tanda batas dan dikocok hingga 

homogen. Selanjutnya, 1 ml larutan dari labu A dipipet, 

ditambahkan 0,5 ml Folin–Ciocalteu dan diinkubasi selama 8 

menit. Selanjutnya tambahkan 2 ml larutan Na₂CO₃ 7,5%, dan air 

aquades hingga tanda batas dalam labu ukur 10 ml. Larutan ini 

dikocok, diinkubasi selama 45 menit pada suhu ruang, kemudian 

absorbansinya diukur menggunakan spektrofotometer UV–Vis 

pada panjang gelombang 765 nm (Wardatun et al., 2024). 

 

 



51 

 

5. Pembuatan Larutan Bebas Tanin 

Pada labu ukur B (yang mengandung polifenol tanpa tanin), 1 ml 

larutan ekstrak ditambahkan dengan 5 ml gelatin 1% dan 

diencerkan menggunakan etanol. Larutan kemudian dibiarkan 

beberapa saat hingga endapan terbentuk sempurna, lalu disaring 

untuk memperoleh larutan bebas tanin. Sebanyak 1 ml larutan hasil 

saringan diambil menggunakan pipet dan dimasukkan ke dalam 

labu ukur 10 ml, dan diproses dengan prosedur yang sama seperti 

pada tabung A. Kurva kalibrasi dibuat menggunakan larutan asam 

galat dengan berbagai konsentrasi sebagai senyawa standar 

(Wardatun et al., 2024). 

 

Perhitungan Kadar Tanin Total 

Kadar tanin dihitung dengan rumus: 

   

Kadar tanin (C) = Cₐ − Cb 

 

dengan keterangan: 

Cₐ = konsentrasi total polifenol (termasuk tanin). 

Cb = konsentrasi polifenol tanpa tanin (setelah perlakuan gelatin).  

(Wardatun et al., 2024) 

 

3.6.10 Uji Aktivitas Antioksidan 

Dilakukan uji aktivitas antioksidan dengan menggunakan metode 

DPPH (2,2 diphenyl–1–picrylhydrazyl) yang telah dilakukan oleh 

(Kanggaran, Siagian & Syahputra, 2025) sebelumnya dengan 

modifikasi.  
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Tahapan pada uji aktivitas antioksidan dijelaskan sebagai berikut : 

 

1. Pembuatan Larutan DPPH 

Pembuatan larutan DPPH diawali dengan menimbang sebanyak 

10 mg serbuk DPPH, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 

berkapasitas 100 ml. Serbuk tersebut dilarutkan menggunakan 

etanol hingga mencapai tanda batas dan dikocok dengan vortex 

hingga homogen, sehingga diperoleh larutan dengan konsentrasi 

100 ppm. Larutan selanjutnya didiamkan selama 30 menit, lalu 

disimpan dalam wadah tertutup rapat yang dibungkus aluminium 

foil untuk menghindarkan paparan langsung dari sinar matahari 

(Sharen Salikode et al., 2024). 

 

2. Pembuatan Larutan Blanko 

Pembuatan larutan blanko DPPH dilakukan dengan memipet 

sebanyak 2 ml larutan DPPH yang telah disiapkan sebelumnya, 

kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur berkapasitas 5 ml. 

Larutan tersebut diencerkan menggunakan etanol hingga 

mencapai tanda batas dan dihomogenkan. Selanjutnya, larutan 

dibiarkan selama 50 menit dalam kondisi gelap untuk mencegah 

degradasi akibat cahaya. Setelah inkubasi, pengukuran 

absorbansi dilakukan menggunakan spektrofotometer pada 

panjang gelombang 516–517 nm (Sharen Salikode et al., 2024). 

 

3. Penetapan Panjang Gelombang Maksimum DPPH 

Larutan blanko yang telah disiapkan selanjutnya dimasukkan ke 

dalam kuvet, kemudian dilakukan pengukuran absorbansi 

menggunakan spektrofotometer UV–Vis pada rentang panjang 

gelombang 400–800 nm (Anton et al., 2021). 

 

 

 



53 

 

4. Pengukuran Absorbansi DPPH 

Larutan kombinasi ekstrak etanol 70% dan etil asetat dibuat 

sesuai perbandingan yang telah ditentukan, kemudian dilarutkan 

dalam 150 ml etanol untuk memperoleh larutan dengan 

konsentrasi 100 ppm. Dari larutan kombinasi tersebut, disiapkan 

seri konsentrasi masing-masing sebesar 25, 50, 75, 100, dan 125 

ppm untuk pelarut etil asetat serta 25, 50, 75, 100, dan 125 ppm 

untuk pelarut etanol 70%. Setiap larutan ekstrak diambil 

sebanyak 2 ml, kemudian dicampurkan dengan 2 ml larutan 

DPPH 100 ppm. Campuran dihomogenkan dan diinkubasi dalam 

kondisi gelap pada suhu ruang selama 30 menit. Setelah inkubasi, 

absorbansi larutan diukur pada panjang gelombang maksimum 

menggunakan spektrofotometer UV–Vis. Seluruh prosedur 

dilakukan dalam tiga kali pengulangan untuk memperoleh hasil 

yang valid dan konsisten (Safithri, Nur Faridah, Ramadani & 

Pratama, 2022). 

 

5. Pengukuran Absorbansi DPPH setelah Penambahan Asam 

Askorbat 

Sebanyak 5 mg asam askorbat kristal ditimbang, kemudian 

dilarutkan menggunakan metanol dalam labu ukur berkapasitas 

50 ml hingga mencapai tanda batas, sehingga diperoleh larutan 

dengan konsentrasi 100 ppm. Dari larutan induk tersebut, dibuat 

seri konsentrasi sebesar 2, 4, 6, 8, dan 10 ppm, masing-masing 

dimasukkan ke dalam labu ukur 10 ml. Setiap larutan kemudian 

ditambahkan 2 ml larutan DPPH 100 ppm dan dihomogenkan. 

Setelah inkubasi pada kondisi gelap selama 30 menit, absorbansi 

masing-masing larutan diukur menggunakan spektrofotometer 

UV–Vis pada panjang gelombang maksimum. Pengukuran 

dilakukan sebanyak tiga kali untuk memastikan keakuratan dan 

replikasi data (Asif et al., 2021). 
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6. Penentuan Persentase Penghambatan DPPH 

Perubahan nilai absorbansi larutan DPPH sebelum dan sesudah 

penambahan sampel dihitung untuk mengetahui tingkat 

penurunan serapan yang terjadi. Penurunan nilai absorbansi ini 

menunjukkan kemampuan sampel dalam mereduksi radikal bebas 

DPPH, sehingga menjadi dasar dalam penentuan aktivitas 

antioksidan Persentase penurunan absorbansi ini kemudian 

ditentukan dengan membandingkan selisih antara absorbansi 

awal DPPH dan absorbansi setelah penambahan sampel terhadap 

absorbansi awal, menggunakan persamaan berikut: 

 

% Penghambatan : 
Akontrol (DPPH)−Asampel

Akontrol (DPPH)
 × 100% 

(Asif et al., 2021) 

Keterangan : 

Akontrol : absorbansi yang dalamnya tidak ada sampel 

Asampel : absorbansi yang dalamnya ada sampel 

 

Kemampuan antioksidan diukur berdasarkan penurunan nilai 

absorbansi larutan DPPH, yang ditandai dengan berkurangnya 

intensitas warna ungu akibat tereduksinya radikal DPPH oleh 

senyawa antioksidan dalam sampel. Selisih antara nilai 

absorbansi awal dan setelah penambahan sampel digunakan 

untuk menentukan besarnya penurunan serapan. Persentase 

penurunan absorbansi dihitung dengan membandingkan nilai 

absorbansi larutan kontrol (tanpa sampel) dan larutan uji (dengan 

sampel) (Gulcin & Alwasel, 2023). 

 

7. Penentuan Nilai IC50 Antioksidan 

Nilai IC50 merupakan indikator konsentrasi sampel uji (μg/ml) 

yang mengakibatkan penurunan DPPH sekitar 50%. Berikut 

adalah Tabel 3.2 menurut Itam et al. (2021) mengenai 

pengelompokan nilai IC50 asam askorbat: 
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Tabel 3.3 Kelompok interpretasi nilai IC50 

Nilai IC50 Kelompok Interpretasi 

< 50 μg/ml sangat kuat 

50 - 100 μg/ml kuat 

101-  250 μg/ml sedang 

250 - 500 μg/ml lemah 

> 50 μg/ml tidak aktif 

 

Jika suatu sampel menunjukkan aktivitas antioksidan sebesar 0%, 

hal ini menandakan tidak adanya kemampuan antioksidan, 

sedangkan nilai 100% menunjukkan kemampuan antioksidan 

yang maksimal atau penurunan oksidasi yang sempurna. Hasil 

pengukuran kemudian dianalisis menggunakan model regresi, 

dengan konsentrasi sampel (μg/ml) sebagai sumbu X dan 

persentase penurunan aktivitas antioksidan sebagai sumbu Y 

(Alina et al., 2024). 

 

3.7 Analisis Data 

Data kadar fenolik total, kadar flavonoid total, kadar tanin total dan aktivitas 

antioksidan dilakukan uji normalitas terlebih dahulu dengan uji Saphiro-

Wilk. Data terdistribusi normal apabila nilai probabilitas lebih dari 0,05 

(Marwinda & Danardono, 2024). Analisis data dilanjutkan untuk melihat 

apakah terdapat perbedaan kadar total fenolik, total flavonoid, total tanin, 

dan aktivitas antioksidan  antara kelompok perlakuan dengan menggunakan 

uji one-way ANOVA apabila data terdistribusi normal (Nainggolan, Lestari 

Hutapea, Fauzia Sirait, Sirait & Sianturi, 2025) dan uji Kruskal-wallis 

apabila data tidak terdistribusi normal (Quraisy & Hasni, 2021).   

 

Analisis data dilanjutkan dengan uji korelasi untuk melihat hubungan antara 

kadar total fenolik, total flavonoid, total tanin dan uji aktivitas antioksidan 

dengan menggunakan uji Pearson apabila data terdistribusi normal 

(Jabnabillah & Margina, 2022) sedangkan apabila data tidak terdistribusi 

normal maka dilakukan dengan uji Spearman (Mustafa, 2022). Nilai uji 

korelasi yang didapatkan kemudian dikelompokkan menjadi beberapa 
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kategori seperti pada tabel 3.3 (Itam et al.,. 2021). Analisis data dalam 

penelitian ini dilakukan dengan taraf kepercayaan 95% (Anam, 2020). Nilai 

uji dapat dikelompokkan menjadi berbagai kategori seperti pada Tabel 3.4 

(Schober & Schwarte, 2018). 

 

Tabel 3.4 Kelompok nilai koefesien korelasi 

Nilai Koefesien Korelasi Interpretasi 

0.00-0.10 Korelasi sangat lemah 

0.10-0.39 Korelasi lemah 

0.40-0.69 Korelasi sedang 

0.70-0.89 Korelasi kuat 

0.90-1.00 Korelasi sangat kuat 

 

 

3.8 Etik Penelitian 

Penelitian ini telah disetujui oleh Komite Etik Penelitian Kesehatan Fakultas 

Kedokteran Universitas Lampung dengan nomor 

5370/UN26.18/PP.05.02.00/2025 sesuai yang terlampir pada Lampiran 1. 
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3.9 Alur Penelitian 
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     Gambar 3. 1 Alur Penelitian 
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BAB V 

SIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Simpulan 

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan di atas, dapat disimpulkan 

sebagai berikut: 

5.1.1 Kadar fenolik total tertinggi dari ekstrak etanol 70% dan etil asetat  

didapatkan pada masing-masing pelarut dengan kombinasi yang sama 

yaitu 0:2 dengan nilai 746.9 mg GAE/g ekstrak pada ekstrak etanol 

70% dan nilai 428.4 mg GAE/g ekstrak pada ekstrak etil asetat. 

Sedangkan kadar flavonoid total tertinggi dari ekstrak etanol 70% dan 

etil asetat didapatkan pada masing-masing pelarut dengan kombinasi 

1:1 dan 0:2 dengan nilai 348.2 mg QE/g ekstrak pada ekstrak etanol 

70% dan nilai 428.4 mg QE/g ekstrak pada ekstrak etil asetat. Lalu 

pada kadar tanin total tertinggi dari ekstrak etanol 70% dan etil asetat 

didapatkan pada masing-masing pelarut dengan kombinasi 0:2 dan 1:2 

dengan nilai 533.9 mg GAE/g ekstrak pada ekstrak etanol 70% dan 

nilai 222.533 mg GAE/g ekstrak pada ekstrak etil asetat.  

 

5.1.2 Aktivitas antioksidan yang dinyatakan sebagai nilai IC50 pada ekstrak 

Etanol 70% daun binahong dan daun salam dengan variasi 

perbandingan 1:1, 1:2, 2:1, 2:0, dan 0:2 masing-masing diperoleh 

sebesar 110.203 μg/ml; 82.058 μg/ml; 499.072 μg/ml; 331.994 μg/ml; 

dan 21.043 μg/ml. Sementara itu, pada ekstrak etil asetat dengan 

perbandingan yang sama, nilai IC50 yang dihasilkan berturut-turut 

adalah 391.533 μg/ml; 214.118 μg/ml; 275.370 μg/ml; 268.857 μg/ml; 

dan 245.850 μg/ml.  
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5.1.3 Berdasarkan hasil analisis statistik, diperoleh hubungan antara kadar  

fenolik total dan aktivitas antioksidan (nilai IC₅₀), antara kadar 

flavonoid total dan aktivitas antioksidan (nilai IC₅₀), serta antara kadar 

tanin total dan aktivitas antioksidan (nilai IC₅₀) yang ditunjukkan oleh 

koefisien korelasi bernilai negatif. Korelasi negatif tersebut 

mengindikasikan bahwa peningkatan kadar fenolik total, flavonoid 

total, dan tanin total pada masing-masing ekstrak berbanding terbalik 

dengan nilai IC₅₀, sehingga semakin tinggi kandungan senyawa 

fenolik, flavonoid, dan tanin maka semakin rendah nilai IC₅₀ dan 

semakin tinggi aktivitas antioksidan ekstrak tersebut. Namun 

demikian, flavonoid pada ekstrak etil asetat menunjukkan korelasi 

positif terhadap nilai IC₅₀, yang mengindikasikan bahwa peningkatan 

kadar flavonoid pada ekstrak tersebut tidak diikuti oleh peningkatan 

aktivitas antioksidan, sehingga flavonoid bukan merupakan 

kontributor utama aktivitas antioksidan pada ekstrak etil asetat. 

 

5.2 Saran 

Berdasarkan kesimpulan dari hasil penelitian ini maka saran yang dapat 

diberikan peneliti adalah sebagai berikut: 

5.2.1 Perlu dilakukan standarisasi ekstrak untuk menjamin konsistensi dan  

kualitas bahan uji, sehingga hasil pengujian yang diperoleh menjadi 

lebih akurat dan lebih baik. 

5.2.2 Disarankan untuk melakukan variasi perbandingan kombinasi ekstrak  

yang lebih luas, contoh menggunakan perbandingan 1:3, 1:5, ataupun 

1:7 guna menentukan perbandingan optimum yang menghasilkan 

aktivitas antioksidan terbaik serta interaksi senyawa yang lebih 

efektif. 

5.2.3 Perlu dipertimbangkan penggunaan pelarut yang lain dengan tingkat  

kepolaran yang berbeda, contoh penggunaan pelarut n-heksan, 

metanol ataupun kloroform untuk meningkatkan kemampuan 

penarikan senyawa bioaktif seperti fenolik, flavonoid, dan tanin, 
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sehingga diharapkan dapat diperoleh aktivitas antioksidan yang lebih 

optimal. 
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