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RINGKASAN 

 

Penetapan Kadar Polifenol Total, Flavonoid Total, dan Uji Aktivitas Antioksidan 

Ekstrak Etanol Daun Sirsak (Annona muricata) dari Jember pada Ketinggian Tanah 

yang Berbeda; Ayu Kartika Sari; 092210101071; 2014; 39 halaman; Fakultas Farmasi 

Universitas Jember. 

Radikal bebas adalah molekul dengan elektron tak berpasangan yang dapat bereaksi 

dengan molekul sel tubuh sehingga dapat menginaktivasi enzim-enzim dan membahayakan 

komponen-komponen sel serta menyebabkan kerusakan sel dan berimplikasi pada sejumlah 

penyakit, seperti atrosklerosis, iskemia, gangguan hati, gangguan syaraf, toksisitas logam, 

dan toksisitas pestisida. Oleh karena itu, dibutuhkan antioksidan untuk melawan radikal 

bebas. Hal ini yang mendorong para peneliti untuk menemukan senyawa antioksidan 

terutama dari bahan alam, misalnya Annona muricata (Sirsak).  

Tanaman sirsak banyak mengandung senyawa, di antaranya senyawa alkaloid, 

asetogenin, polifenol dan flavonoid dan tanaman ini digunakan sebagai antihipertensi, 

antidiabetes, antiinflamasi, antikanker, antirematik, dan antioksidan. Aktivitas antioksidan, 

senyawa polifenol dan flavonoid dipengaruhi oleh lokasi tumbuh sehingga tanaman sirsak 

diambil di tiga lokasi di Kabupaten Jember, yaitu  Ambulu (18 mdpl), Sumbersari (83 mdpl), 

dan Patrang (234 mdpl).  

Tujuan dari penelitian ini untuk melihat ada tidaknya perbedaan aktivitas antioksidan, 

kadar polifenol total, dan kadar flavonoid total daun sirsak yang tumbuh di masing-masing 

lokasi. Ekstrak yang diperoleh dari serbuk daun sirsak 350 gram yang dimaserasi selama 72 

jam dengan etanol. Ekstrak etanol yang dihasilkan yaitu: dari Ambulu 20,79 gram, dari 

Sumbersari 24,16 gram, dan dari Jumerto 25,78 gram digunakan dalam pengujian. 

Uji aktivitas antioksidan masing-masing ekstrak dilakukan dengan metode DPPH. 

Aktivitas antioksidan diukur berdasarkan peredaman warna ungu DPPH. Parameter aktivitas 

antioksidan adalah nilai IC50 yang diperoleh dari persamaan regresi linier antara konsentrasi 

dengan persen peredaman.  
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Selain uji aktivitas antioksidan, dilakukan penetapan kadar polifenol total masing-

masing ekstrak dengan spektrofotometer UV-Vis. Kadar polifenol total diukur berdasarkan 

besarnya intensitas warna biru yang dihasilkan dari kompleks molibdenum-tungsten. 

Parameter kadar polifenol total adalah mg GAE/100 g simplisia. 

Selain itu, dilakukan pula penetapan kadar flavonoid total masing-masing ekstrak 

dengan spektrofotometer UV-Vis. Standar yang digunakan untuk kurva standar adalah 

kuersetin. Kadar flavonoid total diukur berdasarkan besarnya intensitas warna kuning yang 

dihasilkan dari kompleks flavonoid-AlCl3. Parameter kadar flavonoid total adalah mg 

QE/100 g simplisia.  

Berdasarkan penelitian tersebut, diperoleh hasil bahwa IC50 ekstrak di Ambulu, 

Sumbersari, dan Patrang berturut-turut adalah 108,6 µg/ml; 116,4 µg/ml; dan 127,1 µg/ml, 

kadar polifenol total di Ambulu, Sumbersari, dan Patrang (dalam mg GAE/100 g simplisia) 

berturut-turut adalah 0,966; 0,782; dan 0,762, serta kadar flavonoid total di Ambulu, 

Sumbersari, dan Patrang (dalam mg QE/100 g simplisia) adalah 0,763; 0,624; dan 0,602.  

Jika dikorelasikan, diperoleh hasil bahwa tidak terdapat korelasi antara ketinggian 

lokasi tumbuh terhadap IC50 yaitu R = 0,991 < Rtabel = 0,997 sehingga tidak terdapat korelasi 

antara ketinggian lokasi tumbuh terhadap kadar polifenol total dan kadar flavonoid total , 

berturut-turut yaitu R = 0,789 < Rtabel = 0,997 dan R = 0,904 < Rtabel = 0,997 sehingga 

ketinggian lokasi tumbuh tidak mempengaruhi kadar polifenol total dan kadar flavonoid 

total. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Radikal bebas adalah molekul yang memiliki elektron tak berpasangan dalam orbital 

luarnya sehingga dapat bereaksi dengan molekul sel tubuh dengan cara mengikat elektron 

molekul sel, menginaktivasi enzim-enzim dan membahayakan komponen-komponen sel 

melalui pembentukan ikatan kovalen peroksidasi lipida sehingga menyebabkan kerusakan sel 

dan berimplikasi pada sejumlah penyakit, seperti aterosklerosis, iskemia, gangguan hati, 

gangguan syaraf, toksisitas logam, dan toksisitas pestisida (Baskar et al., 2007; Widowati et 

al., 2005). Oleh karena itu, dibutuhkan antioksidan untuk melawan radikal bebas. 

Antioksidan berfungsi melindungi sel dari pengaruh radikal bebas. Antioksidan 

diperoleh dari dalam dan luar sel. Antioksidan yang diperoleh dari dalam sel yaitu 

superoksida dismutase, katalase, glutation reduktase, dan glutation peroksidase. Namun, 

ketika jumlah radikal bebas melebihi kemampuan pertahanan antioksidan tersebut, maka 

terjadi stres oksidatif pada tubuh sehingga diperlukan asupan antioksidan dari luar. 

Selama ini, antioksidan sintetik sering digunakan karena dapat menetralkan radikal 

bebas namun dapat menimbulkan efek toksik, misalnya butil hidroksi toluen (BHT) diketahui 

dapat meningkatkan terjadinya efek karsinogenesis (Umemura et al., 2001). Hal tersebut 

membuat para peneliti semakin berminat meneliti antioksidan alami, terutama yang berasal 

dari tanaman karena lebih aman daripada antioksidan sintetik dan mempunyai manfaat yang 

luas di bidang pengawetan pangan, kesehatan, kosmetik, dan pencegahan penyakit yang 

disebabkan radikal bebas (Sidik.,1997). 

Salah satu tanaman yang menarik adalah sirsak (Annona muricata). Sirsak menarik 

karena mampu membunuh sel-sel ganas secara efektif pada 12 jenis kanker, meliputi kanker 

usus besar, payudara, prostat, dan pankreas, terbukti 10.000 kali lebih kuat menghambat sel 

kanker daripada Adriamicin, dan tidak seperti kemoterapi, senyawa yang diekstraksi dari 

pohon sirsak dapat membunuh sel kanker secara selektif sehingga tidak membahayakan sel-

sel yang sehat. Sirsak banyak di jumpai di Indonesia. Khusus di Jember, terdapat dua produk 
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herbal, dengan bahan baku ekstrak daun sirsak, yaitu teh herbal daun sirsak jember dan 

kapsul prima daun sirsak sebagai anti kanker sehingga dapat dikatakan bahwa daun sirsak 

jember mempunyai potensi yang besar. 

Selain sebagai anti kanker, tanaman ini juga bermanfaat, di antaranya sebagai 

antihipertensi, antidiabetes, antiinflamasi, antirematik, dan antioksidan (Joshi et al., 2012; 

Usonomena, 2012; Baskar et al., 2007; Adewole dan Ojewole, 2006). Baskar et al.(2007) 

melakukan uji aktivitas antioksidan pada daun sirsak. Berdasarkan penelitian tersebut, 

ekstrak etanol daun sirsak menunjukkan persentase peredaman DPPH sebanyak 88,77 % 

pada kadar 500 µg/ml dan menunjukkan IC50 dengan kategori kuat pada kadar 70 µg/ml.  

Selain uji aktivitas antioksidan, dilakukan pula penetapan kadar polifenol total dan 

flavonoid total pada daun sirsak. Pertumbuhan dan perkembangan suatu tumbuhan (termasuk 

metabolit sekunder) sangat dipengaruhi oleh faktor lingkungan, salah satunya ketinggian 

tempat (Vanhaelen et al., 1991; Evans, 2002). Mishra et al. (2011) meneliti aktivitas 

antioksidan dan fenol total pada Capparis spinosa yang diperoleh dari Skuru (3117 mdpl) 

hingga Tirchey (3159 mdpl). Berdasarkan penelitian tersebut, kadar fenol total ekstrak dari 

Skuru paling besar, yaitu 27,62 mg GAE/g berat kering, sedangkan kadar fenol total ekstrak 

dari Tirchey paling kecil, yaitu 21,42 mg GAE/g berat kering dan kadar flavonoid total 

ekstrak dari Skuru paling besar, yaitu 6,96 mg QE/g berat kering dan kadar flavonoid total 

ekstrak dari Tirchey paling kecil, yaitu 2,6 mg QE/g berat kering. Malinikova et al. (2013) 

juga meneliti kadar flavonoid Fragaria vesca pada ketinggian 780 dan 1100 mdpl. 

Berdasarkan penelitian tersebut, diperoleh hasil bahwa kadar flavonoid menurun dari dataran 

rendah ke dataran tinggi.  

Meskipun demikian, belum ada penelitian tentang pengaruh lokasi tumbuh terhadap 

senyawa polifenol, flavonoid, dan aktivitas antioksidan daun sirsak sehingga belum terdapat 

penelitian yang mengarah pada standarisasi ekstrak daun sirsak yang berasal dari Jember. 

Oleh karena itu, diuji aktivitas antioksidan dan ditetapkan kadar polifenol dan flavonoid daun 

sirsak Jember di tiga lokasi pada ketinggian tanah berbeda, yaitu Kecamatan Ambulu (18 

mdpl), Kecamatan Sumbersari (83 mdpl), dan Kecamatan Patrang (234 mdpl) (Pemkab 

Jember 2009, 2014; Salendra, 2011).  
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1.2 Permasalahan 

Berdasarkan uraian tersebut, permasalahan yang dapat dirumuskan adalah sebagai 

berikut: 

1. Adakah perbedaan aktivitas antioksidan daun sirsak yang tumbuh di tiga lokasi berbeda? 

2. Adakah perbedaan kadar polifenol total daun sirsak yang tumbuh di tiga lokasi berbeda? 

3. Adakah perbedaan kadar flavonoid total daun sirsak yang tumbuh di tiga lokasi berbeda? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Pada penelitian ini, tujuan yang ingin dicapai adalah sebagai berikut: 

1. Untuk mengetahui adanya perbedaan aktivitas antioksidan daun sirsak yang tumbuh di 

tiga lokasi berbeda. 

2. Untuk mengetahui adanya perbedaan kadar polifenol total daun sirsak yang tumbuh di 

tiga lokasi berbeda. 

3. Untuk mengetahui adanya perbedaan kadar flavonoid total daun sirsak yang tumbuh di 

tiga lokasi berbeda. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat di antaranya: menambah 

pengetahuan masyarakat tentang manfaat daun sirsak sebagai antioksidan dan sebagai dasar 

untuk penelitian selanjutnya. 
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BAB 2.TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Tanaman Annona muricata 

 2.1.1 Klasifikasi Tanaman (USDA, 2011) 

Tanaman sirsak (Annona muricata) diklasifikasikan sebagai berikut:  

Kingdom              : Plantae 

Divisi                   : Tracheophyta  

Kelas                    : Magnoliopsida 

Ordo                     : Magnoliales 

Famili                   : Annonaceae  

Genus                   : Annona  

Spesies                 : Annona muricata L. 

 

 2.1.2 Nama Daerah 

Tanaman sirsak mempunyai nama daerah atau nama lokal antara lain: 

Sumatera : Deureuyan belanda (Aceh); tarutung olanda (Batak); durio ulondra (Nias); durian 

belanda, nangka belanda, nangka walanda (Melayu); durian batawi, duian batawi 

(Minangkabau); jambu landa (Lampung). Jawa : Nangkawalanda (Sunda); angka londa, 

nangka manila, nangka sabrang, mulwa londa, surikaya welonda, srikaya welandi (Jawa); 

nangka buris, nangka englan, nangka moris (Madura). Bali : Srikaya jawa. Nusa Tenggara : 

Naka, nakat, annona (Flores). Sulawesi : Atis, nangka walanda (Sulawesi Utara); lange lo 

walanda (Gorontalo); sirikaya balanda (Makassar); srikaya balanda (Bugis). Maluku : Anad 

walanda, tafena warata (Seram); anad wakano (Nusa laut); naka loanda (Buru); durian, naka 

wolada (Halmahera), naka walanda (Ternate); nada lada (Tidore) (Depkes RI, 1989). 

 

2.1.3 Daerah Tumbuh dan Penyebarannya 

Sesungguhnya ada sekitar 60 spesies atau lebih genus Annona, famili 

Annonaceae tetapi hanya Annona muricata yang memiliki buah terbesar serta mudah 
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pemeliharaan dan pengolahannya. Pohon menahun yang daunnya selalu hijau dan 

berbunga tumbuh di Meksiko, Amerika Tengah, Carribean, dan Amerika Utara dan 

Selatan. Sekarang, tanaman ini juga tumbuh di beberapa area di Asia Tenggara seperti 

Malaysia dan Indonesia  (Hasni, 2009). 

Di daerah beriklim tropis misalnya Indonesia, sirsak umumnya dapat tumbuh di 

tanah semi kering pH 5,5–6,5 yang berdrainase baik, tanah asam dan tanah berpasir (yang 

mengandung kapur dan bahan organik tinggi) dengan ketinggian hingga 1000 mdpl, suhu 

25⁰C–30⁰C, dengan curah hujan di atas 1000 mm (Orwa et al., 2009). Suhu di bawah 5⁰C 

akan menyebabkan bahaya pada daun dan ranting sedangkan suhu di bawah 3 ⁰C 

menyebabkan tumbuhan mati. Selain itu, sirsak tidak bisa mentoleransi air pasang karena 

memiliki akar yang pendek sehingga untuk tumbuh, sirsak tidak membutuhkan tanah yang 

sangat dalam (Hasni, 2009). 

 

2.1.4 Morfologi Daun Sirsak 

Daun tunggal, warna kehijauan sampai hijau kecoklatan, tata letak berseling, 

tidak ada stipula (daun penumpu), tangkai daun berukuran ± 0,7 cm dengan bentuk bulat 

menggembung, helaian daun seperti kulit, berbentuk bundar panjang, lanset, atau bundar 

terbalik dengan panjang 6 cm hingga 18 cm dan lebar 2 cm hingga 6 cm, ujung daun 

meruncing, pangkal daun runcing, tepi rata, permukaan licin agak mengkilat, tulang daun 

menyirip, ibu tulang daun menonjol pada permukaan bawah, dan tulang-tulang daun pada 

helai daun sirsak berjumlah 11±2,8 (Depkes RI, 1989; Folorunso et al., 2006; Okunomo 

et al., 2010). 

 

2.1.5 Kandungan Senyawa dalam Daun Sirsak 

Daun sirsak mengandung alkaloid (retikulin, coreksimin, koklarin dan anomurin) 

dan minyak atsiri (β-caryophyllene,  δ-cadinene, epi-α-kadinol danα-kadinol) (Sousa et 

al., 2010). Selain itu, daun juga mengandung senyawa asetogenin, seperti annomurisin A 

and B, gigantetrosin A, annonasin-10-one, murikatetrosins A dan B, annonasin, 
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goniothalamisin, murikatosins A danB, annonasin A, (2,4-trans)-isoannonasin, (2,4-cis)-

isoannonasin, annomurisin C, murikatosin C, gigantetronenin, annomutasin, (2,4-trans)-

10R-annonasin-A-one, (2,4-cis)-10R-annonasin-A-one, annopentosins A, B dan C,  cis- 

dantrans-annomurisin-D-ones, annomurisin, murikapentosin, murikoreasin serta 

muriheksosin C dan annocatasin A serta Banomurisin A dan B (Sousa et al., 2010). 

Selain asetogenin, daun juga mengandung karbohidrat 7,31 %, protein 8,6 %, saponin, 

tanin, vitamin C 66,6 %, vitamin E 6,68 %, fosfor 128 %, Besi 1,07 %, dan kalsium 3,00 

% (Ramesh et al., 2013), serta mengandung flavonoid seperti: kuersetin, katekin, 

epikatekin, asam klorogenat, dan kaempferol (Nawwar et al., 2012). 

 

2.1.6 Manfaat Daun Sirsak 

Ekstrak daun menurunkan kenaikan tekanan darah dengan menurunkan resistensi 

pembuluh darah tepi (Joshi et al., 2012). Daun digunakan untuk pusing, insomnia, 

sistitis, masalah hati, diabetes, dan sebagai antibakteri, antiinflamasi, sedatif, 

antispasmodik, relaksan otot polos, dan nervine melawan berbagai sel kanker, serta 

antidisentri. Dekoksi daun membunuh parasit, antirematik, dan antineuralgik saat 

digunakan secara internal, sedangkan daun yang dimasak dan diaplikasikan secara 

topikal dapat mengurangi reumatik dan abses, memiliki sifat sitotoksik, melawan sel 

tumor, anti molluscisida, dan juga mempunyai sifat antioksidan (Usonomena, 2012; 

Adewole dan Ojewole, 2006; Baskar et al., 2007).  

 

2.2 Radikal Bebas 

Radikal bebas merupakan spesies kimia, atom, atau molekul yang mempunyai satu 

atau lebih elektron tak berpasangan dalam orbital luarnya dan mampu berada dalam keadaan 

bebas. Radikal bebas mempunyai jumlah elektron ganjil, yang membuatnya tidak stabil dan 

sangat reaktif sehingga dapat bereaksi secara cepat dengan senyawa lain, dengan cara 

mencoba mengambil elektron untuk menstabilkan diri. Umumnya radikal bebas menyerang 

molekul stabil terdekatnya, mengambil elektron. Saat molekul yang diserang kehilangan 
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elektron, molekul tersebut akan menjadi radikal bebas itu sendiri, dan memulai reaksi rantai 

yang menyebabkan gangguan  kehidupan sel (Tandon et al., 2005). 

Tandon et al. (2005) menyatakan bahwa radikal bebas terbentuk dari berbagai sistem 

biologi dan kimia, meliputi pembentukan plastik, penuaan, pembakaran bahan bakar, dan 

dalam tubuh manusia. Reaksi pembentukan radikal bebas yaitu: 

a) Pemutusan  ikatan kovalen atom atau molekul normal. 

Atom berikatan bersama saat keduanya mentransfer elektron untuk membentuk 

molekul. Ikatan kovalen terbentuk saat sepasang elektron saling berbagi. Pemecahan 

ikatan terjadi melalui dua cara yaitu pemutusan hemolitik. Dalam tipe ini pemutusan 

kedua atom menahan masing-masing satu elektron akibat putusnya ikatan secara 

simetris sehingga terbentukdua fragmen yang mengandung satu elektron tak 

berpasangan. Inilah yang disebut sebagai radikal bebas misalnya H-H        H + H. 

Tipe pemutusan tersebut membutuhkan energi yang tinggi. Suhu tinggi, radiasi UV 

atau ion menyebabkan hemolisis ikatan kovalen. Jenis pemutusan yang lain yaitu 

pemutusan heterolitik. Pemutusan jenis ini menahan ikatan elektron dan yang lain 

mengambil elektron sehingga terbentuk spesies ionik. 

b) Transfer elektron merupakan sumber penting generasi radikal bebas dalam sistem 

biologis. Transfer elektron  terjadi melalui dua reaksi yaitu: 

i. Reaksi oksidasi : Kehilangan elektron tunggal dari molekul normal 

ii. Reaksi reduksi : Penambahan elektron ke dalam molekul normal. 

Radikal bebas paling sederhana adalah atom elemen hidrogen, dengan satu proton 

dan satu elektron. Contoh radikal yang berpusat pada O adalah superoksida dan hidroksil. 

Radikal yang berpusat pada sulfur adalah radikal tiol. Radikal yang berpusat pada karbon 

adalah triklorometil, dan nitrit oksida adalah radikal bebas yang elektron tak berpasangannya 

didelokalisasi antara dua atom berbeda (Halliwell, 2001).  

Radikal dapat ditambahkan bersama, misal atom hidrogen membentuk diatom 

hidrogen.  

................................................(1) 
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Dan superoksidan bereaksi dengan nitrit oksida 

......................................(2) 

Dalam semua kasus, nonradikal dibentuk. Ini biasanya kurang reaktif daripada 

radikal induk (misal H2 kurang reaktif daripada H ) tetapi tidak selalu demikian. Misalnya 

ONOO
-
 lebih berbahaya pada jaringan manusia daripada O2   atau NO  (Halliwell, 2001). 

Kebanyakan molekul biologis adalah nonradikal. Saat radikal bebas bereaksi dengan 

nonradikal, terbentuk radikal bebas baru. Misalnya, OH  bereaksi dengan hidrokarbon 

(meliputi rantai samping asam lemak membran lipida) menjadi abstrak H  dan 

meninggalkan radikal yang berpusat pada karbon (Halliwell, 2001). 

..............................(3) 

Proses ini dapat memulai reaksi peroksidasi lipida rantai radikal bebas. Radikal bebas 

reaktif seperti OH  abstrak hidrogen dari rantai samping asam lemak di atas, menghasilkan 

radikal yang berpusat pada karbon bereaksi dengan oksigen (Hallliwell, 2001).   

...................................(4) 

Radikal peroksil menyerang membran protein dan juga menyerang rantai samping 

asam lemak yang berdekatan.  

...........(5) 

Radikal C  bereaksi dengan O2 untuk membentuk radikal peroksil yang lain dan 

reaksi rantai berlanjut. Maka, serangan OH  tunggal dapat menyebabkan oksidasi banyak 

rantai samping asam lemak menjadi lipid hidroperoksida. Rantai samping asam lemak tak 

jenuh yang penting terhadap fluiditas membran paling rentan terhadap serangan radikal bebas 

dan peroksidasi lipida (Halliwell, 2001). 

Contoh berbeda, OH  berikatan dengan basa purin guanin dalam DNA, membentuk 

radikal 8-hidroksiguanin. 

Guanin + OH            [8-hidroksiguanin] ...............(6) 

ROS (Species Oxygen Reactive) 

Radikal bebas paling penting dalam sistem biologis merupakan derivat oksigen. 

Oksigen dibutuhkan untuk mentransfer berbagai zat untuk pelepasan energi dan detoksifikasi 
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xenobiotik. Selama proses tersebut, oksigen berperan sebagai aseptor elektron terminal dan 

dikonversi menjadi senyawa yang lebih stabil. Misalnya H2O. Pada reduksi ini, 1 molekul O 

membutuhkan 4 elektron. Jenis reduksi ini dikenal sebagai reduksi transvalen oksigen 

menjadi air (Tandon et al., 2005). 

Reduksi univalen dan interkonversi ROS yang mungkin adalah sebagai berikut: 

1. O2 + ē               O2
.--

 (anion radikal bebas superoksida) 

2. 2O2
.--

 + 2H
+
 + ē             H2O2  (hidrogen peroksida) +  O2 

3. H2O2 + H
++

 + ē             OH
.
 (radikal bebas hidroksil) + H2O 

4. OH
. 
 +  ē + H

.
               H2O 

5. Reaksi fenton: 

            H2O2 + Fe
3+

              OH
. 
 (radikal bebas hidroksil) + OH

-
 + Fe

2+
 

6. Reaksi Haber Weiss: 

            O2
.-
 +  H2O2                     O2 + OH

.
 (radikal bebas hidroksil) + OH

--
 

7. OH
.
 + O2

.-
 + H

.
 + ē             O2 (oksigen tunggal) + H2O 

8. Autooksidasi transisi metal tereduksi 

            Fe
2+

 + O2                Fe
3+

 + O2
.-
  (radikal bebas superoksida) 

O2 
-
+ 4 e + 4 H

+                         
H2O 

 

Bagaimanapun, reaksi tertentu memperbolehkan reduksi ini terjadi melalui 

serangkaian reaksi reduksi univalen yang membutuhkan elektron tunggal sehingga 

menghasilkan serangkaian radikal reaktif dan nonradikal yang dikenal sebagai ROS. ROS 

meliputi radikal bebas dan nonradikal seperti OH dan O tunggal. ROS ini dapat 

menghasilkan bahaya oksidatif terhadap jaringan dan dikenal sebagai oksidan dalam sistem 

biologis (Tandon et al., 2005). 

Tandon et al. (2005) menyatakan bahwa terdapat dua sumber penting generasi  ROS 

dalam sistem biologis, yaitu: 

1. Metabolisme sel 

Contoh: transpor elektron mitokondria, oksidasi retikulum endoplasma, sintesis 

prostaglandin, autooksidasi adrenalin, tiol, dan asam askorbat, Riboflavin, FMNH2, 
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dan FADH2 tereduksi, nitrit oksida sintetase, sel fagosit teraktivasi, neutrofil 

terstimulasi, luka reperfusi, sitokrom P450, dan aktivitas enzim seperti NADPH 

oksidase, xantin oksidase, monoamine oksidase, tirosin hidroksilase, L-amino 

oksidase, diamin oksidase, glikolat oksidase, α-asam hidroksi oksidase, dan L-

glukonolakton oksidase.  

2.   Lingkungan 

Contoh:  

Obat: Haloten, Parasetamol, Bleomisin, Doksorubisin, Metronidazol, Etanol, CCl4, 

Pestisida, logam transisi (Cu, Fe), rokok, alkohol, radiasi: sinar X, radiolisis air, dan 

suhu tinggi. 

ROS yang diketahui dalam sistem biologis: 

1. Anion radikal bebas superoksida 

ROS paling umum terbentuk oleh proses kimia dan enzimatik. Sumber 

utama anion superoksida merupakan kebocoran elektron dari brbagai komponen 

rantai transport elektron sel. Ini terbentuk dalam hampir semua sel aerob. Anion 

radikal bebas superoksida dapat menghasilkan efek toksik baik secara langsung 

maupun tidak langsung dengan menghasilkan ROS yang lain. Reaksi ini dengan NO 

mempunyai peran fisiologis. 

2. Hidrogen peroksida 

Hidrogen peroksida bukan termasuk radikal bebas karena tidak mempunyai 

elektron tak berpasangan maka hidrogen peroksida sangat lamban tetapi sebagai 

oksidator kuat, ia mengikutsertakan pembentukan radikal hidroksil dan dapat 

melewati membran biologis. Meskipun demikian, ia tidak mempunyai efek langsung 

terhadap DNA tetapi dapat berbahaya terhadap DNA oleh konversi ion logam 

menjadi radikal OH sangat reaktif dan secara tidak langsung mengakibatkan mutasi 

dan karsinogenesis. 

3. Radikal bebas  hidroksil 

Radikal ini termasuk radikal bebas paling reaktif dalam sistem biologis 

yang umumnya dibentuk dari OH oleh reaksi yang dikatalisis logam. Produksi OH 
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pada DNA akan menyebabkan modifikasi purin dan pirimidin atau perusakan untai 

DNA. Hal ini juga menyebabkan peroksidasi lipida kromosom mitokondria dan 

membran sel. 

4. Oksigen tunggal 

Ini juga bukan radikal bebas dan dibentuk sebagai hasil pembalikan spin 

elektron dalam orbital terluar molekul oksigen. Ia dianggap okidan yang sangat poten 

dengan waktu paruh singkat menyebabkan bahaya jaringan. 

5. Lipid peroksida 

Saat asam lemak tak jenuh (PUFA) diserang oleh radikal bebas 

(menginisiasi oksidasi radikal). Oksidasi PUFA membentuk radikal asam lemak yang 

secara cepat menambahkan oksigen sehingga membentuk asam radikal peroksil 

(LOO), yang merupakan pembawa reaksi rantai. Mereka dapat mengoksidasi  

molekul PUFA lanjutan untuk menghasilkan LOOH (lipid hidroperoksida) yang 

dapat memecah lebih banyak spesies radikal reaktif seperti lipid peroksil, lipid 

alkoksil, dan aldehid, seperti malondialdehid (MDA). Fenomena destruksi oksidatif 

PUFA dikenal sebagai peroksidasi lipida. Metabolik ini oleh produk dapat 

menyebabkan destruksi langsung struktur membran atau secara tidak langsung dapat 

membahayakan struktur lain sel. Misal DNA, RNA, sintesis protein dan enzim 

utamanya oleh aldehid seperti MDA (malondialdehid). Semua mekanisme yang 

dijelaskan oleh MDA bersifat mutagenik, genotoksik, dan karsinogenik.  

LH + R
.
           L

.
 + RH 

L
.
 + O2            LOO

.
 (radikal bebas asam lemak peroksil) 

LOO
.
 + L’H (PUFA baru)           LOOH (lipid hidroperoksida) + L 

LOOH             LOO
.
 (lipid peroksil), LO

.
 (lipid alkoksil), aldehid (MDA).  

6. Lainnya: seperti radikal bebas alkoksil (LO), radikal bebas peroksil (LOO), radikal 

tiol (RS), merupakan beberapa ROS yang lain. 

Selain ROS, juga terdapat RNS (spesies nitrogen reaktif), seperti yang tertera dalam 

Tabel 2.1. Beberapa spesies nitrogen reaktif kurang reaktif daripada yang lain, misalnya O2  

dan NO  bereaksi secara langsung dengan beberapa molekul dalam tubuh manusia, 
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meskipun OH  dapat bereaksi dengan apapun. Saat dibentuk secara in vivo, OH  akan 

bereaksi dengan sisi pengikatannya (Halliwell, 2001) . 

Tabel 2.1. Spesies oksigen reaktif golongan radikal dan nonradikal 

Spesies Oksigen Reaktif 
Radikal Nonradikal 

Superoksida, (O2
-
) 

Hidroksil, (OH ) 

Peroksil, RO2
-
 

Alkoksil, RO  

Hidroperoksil, HO2  

Hidrogen peroksida, H2O2 

Asam hipoklorit, HOCl 

Asam hipobromida, HOBr 

Ozon, O3 

Oksigen tunggal 

Spesies Nitrogen Reaktif 
Radikal Nonradikal 

Nitrit oksida, NO  

Nitrogen dioksida, NO2  

Asam nitrit, HNO2 

Kation nitrosil, NO
+
 

Anion nitroksil, NO
-
 

Dinitrogen tetroksida, N2O4 

Dinitrogen trioksida, N2O3 

Peroksinitrit, ONOO
-
 

Asam peroksinitrit, ONOOH 

Kation nitronium, NO2
+
 

Alkil peroksinitrit, ROONO 

 

2.3 Antioksidan 

Antioksidan dalam pengertian kimia adalah senyawa pemberi elektron sedangkan 

dalam pengertian biologis, antioksidan adalah semua senyawa yang dapat meredam radikal 

bebas dan Reactive Oxygen Species. Selain itu, antioksidan mencegah oksidasi senyawa 

kimia lain dan melindungi kunci komponen sel dengan menetralisasi efek bahaya radikal 

bebas yang merupakan produk alami metabolisme sel (Badarinath et al., 2010; Widowati et 

al., 2005). Tubuh memiliki sistem antioksidan tubuh yang berfungsi untuk melindungi sel 

dari serangan radikal bebas, baik yang berasal dari hasil metabolisme sel maupun yang 

berasal dari lingkungan. Antioksidan tersebut secara alami telah ada di dalam tubuh, yakni: 

SOD (superoksida dismutase), GPX (glutation peroksidase), CAT (katalase), dan GST 

(glutation-S-transferase). Meskipun demikian, bila produksi radikal bebas dalam tubuh terus 

meningkat karena pengaruh eksternal diantaranya xenobiotik atau meningkatnya konsumsi 

makanan yang mengandung asam lemak tak jenuh, maka sistem pertahanan antioksidan 
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tubuh tidak akan efektif melindungi sel dari serangan radikal bebas sehingga terjadi stres 

oksidatif, untuk mencegah terjadinya stres oksidatif maka diperlukan suplemen 

antioksidanyang berasal dari makanan  seperti  α-tokoferol,  β-karoten, vitamin c, ubiquinol 

dan flavonoid. Antioksidan menyebabkan resistensi terhadap stres oksidatif dengan meredam 

radikal bebas, menghambat peroksidasi lipida, dan mekanisme lain sehingga dapat mencegah 

penyakit (Ahalya et al., 2013). Jadi, antioksidan adalah senyawa-senyawa yang mampu 

menghilangkan, membersihkan, menahan pembentukan ataupun meniadakan efek radikal 

bebas. Kekurangan salah satu komponen tersebut akan menyebabkan terjadinya penurunan 

status antioksidan secara menyeluruh dan berakibat pada melemahnya perlindungan tubuh 

terhadap serangan radikal bebas yang berarti rentan terhadap berbagai penyakit (Widowati et 

al., 2005).   

Rathore et al. (2010) mengklasifikasikan antioksidan berdasarkan dua parameter, 

yaitu: 

1. Berdasarkan kelarutan: 

(a). Antioksidan hidrofilik: Antioksidan ini mudah larut dalam air. Antioksidan larut air 

beraksi dengan oksidan dalam sitoplasma sel dan plasma darah. 

(b). Antioksidan hidrofobik: Antioksidan ini larut dalam lemak. Antioksidan larut  lemak 

melindungi membran sel dari peroksidasi lipid. 

2. Berdasarkan sifat kerja: 

(a). Antioksidan preventif: Antioksidan preventif merupakan enzim seperti SOD 

(superoksida dismutase), CAT (katalase), GPX (glutathion peroksidase), glutathion 

reduktase dan beberapa mineral seperti Se, Mn, Cu, dan sebagainya. SOD utamanya 

berperan sebagai peredam superoksida (O2), katalase berperan sebagai katalis 

dekomposisi H2O2 menjadi air dan oksigen. GPX mengkatalisis reduksi H2O2 dan lipid 

peroksida selama peroksidasi lipida menjadi air menggunakan glutathion tereduksi 

sebagai substrat.  

(b). Antioksidan peredam radikal: Antioksidan ini meliputi glutathion, vitamin C, asam urat, 

albumin, bilirubin, vitamin E, karotenoid, flavonoid, dan sebagainya. β-karoten adalah 

penangkal oksigen tunggal yang sangat baik. Vitamin C berinteraksi secara langsung 
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dengan radikal seperti O2, OH. GSH adalah penangkal yang baik terhadap banyak 

radikal seperti O2, OH, dan berbagai lipid hidroperoksida, dan membantu 

mendetoksifikasi banyak polusi udara teroksidasi yang terhirup seperti ozon.  

(c). Perbaikan dan enzim de novo: Antioksidan ini merupakan gugus kompleks enzim untuk 

memperbaiki kerusakan DNA, protein, lipid teoksidasi dan peroksida, serta juga 

menghentikan propagasi rantai radikal lipid peroksil. Enzim-enzim ini memperbaiki 

kerusakan biomolekul dan merekonstitusi membran sel yang rusak. 

Widowati et al. (2005) mengklasifikasikan antioksidan berdasarkan tiga parameter, 

yaitu: mekanisme kerja, pembentukan dan asalnya, serta jenis. Berdasarkan mekanisme 

kerjanya, antioksidan digolongkan menjadi dua golongan, yakni: 

1. Antioksidan primer  

Antioksidan ini bekerja sebagai pemutus reaksi berantai, bereaksi dengan radikal 

lipid mengubahnya menjadi produk yang lebih stabil, dan sebagai antioksidan preventif 

dengan mengurangi kecepatan reaksi inisiasi, mencegah autooksidasi lipid melalui 

pemberian atom hidrogen  yang cepat kepada radikal lipid. Antioksidan yang termasuk 

golongan ini adalah  adalah  fenolik seperti BHA (butylated hydroxyanisole), TBHQ (tertiary 

butyl hydroquinone), BHT (butylated hydroxytoluene), senyawa alami flavonoid. 

                                                ROO
*  +e    

ROO  
* H+

     ROOH  

ROO* + AH            ROOH + A* 

RO* + AH               ROH + A* 

Gambar 2.1 Mekanisme Antioksidan Primer 

2.Antioksidan sekunder  

Antioksidan ini bekerja memperlambat laju autooksidasi melalui berbagai mekanisme 

yaitu melalui pengikatan ion logam, penangkapan oksigen, penguraian hiperoksida menjadi 

produk nonradikal, penyerapan radiasi UV, deaktivasi singlet oksigen. Antioksidan yang 

termasuk golongan ini adalah asam askorbat, askorbil palmitat, asam eritorbat, natrium 

eritorbat sebagai antioksidan sekunder untuk menstabilkan produk pangan dan pakan 

berlemak.   
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Pada sistem biologi berbagai macam radikal bebas akan berperan dalam oksidasi 

lipid, radikal superoksida  (O2*-) yang dihasilkan oleh xanthine oksidase dan hidrogen 

peroksida dapat diubah oleh enzim SOD (superoksida dismutase), enzim katalase berperan 

penting dalam mengubah hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen. 

                                             2 O2
. - 

+ 2 H 
+SOD    

H2O2 + 
3
O2 

                                            2 H2O2       
katalase      

2 H2O + 
3
O2 

Gambar 2.2 Mekanisme Antioksidan Sekunder 

Berdasarkan pembentukan dan asalnya antioksidan dalam tubuh makhluk hidup 

digolongkan menjadi dua golongan yaitu antioksidan endogen dan antioksidan eksogen. 

Antioksidan endogen adalah antioksidan yang secara alami terdapat dalam tumbuhan, hewan, 

dan manusia, baik intraselular maupun ekstraselular. Antioksidan eksogen yaitu antioksidan 

yang ditambahkan dari luar. Produk makanan sering ditambahkan antioksidan untuk 

menghambat kerusakan oksidatif sedangkan hewan dan manusia sering mengkonsumsi 

antioksidan untuk menghambat terjadinya stres oksidatif  (Widowati et al., 2005).  

Berdasarkan jenisnya, antioksidan dibagi menjadi dua golongan, yakni:antioksidan 

sintetik yaitu antioksidan buatan manusia dan berguna untuk lemak, minyak, dan lipida yang 

terkandung di dalam makanan, misalnya BHA, BHT, etoksikuin, galat, dan TBHQ dan 

antioksidan alami yaitu antioksidan yang berasal dari bagian-bagian tanaman dan berguna 

untuk mencegah oksidasi dan polimerisasi asam lemak tak jenuh (Widowati et al., 2005) 

Akhir-akhir ini penelitian tentang antioksidan alami khususnya berasal dari tumbuhan 

semakin diminati karena lebih aman daripada antioksidan sintetik. Selain itu, antioksidan 

alami memiliki manfaat yang luas di bidang pengawetan pangan, kesehatan, kosmetik, dan 

pencegahan penyakit yang disebabkan radikal bebas (Sidik, 1997). 

 

2.4 Polifenol dan Mekanisme Antioksidan 

Polifenol adalah senyawa yang memiliki satu atau lebih cincin aromatik dengan satu 

atau lebih gugus hidroksil. Polifenol larut dalam metanol, etanol, aseton, etil asetat, dan 

kombinasinya, seringkali dengan proporsi air yang berbeda. Senyawa polifenol meliputi 

fenol, asam fenol, tanin, lignan, dan flavonoid (Mumper dan Dai, 2010). 
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Polifenol berperan dalam memberi warna pada suatu tumbuhan seperti warna daun 

saat musim gugur. Polifenol banyak ditemukan dalam buah-buahan, sayuran serta biji-bijian. 

Rata-rata manusia mengkonsumsi polifenol dalam sehari sampai 23 mg. Khasiat dari 

polifenol adalah menurunkan kadar gula darah dan  efek melindungi terhadap berbagai 

penyakit seperti kanker. Polifenol membantu melawan pembentukan radikal bebas dalam 

tubuh sehingga dapat memperlambat penuaan dini (Arnelia, 2002). 

Russo et al. (2011) menyatakan bahwa basis molekul untuk sifat antioksidan 

polifenol dikenal dalam tiga mekanisme utama, yang timbul dari reaksi langsung dengan 

radikal bebas dan dari kompleksasi logam bebas pembentuk radikal bebas (dapat dilihat pada 

Gambar 2.3).  

1. Transfer atom hidrogen 

 

    R +     pemutusan homolitik OH           RH +  

 

2. Transfer elektron tunggal 

R +        abstraksi elektron dari HOMO               R
-

 

 

3. Kompleksasi logam transisi 

+ Mn   
ligasi logam  

Gambar 2.3 Mekanisme polifenol sebagai antioksidan (Russo et al., 2011) 
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Sebagai antioksidan primer, polifenol menginaktivasi radikal bebas berdasarkan pada 

mekanisme transfer atom hidrogen, dan pada mekanisme transfer elektron tunggal. Pada 

mekanisme pertama, antioksidan ArOH bereaksi dengan radikal bebas, R, oleh transfer atom 

hidrogen melalui putusnya homolitik ikatan O–H. Hasil reaksi tersebut merupakan spesies 

RH yang kurang merugikan dan radikal ArO teroksidasi. Bahkan jika reaksi menyebabkan 

pembentukan radikal lain, maka akan kurang reaktif dengan R karena distabilisasi oleh 

beberapa faktor. Pada mekanisme kedua, antioksidan ArOH menyediakan satu elektron 

untuk diberikan pada R melalui abstraksi elektron dari HOMO. Hasil tersebut merupakan R
-
 

dan radikal ArOH
-
.  

OH umumnya diterima sebagai radikal paling reaktif. Radikal ini mempunyai waktu 

paruh yang sangat singkat (sekitar 109 detik) dan mempunyai reaktivitas yang sangat tinggi. 

Berkenaan dengan hidroperoksida yang dimetabolisme oleh superoksida dismutase, radikal 

hidroksil tidak dapat dieliminasi oleh reaksi enzimatik sehingga radikal hidroksil akan 

bereaksi dengan tiap jenis substrat yang dimasuki (Russo et al., 2011). 

Logam transisi seperti tembaga, mangan, kobalt, mampu mengkatalisis reaksi ini, di 

bawah kondisi tertentu saat ion logam tersebut tidak terikat oleh protein atau khelator. Reaksi 

Fenton terjadi dan menyebabkan akumulasi radikal bebas pada sisi spesifik dan menginisiasi 

bahaya biomolekul. Reaksi fenton terjadi dalam jaringan syaraf neuron dopamin, yang pada 

normalnya katabolisme dopamin menghasilkan beberapa level hidrogen peroksida. 

Akumulasi radikal bebas dalam neuron ini mungkin dikenali sebagai penyebab penyakit 

parkinson. Penyakit neurodegeneratif lain, seperti penyakit Alzeimer dan Huntington’s 

chorea, mempunyai tanda signifikan yang meningkat dalam besi di beberapa daerah otak. 

Kandungan besi ferritin Ganglia basal ditingkatkan dalam pasien yang dipengaruhi alzeimer, 

padahal besi ditemukan dalam konsentrasi lebih tinggi dalamsubstantia nigra pars compacta 

pada pasien parkinson. Ini telah dimaksudkan bahwa radikal hidroksil dan Fe(III) dibentuk 

melalui reaksi Fenton yang menghitung peningkatan ion ferric dan spesies oksigen reaktif 

dalam zona-zona di otak (Russo et al., 2011). 

Logam-khelator menghilangkan logam dan dapat mengubah potensial redoks yang 

membuat logam inaktif. Dengan demikian, penggunaan khelator logam alami seperti 
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flavonoid sebaiknya dapat menggantikan khelator sintetik lain yang menyebabkan beberapa 

masalah toksisitas. Flavonoid dengan banyak gugus hidroksil dan gugus karbonil pada posisi 

4 di cincin C memberikan beberapa sisi yang tersedia untuk kompleksasi logam (Russo et al., 

2011). 

 

2.5 Flavonoid dan Mekanisme Antioksidan 

Flavonoid merupakan senyawa polifenol yang berada dalam kebanyakan tanaman 

dengan keanekaragaman struktur, sebagai lebih dari 8000 flavonoid yang telah 

dikarakterisasi. Flavonoid dan glikosidanya berperan sebagai antioksidan hidrofilik, 

antimikroba, fotoreseptor, penyerang visual, repellan, dan sebagai penyaring sinar UV dan 

substrat untuk polifenol oksidase yang melindungi jaringan setelah terjadi bahaya pada 

tumbuhan. Dilaporkan bahwa flavonoid berperan pada sebagian manfaat kesehatan terkait 

dengan konsumsi sayuran dan buah. Flavonoid dibangun pada skeleton flavon C6-C3-C6 

dimana dua cincin aromatik dihubungkan oleh tiga karbon yang tersiklik oleh oksigen. 

Akibat potensial redoksnya rendah (0.2 < E0< 0.8), secara termodinamika flavonoid mampu 

mereduksi kebanyakan radikal bebas oksidator yang berhubungan dengan sistem biologis 

seperti superoksida, peroksil, alkoksil, dan radikal hidroksil (Han et al., 2012). 

Uji kapasitas antioksidan utamanya mengklasifikasikan flavonoid sebagai peredam 

melalui transfer elektron atau melalui transfer atom hidrogen. Umumnya, ada dua 

kemungkinan antioksidan fenol bereaksi dengan radikal bebas (R): (i) tahap pertama yaitu 

transfer atom hidrogen atau), (ii) transfer elektron yang diikuti oleh transfer proton. Pada pH 

lebih tinggi, saat fenol terdeprotonasi, hanya mekanisme transfer elektron saja yang 

mungkin. Bentuk fenolat mempunyai potensi peredaman radikal yang lebih besar daripada 

bentuk fenol induk sehingga memberikan potensial redoks lebih rendah. Pada kebanyakan 

reaksi peredaman fenol itu sendiri tidak jelas apakah reaksi antara antioksidan fenol dan 

radikal reaktif terjadi melalui satu tahap, yaitu transfer hidrogen melalui transfer elektron 

inisial (Han et al., 2012). 
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2.6 Ekstraksi Polifenol dan Flavonoid 

Hasil ekstraksi dan aktivitas antioksidan ekstrak dari tanaman sangat bergantung pada 

polaritas solven, yang menentukan senyawa antioksidan yang terekstraksi, baik secara 

kualitatif maupun secara kuantitatif. Hasil tertinggi biasanya dicapai dengan etanol dan 

metanol beserta campurannya dengan air, meskipunpelarut lain telah digunakan dalam 

ekstraksi polifenol dan flavonoid dari tanaman, seperti etil asetat atau aseton. Air dan etanol 

paling sering digunakan karena toksisitas rendah dan hasil ekstraksi tinggi, dengan 

keuntungan modulasi polaritas pelarut oleh penggunaan campuran pelarut etanol/air pada 

rasio berbeda. Kerugian utama ekstraksi air adalah hasilnya rendah dalam antioksidan 

dengan polaritas rendah atau antioksidan larut lemak, misal karotenoid (Sineiro et al., 2008). 

Oleh karena itu, dipilih etanol sebagai pelarut dalam ekstraksi polifenol. 

 

2.7 Metode Peredaman Radikal 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 

Molekul DPPH dikarakterisasi sebagai radikal bebas stabil berdasarkan delokalisasi 

elektron bebas sehingga molekul tidak terdimerisasi, seperti pada radikal bebas yang lain. 

Metode perangkap radikal 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl  (DPPH)  akan memberi hasil yang 

baik dengan menggunakan pelarut metanol atau etanol dan kedua pelarut ini tidak 

mempengaruhi dalam reaksi antara sampel uji sebagai antioksidan dengan DPPH sebagai 

radikal bebas  (Molyneux, 2004). 

Panjang gelombang maksimum (λmaks) yang digunakan dalam pengukuran  sampel 

uji sangat bervariasi. Menurut beberapa literatur panjang gelombang maksimum untuk DPPH 

antara lain 515 nm, 516 nm, 517 nm, 518 nm, 519 nm dan 520 nm. Apabila pengukuran 

menghasilkan tinggi puncak maksimum, maka itulah panjang gelombangnya yaitu sekitar 

panjang gelombang yang disebutkan di atas  (Molyneux, 2004). 

Lamanya pengukuran menurut literatur yang direkomendasikan adalah selama 60 

menit, tetapi dalam beberapa penelitian waktu yang digunakan sangat bervariasi yaitu 5 

menit, 10 menit, 20 menit, 30 menit dan 60 menit. Waktu reaksi yang tepat adalah ketika 

reaksi sudah mencapai kesetimbangan. Kecepatan reaksi dipengaruhi oleh sifat dari aktivitas 

antioksidan yang terdapat di dalam sampel (Molyneux, 2004). 
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2.8 Polifenol total 

Reaksi kolorimetri secara luas digunakan dalam metode spektrofotometri UV/VIS 

karena mudah dilakukan, cepat, dan dapat diaplikasikan dalam laboratorium, dan biayanya 

murah. Bagaimanapun, penting bahwa uji kolorimetri membutuhkan zat standar, kemudian 

metode ini mengukur konsentrasi gugus golongan hidroksil dalam ekstrak tanaman. Polifenol 

dalam ekstrak tanaman bereaksi dengan reagen redoks (reagen Folin-Ciocalteu) untuk 

membentuk kompleks biru yang dapat dikuantifikasi oleh spektrofotometer UV/VIS. Reaksi 

membentuk kromofor biru yang disebabkan oleh  kompleks fosfotungsten-fosfomolibdenum 

(absorbsi maksimum kromofor bergantung pada larutan basa dan konsentrasi senyawa 

fenolat). Bagaimanapun, reagen ini secara cepat terdekomposisi dalam larutan basa, yang 

membuatnya perlu untuk menggunakan kelebihan yang sangat banyak untuk mendapatkan 

reaksi yang sempurna. Kelebihan ini dapat dihasilkan dalam bentuk endapan dan kekeruhan 

sehingga membuat analisis spektrofotometri tidak mungkin dilakukan. Oleh karena itu, 

reagen Folin-Ciocalteu yang berisi garam litium mencegah kekeruhan terjadi. Reaksi yang 

dihasilkan menghasilkan data yang akurat dan spesifik untuk beberapa kelompok senyawa 

fenol, karena banyak senyawa yang berubah warna akibat perbedaan massa unit dan reaksi 

kinetik. Selain menggunakan reagen Folin-Ciocalteu, polifenol total dapat diukur dan 

dikarakterisasi menggunakan HPLC, GC,  dan KLT namun data yang diperoleh kurang 

akurat akibat adanya senyawa polifenol yang tidak dideteksi sehingga reagen Folin-Ciocalteu 

lebih dipilih untuk mengukur kadar polifenol total (Melo et al., 2013). 

 

2.9 Flavonoid Total 

Kadar flavonoid dapat diperoleh menggunakan dua metode. Metode pertama  

merupakan metode kolorimetri menggunakan aluminum klorida dan berdasarkan pada 

pembentukan kompleks antara Aluminum klorida dengan gugus keton C-4 dan gugus 

hidroksil C-3 atau C-5 kelompok flavon dan flavonol yang menghasilkan warna kuning. 

Selain itu, juga membentuk  kompleks asam labil dengan gugus orto-dihidroksil dalam cincin 

A atau B flavonoid. Kuersetin dilaporkan sesuai untuk membuat kurva kalibrasi sehingga 

larutan standar kuersetin berbagai konsentrasi digunakan untuk membuat kurva kalibrasi 
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(Ibrahim et al., 2011). Metode kedua merupakan metode kolorimetri dengan DNP (2,4-

dinitrophenylhydrazine). Prinsip metode ini adalah reagen 2,4-dinitrophenylhydrazine yang 

bereaksi dengan karbonil keton dan aldehid untuk 2,4-dinitrophenylhydrazone sehingga 

menghasilkan warna merah (Flach et al., 2014). Metode kolorimetri menggunakan 

Aluminum klorida dipilih karena sederhana, cepat, dan mudah dilakukan. 
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BAB 3.METODE PENELITIAN 

 

 

3.1 Jenis Penelitian 

Uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun sirsak merupakan true experimental 

laboratories. 

 

3.2 Definisi Operasional 

Definisi operasional dari penelitian ini adalah: 

1. Lokasi pengambilan sampel di dataran rendah, adalah Desa Pontang, Kecamatan 

Ambulu; di dataran sedang adalah Desa Sumbersari, Kecamatan Sumbersari; dan di 

dataran tinggi adalah Desa Jumerto, Kecamatan Patrang. 

2. Daun sirsak yang digunakan adalah daun yang diambil dari pohon yang telah tua 

mulai dari daun no 5 dari pucuk sampai no 3 dari pangkal. 

3. Ekstrak daun sirsak adalah ekstrak yang diperoleh dengan mengekstraksi simplisia 

daun sirsak dengan etanol 96 %. 

4. IC50 merupakan konsentrasi efektif ekstrak daun sirsak untuk meredam larutan DPPH 

sebanyak 50 %. 

 

3.3 Tempat danWaktu Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Fitokimia Farmasi, Kimia Farmasi, dan 

Laboratorium Biomedik Fakultas Farmasi Universitas Jember mulai Bulan Juni 2013 sampai 

Bulan September 2014. 

 

3.4 Bahan dan Alat yang Digunakan serta Otentikasi Tanaman 

      3.4.1 Bahan  

Daun sirsak yang diperoleh dari tiga lokasi di Kabupaten Jember pada ketinggian 

tempat berbeda, DPPH (Sigma-Aldrich), reagen Folin-ciocalteau (Merck), Na2CO3 
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(Merck), asam galat (Sigma-Aldrich), kuersetin (Sigma-Aldrich), etanol p.a (Sigma-

Aldrich), dan etanol 96 % (Sigma-Aldrich). 

 

      3.4.2 Alat 

Neraca analitik, alat-alat gelas, ball pipet, rotary evaporator (Heidolph Laborota 

4000), maserator, mikropipet (Socorex), kuvet disposable 1,5 ml, dan spectro UV-Vis 

double beam PC scanning spectrophotometer (UVD-2950). 

 

3.4.3 Pengumpulan dan Otentikasi Bahan Tanaman 

Daun sirsak dikumpulkan dari tiga lokasi yang berbeda ketinggian tempat (18 m, 

83 m, dan 234 m di atas permukaan laut) selama bulan April hingga Mei. Identifikasi 

taksonomi bahan tanaman dilakukan di Herbarium Jemberiense, Jurusan Biologi, 

FMIPA, Universitas Jember.  

 

3.5 Prosedur Penelitian 

      3.5.1 Pembuatan Serbuk Daun Sirsak 

Daun tua dari tiga lokasi diambil dan diangin-anginkan di tempat yang tidak 

terkena cahaya matahari langsung hingga diperoleh simplisia kering. Simplisia kering 

diblender menjadi serbuk. 

 

3.5.2 Pembuatan Ekstrak Daun Sirsak 

Serbuk daun sirsak 350 gram dimaserasi menggunakan etanol 96 % sebanyak 1750 

ml selama tiga hari. Filtrat dikumpulkan lalu pelarut diuapkan dengan rotavapor pada 

suhu 50°C sehingga diperoleh ekstrak etanol kental. 

 

3.5.3 Pembuatan Larutan Uji 

Ekstrak etanol kental ditimbang dengan neraca analitik sebanyak 100 mg kemudian 

ditambahkan dengan etanol p.adalam labu ukur 10 ml hingga diperoleh larutan induk 

dengan konsentrasi 10.000 μg/ml. Setelah itu, larutan induk dipipet sebanyak 1 ml 
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kemudian dilarutkan dengan etanol p.a sampai 10 ml hingga diperoleh 1000 μg/ml, 

kemudian larutan 1000 μg/ml diencerkan hingga diperoleh larutan uji dengan 

konsentrasi 40, 80, 120, 160, 200, dan 240 μg/ml. 

 

3.5.4 Pembuatan Larutan Kontrol Positif 

Asam galat standar ditimbang dengan neraca analitik sebanyak 5,0 mg kemudian 

dilarutkan dalam etanol p.a sampai 10 ml sehingga diperoleh larutan induk dengan 

konsentrasi 500 μg/ml. Setelah itu, larutan induk dipipet sebanyak 1 ml kemudian 

dilarutkan dengan etanol p.a sampai 25 ml hingga diperoleh 20 μg/ml. Larutan 20 μg/ml 

diencerkan hingga diperoleh larutan standar dengan konsentrasi 2;4;6; 8; dan 10 μg/ml. 

 

3.5.5 Pembuatan larutan DPPH 

Menimbang DPPH kristal dengan neraca analitik sebanyak 20,0 mg kemudian 

dilarutkan dalam etanol p.a sampai 100 ml dan diperoleh DPPH dengan konsentrasi 

0,02%. Setelah itu, dipipet 2 ml kemudian dilarutkan dengan etanol p.a sampai 10 ml 

hingga diperoleh larutan DPPH dengan konsentrasi 0,004%. Larutan ini harus segera 

digunakan dan dijaga pada temperatur rendah serta terlindung dari cahaya. 

 

3.5.6 Pengujian Aktivitas Antioksidan  

Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dengan prosedur sebagai berikut: 

1. Disiapkan larutan DPPH 0,004% dalam etanol. Dipipet 1 ml DPPH ke dalam kuvet 

dan segera dibuat spektra absorbsi sinar tampak (400-800 nm).  

2. Disiapkan larutan uji dari masing-masing lokasi tumbuh dengan konsentrasi 100 ppm 

dalam etanol. Dipipet 1 ml larutan uji ke dalam kuvet dan segera dibuat spektra 

absorbsi sinar tampak (400-800 nm). 

3. Larutan asam galat 5 ppm disiapkan. Dipipet 800 µl DPPH ke dalam kuvet kemudian 

ditambahkan 200 µl asam galat. Absorbansi diamati pada panjang gelombang 515 nm 

mulai menit ke 0 hingga menit ke 60 dengan selang waktu 5 menit. Waktu reaksi 

dikatakan optimum jika reaksi terjadi sampai terbentuk plateau.  
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4. Pengukuran aktivitas antioksidan untuk bahan uji: Dipipet 800 µl DPPH ke dalam 

kuvet kemudian ditambahkan 200 µl larutan uji. Absorbansi diamati pada panjang 

gelombang 495, 515, dan 535 nm di menit ke 30. 

5. Tahap (3) dilakukan untuk masing-masing larutan uji, masing-masing 3 kali replikasi. 

6. Kapasitas aktivitas antioksidan dihitung dari peredaman warna ungu merah DPPH, 

yaitu puncak 515 nm dengan perhitungan sebagai berikut: 

Ahit = A515 – (
           

 
 ...........................................................(1) 

7. Aktivitas antioksidan ditentukan dari % peredaman warna ungu dari larutan DPPH 

pada puncak 515 nm dengan menggunakan rumus (Baskar et al.,2007): 

 % peredaman DPPH = (1- 
       

     
) x 100%....................................(2) 

     Nilai 0 % berarti tidak mempunyai aktivitas antioksidan, sedang nilai 100 % 

berarti peredaman total dan pengujian perlu dilanjutkan dengan pengenceran larutan 

uji untuk mengetahui batas konsentrasi aktivitasnya. 

      Dari data yang diperoleh, dibuat kurva antara konsentrasi larutan uji (sebagai 

absis) dengan persen peredaman DPPH (sebagai ordinat), kemudian dibuat 

persamaan regresinya. 

y = bx + a..........................................................(3) 

keterangan : y = persenperedaman DPPH 

                     x =konsentrasi larutan uji  

          Kemudian dimasukkan nilai y = 50% sehingga diperoleh IC50 dari larutan 

uji yang merupakan konsentrasi efektif untuk meredam aktivitas radikal bebas larutan 

DPPH sebanyak 50%. 

8. Setelah IC50 masing-masing sampel diketahui, dilakukan analisis regresi linier untuk 

mengetahui korelasi antara ketinggian lokasi tumbuh dan IC50 masing-masing 

sampel. 
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3.5.7 Penetapan Kadar Polifenol Total 

Kadar polifenol total ekstrak ditentukan menggunakan metode Caghabi et al. 

(2014) dengan sedikit modifikasi, yaitu sebagai berikut: 

1. Pembuatan larutan asam galat 

Ditimbang 10 mg asam galat ,dilarutkan dengan etanol p.a 10 ml hingga diperoleh 

konsentrasi larutan induk 1000 µg/ml, kemudian larutan 1000 µg/ml diencerkan 

hingga diperoleh konsentrasi 50, 100, 150, 200, dan 250 µg/ml. 

2. Pembuatan larutan sampel 

Ditimbang 25 mg ekstrak, dilarutkan dengan etanol p.a 25 ml hingga diperoleh 

konsentrasi 1000 µg/ml. 

3. Pembuatan kurva kalibrasi 

0,1 ml larutan standar dimasukkan dalam kuvet, ditambah dengan 0,5 ml reagen 

Folin,didiamkan 5 menit. Campuran tadi ditambah 0,4 ml Na2CO3 7,5 %, didiamkan 

selama 30 menit pada suhu ruang. Kemudian absorbansi diukur pada panjang 

gelombang 765 nm. 

4. Pembuatan larutan blangko 

0,1 ml etanol p.a dimasukkan dalam kuvet, ditambahkan dengan 0,5 ml reagen folin 

dan 0,4 ml Na2CO3 7,5 %. 

5. Pengamatan absorbansi sampel 

0,1 ml larutan sampel dimasukkan dalam kuvet, ditambah dengan 0,5 ml reagen 

Folin, didiamkan 5 menit. Campuran tadi ditambah 0,4 ml Na2CO3 7,5 %, didiamkan 

selama 30 menit pada suhu ruang. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 765 

nm. 

6. Hasil dinyatakan sebagai mg GAE (ekuivalensi asam galat) dalam 100 g simplisia. 

7. Dilakukan analisis regresi linier untuk mengetahui korelasi antara ketinggian lokasi 

tumbuh dan kadar polifenol total. 
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3.5.8 Penetapan Flavonoid Total 

Penetapan flavonoid total di dalam ekstrak uji menggunakan metode Ordonez et al 

(2006), yaitu sebagai berikut: 

1. Pembuatan standar kuersetin 

Ditimbang 10 mg kuersetin ,dilarutkan dengan etanol p.a 10 ml hingga diperoleh 

konsentrasi larutan induk 1000 µg/ml, kemudian larutan 1000 µg/ml diencerkan 

hingga diperoleh konsentrasi 20, 40, 60, 80, dan 100 µg/ml. 

2. Pembuatan larutan sampel 

Ditimbang 10 mg ekstrak, dilarutkan dengan etanol p.a 10 ml hingga diperoleh 

konsentrasi 1000 µg/ml, kemudian larutan 1000 µg/ml dipipet 1 ml dan diencerkan 

hingga 10 ml sehingga diperoleh konsentrasi 100 µg/ml.  

3. Pembuatan kurva kalibrasi 

0,5 ml larutan standar dimasukkan dalam kuvet, ditambah dengan 0,5 ml AlCl3 2 % . 

Campuran tadi didiamkan selama 60 menit pada suhu ruang. Perubahan warna 

campuran menjadi kuning menunjukkan adanya flavonoid. Absorbansi campuran 

diukur pada panjang gelombang 420 nm. 

4. Pembuatan larutan blangko 

0,5 ml etanol p.a dimasukkan dalam kuvet, ditambahkan dengan 0,5 ml AlCl3 2 %. 

5. Pengamatan absorbansi sampel 

0,5 ml larutan sampel dimasukkan dalam kuvet, ditambah dengan 0,5 ml AlCl3 2 % . 

Campuran tadi didiamkan selama 60 menit pada suhu ruang. Perubahan warna 

campuran menjadi kuning menunjukkan adanya flavonoid. Absorbansi campuran 

diukur pada panjang gelombang 420 nm. 

6. Kandungan flavonoid total dinyatakan dalam mg ekuivalen kuersetin/ 100 g 

simplisia. 

7. Dilakukan analisis regresi linier untuk mengetahui korelasi antara ketinggian lokasi 

tumbuh dan kadar flavonoid total. 
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3.6 Analisis Data 

Untuk uji statistika aktivitas antioksidan, kandungan polifenol total, dan kandungan 

flavonoid total, semua analisis akan diulang sebanyak tiga kali dari tiga sampel berbeda 

dan konsentrasi berbeda, serta akan diuji dengan menggunakan one way analysis of 

variance (ANOVA) pada tingkat kepercayaan 95% dan taraf α 0,05. Setelah itu, dilakukan 

uji post hoc Tukey. 

Uji Hipotesis:  

H0 = tidak ada perbedaan yang nyata dan signifikan  

H1 = terdapat perbedaan yang nyata dan signifikan  

Jika sig< 0,05 maka H0 ditolak dan H1 diterima.  

Jika sig> 0,05 maka H0 diterima dan H1 ditolak. 
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BAB 4 

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

 

 

4.1 Pembuatan Ekstrak Daun Sirsak 

Bahan baku yang digunakan pada penelitian ini adalah daun sirsak yang berasal dari 

pohon yang tumbuh di Kecamatan Patrang, Ambulu, dan Sumbersari. Daun sirsak yang 

diambil adalah daun yang berwarna hijau. Pada pembuatan ekstrak daun sirsak, dilakukan 

pembuatan serbuk daun sirsak terlebih dahulu supaya mudah dimaserasi. Tujuan maserasi 

adalah untuk mengekstraksi senyawa fitokimia yang terdapat di dalam sampel. Proses 

maserasi dilakukan dalam etanol selama 72 jam dan  dievaporasi pada suhu 50°C untuk 

menurunkan titik didih pelarut supaya pelarut akan menguap di bawah titik didih normalnya 

dan supaya senyawa fitokimia yang terdapat dalam ekstrak tidak mengalami kerusakan 

akibat pemanasan yang berlebihan. Ekstrak yang diperoleh dari masing-masing sampel 

digunakan sebagai stok untuk uji selanjutnya. Berat awal, berat simplisia, berat ekstrak, dan 

rendemen masing-masing sampel dapat dilihat dalam Tabel 4.1. 

Tabel 4.1 Hasil penimbangan ekstrak daun sirsak dari tiga lokasi berbeda 

Sampel Daun Sirsak Berat 

Awal  

(g) 

Berat 

Simplisia 

(g) 

Berat 

Ekstrak (g) 

Rendemen 

Ekstrak  

(% b/b) 

Ambulu 2200 350 24,16 6,90 

Sumbersari 2200 350 20,79 5,94 

Patrang 2200 350 25,78 7,37 

 

4.2 Uji Aktivitas Antioksidan dengan metode DPPH 

      4.2.1 Optimasi Panjang Gelombang DPPH 

Optimasi ini bertujuan untuk mencari panjang gelombang yang memberikan 

absorbansi DPPH maksimum. Pada penelitian ini, dilakukan pengamatan serapan 

absorbansi pada panjang gelombang 400-800 nm, seperti yang terlihat pada Gambar 4.1. 
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Gambar 4.1 Absorbansi DPPH pada panjang gelombang 400-800 nm 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa panjang gelombang maksimum larutan 

DPPH 0,004% adalah 515 nm. Data pengamatan panjang gelombang DPPH dan ekstrak 

dapat dilihat pada Lampiran B dan Lampiran C. 

 

4.2.2 Optimasi Waktu Optimum 

Pada tahap ini digunakan larutan DPPH dan larutan asam galat 5 ppm dan diamati 

absorbansi DPPH pada panjang gelombang 515 nm mulai menit ke 0 sampai menit ke 60 

dengan selang waktu 5 menit. Waktu reaksi dikatakan optimum jika reaksi terjadi 

sampai membentuk plateau (Molyneux, 2004). Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

pada menit ke-30, absorbansi DPPH relatif konstan sehingga pada uji aktivitas 

antioksidan selanjutnya dilakukan pada menit ke-30 (Gambar 4.2). 
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Gambar 4.2 Absorbansi rata-rata larutan DPPH 0,004% dengan penambahan  

                    asam galat 5  μg/mℓ mulai menit ke 5 hingga menit ke 60 

 

4.2.3 Pengukuran Aktivitas Antioksidan 

Aktivitas antioksidan diukur berdasarkan kemampuan antioksidan meredam warna 

ungu DPPH melalui mekanisme donasi atom hidrogen dan menyebabkan terjadinya 

peredaman warna DPPH dari ungu ke kuning karena reaksi DPPH dengan antioksidan 

akan menetralkan radikal bebas dari DPPH dan membentuk DPPH tereduksi. Metode 

DPPH dipilih karena sederhana, mudah, cepat, dan peka serta hanya memerlukan sedikit 

sampel. 

Pada tahap ini, pengukuran absorbansi DPPH dilakukan pada 3 panjang gelombang, 

yaitu 495, 515, dan 535 nm supaya hasil pengukuran yang diperoleh lebih akurat 

daripada pengukuran aktivitas antioksidan pada satu panjang gelombang. Berdasarkan 

penelitian tersebut, diperoleh absorbansi hitung seperti yang terlihat pada lampiran G. 

Dari data absorbansi hitung, diperoleh  peredaman DPPH (%) seperti yang terlihat 

pada Lampiran G. Setelah itu, diperoleh hubungan antara konsentrasi larutan uji dan 

persen peredaman DPPH. Hasil regresi linier menunjukkan adanya korelasi antara 

konsentrasi larutan uji dengan % peredaman DPPH, yaitu semakin besar konsentrasi 
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larutan uji, semakin besar pula persen peredamannya. Hal ini dijelaskan pula dalam 

lampiran G. 

Bila aktivitas antioksidan pada ketiga sampel dibandingkan satu sama lain, maka 

diperoleh adanya perbedaan antara aktivitas antioksidan ekstrak daun sirsak Ambulu, 

aktivitas antioksidan ekstrak daun sirsak Sumbersari, dan aktivitas antioksidan ekstrak 

daun sirsak Patrang. Hal ini dijelaskan dalam Gambar 4.3. 

 
Gambar 4.3 Persen peredaman DPPH (rata-rata ± SD) ekstrak daun sirsak 

                                   dari lokasi berbeda (n=3) 

 

Gambar tersebut menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi, semakin tinggi 

persen peredaman DPPH. Selain itu, dapat dilihat bahwa persen peredaman DPPH 

tertinggi berasal dari ekstrak daun sirsak Ambulu dan persen peredaman DPPH terendah 

berasal dari ekstrak daun sirsak Patrang, sehingga semakin tinggi lokasi tumbuh, persen 

peredaman DPPH semakin rendah. 
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Untuk menyatakan aktivitas antioksidan ekstrak daun sirsak, digunakan nilai IC50 

sebagai parameter karena IC50 menunjukkan nilai konsentrasi yang mampu meredam 50 

% radikal bebas DPPH (Molyneux, 2004). Semakin kecil IC50, maka semakin besar daya 

peredamannya. Berdasarkan hasil penelitian, diperoleh IC50 seperti yang terlihat pada 

tabel 4.2: 

Tabel 4.2 Nilai IC50 ekstrak daun sirsak 

BahanUji IC50 (ppm) ± SD 

Ekstrak daun sirsak Ambulu 108,95 ± 1,500
a 

Ekstrak daun sirsak Sumbersari 116,38 ± 0,475
b 

Ekstrak daun sirsak Patrang 127,10 ± 1,067
c 

Larutan asam galat     4,96 ± 0,047
 

Ket a,b,c : notasi huruf berbeda menunjukkan perbedaan signifikan (p < 0,05) 

Tabel 4.2 menunjukkan bahwa IC50 ekstrak daun sirsak Ambulu < IC50 ekstrak 

daun sirsak Sumbersari < IC50 ekstrak daun sirsak Patrang dengan perbedaan signifikan 

(p<0,05). Bila ketiga ekstrak tersebut dibandingkan dengan kontrol positif asam galat, 

IC50 asam galat jauh lebih kecil daripada ketiga ekstrak tersebut. Hal ini disebabkan 

karena asam galat yang digunakan merupakan senyawa murni yang terbukti mempunyai 

aktivitas antioksidan bila dibandingkan dengan ekstrak yang terdiri dari berbagai 

komponen. 

Nilai IC50 masing-masing sampel dikorelasikan dengan ketinggian lokasi tumbuh 

untuk mengetahui korelasi antara ketinggian lokasi tumbuh terhadap IC50 masing-masing 

sampel. Berdasarkan hasil korelasi, diperoleh persamaan regresi linier seperti pada 

Gambar 4.4. 
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Gambar 4.4 Korelasi antara ketinggian lokasi tumbuh dan IC50  

 

Gambar 4.4 menunjukkan bahwa ekstrak daun sirsak yang berasal dari daerah 

dengan ketinggian paling rendah menunjukkan IC50 yang paling rendah, sedangkan 

ekstrak daun sirsak yang berasal dari daerah dengan ketinggian paling tinggi 

menunjukkan IC50 yang paling tinggi. Semakin rendah IC50, aktivitas antioksidan 

semakin baik sehingga semakin tinggi lokasi tumbuh, semakin rendah aktivitas 

antioksidan yang ditunjukkan. Gambar tersebut juga menunjukkan bahwa R hitung yang 

diperoleh dari persamaan tersebut adalah 0,991. Nilai R tersebut lebih kecil dari R tabel, 

yaitu 0,997 sehingga dapat dikatakan bahwa tidak terdapat korelasi antara ketinggian 

lokasi tumbuh terhadap IC50 masing-masing sampel.  

 

4.3 Penentuan Kadar Polifenol Total 

Pengukuran dilakukan secara triplo pada panjang gelombang 765 nm. Hasil 

pengukurannya dapat dilihat pada lampiran G. Dari data tersebut, dibuat kurva kalibrasi 

asam galat yang menghasilkan persamaan y=0,005x + 0,182 (R
2
 = 0,988), dengan y 

merupakan nilai absorbansi dan x merupakan kadar asam galat.  

Hasil penetapan kadar polifenol total dapat dilihat pada Gambar 4.5.  
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Gambar 4.5 Kadar polifenol (rata-rata ± SD) ekstrak daun sirsak di jember (n=3), 

                            notasi huruf berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,05) 

 

Gambar 4.5 menunjukkan adanya perbedaan kadar polifenol total antara daun sirsak 

di daerah Ambulu terhadap kadar polifenol total daun sirsak di daerah Sumbersari dan 

Patrang. Gambar tersebut juga menunjukkan bahwa kadar polifenol daun sirsak Ambulu 

tertinggi bila dibandingkan dengan kadar polifenol daun sirsak di daerah lain. Hal ini juga 

dijumpai pada tanaman Rosa damascene (Baziar et al., 2013) dan tanaman Capparis 

spinosa (Mishra et al., 2011). Hal ini disebabkan karena konsentrasi dan distribusi 

polifenol dalam tumbuhan tidak hanya dipengaruhi genetik, tetapi juga dipengaruhi oleh 

berbagai faktor lingkungan seperti cahaya, kelembaban, dan kesuburan tanah (Warren 

dalam Malinikova et al., 2013). 

 Nilai kadar polifenol masing-masing sampel yang telah ditentukan, dikorelasikan 

terhadap ketinggian lokasi tumbuh untuk mengetahui korelasi antara keduanya. 

Berdasarkan hasil korelasi, diperoleh persamaan regresi linier seperti pada Gambar 4.6. 
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Gambar 4.6 Korelasi antara ketinggian lokasi tumbuh dan kadar polifenol total  

 

Gambar 4.6 menunjukkan bahwa ekstrak daun sirsak yang berasal dari daerah 

dengan ketinggian paling rendah memiliki kadar polifenol total paling tinggi, sedangkan 

ekstrak daun sirsak yang berasal dari daerah dengan ketinggian paling tinggi memiliki 

kadar polifenol total paling rendah. Gambar tersebut juga menunjukkan bahwa R hitung 

yang diperoleh dari persamaan tersebut adalah 0,789. R tersebut lebih kecil daripada R 

tabel, yaitu 0,997 sehingga dapat dikatakan bahwa tidak terdapat korelasi antara 

ketinggian lokasi tumbuh terhadap kadar polifenol total masing-masing sampel.  

 

4.4 Penentuan Kadar Flavonoid Total 

Hasil pengukuran flavonoid total dapat dilihat pada lampiran H. Dari data tersebut, 

dibuat kurva kalibrasi kuersetin yang menghasilkan persamaan y=0,015x + 0,031 (R
2
 = 

0,991), dengan y merupakan nilai absorbansi dan x merupakan kadar kuersetin.  

Setelah mengetahui kurva kalibrasi kuersetin, dilakukan pengukuran absorbansi 

sampel daun sirsak. Hasilnya dapat dilihat pada Gambar 4.7. 
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     Gambar 4.7 Kadar flavonoid (rata-rata ± SD) ekstrak daun sirsak di jember (n=3), 

                            menunjukkan perbedaan yang tidak signifikan (p>0,05) 

 

Gambar 4.7 menunjukkan bahwa kadar flavonoid menurun seiring meningkatnya 

ketinggian tempat meskipun tidak ada perbedaan antara kadar flavonoid daun sirsak di 

daerah Ambulu, Sumbersari, dan Patrang. Hal ini juga dijumpai pada tanaman Capparis 

spinosa (Mishra et al., 2011) dan pada tanaman Fragaria vesca (Malinikova et al., 2013). 

Hal ini dikarenakan kadar dan distribusi flavonoid bukan hanya dipengaruhi genetik, tetap 

juga dipengaruhi oleh berbagai faktor lingkungan seperti cahaya, kelembaban, dan 

kesuburan tanah (Warren dalam Malinikova et al., 2013). 

Nilai kadar flavonoid masing-masing sampel yang telah ditentukan, dikorelasikan 

terhadap ketinggian lokasi tumbuh untuk mengetahui korelasi antara keduanya. 

Berdasarkan hasil korelasi, diperoleh persamaan regresi linier seperti pada Gambar 4.8. 



38 
 

 
 
 

 

Gambar 4.8 Korelasi antara ketinggian lokasi tumbuh terhadap kadar flavonoid total 

                          

Gambar 4.8 menunjukkan bahwa ekstrak daun sirsak yang berasal dari daerah 

dengan ketinggian paling rendah memiliki kadar flavonoid total paling tinggi, sedangkan 

ekstrak daun sirsak yang berasal dari daerah dengan ketinggian paling tinggi memiliki 

kadar flavonoid total paling rendah. Gambar tersebut juga menunjukkan bahwa R hitung 

yang diperoleh dari persamaan tersebut adalah 0,904. R tersebut lebih kecil dari R tabel, 

yaitu 0,997 sehingga dapat dikatakan bahwa tidak terdapat korelasi antara ketinggian 

lokasi tumbuh terhadap kadar flavonoid total masing-masing sampel.  
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BAB 5 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan yang telah dijelaskan, dapat disimpulkan 

bahwa: 

1. Terdapat perbedaan pada aktivitas antioksidan daun sirsak yang tumbuh di tiga lokasi 

berbeda, yaitu semakin tinggi tempat, aktivitas antioksidan semakin menurun. 

2. Terdapat perbedaan pada kadar polifenol total daun sirsak Ambulu terhadap kadar 

polifenol total daun sirsak Sumbersari dan Patrang, dan tidak terdapat perbedaan 

antara kadar polifenol total daun sirsak Sumbersari dan kadar polifenol total daun 

sirsak Patrang.  

3. Tidak terdapat perbedaan pada kadar flavonoid total daun sirsak yang tumbuh di tiga 

lokasi berbeda. 

 

5.2 Saran 

Berdasarkan penelitian tersebut, peneliti memberi saran pada peneliti 

selanjutnya untuk meneliti kadar polifenol total, kadar flavonoid total, dan aktivitas 

antioksidan daun sirsak di daerah Ambulu pada musim hujan atau musim kemarau 

dengan cara mengambil sampel daun sirsak di daerah Ambulu setiap bulan selama 6 

bulan baik pada musim hujan ataupun musim kemarau dan disarankan untuk 

mengambil sampel pada lokasi yang agak berjauhan untuk memastikan bahwa lokasi 

pengambilan sampel mewakili sampel daun sirsak di masing-masing daerah serta 

disarankan untuk memperluas range ketinggian lokasi tumbuh untuk memastikan 

adanya perbedaan aktivitas antioksidan, kadar polifenol, dan flavonoid akibat 

perbedaan ketinggian lokasi tumbuh. 
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LAMPIRAN D. PERHITUNGAN 

 

1. % Bobot  rendemen serbuk daun sirsak dari tiga lokasi 

Ekstrak = 
     

      
× 100 % = 15,91 % 

2. % Bobot rendemen ekstrak 

Ekstrak (P)  =
       

     
× 100 % 

= 7,37 % 

Ekstrak (A) =
       

     
× 100 % 

= 6,90 % 

Ekstrak (S) =
       

     
× 100 % 

= 5,94 % 

Keterangan : 

Ekstrak (P) = Ekstrak daun sirsak dari Patrang 

Ekstrak (A) = Ekstrak daun sirsak dari Ambulu 

Ekstrak (S) = Ekstrak daun sirsak dari Sumbersari 

3. Perhitungan konsentrasi DPPH 

     

      
= 0,02 % 

    

     
× 0,02 %   = 0,004 % 

4. Perhitungan Konsentrasi larutan standar 

Standarasamgalat (3 kali replikasi) 

    

     
× 1000 ppm   = 500 ppm 

    

     
× 500 ppm     = 20 ppm 

    

     
×20 ppm       = 10 ppm                                         
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×20 ppm       = 8 ppm                   

    

     
×20 ppm       = 6 ppm 

    

     
× 8 ppm        = 4 ppm 

    

     
× 4 ppm        = 2 ppm 

5. Perhitungan konsentrasi larutan uji dari tiga ekstrak daun sirsak berbeda lokasi 

Ekstrak (3 kali replikasi) 

      

     
× 1000 ppm = 10.000 ppm 

    

     
× 10.000 ppm = 1000 ppm 

      

     
×1000 ppm    = 240 ppm 

    

     
× 240 ppm    = 120 ppm 

    

     
×1000 ppm    = 200 ppm 

    

     
×200 ppm     = 160 ppm 

    

     
×160 ppm     = 80 ppm 

    

     
×80 ppm       = 40 ppm 

6. Perhitungan Absorbansi pada 3 panjang gelombang 

Rumus: 

Ahit = Ahit515 – (
                

 
  

Contoh perhitungan: 

Ahit = 0,628 –( 
           

 
  

        = 0,069 
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7. Perhitungan Uji Aktivitas Antioksidan 

Rumus: 

% peredaman =   
    

     
 × 100 % 

Contoh perhitungan: 

% peredaman =    
     

     
 × 100 % = 27,368 % 

8. Pembuatan larutan folin 

1 mℓ Folin diencerkan dengan aquades ad 10 mℓ 

9. Pembuatan larutan Na2CO3 7,5 % 

750 mg Na2CO3 dilarutkan dalam aquades ad 10 mℓ 

10. Pada jurnal (Caghabi et al., 2014) 

Larutan uji 0,3 mℓ ditambah 1,5 mℓ reagen Folin, didiamkan selama 5 menit, 

lalu ditambahkan 1,2 ml Na2CO3 7,5 %, didiamkan selama 30 menit dan diamati pada 

panjang gelombang 765 nm dengan spektrofotometer UV Vis. 

Penelitian: 

Larutan total dalam kuvet1 mℓ 

Ekstrak/standar = 
      

    
× 1mℓ   = 0,1mℓ 

Folin                  = 
      

    
× 1 mℓ= 0,5 mℓ 

Na2CO3              =
      

    
× 1 mℓ  = 0,4 mℓ 

11. Pembuatan larutan standar asam galat (3 kali replikasi) 

     

     
× 1000 ppm       = 1000 ppm 

      

     
× 1000 ppm       = 250 ppm 

    

     
× 250 ppm         = 200 ppm   

      

     
× 200 ppm        = 150 ppm 
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× 1000 ppm      = 100 ppm 

    

     
×100 ppm         = 50 ppm 

12. Pembuatan Ekstrak 

Ekstrak (P) (3 kali replikasi) 

     

     
× 1000 ppm = 1000 ppm 

     

     
× 1000 ppm = 1000 ppm 

     

     
× 1000 ppm = 1000 ppm 

Ekstrak (S) (3 kali replikasi) 

     

     
× 1000 ppm = 1000 ppm 

     

     
× 1000 ppm = 1000 ppm 

       

     
× 1000 ppm = 1000,4 ppm 

Ekstrak (A) (3 kali replikasi) 

       

     
× 1000 ppm = 1000,4 ppm 

     

     
× 1000 ppm = 1000 ppm 

     

     
× 1000 ppm = 1000 ppm 

13. Pembuatan Blangko Negatif 

0,1 ml akuades, ditambahkan 0,5 ml reagen Folin dan 0,4 ml Na2CO3 7,5 % 
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14. Pengamatan absorbansi pada panjang gelombang 765 nm 

Konsentrasi (ppm) Replikasi Absorbansi Absorbansi rata2 

50  

1 0,453 

0,447 2 0,475 

3 0,412 

100  

1 0,693 

0,682 2 0,683 

3 0,671 

150  

1 0,943 

1,037 2 1,127 

3 1,041 

200  

1 1,204 

1,308 2 1,306 

3 1,414 

250  

1 1,484 

1,482 2 1,480 

3 1,482 

 

Lokasi Konsentrasi (ppm) Replikasi Absorbansi Absorbansi rata-rata 

Ambulu 

1000,4  1 0,850 

0,858 1000  2 0,866 

1000  3 0,859 

Sumbersari 

1000 1 0,725 

0,729 1000  2 0,737 

1000,4  3 0,726 

Patrang 

1000  1 0,723 

0,715 1000  2 0,705 

1000  3 0,718 

 

    Persamaan kurva kalibrasi yang diperoleh, yaitu : y = 0,005x + 0,182 (R
2
 = 0,988). 

Berdasarkan persamaan yang telah didapatkan, dapat diketahui nilai x atau kandungan 

polifenol total larutan residu daun sirsak ekivalen asam galat dengan memasukkan nilai 

absorbansi sampel daun sirsak ke y. Berikut contoh penghitungannya: 

Y         = 0,005x + 0,182 

0,850   = 0,005x + 0,182 
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0,005x = 0,850 – 0,182 

X         = 133,6 µg GAE / ml larutan residu 

Kemudian,dapat ditentukankandungan polifenol per berat sampel daun sirsak 

dengan mengalikan nilai kandungan polifenol total larutan residu tersebut dengan volum 

larutan per berat sampel kering dan selanjutnya dikalikan dengan faktor pengenceran 

sampel. 

Contoh perhitungan, yaitu: 

133,6 µg GAE / ml ×
     

     
× 1 = 9,543 µg GAE / g simplisia 

    = 0,9543 mg GAE/ 100 g simplisia 

15. Perhitungan Simpangan Deviasi 

 

SD = √
                    

   
 

Contoh: 

SD = √
                                                  

 
 

SD = √
                                

 
 

 

= 0,0114 

16. Pembuatan larutan AlCl3 2 % 

500 mg AlCl3 dilarutkan dalam etanol ad 25 mℓ 

17. Pada jurnal 

Larutan uji 0,5 mℓ ditambah 0,5 mℓ larutan AlCl3 2 %, didiamkan selama 60 

menit dan diamati pada panjang gelombang 420 nm dengan spektrofotometer UV 

Vis. 

Penelitian: 

Larutan total dalam kuvet1 mℓ 

Ekstrak/standar = 
      

    
× 1mℓ   = 0,5mℓ 
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AlCl3                  = 
      

    
× 1mℓ   = 0,5mℓ 

18. Pembuatan larutan standar kuersetin (3 kali replikasi) 

     

     
× 1000 ppm      = 1000 ppm 

    

     
×1000 ppm      = 100 ppm 

    

     
×1000 ppm      = 100 ppm 

    

     
×100 ppm        = 80 ppm   

    

     
×100 ppm        = 60 ppm 

    

     
× 80 ppm         = 40 ppm 

    

     
× 40 ppm         = 20 ppm 

19. Pembuatan Ekstrak 

Ekstrak (P) (3 kali replikasi) 

       

     
× 1000 ppm = 1030 ppm 

    

     
× 1030 rpm  = 103 ppm 

Ekstrak (S) (3 kali replikasi) 

     

     
× 1000 ppm = 1000 ppm 

    

     
× 1000 rpm  = 100 ppm 

Ekstrak (A) (3 kali replikasi) 

     

     
× 1000 ppm = 1000 ppm 

    

     
× 1000 rpm  = 100 ppm 

20. Pembuatan Blangko Negatif 

0,5 ml etanol, ditambahkan 0,5 ml AlCl3 
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21. Pengamatan absorbansi pada panjang gelombang 420 nm 

Konsentrasi (ppm) Replikasi Absorbansi Absorbansi rata-rata 

20  

1 0,343 

0,346 2 0,336 

3 0,360 

40  

1 0,583 

0,652 2 0,719 

3 0,655 

60  

1 0,973 

1,088 2 1,171 

3 1,121 

80 

1 1,268 

1,315 2 1,390 

3 1,287 

100  

1 1,500 

1,559 2 1,564 

3 1,614 

 

Lokasi Konsentrasi (ppm) Replikasi Absorbansi Absorbansi rata-rata 

Ambulu 

100  1 0,380 

0,384 100  2 0,387 

100  3 0,386 

Sumbersari 

100  1 0,364 

0,359 100  2 0,384 

100  3 0,328 

Patrang 

103  1 0,348 

0,347 103  2 0,341 

103  3 0,352 

 

Persamaan kurva kalibrasi kuersetin yang diperoleh yaitu y = 0,015x + 0,031 (R
2
 = 

0,991). Berdasarkan persamaan yang telah didapatkan, dapat diketahui nilai x atau 

kandungan flavonoid total larutan residu daun sirsak ekivalen kuersetin dengan 

memasukkan nilai absorbansi sampel daun sirsak ke y. Berikut contoh penghitungannya: 

Y         = 0,015x + 0,031 

0,380   = 0,015x + 0,031 

0,015x = 0,380 – 0,031 
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X         = 23,27 µg QE / ml larutan residu 

Kemudian,dapat ditentukan dengan flavonoid per berat sampel daun sirsak dengan 

mengalikan nilai kandungan flavonoid total larutan residu tersebut dengan volum larutan 

per berat sampel kering dan selanjutnya dikalikan dengan faktor pengenceran sampel. 

Misalnya: 

      Faktorpengenceran = 10 

23,27 µg QE / ml x x 10 = 6,648 µg QE / g simplisia 

= 0,6648 mg QE/ 100 g simplisia 

21. Perhitungan Simpangan Deviasi 

SD = √
                    

   
 

Contoh: 

SD = √
                                                 

 
 

SD = √
                                   

 
 

 

      = 0,0072                    
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LAMPIRAN E. PENENTUAN PANJANG GELOMBANG MAKSIMUM DPPH 
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LAMPIRAN F. PENENTUAN OPERATING TIME 

 

Waktu (menit) Absorbansi rata-rata 

5 0,8346 

10 0,821 

15 0,7952 

20 0,7919 

25 0,7847 

30 0,726 

35 0,7217 

40 0,7189 

45 0,7146 

50 0,713 

55 0,7093 

60 0,7074 
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LAMPIRAN G. DATA ABSORBANSI HITUNG DAN PERSEN PEREDAMAN DPPH 

G.1 TABEL ABSORBANSI HITUNG  

Konsentrasi 

(ppm) 
Rep 

Ambulu Sumbersari Patrang 

495 nm 515 nm 535 nm Ahit 495 nm 515 nm 535 nm Ahit 495 nm 515 nm 535 nm Ahit 

40 1 0,623 0,735 0,684 0,082 0,581 0,679 0,628 0,075 0,529 0,628 0,589 0,069 

  2 0,599 0,710 0,657 0,082 0,597 0,705 0,662 0,076 0,526 0,625 0,589 0,068 

  3 0,629 0,740 0,685 0,083 0,579 0,687 0,643 0,076 0,512 0,611 0,574 0,068 

80 1 0,497 0,575 0,525 0,064 0,508 0,594 0,555 0,063 0,487 0,572 0,541 0,058 

  2 0,509 0,595 0,552 0,065 0,517 0,605 0,568 0,063 0,469 0,553 0,519 0,059 

  3 0,530 0,618 0,576 0,065 0,500 0,586 0,546 0,063 0,464 0,548 0,514 0,059 

120 1 0,415 0,472 0,431 0,049 0,445 0,509 0,477 0,048 0,436 0,508 0,480 0,050 

  2 0,427 0,490 0,453 0,050 0,453 0,519 0,487 0,049 0,435 0,506 0,476 0,051 

  3 0,450 0,513 0,474 0,051 0,405 0,465 0,43 0,048 0,404 0,473 0,443 0,050 

160 1 0,330 0,371 0,337 0,038 0,458 0,507 0,486 0,035 0,353 0,403 0,377 0,038 

  2 0,322 0,361 0,328 0,036 0,384 0,428 0,406 0,033 0,376 0,430 0,407 0,039 

  3 0,369 0,412 0,382 0,037 0,327 0,364 0,334 0,034 0,330 0,380 0,352 0,039 

200 1 0,264 0,278 0,255 0,019 0,288 0,309 0,282 0,024 0,307 0,345 0,323 0,030 

  2 0,219 0,225 0,199 0,016 0,307 0,329 0,305 0,023 0,355 0,399 0,379 0,032 

  3 0,291 0,309 0,292 0,018 0,258 0,273 0,246 0,021 0,278 0,314 0,288 0,031 

240 1 0,203 0,197 0,176 0,008 0,227 0,231 0,211 0,012 0,279 0,303 0,289 0,019 

  2 0,188 0,183 0,166 0,006 0,246 0,250 0,234 0,010 0,262 0,285 0,266 0,021 

  3 0,246 0,249 0,233 0,010 0,204 0,202 0,179 0,011 0,200 0,218 0,196 0,020 
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G.2 AKTIVITAS ANTIOKSIDAN EKSTRAK DAUN SIRSAK DARI TIGA LOKASI BERBEDA 

 

Konsentrasi Replikasi 
Persen peredaman DPPH Persen peredaman rata-rata ± SD 

Patrang Sumbersari Ambulu Patrang Sumbersari Ambulu 

40 

1 27,368 25,500 25,571 

28,246 ± 0,804 24,667 ± 0,764 24,962 ± 0,698 2 28,947 24,500 25,114 

3 28,421 24,000 24,201 

80 

1 38,947 37,500 41,553 

38,246 ± 0,608 37,333 ± 0,289 41,096 ± 0,457 2 37,895 37,500 41,096 

3 37,895 37,000 40,639 

120 

1 47,368 52,000 55,251 

47,368 ± 0,526 51,833 ± 0,764 54,338 ± 0,913 2 46,842 51,000 54,338 

3 47,895 52,500 53,425 

160 

1 60,000 65,000 65,753 

59,474 ± 0,526 66,167 ± 1,041 66,514 ± 0,698 2 59,474 67,000 67,123 

3 58,947 66,500 66,667 

200 

1 68,421 76,000 83,105 

67,368 ± 1,053 77,333 ± 1,528 84,170 ± 1,149 2 66,316 77,000 85,388 

3 67,368 79,000 84,018 

240 

1 80,000 88,000 93,151 

78,947 ± 1,053 89,167 ± 1,041 92,998 ± 1,604 2 77,895 90,000 94,521 

3 78,947 89,500 91,324 
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G.3 KONSENTRASI EKSTRAK DAUN SIRSAK AMBULU (μg/mℓ) TERHADAP  PEREDAMAN DPPH (%) 
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G.4 KONSENTRASI EKSTRAK DAUN SIRSAK SUMBERSARI (μg/mℓ) TERHADAP PEREDAMAN DPPH (%) 
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G.5 KONSENTRASI EKSTRAK DAUN SIRSAK PATRANG (μg/mℓ) TERHADAP PEREDAMAN DPPH (%) 
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G.6 KONSENTRASI ASAM GALAT TERHADAP PEREDAMAN DPPH (%) 

 

Konsentrasi 

(ppm) 
Replikasi 

Panjang Gelombang (nm) Absorbansi 

Hitung 
Persentase 

inhibisi 

Persentase inhibisi rata2 

± SD 495 515 535 

 1 0,565 0,67 0,627 0,074 32,420  

2 2 0,591 0,698 0,655 0,075 31,507 31,355 ± 1,149 

 3 0,579 0,686 0,64 0,077 30,137  

 1 0,488 0,575 0,536 0,063 42,466  

4 2 0,498 0,588 0,550 0,064 41,553 42,466 ± 0,646 

 3 0,490 0,577 0,540 0,062 43,379  

6 

1 0,430 0,493 0,461 0,048 56,621  

2 0,405 0,467 0,433 0,048 56,164 56,773 ± 0,698 

3 0,406 0,467 0,435 0,047 57,534  

 1 0,299 0,332 0,300 0,033 70,320  

8 2 0,705 0,725 0,680 0,033 70,320 70,624 ± 0,527 

 3 0,327 0,366 0,342 0,032 71,233  

 1 0,213 0,228 0,204 0,020 82,192  

10 2 0,250 0,267 0,247 0,019 83,105 82,953 ± 0,698 

 3 0,249 0,267 0,249 0,018 83,562  
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G.7 KONSENTRASI ASAM GALAT TERHADAP PEREDAMAN DPPH (%) 
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G.8 PERBANDINGAN AKTIVITAS ANTIOKSIDAN EKSTRAK DAUN SIRSAK 3 LOKASI 

 
Peredaman DPPH (%) masing-masing lokasi tumbuh dengan berbagai konsentrasi 

 
IC50 masing-masing lokasi tumbuh 
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LAMPIRAN H. KADAR POLIFENOL TOTAL EKSTRAK DAUN SIRSAK 

H.1 KURVA KALIBRASI ASAM GALAT 

 Konsentrasi (ppm) Replikasi Absorbansi Absorbansi rata-rata 

 

50 

1 0,453 

0,447  2 0,475 

 3 0,412 

 

100 

1 0,693 

0,682  2 0,683 

 3 0,671 

 

150 

1 0,943 

1,037  2 1,127 

 3 1,041 

 

200 

1 1,204 

1,308  2 1,306 

 3 1,414 

 

250 

1 1,484 

1,482  2 1,48 

 3 1,482 

Ambulu 

1000,4  1 0,850 

0,858 1000  2 0,866 

1000  3 0,859 

Sumbersari 

1000 1 0,725 

0,729 1000  2 0,737 

1000,4  3 0,726 

Patrang 

1000  1 0,723 

0,715 1000  2 0,705 

1000  3 0,718 

 

Konsentrasi (ppm) Abs rata-rata 

50 0,447 

100 0,682 

150 1,037 

200 1,308 

250 1,482 

Ambulu 0,858 

Sumbersari 0,729 

Patrang 0,715 

 

 



80 
 

 
 

 

Kurva kalibrasi asam galat 

 

H.2 KADAR POLIFENOL TOTAL SAMPEL 

Sampel n Kadar polifenol total rata-rata 

(mg GAE/100 g simplisia) ± SD 

Ambulu 3 0,966 ± 0,0114 

Sumbersari 3 0,781 ± 0,0095 

Patrang 3 0,761 ± 0,0133 

 

 
Kadar polifenol total masing-masing lokasi tumbuh (n=3) 

y = 0,0054x + 0,1823 
R² = 0,9888 
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LAMPIRAN I. KADAR FLAVONOID TOTAL 

I.1 KALIBRASI STANDAR KUERSETIN 

Konsentrasi (ppm) Absorbansi Absorbansi rata-rata 

20 

0,343 

0,346 0,336 

0,360 

40 

0,583 

0,652 0,719 

0,655 

60 

0,973 

1,088 1,171 

1,121 

80 

1,268 

1,315 1,390 

1,287 

100 

1,500 

1,559 1,564 

1,614 

 

Konsentrasi (ppm) Abs rata-rata 

0 0 

20 0,346 

40 0,652 

60 1,088 

80 1,315 

100 1,559 
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Kurva kalibrasi kuersetin 

 

I.2 KADAR FLAVONOID TOTAL SAMPEL 

Sampel n Kadar flavonoid total rata-rata 

(mg QE/100 g simplisia) ± SD 

Ambulu 3 0,672 ± 0,0072 

Sumbersari 3 0,625 ± 0,0540 

Patrang 3 0,604 ± 0,0107 

 

 
Kadar flavonoid total masing-masing lokasi tumbuh (n=3) 

y = 0,0159x + 0,0313 
R² = 0,9912 
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LAMPIRAN J. ANALISIS DATA 

J.1 ANALISIS DATA AKTIVITAS ANTIOKSIDAN 

Tests of Normality 

 

Bahan 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

IC50 Ambulu .357 3 . .816 3 .153 

Sumbersari .177 3 . 1.000 3 .965 

Patrang .198 3 . .995 3 .871 

a. Lilliefors Significance Correction     

Hipotesis ; H0 = data berasal dari populasi yang terdistribusi normal 

                  H1 = data berasal dari populasi yang tidak terdistribusi normal 

Jika sig> 0,05  maka H0 diterima dan H1ditolak.  

Jika sig< 0,05  maka H0 ditolak dan H1 diterima.  

Interpretasi hasil:  

Semua peredaman sampel dari tiga lokasi, uji Shapiro-Wilk mempunyai nilai P lebih besar dari 0,05 

sehingga H0 : data berasal dari populasi yang terdistribusi normal tidak dapat ditolak. 

 

Test of Homogeneity of Variances 

IC50    

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

2.362 2 6 .175 

 

Hipotesis ; H0 = variance diasumsikan sama 

                  H1 = variance diasumsikan tidak sama 

Jika sig > 0,05 maka H0 diterima dan H1ditolak.  

Jika sig < 0,05 maka H0 ditolak dan H1 diterima.  

Interpretasi hasil: didapat hasil nilai P= 0,596 yang lebih besar dari 0,05. 

Kesimpulan ; H0 diterima dan H1ditolak 
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ANOVA 

IC50      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 490.655 2 245.328 203.560 .000 

Within Groups 7.231 6 1.205   

Total 497.886 8    

Dari tabel di atas, SPSS memberi nilai P 0,000. Karena nilai P lebih kecil dari 0,05 maka H0 = μ1 = μ2 = 

μ3 ditolak. 

Kesimpulan: Sampel dari tiga lokasi mempunyai IC50 yang berbeda. 

 

Multiple Comparisons 

IC50 

Tukey HSD 

      

(I) Bahan (J) Bahan 

Mean Difference 

(I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

Ambulu Sumbersari -7.29667
*
 .89636 .000 -10.0469 -4.5464 

Patrang -17.98000
*
 .89636 .000 -20.7303 -15.2297 

Sumbersari Ambulu 7.29667
*
 .89636 .000 4.5464 10.0469 

Patrang -10.68333
*
 .89636 .000 -13.4336 -7.9331 

Patrang Ambulu 17.98000
*
 .89636 .000 15.2297 20.7303 

Sumbersari 10.68333
*
 .89636 .000 7.9331 13.4336 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.   

Dari tabel di atas, diperoleh perbedaan rata-rata yang signifikan antara IC50 sampel Ambulu, Sumbersari, 

dan Patrang dengan nilai P 0,000. 

 

J.2 ANALISIS DATA KADAR POLIFENOL TOTAL 

Tests of Normality 

 

Lokasi 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

TPC Ambulu .201 3 . .994 3 .856 

Sumbersari .302 3 . .910 3 .417 

Patrang .284 3 . .934 3 .503 

a. Lilliefors Significance Correction     
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Hipotesis ; H0 = data berasal dari populasi yang terdistribusi normal 

                  H1 = data berasal dari populasi yang tidak terdistribusi normal 

Jika sig> 0,05  maka H0 diterima dan H1ditolak.  

Jika sig< 0,05  maka H0 ditolak dan H1 diterima.  

Interpretasi hasil:  

Semua TPC dari tiga lokasi, untuk uji Shapiro-Wilk mempunyai nilai P lebih besar dari 0,05 sehingga 

H0 : data berasal dari populasi yang terdistribusi normal tidak dapat ditolak. 

Test of Homogeneity of Variances 

TPC    

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.106 2 6 .901 

Hipotesis ; H0 = variance diasumsikan sama 

                  H1 = variance diasumsikan tidak sama 

Jika sig > 0,05 maka H0 diterima dan H1ditolak.  

Jika sig < 0,05 maka H0 ditolak dan H1 diterima.  

Interpretasi hasil: didapat hasil nilai P= 0,901 yang lebih besar dari 0,05 

Kesimpulan ; H0 diterima dan H1ditolak 

ANOVA 

TPC      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .077 2 .038 256.832 .000 

Within Groups .001 6 .000   

Total .077 8    

Dari tabel di atas, SPSS memberi nilai P 0,000. Karena nilai P lebih kecil dari 0,05 maka H0 = μ1 = μ2 = 

μ3 ditolak. 

Kesimpulan: Sampel dari tiga lokasi mempunyai kadar polifenol total yang berbeda. 
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Multiple Comparisons 

TPC 

Tukey HSD 

      

(I) Bahan (J) Bahan 

Mean Difference 

(I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

Ambulu Sumbersari .186000
*
 .009967 .000 .15542 .21658 

Patrang .204000
*
 .009967 .000 .17342 .23458 

Sumbersari Ambulu -.186000
*
 .009967 .000 -.21658 -.15542 

Patrang .018000 .009967 .246 -.01258 .04858 

Patrang Ambulu -.204000
*
 .009967 .000 -.23458 -.17342 

Sumbersari -.018000 .009967 .246 -.04858 .01258 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.   

Dari tabel di atas, diperoleh perbedaan rata-rata yang signifikan antara kadar polifenol total sampel 

Ambulu-Sumbersari dan kadar polifenol total sampel Ambulu-Patrang dengan nilai P 0,000 dan 

perbedaan rata-rata yang tidak signifikan antara kadar polifenol total Sumbersari dan Patrang dengan 

nilai P 0,246. 

 

J.3 ANALISIS DATA KADAR FLAVONOID TOTAL 

Tests of Normality 

 

Bahan 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

TFC Ambulu .333 3 . .862 3 .274 

Sumbersari .241 3 . .974 3 .691 

Patrang .245 3 . .971 3 .672 

a. Lilliefors Significance Correction     

Hipotesis ; H0 = tidak ada perbedaan yang nyata dan signifikan  

Hipotesis ; H0 = data berasal dari populasi yang terdistribusi normal 

                  H1 = data berasal dari populasi yang tidak terdistribusi normal 

Jika sig> 0,05  maka H0 diterima dan H1 ditolak.  

Jika sig< 0,05  maka H0 ditolak dan H1 diterima.  

Interpretasi hasil:  
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Semua TFC dari tiga lokasi, untuk uji Shapiro-Wilk mempunyai nilai P lebih besar dari 0,05 sehingga 

H0 : data berasal dari populasi yang terdistribusi normal tidak dapat ditolak. 

Test of Homogeneity of Variances 

TFC    

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

4.695 2 6 .059 

Hipotesis ; H0 = variance diasumsikan sama 

                  H1 = variance diasumsikan tidak sama 

Jika sig > 0,05 maka H0 diterima dan H1ditolak.  

Jika sig < 0,05 maka H0 ditolak dan H1 diterima.  

Interpretasi hasil: didapat hasil nilai P= 0,059 yang lebih besar dari 0,05 

Kesimpulan ; H0 diterima dan H1 ditolak. 

ANOVA 

TFC      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .008 2 .004 3.916 .082 

Within Groups .006 6 .001   

Total .014 8    

 

Dari tabel di atas, SPSS memberi nilai P 0,082. Karena nilai P lebih besar dari 0,05 maka H0 = μ1 = 

μ2 = μ3 diterima. 

Kesimpulan: Sampel dari tiga lokasi mempunyai kadar flavonoid total yang sama. 
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