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ABSTRAK 

Hartari, Dhesinta Putri* Usman, Mohammad Rofik** Firdaus, Amalia 

Wardatul***.2023. Uji Aktivitas Antioksidan Infusa Daun Jeruk Purut (Citrus 

hystrix D.C) Dengan Pembanding Vitamin C Secara Spektrofotometri UV-Vis. 

Skripsi. Program Studi Sarjana Farmasi Universitas dr.Soebandi. 

Potensi keanekaragaman hayati di Indonesia sangat besar, pemanfaatkan bahan 

alam sebagai bahan pengobatan dapat dikembangkan. Daun jeruk purut (Citrus 

hystrix D.C) merupakan salah satu tanaman yang memiliki potensi sebagai 

antioksidan dengan senyawa yang terkandung adalah flavonoid, alkaloid, tannin 

dan saponin. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan infusa 

daun jeruk purut (Citrus hystrix D.C) dengan pembanding vitamin C menggunakan 

metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil). Penelitian menggunakan design true 

eksperimental, daun jeruk purut diperoleh di Pasar Tanjung Jember, kemudian 

dibentuk serbuk simplisia daun jeruk purut (Citrus hystrix D.C) dan diekstraksi 

dengan metode ekstraksi panas yaitu infusa dengan pelarut aquadest, dibuat dengan 

seri konsentrasi 75 ppm, 100 ppm, 125 ppm, 150 ppm dan 175 ppm. Pengujian 

aktivitas antioksidan menggunakan metode peredaman radikal bebas DPPH (2,2-

difenil-1-pikrilhidrazil) dengan pembanding vitamin C serta menggunakan 

instrumen spektrofotometri UV-Vis (UV-1900i) pembacaan dilakukan pada 

panjang gelombang sebesar 516 nm pada menit ke-40. Analisa data menggunakan 

independent T-test Shapiro-Wilk. Hasil % rendemen infusa daun jeruk purut (Citrus 

hystrix D.C) sebesar 21,06%. Hasil skrining fitokimia infusa daun jeruk purut 

(Citrus hystrix D.C) menunjukkan adanya senyawa flavonoid, alkaloid, tannin dan 

saponin. Hasil pengujian aktivitas antioksidan infusa daun jeruk purut (Citrus 

hystrix D.C) menunjukkan rata-rata nilai IC50 115,273± 0,85096 µg/mL dan 

pembanding vitamin C sebesar 6,05086 ± 0,00833µg/mL. Hasil analisis data 

menyatakan bahwa p value < 0,05, hal tersebut menunjukkan bahwa nilai IC50 

infusa daun jeruk purut dan vitamin C berbeda signifikan. Infusa daun jeruk purut 

(Citrus hystrix D.C) memiliki aktivitas antioksidan dengan kategori sedang, 

sedangkan pembanding vitamin C memiliki aktivitas antioksidan dengan kategori 

sangat kuat. 

Kata Kunci: Daun jeruk purut (Citrus hystrix D.C), Antioksidan, DPPH 
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*** Pembimbing 2 
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ABSTRACT 

Hartari, Dhesinta Putri* Usman, Mohammad Rofik** Firdaus, Amalia Wardatul 

***. 2023.Antioxidant Activity Test of Kaffir Lime Leaf Infusion (Citrus 

hystrix D.C) With UV-Vis Spectrophotometric Comparison of Vitamin C. 

Thesis. University of Pharmacy Undergraduate Study Program dr. Soebandi. 

The potential for biodiversity in Indonesia is very large, the use of natural materials 

as medicinal ingredients can be developed. Kaffir lime leaves (Citrus hystrix D.C) 

are plant that has potential as an antioxidant compounds contained in it, such as 

flavonoids, alkaloids, tannins and saponins. This study aims to determine the 

antioxidant activity of the kaffir lime leaf infusion (Citrus hystrix D.C) with vitamin 

C as a comparison using the DPPH method (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). 

Research using a true experimental design, kaffir lime leaves were obtained in the 

Tanjung Jember Market. Kaffir lime leaves are dried using sunlight, then dries and 

chorused to produce powdered simplicia. The extraction method is infused made 

with a series of concentrations of 75 ppm, 100 ppm, 125 ppm, 150 ppm and 175 

ppm. The antioxidant activity test using the DPPH free radical scavenging method 

(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) with vitamin C as a comparison and using a UV-

Vis spectrophotometry instrument (UV-1900i) readings were made at a wavelength 

of 516 nm in the 40 minutes. Data analysis using independent T-test Shapiro-Wilk. 

% yield of kaffir lime leaf infusion (Citrus hystrix D.C) of 21.06%. The results of 

the phytochemical screening of kaffir lime leaf infusion (Citrus hystrix D.C) showed 

the presence of flavonoids, alkaloids, tannins and saponins. The results of testing 

the antioxidant activity of the kaffir lime leaf infusion (Citrus hystrix D.C) show the 

average IC50 115.273 ± 0.85096 µg/mL and the comparator vitamin C of 6.05086 

± 0.00833 µg/mL. The results of data analysis stated that the sign value <0.05, 

indicating that the IC50 value infusion of kaffir lime leaf infusion and vitamin C 

significantly different. Kaffir lime leaf infusion (Citrus hystrix D.C) has moderate 

antioxidant activity, while comparator vitamin C has very strong antioxidant 

activity. 

Keywords: Kaffir lime leaf (Citrus hystrix D.C), Antioxidant, DPPH 

*Author 
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BAB 1 PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang  

Keanekaragaman hayati yang melimpah merupakan salah satu keunggulan yang 

dimiliki oleh benua asia, negara Indonesia merupakan salah satu negara asia yang 

kedudukannya berada pada setelah negara Brazil dalam penghasil keanekaragaman 

hayati. Prevalensi ketersediaan tumbuhan liar di Indonesia sebesar 74% sedangkan 

tanaman obat sebesar 26% yang sudah terbudidayakan (Maimunah dkk., 2020). 

Ketersediaan keanekaragaman hayati tersebut dapat dimanfaatkan pada beberapa 

sektor salah satunya pada bidang kesehatan, yaitu dengan cara mengembangkan 

serta memanfaatkan tanaman yang dapat digunakan sebagai terapi dalam 

pengobatan (Amin dkk., 2022). Masyarakat memiliki kecenderungan untuk 

menggunakan obat generik dibandingkan dengan menggunakan obat herbal, hal 

tersebut dikarenakan masyarakat memiliki presprektif bahwa obat herbal adalah 

pengobatan kuno dan tidak menghasilkan perbaikan yang signifikan (Azwar dkk., 

2022). 

Pengaruh globalisasi mempengaruhi beberapa faktor salah satunya yaitu 

dalam segi makanan dan polusi udara. Masyarakat cenderung untuk mengkonsumsi 

makanan junk food serta peningkatan polusi udara terjadi disebabkan oleh 

pengendara bermotor dan asap dari industri, prevalensi pencemaran udara dari asap 

kendaraan mencapai 80%, serta mencapai 30% prevalensi polusi udara yang berasal 

dari asap industri atau pabrik (Damanik dan Nasution, 2021). Dampak dari hal 

tersebut adalah terkena serangan radikal bebas, sehingga pada zaman ini sangat 

dibutuhkan suplemen yang memiliki aktivitas antioksidan. Pengolahan suplemen 
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antioksidan menggunakan bahan sintetik dengan pemakaian waktu yang panjang 

dapat memberikan dampak kurang baik seperti karsinogenik, sehingga pengobatan 

antioksidan dengan bahan alam dapat digunakan sebagai alternatif yang lebih aman 

untuk pengobatan (Saputri dkk., 2021). 

Daun jeruk purut merupakan salah satu keanekaragaman hayati dengan 

jumlah melimpah yang dikenal masyarakat untuk bumbu pada olahan masakan. 

Senyawa flavonoid dan fenolik teridenfitikasi terkandung pada jeruk purut yang 

terletak pada bagian daun dan kulit (Anuar dkk., 2021). Selain berperan dalam 

bidang kuliner, daun jeruk purut memiliki peranan dalam bidang kesehatan sebagai 

antioksidan, antibakteri serta antiseptik. Senyawa kimia yang terkandung dari daun 

jeruk purut banyak dimanfaatkan karena memiliki potensi yang dapat digunakan 

sebagai pengobatan. Kandungan dalam daun jeruk purut adalah flavonoid, 

polifenol, minyak atsiri, alkaloid serta tannin (Utami dkk., 2022). Untuk ke arah 

pengembangan pada suplemen antiokidan bahan alam, perlu diketahui seberapa 

kuat aktivitas antioksidan dari daun jeruk purut, sehingga perlu dilakukan penelitian 

terkait uji aktivitas antioksidan. 

Penyarian senyawa metabolit sekunder dapat dilakukan dengan beberapa 

metode ekstraksi diantaranya, perkolasi, maserasi, dan infusa. Pada penelitian ini 

digunakan infusa sebagai metode ekstraksi karena cara pengolahan sampel sama 

seperti pengolahan obat tradisional yang dikenal oleh masyarakat (Salsabila dan 

Sukesi, 2022). Komposisi senyawa dari daun jeruk purut dapat terpisahkan 

menggunakan  metode maserasi (Sari dan Ayati, 2018) sama dengan yang diperoleh 

menggunakan metode infusa (Siregar dkk., 2020) yaitu flavonoid, alkaloid serta 
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tannin. Pada metode maserasi didapatkan rendemen 5,38% (Sari dan Ayati, 2018), 

sedangkan rendemen pada infusa daun jeruk purut belum diketahui, pemilihan 

infusa sebagai metode ekstraksi berdasar pada nilai rendemen yang belum 

diketahui. 

Beberapa pengujian aktivitas antioksidan dalam kategori nonenzimatik dapat 

diterapkan melalui beberapa metode yaitu DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), 

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) serta ABTS (2,2-azinobis-3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) ( (Maesaroh dkk., 2018). Masing-masing 

metode memiliki keunggulan serta kelebihan, contoh dalam ketersediaan bahan 

kimia, kecepatannya serta presisinya. Metode DPPH merupakan metode yang 

memiliki presisi tinggi serta proses lebih cepat dibandingkan dengan FRAP dan 

ABTS (Shah dan Modi, 2015). Penggunaan pembanding pada prosedur uji aktivitas 

antioksidan perlu dilakukan karena untuk memastikan bahwa semua prosedur uji 

penelitian sudah tepat. Pada peneltian ini menggunakan vitamin C sebagai 

pembanding dikarenakan salah satu golongan vitamin yang dianjurkan BPOM 

(Badan Pengawas Obat dan Makanan) untuk dikonsumsi masyarakat sebagai 

antioksidan (Salim, 2018). Pada hasil penelitian Lung dan Destiani (2018) 

menunjukkan bahwa vitamin C mempunyai aktivitas penghambatan radikal bebas 

(DPPH) paling kuat (Lung dan Destiani, 2018). 

Analisis aktivitas penghambatan radikal bebas DPPH dapat dilakukan melalui 

instrumen. Instrumen yang dapat digunakan adalah spektrofotometri UV-Vis. 

Penggunaan instrument tersebut dikarenakan batas deteksi yang rendah, presisi dan 

akurasi yang tinggi. Panjang gelombang maksimum dari spektrofotometri UV-Vis 
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terbagi menjadi dua daerah, pada daerah UV sebesar 200-400 nm serta Visible 400-

800 nm ( Ardilla dkk., 2018). Panjang gelombang pada dua daerah tersebut dapat 

ditentukan berdasarkan atas nilai serapan analit (senyawa uji) (Ngibad dkk., 2019). 

Panjang gelombang maksimum DPPH berkisar 515-520 nm pada pengukuran 

aktivitas antioksidan menggunakan spektrofotometri UV-Vis (Flieger dan Flieger, 

2020). Dengan demikian pada penelitian ini menggunakan spektrofotometri pada 

daerah visible. 
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1.2 Rumusan Masalah 

1) Bagaimanakah aktivitas antioksidan infusa daun jeruk purut dengan 

pembanding vitamin C terhadap radikal DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) 

menggunakan spektrofotometri UV-Vis? 

1.3 Tujuan Penelitian 

1) Tujuan penelitian ini terklasifikasikan menjadi tujuan umum serta tujuan 

khusus. Tujuan penelitian ini terklasifikasikan sebagai berikut: 

1.3.1 Tujuan Umum 

1) Tujuan penelitian ini untuk mengetahui aktivitas antioksidan infusa daun jeruk 

purut (Citrus hystrix D.C) dengan pembanding vitamin C terhadap radikal 

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) secara spektrofotometri UV-Vis. 

1.3.2 Tujuan Khusus 

1) Tujuan penelitian ini untuk menganalisis nilai persen rendemen infusa daun 

jeruk purut (Citrus hystrix D.C). 

2) Tujuan penelitian ini untuk menganalisis nilai aktivitas antioksidan IC50 pada 

infusa daun jeruk purut (Citrus hystrix D.C). 

3) Tujuan penelitian ini untuk menganalisis perbandingan aktivitas antioksidan 

infusa daun jeruk purut (Citrus hystrix D.C) dengan vitamin C. 
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1.4 Manfaat Penelitian 

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan memberikan manfaat untuk peneliti, 

peneliti lain, masyarakat serta intitusi pendidikan. 

1.4.1Manfaat Bagi Peneliti 

Penelitian ini diharapkan memberikan manfaat bagi peneliti, yaitu peneliti 

dapat mengetahui aktivitas antioksidan yang terkandung pada infusa daun jeruk 

purut dengan metode DPPH secara spektrofotometri UV-Vis. 

1.4.2  Manfaat Bagi Peneliti Lain 

Penelitian ini diharapkan memberikan manfaat bagi peneliti lain, yaitu hasil 

dari uji aktivitas antioksidan infusa daun jeruk purut dapat dijadikan acuan untuk 

penelitian selanjutnya tentang aktivitas antioksidan. 

1.4.3  Manfaat Bagi Masyarakat 

Penelitian ini diharapkan memberikan manfaat bagi masyarakat, yaitu dari 

segi perkembangan pengetahuan masyarakat pada bidang kesehatan, khususnya 

pada aktivitas antioksidan infusa daun jeruk purut. 

1.4.4  Manfaat Bagi Institusi Pendidikan 

   Penelitian ini diharapkan memberikan manfaat bagi institusi pendidikan, 

yaitu dari segi perkembangan pengetahuan tentang aktivitas antioksidan. 

Penelitian ini dapat digunakan sebagai referensi yang dapat dibaca serta 

dikembangkan oleh mahasiswa. 
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1.5 Keaslian Penelitian 

Tabel 1. 1 Keaslian Penelitian 

Nama 

Peneliti 

Tahun 

Penelitian 

Judul Penelitian Keaslian Penelitian 

Persamaan Perbedaan 

Khumaira 

Sari dan 

Ayati 

2018 Penentuan Aktivitas 

Antioksidan 

Ekstrak Etanol 

Daun Jeruk Purut 

(Citrus hystrix D.C) 

Dengan Metode 

DPPH (2,2-

diphenly-1-

picrylhydrazyl 

a) Menggunakan 

metode 

pengujian 

antioksidan 

DPPH 

b) Menggunakan 

sampel daun 

jeruk purut 

a) Menggunakan 

metode 

ekstraksi 

maserasi 

b) Menggunakan 

pelarut etanol 

70% 

Handayani, 

dkk 
2020 Studi Komparasi 

Aktivitas 

Antioksidan Daun 

Jeruk Purut (Citrus 

hystrix D.C) dan 

daun jeruk nipis 

(Citrus aurantifolia 

(christm) Swigle) 

Asal Kota Ternate 

Menggunakan 

Metode Peredaman 

Radikal Bebas 

DPPH 

a) Menggunakan 

metode 

pengujian 

antioksidan 

DPPH 

 

 

 

a) Menggunakan 

metode 

ekstraksi 

maserasi 

b) Menggunakan 

pelarut etanol 

96% 

c) Menggunakan 

sampel daun 

jeruk purut 

dan daun jeruk 

nipis (peneliti 

hanya 

menggunakan 

daun jeruk 

purut) 

d) Menggunakan 

pembanding 

kuersetin 

R.Dwi dan 

A. Novia  

2020 Uji Potensi Minyak 

Atsiri Daun Jeruk 

Purut (Citrus 

hystrix D.C) 

Sebagai 

Antioksidan dan 

Antibakteri 

a) Menggunakan

uji aktivitas 

antioksidan 

dengan DPPH 

b) Menggunakan 

sampel daun 

jeruk purut 

a) Menggunakan 

metode 

destilasi 

b) Menggunakan 

minyak atsiri 

sebagai uji 

aktivitas 

antioksidan 

Zuhria, 

dkk 

2017 Perbandingan Nilai 

Aktivitas 

antioksidan Ekstrak 

Daun Jeruk purut 

(Citrus hystrix D.C) 

Dan Bentuk 

Liposomnya 

a) Menggunakan 

metode DPPH 

b) Menggunakan 

sampel daun 

jeruk purut 

c) Menggunakan 

pembanding 

vitamin C 

a) Menggunakan 

metode 

maserasi 

b) Menggunakan 

pelarut etanol 

96% 

c) Tidak 

menggunakan 

bentuk 

liposomnya 
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Tanaman Jeruk Purut 

2.1.1 Morfologi Tanaman Jeruk Purut 

 

Gambar 2. 1 Tanaman Jeruk Purut (Dokumentasi pribadi, 2023) 

Tanaman jeruk purut (Citrus hystrix D.C) merupakan famili rutaceae atau 

suku jeruk-jerukan (Adlini dan Umaroh, 2021). Morfologi pada tanaman jeruk 

purut adalah pohon pendek dengan tinggi 2-12 m, cabang tanaman jeruk purut 

cenderung rapat, batang bengkok berwarna coklat, dahan kecil, terdapat duri 

pendek 0,2-1 cm dengan sudut tajam, berwarna coklat pada ketiak daun (Syarifah, 

2017). 

Buah dan daun jeruk purut dimanfaatkan sebagai obat tradisional serta 

penyedap aroma pada masakan (Nurhidayah, 2020). Bentuk buah jeruk purut 

pyriform (seperti bentuk buah pir), dengan warna kulit hijau tua dengan permukaan 

kasar, bergelombang, dan berkulit tebal, warna daging buah hijau kekuningan, biji 
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kecil dengan rasa asam yang menyegarkan (Adlini dan Umaroh, 2021). Daun jeruk 

purut berwarna hijau lumut mengkilap dan licin dengan bentuk meruncing pada 

ujung daun, bersayap lebar, serta terdapat lekukan pada bagian tengah daun. Tepi 

daun jeruk purut berlekuk dengan jumlah gerigi kecil 20-30, dengan panjang daun 

7,3 – 8,0 cm, serta lebar daun 2,5 - 3 cm (Tuasamu, 2018). 

2.1.2 Klasifikasi Tanaman Jeruk Purut 

Klasifikasi tanaman jeruk purut menurut (Miftahendrawati, 2014): 

Kingdom : Plantaee 

Sub kingdom : Tracheobionta  

Superdivision : Spermatophyta  

Divisi : Magnoliophyta 

Class : Magnoliopsida   

Subclass : Rosidae 

Ordo : Sapindales 

Family : Rutaceae 

Genus : Citus 

Botanical Name : Citrus hystrix D.C 

2.1.3 Kandungan Kimia Daun Jeruk Purut 

Daun jeruk purut pada gambar 2.2 dikenal sebagai salah satu bahan alam yang 

digunakan sebagai obat tradisional (Nurhidayah, 2020). Menurut penelitian 

Nurhayati dan Qonitaha (2022) kandungan kimia yang terkandung dalam daun 

jeruk purut adalah flavonoid, alkaloid, tannin, sitronelal, myricetin, apigenin, 

luteolin, minyak atsiri, α-tokoferol, quercetin. Serta senyawa yang berperan sebagai 
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antioksidan dalah flavonoid (Nurhayati dkk., 2022). Pada hasil penelitian skrining 

fitokimia secara kualitatif oleh Arfania (2018) daun jeruk purut mengandung 

senyawa metabolit sekunder flavonoid, alkaloid, seskuiterpenoid, polifenolat, 

monoterpenoid serta kuinon. 

 

          Gambar 2. 2 Daun Jeruk Purut (Dokumentasi pribadi, 2023) 

2.1.4 Manfaat Daun Jeruk Purut 

Menurut Handayani dkk (2020) menyatakan bahwa ekstrak etanol 96% daun 

jeruk purut memiliki aktivitas antioksidan lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak 

etanol 96% daun jeruk nipis dengan metode esktraksi dingin yaitu maserasi. 

Menurut hasil penelitian Siregar dkk (2020) menyatakan bahwa infusa daun jeruk 

purut dan infusa daun jeruk nipis memiliki aktivitas daya hambat bakteri yang 

tergolong tinggi terhadap pertumbuhan bakteri Eschericia Coli. Berdasarkan hasil 

penelitian Putri dkk (2022) menunjukkan bahwa daun jeruk purut memiliki 

aktivitas sebagai sun protection pada sediaan krim. Menurut penelitian Fitriyanti 

dkk (2020) ekstrak metanol daun jeruk purut memiliki aktivitas antibakteri terhadap 

pertumbuhan bakteri penyebab jerawat yaitu Propionibacterium acnes. Pada hasil 
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penelitian Syarif dan Amansyah (2021) menunjukkan bahwa daun jeruk purut 

memiliki aktivitas mortalitas terhadap larva aedes sp. instar III.  

Daun jeruk merupakan salah satu sumber pengobatan herbal yang memberikan 

banyak manfaat seperti antioksidan, antibakteri, menyembuhkan gangguan saluran 

pencernaan, pusing, perawatan kulit, mengurangi stress, anti inflamasi serta 

meningkatkan respon imun (Suresh dkk., 2021).  

2.2 Metode Ekstraksi 

2.2.1 Jenis Ekstraksi 

Ekstraksi dapat diklasifikasikan menjadi dua jenis yaitu ekstraksi cair-cair dan 

ekstraksi padat cair.  

a) Ekstraksi Cair-Cair 

 

                 Gambar 2. 3 Ekstraksi Cair-Cair (Permana, 2014) 

Ekstraksi cair-cair merupakan jenis ekstraksi yang bertujuan untuk 

memisahkan komponen senyawa berbentuk cair menggunakan pelarut yang sesuai. 

Pencampuran komponen dan pelarut akan memisah menjadi dua fasa yaitu fasa 

ekstrak dan fasa rafinat. Fasa ekstrak terdiri dari solut dan solven sedangkan fasa 

rafinat terdiri dari residu, diluen dan sisa solut (Lupita dkk.,2020). 
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Prinsip kerja dari ekstraksi cair-cair adalah dengan distribusi hukum Nernst 

yang merupakan pemisahan dua fasa akibat tidak saling tercampurnya dua pelarut 

kemudian ditambahkan solut yang dapat larut dalam kedua pelarut tersebut 

sehingga akan terdistribusi ke dalam kedua pelarut (Tuning dkk., 2017). Faktor 

yang dapat mempengaruhi ekstraksi cair-cair adalah pelarut yang digunakan, 

perbandingan pelarut dan sampel serta proses pengocokan (Lupita dkk.,2020). 

b) Ekstraksi Padat Cair  

Ekstraksi padat cair merupakan jenis ekstraksi dengan tujuan pemisahan 

senyawa kimia dari suatu komponen solut dan memiliki karakteristik tidak larut 

(inert) serta menggunakan solven (pelarut) dalam bentuk cairan. Prinsip pemisahan 

pada ekstraksi padat cair adalah driving force yang merupakan perbedaan 

konsentrasi dari solute dalam campuran padatan dengan pelarut yang digunakan 

serta perbedaan konsentrasi dari kelarutan senyawa yang terdapat dalam campuran 

(Lupita dkk.,2020).  

2.2.2 Macam-Macam Ekstraksi 

Metode ekstraksi diklasifikasikan menjadi dua macam yaitu metode ekstraksi 

panas dan metode ekstraksi dingin. Pemilihan metode ekstraksi didasarkan pada 

senyawa metabolit sekunder yang akan di ekstraksi, berikut jenis-jenis metode 

ekstraksi yang umum digunakan pada pada bahan alam (Sudarwati dan Fernanda, 

2019). 
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a) Metode Ekstraksi Cara Panas 

Metode ekstraksi dengan cara panas merupakan proses ekstraksi yang prinsip 

kerjanya melibatkan proses pemanasan dengan tujuan mempercepat penyarian 

senyawa metabolit sekunder dari bahan alam. Metode ekstraksi cara panas 

terklasifikasikan menjadi beberapa macam, diantaranya infusa, soxhletasi dan 

refluks (Sudarwati dan Fernanda, 2019).  

1) Infusa 

Infusa atau dapat disebut dengan infundasi merupakan metode ekstraksi 

cara panas yang menggunakan pelarut aquadest. Perbandingan konsentrasi 

simplisia dan pelarut adalah 1:10. Prinsip kerja infusa adalah proses ekstraksi 

dengan pemanasan yang sesuai yaitu 90℃, dengan waktu selama 15 menit setelah 

suhu mencapai 90℃, pengadukan sesekali dilakukan saat proses pemanasan. Saring 

ekstrak dan peras saat kondisi masih panas dengan bantuan kain flannel, kemudian 

ditambahkan aquadest panas untuk menambahkan volume pelarut yang berkurang 

(Sudarwati dan Fernanda, 2019). 

Kelebihan infusa adalah memiliki kemudahan dalam segi prinsip kerja dan 

aplikatif pada masyarakat karena proses ekstraksi sama dengan cara penggunaan 

obat tradisional yang secara empiris diterapkan oleh masyarakat (Ainia, 2017). 

Metode ekstraksi infudasi memiliki kelebihan dapat digunakan pada senyawa kimia 

yang bersifat termostabil (stabil terhadap pemanasan) contohnya adalah flavonoid 

(Pradito dkk., 2022). 
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Kekurangan atau kelemahan metode ekstraksi infusa adalah dari segi pelarut 

yang digunakan untuk menyari, dengan pelarut aquadest kemungkinan dapat 

mengakibatkan senyawa metabolit sekunder yang akan di ekstraksi mengalami 

pengendapan saat kondisi dingin (Widyastuti dkk., 2019).  

 

Gambar 2. 4 Metode Ekstrasi Infusa      

2) Soxhletasi 

Soxhletasi merupakan metode esktraksi yang menggunakan pemanasan. 

Pelarut yang digunakan pada metode soxhletasi mengalami proses pemanasan 

secara tidak langsung, dimana pelarut mengalami penguapan saat berada pada labu 

alas bulat kemudian akan terkondensasi saat berada pada labu kondensor (Wijaya 

dkk., 2019).  

Prinsip kerja dari soxhletasi adalah dengan adanya penyarian secara 

berulang sampai tetesan siklus sudah tidak menampakkan warna lagi. Pada metode 

soxhletasi biasanya menggunakan kurang lebih 7 siklus. Tujuan dilakukan 

penyarian berulang adalah untuk meningkatkan proses menyari senyawa metabolit 

sekunder pada sampel (Rosita dkk., 2017).  
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Kelebihan soxhletasi adalah terdapat pada prinsip kerja yang dilakukan 

ekstraksi secara kontinyu, sehingga pelarut yang digunakan tidak banyak. 

Kekurangan soxhletasi adalah proses ekstraksi dilakukan dengan cara pemanasan 

dalam waktu yang lama yaitu lebih dari 5 jam, sehingga dapat menimbulkan 

kerusakan pada senyawa metabolit sekunder pada sampel yang di ekstraksi 

(Suharyanto dan Hayati, 2021). 

 

    Gambar 2. 5 Metode Ekstraksi Sokletasi (Junaidi dan Fatria, 2022) 

3) Refluks 

Refluks merupakan metode ekstraksi yang menggunakan pendingin balik 

pada proses pemanasannya serta uap dari pendingin balik akan menuju ke labu alas 

bulat yang berisi sampel dan kemudian akan menyari kembali sampel tersebut, dan 

dilakukan pergantian pelarut sebanyak 3 kali setiap 3-4 jam (Syahra dkk., 2021). 

Pelarut yang digunakan di panaskan pada temperatur titik didih 60℃ serta lama 

ekstraksi adalah kurang dari 24 jam (Wijaya dkk., 2018). Refluks merupakan 

metode yang memiliki kelebihan dapat digunakan pada bahan alam yang memiliki 

tekstur kasar, keras serta tahan terhadap pemanasan. Kekurangan dari metode ini 
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adalah memerlukan pelarut dengan jumlah yang banyak (Sari dan Wulandari, 

2020). 

 

Gambar 2. 6 Metode Ekstraksi Refluks (Mantiq, 2016) 

b) Metode Ekstraksi Dingin 

1) Maserasi 

Maserasi merupakan metode ektraksi sederhana yang tidak menggunakan 

pemanasan pada proses penyarian senyawa kimia. Prinsip kerja maserasi adalah 

dengan perendaman simplisia dalam bentuk serbuk pada pelarut atau cairan penyari 

yang sesuai. Prinsip penyarian senyawa metabolit sekunder adalah dari 

penembusan cairan penyari ke dalam dinding sel dan rongga sel yang mengandung 

senyawa kimia kemudian akan terdesak keluar karena adanya perbedaan 

konsentrasi antara larutan zat aktif di dalam sel dan di luar sel (Lupita dkk.,2020). 

Kelebihan metode ekstraksi maserasi merupakan kerusakan zat aktif dari 

sampel yang di sari tidak mudah rusak, dan dapat digunakan untuk sampel yang 

tidak tahan terhadap pemanasan. Kekurangan metode esktraksi maserasi adalah dari 

suhu peyarian yang digunakan, penyarian dengan metode maserasi menggunakan 

suhu ruang yang akan menyebabkan proses penyarian senyawa kimia kurang 
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optimal sehingga senyawa yang akan terlarut menjadi kurang sempurna 

(Chairunnisa dkk., 2019). 

 

Gambar 2. 7 Metode Ekstraksi Maserasi 

2) Perkolasi  

Perkolasi merupakan metode esktraksi dengan prinsip kerja tanpa proses 

pemanasan, serta mengalirkan pelarut secara continue pada serbuk simplisia 

(Silviani dan Prian Nirwana, 2020). Tujuan metode perkolasi adalah untuk menarik 

senyawa kimia yang ada pada sampel yang tahap terhadap pemanasan dan tidak 

tahan terhadap pemanasan. Di dalam tabung perkolat serbuk simplisia akan dialiri 

cairan penyari yang selalu baru sampai keadaan jenuh (Lupita dkk.,2020). 

Metode perkolasi memiliki kelebihan dari segi pelarut yang selalu baru, 

sehingga penyarian senyawa metabolit sekunder dari sampel akan tersari secara 

maksimal, serta dapat digunakan pada sampel yang tidak tahan terhadap pemanasan 

(Wigati dan Rahardian, 2018). Kelemahan dari metode perkolasi adalah dari segi 

pelarut yang digunakan banyak, proses ekstraksi lama serta pelarut yang digunakan 

kurang efektif digunakan untuk menyari jika sampel yang digunakan tidak 

homogen (Nur dan Fariqah, 2022). 
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        Gambar 2. 8 Metode Ekstraksi Perkolasi (Ryzki, 2020) 

2.3 Radikal Bebas 

2.3.1 Definisi Radikal Bebas 

Radikal bebas merupakan senyawa yang memiliki elektron tidak berpasangan 

terletak di orbit terluar, radikal bebas yang tidak stabil akan menstabilkan diri 

dengan cara mencari pasangan elektron sehingga terjadi reaksi berantai, reaksi 

tersebut yang mengakibatkan kerusakan DNA, karbohidrat, lipid serta protein. 

Radikal bebas endogen dihasilkan melalui proses metabolime essensial, secara 

eksogen radikal bebas dapat bersumber dari polusi udara, merokok, sinar ultra 

violet. Radikal bebas yang berlebih pada tubuh dapat menyebabkan penyakit 

degeneratif (Adam dkk., 2021). 

 

Gambar 2. 9 Radikal Bebas (Dwiputra, 2018) 
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2.3.2 Tahap Reaksi Radikal Bebas 

Radikal bebas yang berlebih dapat menyebabkan kondisi stress oksidatif, 

kondisi stress oksidatif disebabkan oleh reaksi berantai dari radikal bebas yang 

menyebabkan senyawa radikal bebas memiliki prosentase yang lebih banyak 

dibandingkan dengan antioksidan endogen. Senyawa radikal bebas terbentuk 

dengan 3 tahapan yaitu inisasi (tahapan pembentukan awal radikal bebas), 

propagasi (tahapan pembentukan radikal bebas baru) dan terminasi (pengubahan 

radikal bebas menjadi molekul yang stabil) (Labola dan Puspita, 2018). 

a) Insiasi 

Pada tahap inisiasi radikal bebas terbentuk serta menyerang lipid sehingga 

menjadi radikal lipid, kemudian radikal lipid akan bereaksi dengan oksigen 

sehingga terbentuk radikal lipid peroksil, kemudian molekul lipid diserang oleh 

radikal lipid peroksil dengan cara mengambil molekul hidrogen untuk membentuk 

lipid hidroperoksid yang juga akan menyerang molekul lipid yang lain, yang 

bereaksi degan oksigen (Yulistiani, 2018). 

Contoh reaksi pada tahapan inisiasi: 

F2+ + H2O2 → F3+ + OH- + *OH 

R1-H + *OH → R1* + H2O 

b) Propagasi 

Propagasi merupakan tahapan radikal bebas mengalami reaksi berantai, 

senyawa radikal reaktif merupakan pemicu dari reaksi berantai sehingga radikal 

bebas baru akan terbentuk (Labola dan Puspita, 2018). Pada tahap propagasi terjadi 
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oksigenasi lemak (R*) sehingga radikal peroksida dapat terbentuk (ROO*) 

(Kurniawati dan Sutoyo, 2021). 

Reaksi pada tahap propagasi: 

R+ + 02 → ROO* (2) 

ROO* RH → ROOH + R* (3) 

c) Terminasi 

Pada tahapan terminasi, reaksi radikal akan berhenti jika dua radikal saling 

bereaksi dan menghasilkan suatu spesies non radikal. Pada tahap terminasi terjadi 

penurunan potensial dari tahapan propagasi karena pada tahap ini terjadi penangkap 

radikal bebas yaitu terjadi reaksi senyawa radikal bebas dengan radikal bebas yang 

lainnya (Yusilanti, 2018). 

Reaksi pada tahap terminasi: 

R1* + R* → R1 – R1 

R2* + R1* → R2 – R1 

R2* + R2* → R2 – R2 dan reaksi seterusnya 

2.3.3 Penyakit Yang Terjadi Akibat Radikal Bebas 

Radikal bebas dapat menyebabkan penyakit kronis dengan seiring 

bertambahnya usia dari tahun ke tahun, penyakit kronis yang ditimbulkan adalah 

penyakit yang tidak menular serta bersifat akmulatif. Penyakit yang disebabkan 

oleh radikal bebas adalah kanker, katarak, penurunan fungsi ginjal serta serangan 

jantung. Struktur DNA (Deoxy Nucleic Acid) dari dalam tubuh mengalami 
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perubahan struktur dikarenakan radikal bebas yang tidak stabil akan mencari 

pasangan elektron untuk mencari kesetimbangan, kondisi tersebut menyebabkan 

kerusakan sel, berbagai macam kerusakan sel akibat serangan radikal bebas adalah 

sebagai berikut: (Fakriah dkk., 2019). 

1) Inti sel dari DNA mengalami kerusakan sehingga menyebabkan kanker 

Radikal bebas merupakan penyebab kerusakan DNA serta pemicu lain yang 

dapat meningkatkan kerusakan adalah radiasi, zat kimia yang bersifat 

karsinogenik serta virus. Perubahan kondisi tubuh menjadi abnormal serta 

pembelahan sel terganggu dapat terjadi karena pencetus lain serta radikal bebas 

yang berantai, sehingga dapat menyebabkan kanker. 

2) Membran sel yang mengalami kerusakan sehingga menyebabkan kerusakan sel 

organ pada tubuh 

Asam lemak tak jenuh ganda merupakan komponen yang terdapat dalam 

membran sel serta rentan terhadap serangan radikal bebas, sehingga 

menyebabkan perubahan fungsi serta struktur dari asam lemak tak jenuh ganda. 

Kondisi tersebut menyebabkan kematian sel jaringan pada tubuh sehingga 

menyebabkan kerusakan sel organ pada tubuh. 

3) Kerusakan protein menyebabkan katarak 

Kerusakan protein disebabkan oleh serangan radikal bebas sehingga 

menyebabkan oksidasi protein, oksidasi protein merupakan bentuk modifikasi 

kovalen oleh oksigen reaktif spesies (ROS). Kerusakan protein pada lensa mata 

menyebabkan katarak. 
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4) Penuaan dini 

Penuaan merupakan hal yang lazim terjadi dengan seiring pertumbuhan 

usia, tetapi dalam kondisi abnormal penuaan bisa terjadi pada waktu yang lebih 

awal, atau yang disebut dengan penuaan dini. Penuaan disebabkan oleh paparan 

radikal bebas yang berlebih dan system imun tidak mampu lagi untuk 

mengontrol keberadaan radikal bebas.  

5) Kerusakan lipid peroksida 

Kerusakan lipid peroksida disebabkan oleh radikal bebas yang menyerang 

asam lemak yang tak jenuh sehingga tubuh akan menghasilkan peroksida. 

Kerusakan sel dapat disebabkan oleh peroksida yang dihasilkan akibat reaksi 

antara zat gizi dalam tubuh sehingga menimbulkan penyakit degeneratif seperti 

kanker, serangan jantung, stroke serta karatak. 

2.4 Antioksidan  

Senyawa radikal bebas yang berantai dapat dinetralkan dengan keberadaan 

antioksidan. Antioksidan mampu menghambat proses oksidasi yang terjadi karena 

pengaruh molekul oksigen yaitu ROS (Reactive Oxygen Species) (Xiao dkk., 2020). 

2.4.1 Definisi Antioksidan 

Secara sederhana pengertian antioksidan menurut Apak (2019) menyatakan 

bahwa antioksidan merupakan zat penghambat atau penunda dari reaksi yang tidak 

diinginkan yaitu reaksi oksidasi. Antioksidan mampu melindungi dan mencegah 

konversi oksidatif melalui spesies reaktif ROS (Reactive Oxygen Species) dan 

Reactive Nitrogen Species (RNS) (Apak, 2019). 



23 
 

 

Antioksidan mampu memberikan efek subtansial dalam bidang kesehatan 

karena dapat memperbaiki penuaan serta memerangi radikal bebas. Salah satu 

contoh sumber antioksidan adalah vitamin C yang dapat berfungsi sebagai 

antioksidan superior untuk mengurangi konsekuensi cedera oksidatif yang dipicu 

dengan adanya polutan, pola makan buruk serta kecemasan, Penyakit degeneratif 

hingga saat ini tidak bisa disembuhkan tetapi dapat dikelola dengan 

mempertahankan nilai hidup salah satunya adalah mencegah reaksi berantai pada 

radikal bebas dari dini dengan merubah gaya hidup dan asupan makanan yang 

mengandung antioksidan tinggi (Fadaka dkk., 2019). 

 

Gambar 2. 10 Aktivitas Antioksidan (Neha dkk., 2019)  
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2.4.2 Jenis Antioksidan 

Antioksidan dapat diklasifikasikan menjadi dua yaitu antioksidan enzimatik 

serta antioksidan non enzimatik (Neha dkk., 2019). 

a) Antioksidan Enzimatik 

Antioksidan enzimatik merupakan antioksidan yang secara alami dihasilkan 

dari dalam tubuh seperti (GPx) glutation peroksidase, (GR) glutation reduktase, 

katalase (CAT) dan peroxiredoxins (Prxs), enzim tersebut dapat menetralkan 

hidrogen peroksida (Chodakowska dkk., 2018). 

b) Antioksidan Non Enzimatik 

Antioksidan non enzimatik merupakan antioksidan yang dapat dihasilkan dari 

luar tubuh seperti α-tocopherol (vitamin E), asam askorbat (vitamin C) serta β-

karoten, polyphenols (flavonoids, stilbenes, phenolic acid dan lignans). Dalam 

berbagai uji klinis yang bertujuan untuk mengetahui efek berbahaya ROS 

menunjukkan hasil bahwa penggunaan antioksidan eksogen dapat memberikan 

pengurangan 28-30% mengurangi oksidasi lipoprotein. 

2.4.3 Antioksidan Berdasarkan Sumbernya 

Berdasarkan sumbernya antioksidan diklasifikasikan menjadi 2 jenis, yaitu 

antioksidan alami, dan antioksidan sintetis, berikut merupakan contoh dari masing-

masing klasifisikasi (Kamoda dkk., 2021). 

a) Antioksidan Alami 

Antioksidan alami dapat diklasifikasikan menjadi dua yaitu antioksidan alami 

yang dapat diperolah secara alami di dalam tubuh yang digunakan sebagai sistem 



25 
 

 

pertahanan tubuh dan antioksidan alami yang dihasilkan dari luar tubuh seperti 

asupan sumber antioksidan dari luar tubuh. Contoh dari antioksidan alami di dalam 

tubuh adalah (GPx) glutation peroksidase, (GR) glutation reduktase, katalase 

(CAT) dan peroxiredoxins (Prxs) dan contoh antioksidan alami dari luar tubuh 

adalah asam askorbat (vitamin C), alfa tokoferol (vitamin E), serta ubiquinon. 

b) Antioksidan Sintetis 

Antioksidan sintetis merupakan antioksidan yang bersumber dari bahan kimia 

dengan proses sintesis, contoh dari antioksidan sintetis adalah BHT (Butyl Hidroksi 

Toluene), BHA (Butyl Hidroksil Anitol), propel galat serta TBHQ (Tert-Butil 

Buinon). 

 

Gambar 2. 11 Klasifikasi Antioksidan (Munteanu dan Apetrei, 2021)  
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2.4.4 Mekanisme Antioksidan 

Mekansime kerja antioksidan adalah menangkap radikal tidak stabil (radikal 

bebas), menghambat peroksida, menghambat insiasi rantai serta menghambat 

abstraksi hidrogen (Andarina dan Djauhari, 2017). 

a) Menangkap radikal tidak stabil (radikal bebas) 

Radikal bebas yang tidak stabil yaitu kondisi dimana senyawa radikal 

kehilangan satu elektron sehingga akan mencari kesetimbangan dan akan bereaksi 

dengan senyawa-senyawa yang ada di dalam tubuh, reaksi tersebut merupakan 

reaksi oksidasi yang berantai, sehingga komposisi radikal bebas akan semakin 

meningkat. Peningkatan radikal bebas menyebabkan stress oksidatif. Salah satu 

senyawa antioksidan yaitu golongan polifenol seperti flavonoid memiliki 

mekanisme sebagai penghambat dari reaksi oksidasi dengan cara radical 

scavenging (penangkapan radikal bebas), senyawa flavonoid akan 

menyumbangkan satu elektron ke sisi radikal bebas yang mengalami 

ketidakstabilan, sehingga radikal bebas akan menjadi senyawa yang stabil dan 

prosentase radikal bebas akan berkurang. Pada (Gambar 2.11) merupakan reaksi 

penghambatan radikal bebas, R• (senyawa radikal bebas), Fl-OH (senyawa 

flavonoid), sedangkan Fl-OH• (radikal flavonoid). 
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Gambar 2. 12 Mekanisme Penghambatan Radikal Bebas 

 Oleh Flavonoid (Ridho dkk., 2014) 

b) Mengambat peroksida 

Peroksida merupakan senyawa yang memiliki ikatan tunggal oksigen-oksigen, 

pembentukan peroksida terjadi pada tahap inisiasi. Radikal bebas akan bereaksi 

dengan oksigen dan menghasilkan senyawa radikal peroksi, kemudian atom dari 

molekul tak jenuh lain akan menghasilkan peroksida serta radikal bebas yang baru. 

Antioksidan berperan sebagai penekanan dari nilai bilangan peroksida. Bilangan 

peroksida merupakan nilai terpenting untuk menentukan derajat kerusakan pada 

minyak atau lemak akibat terbentuknya peroksida. Semakin tinggi antioksidan 

maka semakin besar kemampuan menahan oksidasi dan ditunjukkan dengan nilai 

bilangan peroksida yang semakin rendah, dan sebaliknya jika antioksidan yang 

dihasilkan lemah maka kemampuan menahan oksidasi rendah serta nilai bilangan 

peroksida menunjukkan angka yang besar (Nurminha dan Nuraini, 2021). 
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c) Menghambat abstraksi hidrogen 

Antioksidan memiliki mekanisme menghambat radikal bebas berantai (Chain-

breaking antioxidant), dengan memberikan atomnya ke sisi elektron yang tidak 

berpasangan, serta menangkap radikal bebas yang lain seperti radikal alkoksi dan 

radikal peroksi. Hal tersebut dapat mencegah abstraksi hidrogen atau HAT 

(Hidrogen Atom Transfer) (Santoso, 2021). 

2.5 Pengujian Aktivitas Antioksidan  

Uji aktivitas antioksidan dapat dilakukan secara in vitro, tujuan dari pengujian 

adalah untuk mengetahui seberapa kuat senyawa yang berpotensial sebagai 

antioksidan, secara in vitro uji aktivitas antioksidan di klasifikasikan menjadi dua 

jenis yaitu ORAC dan TEAC, uji ORAC (Oxygen Radical Absorbanse Capacity) 

yaitu uji aktivitas antioksidan dengan prinsip pengukuran kemampuan pemecahan 

reaksi berantai dari radikal bebas oleh antioksidan, kemudian dianalisis 

penghambatan oksidasi radikal peroksil. TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant 

Capacity Method) merupakan uji aktivitas antioksidan dengan menganalisis nilai 

penghambatan radikal bebas oleh antioksidan dengan reaksi transfer elektron ke sisi 

radikal bebas. Contoh metode yang termasuk ke dalam TEAC adalah DPPH, ABTS 

dan FRAP (Munteanu dan Apetrei, 2021). 
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2.5.1 Jenis-Jenis Metode Pengujian Aktivitas Antioksidan 

a) Metode DPPH 

Goldsmith dan Renn menemukan DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

radikal) (DPPH•, DPPH-R), kestabilan DPPH dan potensi redoks yang tinggi untuk 

mengoksidasi antioksidan alami, berdasarkan penemuan tersebut metode 

spektrofotometri dengan DPPH banyak digunakan untuk menguji kapasitas 

antioksidan senyawa kimia yang terdapat pada bahan alam (Flieger, 2020). Metode 

DPPH memiliki kelebihan seperti presisi yang baik, kemudahan dalam melakukan 

percobaan serta stabil pada suhu kamar (Munteanu dan Apetrei, 2021). 

b) Metode ABTS 

Metode ABTS 2,2-Azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid merupakan 

salah satu pengujian aktivitas antioksidan dengan prinsip pengujian yaitu 

menganalisis nilai kapasitas antioksidan yang bereaksi dengan radikal kation 

ABTS. Perubahan warna biru-hijau menandakan bahwa antioksidan akan berubah 

menjadi non radikal. Metode ABTS tidak stabil terhadap cahaya sehingga proses 

pengujian dilakukan dalam kondisi gelap. Waktu inkubasi ABTS untuk mencapai 

reaksi yang optimal dibutuhkan waktu 12-16 jam (Setiawan dkk., 2018). 

Kekurangan metode ABTS adalah dalam tes kinetic, reaksi dalam tes TEAC tidak 

pasti dikarenakan zat dapat bereaksi dengan pengoksidasi, enzim dan kation radikal 

sehingga diperoleh nilai yang berlebihan (Munteanu dan Apetrei, 2021). 
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Gambar 2. 13 Metode ABTS (Munteanu dan Apetrei, 2021) 

 

c) Metode FRAP 

Metode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) merupakan salah satu 

pengujian aktivitas antioksidan yang digunakan pada senyawa metabolit sekunder 

yang ada pada tumbuhan. Prinsip kerja dari metode FRAP adalah terjadi reaksi 

antara antioksidan dan Fe3+- TPTZ (Tris Pyridyl Triaxine), senyawa tersebut dapat 

merusak sel-sel yang ada dalam tubuh (Septy dkk., 2021). 

 

Gambar 2. 14 Metode FRAP (Munteanu dan Apetrei, 2021) 
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2.5.2 Presisi DPPH, ABTS, FRAP 

Presisi merupakan salah satu parameter dalam validasi metode analisis yang 

menunjukkan derajat kesesuaian dari hasil uji dengan hasil pengujian lainnya. 

Presisi dapat dianalisis sebagai parameter seperti repeatability (keterulangan) dan 

reproducibility (ketertiruan). Nilai presisi dapat diolah menggunakan perhitungan 

statistika Standar Deviasi (SD) atau simpangan baku yang akan menghasilkan nilai 

Relative Standart Deviasion (RSD) dan Coeficient Variation (CV). Nilai Presisi 

yang sangat baik ditunjukkan dengan semakin kecil persen RSD atau CV atau 

dengan range < 2% dinyatakan sangat baik (Ayuni, 2022). Nilai presisi DPPH, 

ABTS dan FRAP pada tabel 2.2 memiliki nilai RSD yang berbeda, DDPH memiliki 

nilai presisi yang lebih baik dibandingkan dengan metode ABTS dan FRAP, 

sehingga DPPH digunakan dalam penelitian ini. 

Tabel 2. 1 Presisi Metode DPPH, ABTS dan FRAP 

Peneliti Metode Aktivitas 

Antioksidan 

Data Validasi Metode Analisis 

 

(Zuo dkk., 2021) 

 

DPPH 

Presisi (RSD) = 2,2% 

Akurasi = 96,9% 

Linieritas = 0,999 

LOD = 0,0049 μg/L 

LOQ = 0,016 μg/L 

 

 

(Ferrante dkk., 2019) 

 

ABTS 

Repeatability 

(Nilai presisi dalam CV%) = Pada Trolox 

dengan konsentrasi 1,0; 1,5; dan 2,0 

didapatkan rata-rata CV 8,79% 

 

(Suktham dkk., 2019) 

 

FRAP 

 

Presisi (RSD) = 6,15% 

Linieritas = Correlation coefficient (r2) 

0,997 

LOD = 0,51 mg/L 

LOQ = 1,56 mg/L 
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2.5.3 Prinsip Kerja DPPH 

 

Gambar 2. 15 Metode DPPH (Munteanu dan Apetrei, 2021) 

Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH didasarkan pada penyumbangan 

elektron untuk radikal bebas dari antioksidan dengan tujuan agar senyawa radikal 

DPPH menjadi netral. Reaksi tersebut dapat menyebabkan pengurangan ikatan 

rangkap terkonjugasi sehingga menyebabkan perubahan warna yang terdapat pada 

Gambar 2.14. Aktivitas antioksidan dengan metode netralisasi DPPH akan 

memberikan hasil IC50 (Inhibition Concentration 50%), dapat didefinisikan sebagai 

nilai konsentrasi antioksidan yang mampu menetralkan radikal bebas DPPH awal 

sebesar 50%. Pada pengujian aktivitas antioksidan terdapat kondisi ekuilibrium, 

yaitu merupakan suatu keadaan dimana senyawa radikal DPPH dan antioksidan 

bereaksi pada waktu yang optimal (Munteanu dan Apetrei, 2021). 
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a) Karakteristik Radikal DPPH  

Radikal DPPH memiliki kelarutan yang baik dalam metanol atau etanol, radikal 

DPPH stabil pada suhu kamar dan berwarna ungu. Radikal DPPH bersifat tidak 

stabil terhadap cahaya sehingga proses pengujian dilakukan pada tempat gelap yang 

terhindar dari cahaya matahari (Martiningsih dkk., 2016). 

b) Parameter Metode DPPH  

Intensitas dari antioksidan terklasifikasikan berdasarkan nilai IC50 (Inhibitoin 

Concentration) ditunjukkan pada (Tabel 2.1). Nilai IC50 diperoleh dari persamaan 

linier (y=bx+a) pada % inhibisi vs konsentrasi ekstrak. Nilai y dari persamaan linier 

adalah 50% inhibisi, nilai b adalah slope dari % inhibisi vs esktrak, nilai a adalah 

intercept dari % inhibisi vs esktrak, sedangkan nilai x adalah nilai IC50 (Handayani 

dkk., 2020). 

Tabel 2. 2 Parameter Pengujian Aktivitas Antioksidan DPPH (Salim, 2018) 

Intensitas Kekuatan Aktivitas 

Antioksidan 

Nilai IC 50 

Sangat Kuat < 50 

Kuat 50-100 

Sedang 100-150 

Lemah 151-200 

 

2.5.4 Vitamin C 

Vitamin C atau asam askorbat merupakan salah satu antioksidan yang dapat 

menurunkan efek dari ROS, dimana efek samping tersebut dapat menimbulkan 

kerusakan pada DNA, lipid serta protein. Kerusakan makromolekul tersebut dapat 

menyebabkan penyakit neurodegenerative atau penyakit kronis. Vitamin C sering 

dikaitkan dengan sifat antioksidan yang dapat diperoleh dari bahan alam atau 

eksogenik. Vitamin C sering digunakan sebagai pembanding dibandingkan dengan 
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vitamin A dan E karena Vitamin C memiliki nilai rata-rata IC50 sebesar 14,79 

μg/mL (Lung dan Destiani, 2018) serta pada tingkat presisi menunjukkan bahwa 

vitamin C memiliki presisi yang baik ditunjukkan dengan nilai (HorRat) sebesar 

0,573 (Julizan dkk., 2019). Menurut Horwitz dkk (1980) menyatakan bahwa presisi 

yang baik berada pada rentang < 0,3- 1 (HorRat). 

Vitamin C dapat digunakan sebagai pembanding dalam penentuan aktivitas 

antioksidan, pembanding diperlukan karena untuk mengkonfirmasi bawa prosedur 

dari penentuan aktivitas antioksidan yang dilakukan dalam penelitian sudah tepat, 

sehingga prosedur dalam penelitian dapat digunakan untuk menentukan aktivitas 

antioksidan ekstrak (Julizan dkk., 2019). 

2.6 Spektrofotometri UV-Vis 

Spektrofotometri UV-Vis merupakan salah satu instrumen alat ukur untuk 

menentukan nilai absorbansi dari suatu senyawa. Spektrofotometri UV-Vis 

mengukur absorbansi dari serapan cahaya pada daerah ultraviolet (200-400 nm) 

serta sinar tampak atau visible (400-800 nm) (Abriyani dkk., 2022). 

Spektrofotometri UV-Vis dapat digunakan untuk analisis kualitatif dan kuantitatif, 

tetapi banyak digunakan dalam analisis kuantitatif, hal tersebut dikarenakan 

spektrofotometri UV-Vis melibatkan energi pada pengukuran suatu molekul. 

Kentungan menggunakan spektrofotometri UV-Vis adalah memberikan hasil yang 

akurat dengan kuantitas zat yang sangat kecil serta angka yang otomatis terdeteksi 

oleh detektor dapat tercetak dalam bentuk grafik yang terdapat nilai regresi serta 

dalam bentuk angka digital (Sari dan Hastuti, 2020). 
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2.6.1 Prinsip Kerja Spektrofotometri UV-Vis dan Komponennya 

a) Prinsip Kerja Spektrofotometri UV-Vis 

Prinsip kerja spektrofotometri UV-Vis adalah penyerapan cahaya pada suatu 

larutan yang telah ditentukan konsentrasinya atau disebut dengan spektrofotometri 

absorbansi. Lampu deuterium atau wolfarm merupakan sumber cahaya yang 

terdapat dalam spektrofotometri UV-Vis, kedua komponen tersebut memiliki sifat 

polikromatis yang akan diteruskan ke monokromator melalui lensa pada 

spektrofotometer. Kemudian monokromator akan merubah polikromatis menjadi 

monokromatis. Cahaya dengan panjang tertentu akan diteruskan ke sampel yang 

telah dibuat dengan konsentrasi tertentu, sehingga akan terdapat cahaya yang 

terserap dan terdapat cahaya yang terlewatkan. Detektor akan menerima cahaya 

yang terlewatkan dan secara otomatis menghitung cahaya yang diserap oleh larutan 

atau sampel yang telah ditentukan konsentrasinya. Konsentrasi zat yang terdapat 

dalam sampel memiliki jumlah yang sebanding dengan cahaya yang terserap 

sehingga dapat diketahui konsentrasi zat yang terdapat dalam sampel secara 

kuantitatif dengan cara melakukan perbandingan antara kurva standart dengan 

absorbansi sampel (Sari dan Hastuti, 2020). 
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b) Komponen Spektrofotometri UV-Vis 

Spektrofotometri UV-Vis terdiri dari beberapa komponen, diantaraya sebagai 

berikut (Suhartati, 2017). 

 

Gambar 2. 16 Komponen Spektrofotometri UV-Vis 

1) Sumber Cahaya 

Pada komponen ini terdapat sinar UV yang akan ditembakkan pada sampel. 

Pada komponen ini terdiri dari lampu tungsten (wolfram) yang digunakan untuk 

mengukur sampel pada daerah tampak serta lampu deuterium yang digunakan 

pada panjang gelombang 190-380 nm untuk mengukur sampel yang terletak 

pada daerah UV. 

2) Monokromator 

Monokromator merupakan komponen yang berfungsi sebagai pemisah 

radiasi spektrum lain yang tidak diperlukan. Pada komponen monokromator 

terdapat prisma, kisi difraksi, celah optis dan filter yang masing-masing 

fungsinya sebagai berikut: 

• Prisma, berfungsi sebagai pendispersi radiasi elektromagnetik dengan 

tujuan agar mendapatkan resolusi yang baik dari radiasi polikromatis. 
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• Kisi difraksi, berfungsi sebagai menghasilkan penyebaran dispersi sinar 

secara merata, dengan pendispersi yang sama hasil dispersi akan menjadi 

lebih baik. 

• Celah optis, berfungsi sebagai mengarahkan sinar monokromatis dari 

sumber radiasi 

• Filter, berfungsi untuk menyerap warna komplementer sehingga cahaya 

yang diteruskan merupakan cahaya berwarna yang sesuai dengan panjang 

gelombang yang dipilih. 

3) Kompartemen sampel 

Pada komponen ini digunakan sebagai tempat untuk diletakkannya kuvet, 

kuvet merupakan wadah yang digunakan untuk meletakkan sampel yang akan 

dianalisis, kondisi kuvet yang memenuhi syarat adalah permukaannya yang 

sejajar secara optis, kuvet tidak berwarna sehingga semua cahaya dapat ter 

transmisikan dengan optimal, memiliki bahan yang tidak bereaksi dengan 

bahan-bahan kimia, dan memiliki bahan dasar yang kokoh atau tidak mudah 

rapuh. 

4) Detektor 

Detektor merupakan komponen yang berfungsi sebagai alat yang merubah 

energi cahaya menjadi energi listrik, yang berhubungan dengan daya radiasi 

yang terserap oleh permukaan yang sentisif sehingga memberikan suatu isyarat 

listrik. Terdapat 2 jenis jangkauan gelombang yaitu phototube dan 

photomultiplier dengan jangkauan panjang gelombang 150-1000 nm. 
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5) Sistem pengolah 

Sistem pengolahan merupakan komponenen yang berfungsi sebagai 

pengolah kekuatan arus dari detektor dengan besaran transmisi, kemudian 

diubah menjadi data dengan sistem pembacaan. 

6) Sistem pembacaan 

Sistem pembacaan merupakan komponen yang berfungsi sebagai bagian 

yang menampilkan bentuk % transmitan (%T) maupun Absorbansi (A). 

Serapan sel yang diukur terhadap udara sebagai blanko tidak boleh memiliki 

besar > 0,4 cm/tebal cairan. 

2.6.2 Tipe Spektroforometri UV-Vis 

Secara umum tipe spektrofotometri UV-Vis diklasifikasikan menjadi 2 tipe 

yaitu single-beam dan double-beam (Suhartati, 2017). 

a) Single-beam 

 

Gambar 2. 17 Spektrofotometri UV-Vis Single Beam 

Single-beam digunakan untuk mengukur sinar ultra violet serta sinar tampak 

atau visible, dengan panjang gelombang paling rendah adalah 190-210 nm serta 

paling tinggi adalah 800-1000 nm.  
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b) Double-beam  

 

Gambar 2. 18 Spektrofotometri UV-Vis Double Beam 

Double-beam memiliki dua sinar yang terbentuk dari potongan cermin 

dengan bentuk V atau yang sering disebut dengan pemecah sinar. Sinar yang 

pertama akan melewati blanko sedangkan sinar kedua akan melewati sampel. 

Pada double-beam lampu deuterium untuk sinar UV sedangkan wolfram adalah 

sinar tampak atau visible. Monokromator pada spektrofotometri UV-Vis 

menggunakan lensa prima serta filter optik. Kuvet yang berisi sampel terbuat 

dari kuarsa atau gelas dengan ukuran yang bermacam-macam, serta detektor 

yang berfungsi sebagai penangkap cahaya dari sampel dan akan diubah menjadi 

arus listrik. 

2.6.3 Syarat Menggunakan Spektrofotometri UV-Vis 

Spektrofotometri UV-Vis dapat digunakan untk menganalisis sampel dengan 

berbagai bentuk seperti larutan dan gas. Secara umum sampel dalam bentuk larutan 

sering digunakan, sampel dalam bentuk larutan perlu dibuat dengan kondisi jernih 

sebelum melakukan analisis. Berikut syarat yang harus diperhatikan untuk sampel 

dalam bentuk larutan (Suhartati, 2017) 
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1) Sampel dan pelarut yang digunakan harus memiliki sifat larut yang baik. 

2) Pelarut yang digunakan tidak memiliki sifat dapat menyerap sinar yang 

dipakai oleh sampel. 

3) Memiliki impurity atau kemurnian yang tinggi. 

4) Senyawa yang akan dianalisis tidak memiliki interaksi dengan pelarut yang 

digunakan. 

5) Pelarut yang digunakan tidak memiliki ikatan rangkap terkonjugasi serta 

tidak berwarna. 

Pada tabel 2.3 merupakan pelarut yang memiliki penyerapan pada daerah 

UV, pelarut yang sering digunakan adalah metanol, air, etanol serta n-heksan. 

Tabel 2. 3 Jenis Pelarut Pada Daerah UV 

Pelarut λmaks, nm Pelarut λmaks, nm 

Asetonitril 190 n-heksan 201 

Kloroform 240 Metanol 205 

Sikloheksana 195 Isooktana 195 

1-4 dioksan 215 Air 190 

Etanol 95% 205 Aseton 330 

Benzena 285 Piridina 305 
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BAB 3 KERANGKA KONSEPTUAL 

3.1 Kerangka Konseptual 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Radikal Bebas 

Polusi udara, merokok, 

gaya hidup tidak sehat, 

alkohol, sinar ultra violet 

Peningkatan produksi 

ROS  

Penyakit degeneratif 

(Kanker) 

Antioksidan 

Enzimatik Non enzimatik 

Sintesis 

Metode DPPH 

Analisis pada 

spektrofotometri 

UV-Vis 

IC50 (Inhibition 

Concentration) 

Keterangan: 

 

 

 

 

Alami 

Kontrol Positif 

Vitamin C 

Infusa Daun Jeruk 

Purut (Citrus 

hystrix D.C) 

: Diiteliti 

: Tidak diiteliti 

: Menghambat 
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3.2 Hipotesis 

Hipotesis adalah jawaban sementara terhadap masalah yang menjadi objek 

dalam penelitian. Berikut merupakan hipotesis penelitian: 

H1: Terdapat perbedaan signifikan aktivitas antioksidan infusa daun jeruk purut 

(Citrus hystrix D.C) dengan vitamin C menggunakan metode DPPH (2,2-difenil-1- 

pikrilhidrazil). 

H0: Tidak terdapat perbedaan signifikan aktivitas antioksidan infusa daun jeruk 

purut (Citrus hystrix D.C) dengan vitamin C menggunakan metode DPPH (2,2-

difenil-1- pikrilhidrazil). 
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BAB 4 METODE PENELITIAN 

 

4.1 Desain Penelitian 

Uji aktivitas antioksidan infusa daun jeruk purut (Citrus hystrix D.C) 

merupakan penelitian eksperimental laboratorium dengan metode DPPH (2,2-

difenil-1-pikrilhidrazil) menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

4.2 Variabel Penelitian 

Variabel merupakan suatu hal dalam bentuk apa saja yang telah ditetapkan oleh 

peneliti dengan tujuan penggalian informasi sehingga akan diperoleh hasil dan 

kemudian bisa ditentukan kesimpulannya (Purwanto, 2019). 

4.2.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas atau variabel independent merupakan variabel penyebab 

yang berdampak atau mempengaruhi variabel lain (Purwanto, 2019). Variabel 

bebas dalam penelitian ini adalah infusa daun jeruk purut (Citrus hystrix D.C) 

dengan seri konsentrasi 75 ppm; 100 ppm; 125 ppm; 150 ppm; 175 ppm. 

4.2.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat atau variabel dependent merupakan variabel yang 

dipengaruhi karena adanya variabel bebas, serta variabel terikat memiliki besaran 

tergantung pada variabel bebas, sehingga perubahan sekian satuan pada variabel 

bebas akan berdampak pada perubahan sekian satuan juga pada variabel terikat 

(Purwanto, 2019). Variabel terikat dalam penelitian ini adalah nilai IC50 yang 

menunjukkan aktivitas antioksidan. 
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4.2.3 Variabel Terkendali 

Variabel terkendali atau variabel kontrol merupakan variabel yang dibuat 

konstan atau dikendalikan, sehingga hubungan antara variabel independent dan 

dependent tidak dipengaruhi oleh faktor eksternal yang tidak diteliti (Danuri dan 

Maisaroh, 2019). Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah cara ekstraksi 

daun jeruk purut, suhu pemanasan, pelarut yang digunakan, pengujian aktivitas 

antioksidan, konsentrasi radikal DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serta waktu 

inkubasi. 

4.3 Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kimia dan Biologi Farmasi, 

Program Studi Sarjana Farmasi, Fakultas Ilmu Kesehatan, Universitas dr. Soebandi 

Jember. 

4.4 Waktu Penelitian 

Penelitian uji aktivitas antioksidan infusa daun jeruk purut (Citrus hystrix D.C) 

dengan metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) dimulai bulan Februari 2023. 

4.5 Definisi Operasional 

Definisi operasional merupakan variabel yang di definisikan secara operasional 

dengan cara medeskripsikan variabel penelitian sehingga variabel tersebut akan 

bersifat spesifik dan terukur (measurable), peneliti mampu melakukan pengukuran 

atau observasi secara tepat pada suatu fenomena atau objek (Danuri dan Maisaroh, 

2019). Definisi operasional dalam penelitian ini dapat ditunjukkan pada tabel 4.1 
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Tabel 4. 1 Definisi Operasional  

Variabel Definisi 

Operasional 

Cara Ukur Alat Ukur Skala 

Ukur 

Hasil Ukur 

Seri 

konsentrasi 

infusa daun 

jeruk purut 

Proses 

ekstraksi 

serbuk 

simplisia 

dengan 

pelarut 

aquadest 

secara 

infundasi 

(dipanaskan 

90 ℃ 

selama 15 

menit), 

kemudian 

dibentuk 

seri 

konsentrasi 

larutan uji 

dalam 

satuan ppm 

VI.MI = 

V2.M2 

(Perbandingan 

konsentrasi 

infusa daun 

jeruk purut 

dengan pelarut 

metanol), 

sehingga 

diperoleh 

larutan dengan 

konsentrasi 75 

ppm, 100 ppm, 

125 ppm, 150 

ppm, dan 175 

ppm. 

Mikropipet Rasio Diperoleh masing-

masing konsentrasi 

yang telah diukur 

kemudian diambil 

dengan cara dipipet 

dari larutan induk dan 

dimasukkan ke 

larutan sampel, 

sebagai berikut: 

1. 75 ppm 

sebanyak 

0,15 mL 

2. 100 ppm 

sebanyak 0,2 

mL 

3. 125 ppm 

sebanyak 

0,25 mL 

4. 150 ppm 

sebanyak 0,3 

mL 

5. 175 ppm 

sebanyak 

0,35 mL 

Aktivitas 

Antioksidan 

Hasil nilai 

absorbansi 

infusa daun 

jeruk purut 

(Citrus 

hystrix 

D.C) 

kemudian 

dianalisis 

nilai IC50 

untuk 

menentukan 

persen 

peredaman 

radikal 

bebas 

Pengukuran 

aktivitas 

antioksidan 

dilakukan 

dengan cara 

memipet 

masing-masing 

konsentrasi 

infusa daun 

jeruk purut 

dengan 

konsentrasi (75 

ppm, 100 ppm, 

125 ppm, 150 

ppm, dan 175 

ppm). 

Spektrofotometri  

UV-Vis 

Ordinal a. < 50µg/mL 

menunjukkan 

aktivitas 

antioksidan 

sangat kuat. 

b. 50-100 

µg/mL 

menujukkan 

aktivitas 

antioskidan 

kuat. 

c. 101-150 

µg/mL 

menunjukkan 

aktivitas 

antioksidan 

sedang 

d. 151-200 

µg/mL 

menunjukkan 

aktivitas 

antioksidan 

lemah. 
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4.6 Teknik Pengumpulan Data 

Teknik pengumpulan data merupakan tujuan utama penelitian dan langkah 

paling utama dalam mendapatkan data. Dalam mendapatkan data dapat dilakukan 

berbagai cara, salah satunya adalah dengan metode eksperimen pada laboratorium 

(Danuri dan Maisaroh, 2019). 

4.6.1 Alat dan Bahan 

a) Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah, spektrofotometri UV-Vis 

(Shimadzu UV-1900), kuvet, panci infusa, blender, neraca analitik (CHQ), kompor 

(Hi-coock), corong kaca (merk), botol infusa kapasitas 100 mL, botol vial kapasitas 

10 mL, batang pengaduk, kain flannel, kertas saring, waterbath (memmert), cawan 

porselen, thermometer, stopwatch, beaker glass (pyrex), labu ukur (100 mL, 25 mL 

dan 10 mL) (iwaki), tabung reaksi (iwaki), mikropipet 100-1000 µL (Dragon lab), 

tips mikropipet. 

b) Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun jeruk purut (Citrus 

hystrix D.C) yang di peroleh di Pasar Tanjung Kabupaten Jember, Provinsi Jawa 

Timur, HCl pekat , besi (III) klorida 1%, pereaksi dragendorf, metanol p.a, 

aquadest, asam askorbat (vitamin C), alumunium foil, senyawa DPPH (2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazil) (Sigma Aldrich). 
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4.6.2 Determinasi Daun Jeruk Purut 

Determinasi tanaman merupakan tahapan yang dilakukan dalam penelitian 

untuk memastikan identitas dari tanaman yang akan digunakan sesuai. Tujuan 

dilakukan determinasi tanaman adalah untuk meminimalisir terjadinya kesalahan 

saat pengambilan sampel tanaman (Nurmalasari dkk., 2019). 

Determinasi tanaman daun jeruk purut (Citrus hystrix D.C) dilaksanakan di 

Laboratorium Tanaman Politeknik Negri Jember. 

4.6.3 Pembuatan Simplisia Daun Jeruk Purut 

Pada penelitian ini tanaman yang digunakan adalah daun jeruk purut (Citrus 

hystrix D.C). Daun jeruk purut yang digunakan adalah pada bagian daun yang 

berwarna hijau tua dan segar (Ratseewo dkk., 2016). Menimbang daun jeruk purut 

segar 100 gram, kemudian daun jeruk purut dicuci dengan air mengalir serta 

dilakukan sortasi basah, pengeringan daun jeruk purut menggunakan sinar matahari 

secara tidak langsung selama 3-4 hari saat cuaca cerah, kemudian setelah dalam 

keadaan kering dihaluskan menggunakan blender, sehingga akan dihasilkan 

simplisia daun jeruk purut dalam bentuk serbuk. Simpan simplisia dalam wadah 

kering dan bersih. 

4.6.4 Pembuatan Infusa Daun jeruk Purut 

Simplisia daun jeruk purut yang sudah dalam bentuk serbuk di ekstraksi 

dengan metode infusa, dengan cara menimbang 50 gram serubuk simplisia dengan 

pelarut aquadest 250 mL dan dilakukan pemanasan dengan suhu 90℃ selama 15 

menit ke dalam panci infusa dengan sesekali diaduk, kemudian disaring saat panas 
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dengan bantuan kain flannel dan corong kaca, hasil penyaringan ditampung ke 

dalam botol infusa yang sudah terkalibrasi 250 mL (Salim, 2018). Filtrat hasil 

infundasi daun jeruk purut dikentalkan menggunakan rotary evaporator dengan 

suhu 50 °C (Yanuarty, 2021), sehingga dihasilkan ekstrak kental daun jeruk purut 

(Sulastri dkk., 2020).  

4.6.5 Perhitungan Rendemen Daun Jeruk Purut 

 Tujuan penentuan rendemen adalah untuk mengetahui senyawa metabolit 

sekunder yang terekstraksi oleh pelarut yang digunakan. Faktor yang 

mempengaruhi hasil rendemen adalah kepolaran pelarut yang digunakan serta 

ukuran simplisia. Semakin halus simplisia yang digunakan serta semakain besar 

bahan baku, akan diperoleh nilai rendemen yang semakin banyak (Egra dkk., 2019). 

Perhitungan % rendemen infusa daun jeruk purut dapat dilakukan dengan 

persamaan sebagai berikut (Septiani dkk., 2018) : 

% 𝑹𝒆𝒏𝒅𝒆𝒎𝒆𝒏 =  
𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝐸𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑘𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙(𝑔𝑟𝑎𝑚)

𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑆𝑒𝑟𝑏𝑢𝑘 (𝑔𝑟𝑎𝑚)
× 100%  

Persen rendemen yang memenuhi persyaratan adalah tidak kurang dari 10% 

(Oktapiya dkk., 2022). 

4.6.6 Skrining Fitokimia 

a) Uji Flavonoid 

Uji flavonoid pada ekstrak infusa daun jeruk purut (Citrus hystrix D.C) 

dengan cara menimbang 1 gram ekstrak kemudian ditambahkan 2 tetes HCl pekat, 

kemudian dipanaskan, perubahan warna merah, violet, jingga, hijau dan coklat 

menunjukkan hasil positif flavonoid (Wahyuni dan Nafi’ah, 2021). 
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b) Uji Alkaloid 

 Uji alkaloid pada ekstrak infusa daun jeruk purut (Citrus hystrix D.C) 

dengan cara menimbang 1 gram ekstrak kemudian ditambahkan 2 mL HCl pekat, 

kemudian ditambahkan 3 tetes pereaksi dragendorf. Hasil positif alkaloid ditandai 

dengan perubahan warna endapan jingga pada dragendorf (Mayasari, 2018). 

c) Uji Tannin 

 Uji tannin pada ekstrak infusa daun jeruk purut (Citrus hystrix D.C) dengan 

cara menimbang 1 gram ekstrak, kemudian ditambahkan 10 mL aquadest dan saring 

filtrat dari hasil penyaringan ditambahkan 3-4 tetes pereaksi besi (III) klorida 1%.  

Hasil positif tannin ditandai dengan perubahan warna menjadi biru-hitam (tannin 

pirogalol), hijau-hitam (tannin katekol) (Mayasari, 2018). 

d) Uji Saponin 

Uji saponin pada ekstrak infusa daun jeruk purut (Citrus hystrix D.C) 

dengan cara dimasukkan ke dalam tabung reaksi ekstrak sebanyak 1 gram kemudian 

ditambahkan aquadest panas sampai ekstrak terendam, kemudian kocok tabung 

reaksi tersebut selama 5 menit. Hasil positif saponin ditandai dengan munculnya 

busa dengan rentang waktu 5-10 menit secara konsisten (Handayani dkk., 2020). 
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4.6.7 Pengujian Aktivitas Antioksidan dengan Metode DDPH (2,2-difenil-1-

pikrilhidrazil) 

Tahapan yang dilakukan dalam penentuan aktivitas antioksidan infusa daun 

jeruk purut adalah penyiapan larutan DPPH, penentuan panjang gelombang 

maksimum (λ max) DPPH, penyiapan larutan uji infusa daun jeruk purut, penyiapan 

larutan kontrol positif (vitamin C), optimasi waktu inkubasi antara sampel dan 

DDPH serta pengukuran absorbansi peredaman radikal bebas DPPH untuk 

mengetahui nilai IC50. 

a) Pembuatan Larutan DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) 

Pembuatan larutan DPPH yaitu dengan menimbang serbuk DPPH sebanyak 

5 mg pada labu ukur 100 mL, dengan pelarut metanol p.a, sehingga akan diperoleh 

konsentrasi DPPH sebesar 50 ppm (Maruya Kusuma dkk., 2020). Larutan DPPH 

dihomogenkan kemudian disimpan pada botol gelap (Lembang dkk., 2020). Pada 

penelitian ini menggunakan botol coklat yang dilapisi aluminium foil. 

b) Optimasi Panjang Gelombang Maksimum DPPH (2,2-difenil-1-

pikrilhidrazil) 

Larutan DPPH dipipet sebanyak 3 mL dari larutan DPPH konsentrasi 50 

ppm ke dalam kuvet, kemudian dibaca dengan panjang gelombang 400-800 nm 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis untuk menentukan panjang gelombang 

maksimum seyawa DPPH (Yanuarty, 2021).  
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c) Pembuatan Larutan Uji Infusa Daun Jeruk Purut 

Penentuan aktivitas antioksidan infusa daun jeruk purut dengan 

menggunakan 50 gram serbuk simplisia daun jeruk purut dan dilarutkan dalam 100 

mL aquadest, kemudian dikentalkan menggunakan waterbath, sehingga didapatkan 

ekstrak kental. Ekstrak kental infusa daun jeruk purut dibuat dengan konsentrasi 

5000 ppm, dengan penimbangan ekstrak kental 50 mg dan dilarutkan dengan 10 

mL metanol p.a, kemudian larutan induk 5000 ppm di homogenkan menggunakan 

ultrasonik. Dilakukan pengenceran seri konsentrasi induk ekstrak infusa daun jeruk 

purut dengan berbagai konsentrasi, yaitu 75 ppm; 100 ppm; 125 ppm; 150 ppm; 

175 ppm kemudian ditambahkan metanol p.a 10 mL sampai tanda batas labu ukur 

(Salim, 2018). Cara preparasi larutan induk ekstrak air daun jeruk purut menjadi 

beberapa konsentrasi pada tabel 4.2 sebagai berikut. 

Tabel 4. 2 Preparasi Larutan Induk Ekstrak Daun Jeruk Purut 

Konsentrasi Induk 

(Ektrak Air Daun 

Jeruk Purut) 

Keterangan 

5000 ppm (Induk 

Ekstrak) 

Menimbang 50 mg ekstrak ad 10 mL metanol p.a 

75 ppm Larutan induk esktrak diambil 0,15 mL atau 150 µL (menggunakan 

mikropipet) ad 10 mL metanol p.a 

100 ppm Larutan induk esktrak diambil 0,2 mL atau 200 µL (menggunakan 

mikropipet) ad 10 mL metanol p.a 

125 ppm Larutan induk esktrak diambil 0,25 mL atau 250 µL (menggunakan 

mikropipet) ad 10 mL metanol p.a 

150 ppm Larutan induk esktrak diambil 0,3 mL atau 300 µL (menggunakan 

mikropipet) ad 10 mL metanol p.a 

175 ppm Larutan induk esktrak diambil 0,35 mL atau 350 µL (menggunakan 

mikropipet) ad 10 mL metanol p.a 
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d) Pembuatan Larutan Pembanding Vitamin C 

Vitamin C 2,5 mg ditimbang kemudian dilarutkan ke dalam 25 mL ke dalam 

labu ukur sampai tanda batas dengan metanol p.a, sehingga didapatkan konsentrasi 

100 ppm. Kemudian dilakukan pengenceran konsentrasi vitamin C dengan berbagai 

konsentrasi, yaitu 2 ppm; 4 ppm; 6 ppm; 8 ppm; 10 ppm (Alyidrus dan Nurjannah, 

2021). Cara preparasi larutan induk pembanding vitamin C menjadi beberapa 

konsentrasi pada tabel 4.3 sebagai berikut. 

Tabel 4. 3 Preparasi Larutan Induk Vitamin C 

Konsentrasi 

(pembanding 

vitamin C) 

Keterangan 

100 ppm (Larutan 

induk vitamin C) 

Menimbang vitamin C sebanyak 2,5 mg ad 25 mL metanol p.a 

2 ppm Larutan induk vitamin C diambil 0,2 mL atau 200 µL (menggunakan 

mikropipet) ad 10 mL metanol p.a 

4 ppm Larutan induk vitamin C diambil 0,4 mL atau 400 µL (menggunakan 

mikropipet) ad 10 mL metanol p.a 

6 ppm Larutan induk vitamin C diambil 0,6 mL atau 600 µL (menggunakan 

mikropipet) ad 10 mL metanol p.a 

8 ppm Larutan induk vitamin C diambil 0,8 mL atau 800 µL (menggunakan 

mikropipet) ad 10 mL metanol p.a 

10 ppm Larutan induk vitamin C diambil 1 mL atau 1000 µL (menggunakan 

mikropipet) ad 10 mL metanol p.a 

 

e) Optimasi Waktu Inkubasi  

Larutan DPPH 50 ppm dipipet 2000 µL atau 2 mL dimasukkan ke dalam 

botol vial , serta direaksikan dengan kontrol positif (vitamin C) dan ekstrak dengan 

masing-masing 2000 µL atau 2 mL. Kemudian diamati absorbansi dengan panjang 

gelombang maksimum pada menit ke-0 sampai menit ke-60, dengan selang waktu 

5 menit (Wulandari dkk., 2020). Pada penentuan waktu optimasi paling optimal 

adalah dengan melihat nilai koefisien korelasi (r2) dari data persamaan % inhibisi 

dan konsentrasi (ppm), semakin linier nilai koefisien korelasi maka semakin 
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optimum. Koefisien korelasi dikatakan linier jika nilai r2 sama dengan 1 atau 

mendekati 1 (Setiani dkk., 2017). Proses reaksi antara sampel dan DPPH akan 

menunjukkan perubahan warna radikal DPPH yang memiliki karakteristik 

berwarna ungu akan memudar menjadi warna kuning (Rumangu dkk., 2019). 

f) Pengukuran Aktivitas Antioksidan Infusa Daun Jeruk Purut (Citrus 

hystrix D.C) dengan pembanding Vitamin C 

Membuat larutan kontrol sebagai data absorbansi blanko dengan mengambil 

2 mL metanol p.a sebagai blanko dan 2 mL larutan DPPH, kedua larutan tersebut 

diletakkan kedalam kuvet dan dimasukkan ke dalam spektrofotometri UV-Vis. 

Kemudian mengambil infusa daun jeruk purut dan pembanding vitamin C sebanyak 

2 mL dari masing-masing larutan dari konsentrasi infusa dan jeruk purut (75 ppm; 

100 ppm; 125 ppm; 150 ppm; 175 ppm) dan vitamin C (2 ppm; 4 ppm; 6 ppm; 8 

ppm dan 10 ppm), masing-masing konsentrasi dimasukkan ke dalam botol vial 

ukuran 10 mL dan dilapisi dengan aluminium foil, kemudian ditambahkan 2 mL 

larutan DPPH konsentrasi 50 ppm. Proses tersebut dilakuan replikasi sebanyak 3 

kali, kemudian simpan pada tempat yang tidak terpapar cahaya matahari karena 

dapat mempengaruhi reaksi antara sampel dan radikal DPPH, didiamkan sesuai 

dengan waktu optimasi yang paling efektif. Mengamati absorbansi dengan panjang 

gelombang maksimum yang telah di optimasi menggunakan spektrofotometri UV-

Vis, kemudian menentukan nilai IC50 dari infusa daun jeruk dan vitamin C 

(Rumangu dkk., 2019). 
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g) Analisis IC50 dengan Metode DPPH 

Penentuan aktivitas antioksidan nilai IC50 (Inhibition Concentration 50) 

merupakan konsentrasi antioksidan (µg/mL), yang mampu menghambat radikal 

bebas sebesar 50%. Prosentase % inhibisi ditentukan untuk mengetahui besarnya 

hambatan serapan radikal DPPH dengan mensubtitusikan nilai aborbansi blanko 

dan absorbansi sampel yang telah dianalisis menggunkan spektrofotometri UV-Vis 

ke dalam rumus sebagai berikut,(Handayani dkk., 2020):  

% 𝑰𝒏𝒉𝒊𝒃𝒊𝒔𝒊 =
𝐴0 − 𝐴𝑠

𝐴0
× 100% 

Keterangan: 

A0 = Aborbansi blanko  

As = Absorbansi DPPH dan sampel 

Dari hasil perhitungan % inhibisi pada masing-masing konsentrasi, 

selanjutnya adalah dibuat kurva regresi antara % inhibisi (sebagai sumbu y) dan 

konsentrasi sampel (sebagai sumbu x) sehingga akan diperoleh persamaan y= bx + 

a, data persamaan regresi linier tersebut diperoleh dari hasil penginputan data pada 

aplikasi Micosoft Excel. Nilai (y) merupakan prosentase hambatan 50, nilai (a) 

adalah potongan garis pada sumbu y, nilai (b) adalah slope, sedangkan nilai (x) 

adalah nilai IC50 (Santoso dkk., 2022). Sehingga dapat digunakan rumus sebagai 

berikut (Handayani dkk., 2020):  
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𝑰𝑪𝟓𝟎 =
50 − 𝑎

𝑏
 

Keterangan: 

Y = nilai 50% inhibisi 

a = Potongan garis di sumbu Y 

b = Slope (kemiringan) 

x = Nilai IC50 

Nilai IC50 merupakan parameter yang digunakan untuk mengiterpretasikan hasil 

pengujian aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH. Jika nilai IC50 

menunjukkan nilai konsentrasi rendah maka semakin besar aktivitas penghambatan 

radikal bebas, dan sebaliknya jika nilai IC50 semakin besar maka semakin kecil 

penghambatan pada senyawa radikal bebas (Rahman Oey dkk., 2022). 

h) Teknik Analisa Data 

Perbedaan data nilai IC50 dari infusa daun jeruk purut serta pembanding vitamin 

C akan di uji normalitas menggunakan (Shapiro-Wilk) sebagai syarat uji analisis T-

test (Independent Sample T-Test). Data dinyatakan terdistribusi normal jika data 

menunjukkan hasil signifikan p > 0,05 sedangkan data terdistribusi homogen jika 

data menunjukkan hasil signifikan p > 0,05. Data IC50 dianalisis menggunakan uji 

T tidak berpasangan untuk melihat perbedaan IC50 antara infusa daun jeruk purut 

dengan vitamin C. Jika nilai signifikan p < 0,05 maka hipotesis nol (H0) ditolak 

dan hipotesis alternatif (H1) diterima (Magdalena dan Angela Krisanti, 2019). 
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BAB 5 HASIL PENELITIAN 

 

5.1 Identifikasi Senyawa Antioksidan Ekstrak Daun Jeruk Purut (Citrus 

hystrix D.C) 

5.1.1 Hasil Determinasi Tanaman 

Determinasi tanaman daun jeruk purut dilakukan di UPT (Pengembangan 

Pertanian Terpadu) Politeknik Negeri Jember. Hasil determinasi dapat dilihat pada 

lampiran 1. Determinsi tanaman daun jeruk purut menyatakan bahwa tanaman daun 

jeruk purut yang digunakan untuk penelitian sudah dapat di validasi kebenarannya 

yaitu dengan spesies Citrus hystrix D.C yang tergolong dalam family rutaceae. 

5.1.2 Pengambilan dan Pengolahan Sampel 

Pengambilan sampel daun jeruk purut dilakukan di Pasar Tanjung Kabupaten 

Jember. Pengolahan sampel daun jeruk purut dilakukan dengan beberapa tahapan 

yaitu sortasi basah, pencucian, pengeringan, sortasi kering, penghalusan simplisia, 

dan didapat hasil akhir berupa serbuk halus sebanyak 50 g. Hasil dokumentasi dapat 

dilihat pada lampiran 2. 
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5.1.3 Ekstraksi (Hasil Nilai % Rendemen Infusa Daun Jeruk Purut) 

 

Gambar 5. 1 Ekstrak Kental Daun Jeruk Purut 

Ekstraksi daun jeruk purut (Citrus hystrix D.C) dilakukan menggunakan metode 

infusa dengan pelarut aquadest sebanyak 250 mL kemudian dipanaskan selama 15 

menit dengan suhu 90℃, kemudian dikentalkan menggunakan waterbath sehingga 

didapatkan ekstrak kental sebanyak 10,53 g dari 50 g serbuk simplisia daun jeruk 

purut, sehingga diperoleh rendemen 21,06%. Nilai % rendemen dapat dilihat pada 

tabel 5.1 dan pada lampiran 4, Proses pembuatan esktrak dapat dilihat pada 

lampiran 3 

Tabel 5. 1 Hasil Rendemen Ekstrak Daun Jeruk Purut 

Berat serbuk simplisia daun 

jeruk purut (g) 

 

Berat ekstrak kental daun 

jeruk purut (g) 

% Rendemen ekstrak daun 

jeruk purut 

50 g 

 

10,53 g 21,06% 
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5.1.4 Skrining Fitokimia 

 

Gambar 5. 2 Skrining Fitokimia Ekstrak Daun Jeruk 

Skrining fitokimia dilakukan untuk mengetahui dan mengidentifikasi secara 

kualitatif jenis metabolit sekunder yang terkandung dalam sampel. Berdasarkan 

penelitian yang telah dilakukan bahwa daun jeruk purut memiliki kandungan 

senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid, alkaloid, tannin dan saponin yang 

dapat dilihat pada tabel 5.2. 
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Tabel 5. 2 Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Daun Jeruk Purut 

Senyawa Pereaksi Pustaka Hasil 

Pengamatan 

Kesimpulan 

 

Flavonoid 

 

 

HCL 

pekat 

Menimbang 1 gram esktrak kental + 

2 tetes HCl pekat, positif flavonoid 

ditunjukkan dengan perubahan warna 

merah, coklat, violet, hijau dan jingga 

(Wahyuni dan Nafi'ah, 2021). 

 

Larutan 

berwarna 

coklat 

 

(+) 

 

Alkaloid 

 

HCl 

pekat + 

Reagen 

dragendr

of 

Menimbang 1 gram ekstrak + 2 mL 

HCl pekat + reagen ragendorf, positif 

alkaloid ditunjukkan dengan 

perubahan warna jingga atau orange 

(Mayasari, 2018). 

 

Larutan 

berwarna 

jingga 

(orange) 

 

(+) 

 

Tannin 

 

FeCl3 

Menimbang 1 gram esktrak + 5 mL 

aquadest saring filtrat dan 

ditambahkan FeCl3 1% sebanyak 4 

tetes, positif alkaloid ditunjukkan 

dengan perubahan warna biru-hitam 

dan hijau-hitam (Mayasari, 2018) 

 

Larutan 

berwarna 

hijau 

kehitaman 

 

(+) 

 

Saponin 

 

Aquadest 

panas 

Menimbang 1 gram ekstrak kemudian 

ditambahkan aquadest panas sampai 

ekstrak terendam, kemudian kocok 

tabung selama 5 menit. Positif 

saponin ditunjukkan dengan terdapat 

busa yang konsisten selama 5 menit 

(Handayani dkk, 2020). 

 

Timbul busa 

yang bertahan 

5 menit pada 

larutan 

 

(+) 

 

5.2 Analisis Nilai Inhibisi Konsentrasi 50% (IC50) 

5.2.1 Optimasi Panjang Gelombang 

Panjang gelombang DPPH ditentukan menggunakan instrument 

spektrofotometri UV-Vis, optimasi dilakukan dengan mengambil DPPH 50 ppm 

sebanyak 3 mL. Hasil serapan maksimum menunjukkan hasil 0,739 pada panjang 

gelombang 516 nm. Hasil pengukuran optimasi panjang gelombang maksimum 

dapat dilihat pada gambar 5.1 serta lampiran 6. 
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Gambar 5. 3 Optimasi Panjang Gelombang Maksimum DPPH 50 ppm 

 

5.2.2 Optimasi Waktu Inkubasi Vitamin C 

Optimasi waktu inkubasi pada vitamin C menunjukkan waktu optimum pada 

menit ke-40, hasil tersebut dapat dilihat pada nilai r2 yang mendekati 1 dan nilai 

IC50 yang menunjukkan hasil paling kuat. Hasil absorbansi pada menit ke-5 sampai 

menit ke-60 untuk penentuan waktu inkubasi optimum vitamin C dapat dilihat pada 

gambar 5.2 dan lampiran 7. 
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Gambar 5. 4 Optimasi Waktu Inkubasi Vitamin C 

 Dari nilai absorbansi yang diperoleh dari pembacaan instrument 

spektrofotometri UV-Vis, kemudian di olah menjadi data % Inhibisi sehingga dapat 

diperoleh persamaan regresi linier y=bx+a, nilai r2 serta nilai IC50 pada menit ke-5 

sampai menit ke-60 dengan selang waktu 5 menit. Hasil optimasi waktu inkubasi 

vitamin C memiliki waktu optimum pada menit ke-40 dengan nilai r2 mendekati 1 

dan nilai IC50 rendah yaitu dengan persamaan regresi y= 5,352x – 9,6 dengan nilai 

r2 0,9800 serta nilai IC50 11,1 µg/mL, hal tersebut bisa dilihat pada tabel 5.3 dan 

lampiran 7. 

  

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

Menit

5

Menit

10

Menit

15

Menit

20

Menit

25

Menit

30

Menit

35

Menit

40

Menit

45

Menit

50

Menit

55

Menit

60

Optimasi Waktu Inkubasi Vitamin C

Keterangan: 

 

 

2 ppm 

 

 

4 ppm 

 

 

6 ppm 

 

 

8 ppm 

 

 

10 ppm 

 

 



62 
 

 

Tabel 5. 3 Optimasi Waktu Inkubasi Menit 5-60 

Waktu 

(Menit) 

Persamaan regresi Nilai r2 Nilai IC50 

(µg/mL) 

5 y= 4,8685x – 3,783 0,9568 11,04 

10 y= 4,9995x – 5,077 0,9600 11,01 

15 y= 5,0264x – 5,7772 0,96543 11,09 

20 y= 5,088x – 6,556 0,970 11,1 

25 y= 5,0803x – 6,9424 0,9751 11,20 

30 y= 5,1816x – 7,9822 0,9737 11,19 

35 y= 5,2645x – 8,587 0,97502 11,12 

40 y= 5,352x - 9,6 0,9800 11,1 

45 y= 5,2295x – 9,733 0,98222 11,42 

50 y= 5,28995x – 10,0383 0,9847 11,3 

55 y= 5,3245x – 10,465 0,9883 11,35 

60 y= 5,2975x – 10,521 0,9889 11,24 

 

5.2.3 Pengukuran Absorbansi Vitamin C dan Ekstrak Daun Jeruk Purut 

Pengujian aktivitas antioksidan vitamin C dan ekstrak daun jeruk purut 

dilakukan dengan instrument spektrofotometri UV-Vis dengan panjang gelombang 

516 nm dan dengan waktu inkubasi selama 40 menit pada ruangan gelap pada suhu 

dingin. Dari hasil pembacaan pada spektrofotometri UV-Vis didapatkan data 

absorbansi vitamin C dan ekstrak daun jeruk purut, dari data nilai absorbansi 

tersebut akan diolah menjadi data % Inhibisi. Hasil % Inhibisi pada vitamin C dan 

ekstrak daun jeruk purut dalam dilihat pada tabel 5.4. 
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Tabel 5. 4 Hasil Absorbansi Vitamin C dan Ekstrak Daun Jeruk Purut 

 

Senyawa 

 

Konsentrasi 

(ppm) 

  

Absorbansi (Replikasi) 

  

x̄ ± SD 

  1 2 3  

Blanko  0,723 0,723 0,723  

Vitamin 

C 

2 ppm 0,686 0,689 0,699 0,69133 ± 0,006807 

 4 ppm 0,583 0,593 0,591 0,589 ± 0,005292 

 6 ppm 0,327 0,331 0,325 0,327667 ± 0,003055 

 8 ppm 0,196 0,195 0,198 0,196333 ± 0,001528 

 10 ppm 0,039 0,025 0,027 0,030333 ± 0,007572 

Blanko  0,807 0,807 0,807  

Ekstrak  75 ppm 0,563 0,561 0,562 0,562 ± 0,001 

 100 ppm 0,458 0,474 0,455 0,46233 ± 0,010214 

 125 ppm 0,343 0,312 0,319 0,32466 ± 0,016258 

 150 ppm 0,289 0,292 0,298 0,293 ± 0,004583 

 175 ppm 0,208 0,178 0,221 0,20233 ± 0,022053 

 

Tabel 5. 5 Hasil % Inhibisi Vitamin C dan Ekstrak Daun Jeruk Purut 

 

Senyawa 

 

Konsentrasi 

(ppm) 

 % Inhibisi 

(Replikasi) 

  

x̄ ± SD 

  1 2 3  

Vitamin C 2 ppm 5,117 4,70 3,319 4,379 ± 0,941086  

 4 ppm 19,36 17,99 18,25 18,534 ± 0,7277 

 6 ppm 54,77 54,21 55,04 54,6734 ± 0,4233 

 8 ppm 71,99 73,02 72,61 72,54 ± 0,5185 

 10 ppm 94,6 96,54 96,26 95,8 ± 1,0486 

Ekstrak  75 ppm 30,23 30,48 30,35 30,354 ± 0,12503 

 100 ppm 43,24 41,26 43,61 42,7034 ± 1,2635 

 125 ppm 57,49 61,33 60,47 59,764 ± 2,0152 

 150 ppm 64,18 63,81 63,07 63,687 ± 0,56518 

 175 ppm 74,22 77,94 72,61 74,924 ± 2,73372 

 

Tabel 5. 6 Persamaan Regresi Linier Vitamin C dan Ekstrak Daun Jeruk Purut 

Senyawa Replikasi Nilai Regresi linier 

 
Nilai r2

 

Vitamin C 1 y = 11,579x –20,3114 0,99247 

 2 y = 11,963x – 22,326 0,9922179 

 3 y = 12,0120x – 22,9768 0,992457 

Ekstrak 1 y = 0,43568x – 0,588 0,992 

 2 y = 0,46988x – 3,771 0,980982 

 3 y = 0,41592x + 2,032 0,97483 
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5.2.4 Hasil Analisis Nilai IC50 Vitamin C dan Ekstrak Daun Jeruk Purut 

Nilai absorbansi pada larutan DPPH dan sampel dihitung sebagai data % 

inhibisi. Data % inhibisi disubtitusikan ke dalam persamaan regresi y = bx+a 

sebagai sumbu y (ordinat) serta data konsentrasi sampel (ppm) sebagai sumbu x 

(absis), dari perhitungan tersebut akan didapatkan nilai IC50. Pada pengujian 

aktivitas antioksidan vitamin C dihasilkan aktivitas antioksidan tertinggi pada 

replikasi ke-2 dengan nilai IC50 sebesar 6,0594 µg/mL dengan rata-rata dan SD 

sebesar 6,05086 ± 0,00833, seperti yang ditunjukkan oleh tabel 5.7 dan terlampir 

pada lampiran 11. 

Tabel 5. 7 Nilai IC50 Vitamin C 

Replikasi 

(Vitamin C) 

IC50 (µg/mL) x̄ ± SD Kategori 

1 6,0719    

2 6,0594 6,05086 ± 0,00833 Sangat Kuat 

3 6,0752   

 

Pada pengujian aktivitas antioksidan ekstrak daun jeruk purut tertinggi 

dihasilkan pada replikasi ke-2 dengan nilai IC50 sebesar 114,4 µg/mL dengan rata-

rata dan SD sebesar 115,273± 0,85096, seperti yang ditunjukkan oleh tabel 5.8 dan 

terlampir pada lampiran 10. 

Tabel 5. 8 Nilai IC50 Ekstrak Daun Jeruk Purut 

Replikasi 

(Ekstrak Daun 

Jeruk Purut) 

 

IC50 (µg/mL) 

 

x̄ ± SD 

 

Kategori 

1 116,1    

2 114,4 115,273± 0,85096 Sedang 

3 115,32   
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5.2.5 Hasil Analisis Data 

 

Perbedaan data nilai IC50 infusa daun jeruk purut dan vitamin C diolah 

menggunakan aplikasi SPSS. Untuk mengetahui perbedaan nilai IC50 dilakukan uji 

independent T-test. Syarat untuk melakukan independent T-test adalah melakukan 

uji normalitas Shapiro-Wilk dan uji homogenitas. Data terdistribusi normal jika 

nilai sig value > 0,05, dimana nilai sig value dari infusa daun jeruk purut adalah 

0,909 dan vitamin C 0,381. Data terdistribusi homogen jika nilai sig value > 0,05, 

dimana sig value yang dihasilkan adalah 0,98. Dari hasil analisa statistik dapat 

disimpulkan bahwa data terditribusi normal dan homogen, sehingga bisa dilakukan 

uji independent T-test. Data pada uji independent T-test dapat dikatakan beda 

signifikan jika nilai p value < 0,05, hasil dari uji independent T-test pada penelitian 

ini adalah 0,00, hasil interpretasi data statistik dapat dilihat pada lampiran 13. Dapat 

disimpulkan bahwa H1 diterima dan H0 ditolak, dikarenakan uji aktivitas 

antioksidan infusa daun jeruk purut dan vitamin C memiliki perbedaan yang 

signifikan. 

Senyawa x̄ ± SD p-value 

Vitamin C 6,0688 ± 0,00833 0.000* 

Ekstrak 115,273 ± 0,85096  

*p < 0,05 
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BAB 6 PEMBAHASAN 

6.1 Identifikasi Senyawa Antioksidan Ekstrak Daun Jeruk Purut (Citrus 

hystrix D.C) 

6.1.1 Ekstraksi Daun Jeruk Purut (Citrus hystrix D.C)  

Tanaman daun jeruk purut diperoleh secara acak di Pasar Tanjung Kabupaten 

Jember. Tanaman yang telah diperoleh dipastikan kebenarannya dengan melakukan 

determinasi tanaman di Laboratorium Tanaman Politeknik Negeri Jember. 

Determinasi tanaman perlu dilakukan karena proses determinasi dapat 

meminimalisir kesalahan dan untuk memastikan kebenaran identitas tanaman saat 

pengumpulan bahan (Sawiji dkk., 2020), hal tersebut juga merupakan salah satu 

tahapan dari penelitian ini, pada hasil determinasi menyatakan bahwa daun jeruk 

purut yang digunakan pada penelitian ini menunjukkan identitas tanaman yang 

sesuai dan memiliki nama spesies Citrus hystrix D.C. 

Tanaman daun jeruk purut yang telah diperoleh secara acak dilakukan tahap 

pensortiran, hal tersebut bertujuan agar daun jeruk purut terpisah dari bagian yang 

tidak digunakan serta bebas dari pengotor, pensortiran perlu dilakukan karena hasil 

pensortiran mempengaruhi mutu simplisia, karena dalam tanaman terdapat bahan-

bahan asing seperti bagian daun yang telah rusak, tanah, serangga, serta bagian yang 

tidak digunakan, bahan asing tersebut dapat memicu pertumbuhan mikroba 

sehingga dapat mempengaruhi mutu simplisia (Indriaty dkk., 2021). Setelah proses 

pensortiran selesai kemudian dilakukan pencucian daun jeruk purut dengan air 

bersih seperti air sumur, air PAM dan sumber mata air. Tujuan dilakukan pencucian 

adalah untuk memisahkan bahan pengotor seperti tanah atau kotoran lain (Indriaty 
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dkk., 2021). Kemudian dilakukan proses pengeringan daun jeruk purut dengan 

mengunakan sinar matahari selama 4 hari. Tujuan pengeringan adalah untuk 

mengurangi kadar air dan meminimalisir pertumbuhan mikroba serta menghentikan 

rekasi enzimatik sehingga sampel akan memiliki waktu simpan yang lebih lama dan 

stabil (Fajriyah dan Qulub, 2018). Pengeringan dengan sinar matahari memiliki 

kelebihan dibandingkan dengan pengeringan oven, hal tersebut sesuai dengan hasil 

penelitian Hurawati dkk (2016) bahwa kadar air lebih banyak berkurang 

menggunakan pengeringan sinar matahari dibandingkan dengan pengeringan pada 

oven, dimana kadar air menggunakan sinar matahari sebesar 14,76% dan kadar air 

menggunakan oven sebesar 23,66% (Huriawati dkk., 2016). Proses pengeringan 

yang baik dan sudah dikatakan selesai jika kandungan air yang terdapat dalam 

tanaman menghilang, warna daun jeruk purut berubah menjadi kecoklatan, mudah 

dipatahkan (Sutriyono dan Ali, 2018). Setelah dilakukan proses pengeringan 

kemudian dilakukan proses penghalusan simplisia daun jeruk purut dengan 

menggunakan blender, Tujuan penghalusan adalah agar simplisia daun jeruk purut 

memiliki ukuran partikel yang lebih kecil, sehingga semakin besar kontak simplisia 

dengan pelarut saat dilakukan proses ekstraksi, hal tersebut dapat mempermudah 

pelarut untuk menarik senyawa-senyawa dari simplisia (Husni dkk., 2018). 

Proses ekstraksi dilakukan dengan cara menimbang serbuk simplisia daun jeruk 

purut sebanyak 50 g dengan pelarut aquadest 250 mL dengan menggunakan metode 

esktraksi infusa dengan suhu 90℃ selama 15 menit (Wijaya dkk., 2018). Prosedur 

kerja ekstraksi infusa adalah dengan memasukkan serbuk simplisia daun jeruk purut 

50 g pada panci atas (A) kemudian ditambahkan aquadest sebanyak 250 mL, pada 
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panci bawah (B) diletakkan air yang sudah dipanakan terlebih dahulu, kemudian 

dipanaskan sampai dengan suhu 90℃ selama 15 menit. Kelebihan metode ekstraksi 

infusa adalah metode ekstraksi secara sederhana dan prosedur ekstraksi sesuai 

dengan pembuatan obat tradisional yang dikenal oleh masyatakat. Prinsip penarikan 

senyawa kimia adalah like disolve like dimana senyawa polar akan tersari dengan 

pelarut polar sedangkan senyawa non polar akan tersari dengan pelarut non polar. 

Salah satu contoh senyawa yang larut dalam pelarut polar adalah flavonoid, 

sebagian besar senyawa flavonoid berbentuk glikosida yang bersifat dapat larut 

dalam pelarut air serta sedikit larut dalam pelarut organik, sehingga flavonoid dapat 

tersari dengan metode infusa (Firmanto dkk., 2023). 

Proses pengentalan ekstrak daun jeruk purut dilakukan untuk mengetahui nilai 

% rendemen. Proses pengentalan esktrak menggunakan waterbath dengan suhu 

50℃ (Rumayar dkk., 2020). Pada proses pengentalan menggunakan suhu 50℃ 

dikarenakan senyawa kimia yang terdapat dalam daun jeruk purut memiliki titik 

didih terendah sebesar 50℃ sehingga senyawa yang terkandung dalam daun jeruk 

purut tidak mengalami kerusakan. Flavonoid memiliki titik didih ± 55℃ dan tidak 

mengalami kerusakan sampai suhu 90℃ (Wahyuni dkk., 2018), alkaloid memiliki 

titik didih 95-97℃ dan tahan pada suhu 138℃ (Majdiyah dkk., 2021), tannin 

memiliki titik didih 60℃ dan mengalami kerusakan pada suhu 80℃ (Zsa dan 

Oematan, 2015) serta saponin memiliki titik didih 158℃ dan pada proses ekstraksi 

saponin tahan pada suhu 70℃ (Santosa dkk., 2018). 
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6.1.2 Nilai % Rendemen Infusa Daun Jeruk 

Ekstrak kental daun jeruk purut yang diperoleh adalah sebanyak 10,53 g dari 

bobot simplisia 50 g dengan nilai rendemen sebesar 21,06% dan ekstrak kental 

berwarna coklat. Nilai % rendemen diperoleh dengan membandingkan berat 

ekstrak kental (gram) dengan berat simplisia (gram) kemudian dikalikan 100 

sehingga nilai rendemen akan berbentuk persen (Wijaya dkk., 2018). Nilai 

rendemen berhubungan dengan senyawa metabolit sekunder yang terekstraksi 

sehingga penentuan nilai % rendemen pada penelitian ini perlu dilakukan. Semakin 

besar nilai rendemen maka mutu ekstrak dikategorikan sangat baik, syarat nilai 

rendemen yang dikategorikan sangat baik adalah jika nilai rendemen lebih dari 10% 

(Anjaswati dkk., 2021), pada penelitian ini dihasilkan rendemen 21,06% sehingga 

dapat dikategorikan sangat baik. Metode esktraksi infusa daun jeruk purut memiliki 

nilai rendemen yang lebih baik dibandingkan dengan metode esktraksi lain, hal 

tersebut dapat dilihat pada tabel 6.1. Faktor yang mempengaruhi perbedaan nilai % 

rendemen adalah dari jenis metode ekstraksi serta pelarut yang digunakan (Wijaya 

dkk., 2018). 
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Tabel 6. 1 Nilai % Rendemen Daun Jeruk Purut Berbagai Metode Ektraksi 

Peneliti Tahun Judul Penelitian % 

Rendemen 

Metode 

esktraksi 

Pelarut 

Sari dan 

Ayati 

2018 Penentuan Aktivitas Antioksidan 

Ekstrak Etanol Daun Jeruk Purut 

(Citrus hystrix D.C) Dengan 

Metode DPPH (1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl) 

5,38% Maserasi Etanol 

70% 

      

Zuhria dkk 2017 Perbandingan Nilai Aktivitas 

Antioksidan Ekstrak Daun Jeruk 

Purut (Citrus hystrix) Dan 

Bentuk Liposomnya 

 

9,85% Maserasi Etanol 

96% 

Astriani 

dan 

Marchelia 

2021 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak 

Daun Jeruk Purut (Citrus hytrix) 

Terhadap Escheria coli 

14% Perkolasi Etanol 

96% 

 

Handayani 

dkk 

 

2020 

 

Studi Komparasi Aktivitas 

Antioksidan Daun Jeruk Purut 

(Citrus hystrix DC) dan Daun 

Jeruk Nipis (Citrus aurantifolia 

(christm) swingle) Asal Kota 

Ternate Mengunakan Metode 

Peredaman Radikal Bebas DPPH 

 

11,313% 

 

Maserasi 

 

Etanol 

96% 

 

6.1.3 Skrining Fitokimia Ekstrak Daun Jeruk Purut  

Skrining fitokimia merupakan analisis kualitatif yang bertujuan untuk 

mengetahui senyawa metabolit sekunder yang terlarut saat proses ekstraksi. Pada 

penelitian ini dilakukan skrining fitokimia pada senyawa flavonoid, alkaoid, tannin 

dan saponin dikarenakan senyawa tersebut berpotensi sebagai antioksidan (Nurulita 

dkk., 2019). Hasil skrining fitokimia pada penelitian ini menunjukkan bahwa 

ekstrak daun jeruk purut mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, tannin dan 

saponin. Menurut hasil penelitian lain menunjukkan bahwa skrining fitokimia 

esktrak etanol daun jeruk purut dengan metode maserasi mengandung senyawa 

flavonoid, saponin, tannin (Handayani dkk., 2020), serta dengan metode perkolasi 

esktrak etanol daun jeruk purut mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, tannin 

serta saponin (Astriani dan Marcellia, 2021). Pebedaan hasil skrining fitokimia 
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dikarenakan kepekaan metode uji yang digunakan terhadap senyawa kimia yang 

terkandung dari sampel yang diuji serta dapat dipengaruhi oleh ketinggian tempat 

tumbuh tanaman serta karakteristik tanah (Purwati dkk., 2017). 

Ekstrak daun jeruk purut dikatakan positif flavonoid jika penambahan HCl 

pekat memberikan perubahan warna coklat dikarenakan senyawa flavonoid pada 

ekstrak daun jeruk purut membentuk aglikon (agikon polihidroksi dan polimetoksi) 

serta membentuk glikosida (Wahyuni dkk., 2018).Ekstrak daun jeruk purut 

dikatakan positif alkaloid jika penambahan peraksi dragendorf menunjukkan 

perubahan warna jingga, perubahan warna tersebut dikarenakan atom nitrogen yang 

ada pada alkaloid daun jeruk purut membentuk ikatan kovalen dengan K+ sehingga 

terjadi perubahan warna senyawa uji menjadi warna jingga (Ayuchecaria dkk., 

2020). Ekstrak daun jeruk purut dikatakan positif tannin dengan perubahan warna 

menjadi hijau kehitaman dikarenakan senyawa tannin membentuk senyawa 

kompleks dengan penambahan pereaksi ion Fe3+ (Purwati dkk., 2017). Ekstrak daun 

jeruk purut dikatakan postif saponin dengan terbentuknya busa yang konsisten, hal 

tersebut dikarenakan keberadaan glikosida yang memiliki kemampuan membentuk 

buih dalam air yang akan terhidrolisis menjadi glukosa serta senyawa lain (Purwati 

dkk., 2017). 

6.2 Analisis Nilai % Inhibisi (IC50) Ekstrak Daun Jeruk Purut 

Uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode peredaman radikal bebas 

terhadap senyawa radikal DPPH (2,2-difenil-1-1pikrilhidrazil) dengan sampel 

esktrak daun jeruk purut menggunakan metode ekstraksi infusa. Tujuan pengujian 

aktivitas antioksidan adalah untuk menentukan nilai IC50, nilai tersebut akan 
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menunjukkan kemampuan esktrak daun jeruk purut dalam menghambat radikal 

bebas, semakin kecil nilai IC50 maka semakin besar aktivitas antioksidan yang 

dihasilkan (Lady dkk., 2023). Nilai IC50 merupakan konsentrasi senyawa uji untuk 

menghambat senyawa radikal sebesar 50% (Utari, 2017). Metode DPPH memiliki 

prinsip kerja yang didasarkan pada penyumbangan elektron pada senyawa radikal 

bebas sehingga akan menghasilkan radikal DPPH yang bersifat non radikal, reaksi 

tersebut menyebabkan pengurangan ikatan rangkap terkonjugasi sehingga akan 

mengakibatkan perbahan warna dari ungu tua menjadi ungu muda sampai kuning, 

semakin kuat % penghambatan semakin pudar warna yang dihasilkan (Munteanu 

dan Apetrei, 2021). 

6.2.1 Optimasi Panjang Gelombang Maksimum DPPH 

Tahap pertama yang dilakukan pada penelitian ini adalah optimasi panjang 

gelombang maksimum DPPH (2,2-difenil-1-1pikrilhidrazil) menggunakan 

spektrofotometri UV-Vis. Panjang gelombang maksimum merupakan serapan 

tertinggi. Penentuan panjang gelombang maksimum pada senyawa DPPH bertujuan 

untuk mengetahui serapan maksimal serta meningkatkan akurasi dan 

meminimalkan kesalahan serta untuk mengukur perubahan serapan pada setiap 

konsentrasi (Damayanti dan Kurniawati, 2017). Hasil optimasi panjang gelombang 

maksimum pada penelitian ini menunjukkan bahwa senyawa DPPH memiliki 

panjang gelombang maksimum (λ max) sebesar 516 nm dengan serapan 0,739 dapat 

dilihat pada lampiran 1. Panjang gelombang maksimum yang digunakan untuk 

pengujian aktivitas antioksidan bervariasi. Menurut penelitian Yuliani (2015) 

menyatakan bahwa DPPH memiliki panjang gelombang maksimum sebesar 517,6 



73 
 

 

nm dengan absorbansi 0,975, menggunakan tipe spektrofotometri UV-Vis 

shimadsu W-1700 (Yuliani dan Dienina, 2015). Pada penelitian Salim (2018)  

menyatakan bahwa DPPH memiliki panjang gelombang maksimum sebesar 515 

nm dengan absorbansi 0,750, menggunakan tipe spektrofotometri UV-Vis T70 

(Salim, 2018). Pada penelitian Kristiningrum (2018) menyatakan bahwa DPPH 

memiliki panjang gelombang maksimum sebesar 515 nm dengan absorbansi 0,800, 

menggunakan tipe spektrofotometri Hitachi U-1800 (Kristiningrum dkk., 2018). 

Perbedaan panjang gelombang maksimum senyawa DPPH dikarenakan beberapa 

faktor yaitu jenis instrument spektrofotometer yang digunakan, pelarut, konsentrasi 

DPPH serta jenis kuvet (Rahayu dkk., 2021). 

6.2.2 Optimasi Waktu Inkubasi 

Tahapan berikutnya  adalah optimasi waktu inkubasi optimum atau operating 

time, tahapan tersebut diuji untuk menentukan waktu optimum yang dibutuhkan 

agar senyawa DPPH dengan senyawa uji bereaksi secara optimum, tahapan ini 

dilakukan untuk meminimalisir kesalahan serta dapat diketahui secara pasti waktu 

terbaik penghambatan DPPH serta untuk mengetahui waktu yang dibutuhkan 

pembanding (vitamin C) tetap habis bereaksi (Agustiarini dkk., 2022). Pengujian 

waktu inkubasi optimum diukur dengan spektrofotometri UV-Vis menggunakan 

panjang gelombang maksimum 516 nm selama menit ke-5 sampai menit ke-60. 

Hasil optimasi waktu inkubasi optimum pada penelitian ini didapatkan pada menit 

ke-40, hal tersebut dapat dilihat pada tabel 5.3 dan lampiran 7. Cara penentuan 

waktu optimum yaitu dengan menghitung nilai koefisien korelasi (r2) yang 

mendekati 1 (linier) dan nilai IC50 terendah (Kristiningrum dkk., 2018). Hasil dari 
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optimasi waktu inkubasi sesuai dengan penelitian Miranti (2018) menyatakan 

bahwa vitamin C memiliki waktu optimum pada menit ke-40 hal tersebut yang 

menyebabkan nilai IC50 yang dihasilkan pada menit ke-40 memiliki nilai IC50 yang 

lebih baik dan nilai r yang mendekati 1 dibandingkan dengan menit yang lain. 

6.2.3 Pengujian Aktivitas Antioksidan 

Tahapan berikutnya adalah pengujian aktivitas antioksidan ekstrak daun jeruk 

purut dan pembanding terhadap senyawa radikal DPPH. Pengujian aktivitas 

antioksidan esktrak daun jeruk purut dan pembanding dilakukan sebanyak 3 kali 

replikasi dengan menggunakan panjang gelombang 516 nm dan waktu inkubasi 

selama 40 menit. Pengujian dengan replikasi bertujuan untuk meminimalisir 

kesalahan serta meningkatkan presisi, akurasi dan validitas pada senyawa sampel 

(Kumalasari dkk., 2018). 

Pada penelitian ini digunakan 5 jenis konsentrasi untuk membentuk kurva baku 

sehingga akan didapatkan persamaan regresi linier dan dapat digunakan untuk 

menghitung % peredaman radikal bebas. Jenis konsentrasi pada sampel dapat 

mempengaruhi absorbansi dan nilai % inhibisi, semakin besar konsentrasi sampel 

(ppm) maka semakin kecil nilai absorbansi dan akan semakin besar nilai % inhibisi 

(Hidayah dan Anggarani, 2022). Konsentrasi vitamin C yang digunakan pada 

penelitian ini adalah 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm dan 10 ppm (Sabaan dkk., 2022). 

Konsentrasi ekstrak daun jeruk purut yang digunakan pada penelitian ini adalah 75 

ppm, 100 ppm, 125 ppm, 150 ppm dan 175 ppm, penggunaan konsentrasi sama 

yang dilakukan oleh Salim (2018) dengan metode ekstraksi infusa (Salim, 2018). 

Pada penelitian ini menggunakan konsentrasi berbeda pada ekstrak daun jeruk purut 
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dan vitamin C dikarenakan vitamin C memiliki potensi antioksidan yang termasuk 

dalam antioksidan non enzimatik dan tergolong antioksidan dalam jenis vitamins 

dan derivatives, sehingga dengan konsentrasi kecil sudah dapat memberikan 

aktivitas antioksidan (Andarina dan Djauhari, 2017). Konsentrasi ekstrak lebih 

tinggi dibandingkan dengan vitamin C dikarenakan ekstrak daun jeruk purut 

merupakan sampel yang masih dalam bentuk ekstrak serta potensi sebagai 

antioksidan belum diketahui. Inkubasi senyawa uji (esktrak daun jeruk 

purut/vitamin C) dilakukan selama 40 menit dengan kondisi tertutup rapat, 

terhindar dari cahaya serta menggunakan suhu dingin, hal tersebut bertujuan untuk 

menghindari kerusakan DPPH serta menghindari penguapan pada pelarut yaitu 

metanol p,a, karena penguapan pelarut dan kerusakan DPPH akan mempengaruhi 

proses reaksi yang sedang berlangsung (Kemuning dkk., 2022).  Reaksi antara 

senyawa uji dan DPPH akan mengalami perubahan warna, DPPH yang semula 

berwarna ungu akan menjadi warna ungu pudar sampai dengan warna kuning, hal 

tersebut dikarenakan senyawa uji mengurangi ikatan rangkap terkonjugasi, dan 

mendonorkan atom OH ke sisi radikal bebas, sehingga semakin tinggi konsentrasi 

senyawa uji maka semakin rendah absorbansi yang tampak, hal tersebut sesuai 

dengan hasil penelitian yang ditunjukkan pada lampiran 10 dan 11. Perubahan 

warna pada setiap konsentrasi yang telah terinkubasi dapat diukur dengan 

spektrofotometri UV-Vis, perubahan warna dapat dilihat pada gambar yang terletak 

pada lampiran 9. 
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Data absorbansi senyawa uji (ekstrak daun jeruk purut/vitamin C) dapat 

dihitung sebagai % inhibisi dan akan didapatkan persamaan regresi linier yang 

diperoleh dari data % inhibisi (sumbu y) dan konsentrasi sampel (sumbu x) 

sehingga nilai IC50 dapat ditentukan (Santoso dkk, 2022). Hasil uji aktivitas 

antioksidan senyawa uji dapat dilihat pada tabel 5.7 dan 5.8. Pada grafik persamaan 

regresi linier dapat dilihat bahwa nilai r (koefisien korelasi) pada vitamin C dengan 

3 replikasi sebesar 0,99247, 0,992217, 0,992457, serta nilai r pada ekstrak daun 

jeruk purut dengan 3 replikasi sebesar 0,992, 0,98098, 0,97483. Nilai r yang baik 

adalah dengan nilai mendekati 1, sehingga semakin mendekati maka nilai koefisien 

korelasi semakin baik. Koefisien korelasi memenuhi kriteria jika nilai r lebih dari 

0,98 dan dikatakan sangat kuat jika nilai r lebih dari 0,9 tetapi kurang dari 1,0, dari 

hasil penelitian yang telah dilakukan nilai r > 0,90, sehingga dapat disimpulkan 

bahwa konsentrasi serta % inhibisi memiliki korelasi yang baik (Latu dan Suleman, 

2023). Pada ketiga replikasi senyawa uji (ekstrak daun jeruk purut/vitamin C) 

memiliki nilai r2 yang baik sehingga terdapat hubungan antara peningkatan 

konsentrasi dengan peningkatan nilai % inhibisi. Grafik dapat dilihat pada lampiran 

9. Nilai IC50 pada vitamin C dan ekstrak daun jeruk purut adalah dengan rata-rata 

6,05086 ± 0,02961 dan 115,273± 0,85096. Kategori kekuatan aktivitas antioksidan 

pada vitamin C adalah sangat kuat sedangkan pada ekstrak daun jeruk purut 

dikategorikan sedang, parameter aktivitas peredaman radikal bebas dapat dilihat 

pada tabel 2.1. 

  



77 
 

 

Pada hasil penelitian menurut Sari dan Ayati (2018) pengujian aktivitas 

antioksidan esktrak etanol 70% daun jeruk purut dengan metode maserasi 

didapatkan nilai IC50 sebesar 187,36 µg/mL dengan kategori sedang, sedangkan 

pada penelitian Handayani dkk (2020) pengujian aktivitas antioksidan ekstrak 

etanol 96% dengan metode maserasi didapatkan nilai IC50 sebesar 228,695 µg/mL 

dengan kategori lemah. Pada hasil penelitian menurut Salim (2018) dengan 

pengujian aktivitas antioksidan vitamin C, menggunakan pelarut metanol p.a 

menunjukkan nilai IC50 sebesar 13,22 µg/mL yang dikategorikan sangat kuat. Pada 

penelitian Konda dkk (2020) aktivitas antioksidan vitamin C dengan pelarut 

metanol menunjukkan nilai IC50 sebesar 8,03 µg/mL yang dikategorikan sangat 

kuat. Perbedaan kekuatan aktivitas antioksidan dikarenakan metode esktraksi yang 

digunakan, pelarut, konsentrasi senyawa uji dan konsentrasi radikal DPPH yang 

digunakan berbeda. Faktor lain yang dapat mempengaruhi aktivitas antioksidan 

adalah lama ekstraksi yang dilakukan dikarenakan dapat mempengaruhi kandungan 

senyawa kimia sehingga akan terjadi degradasi (Sumarlan dkk., 2018). 

Perbandingan nilai IC50 dari esktrak daun jeruk purut dan vitamin C 

menunjukkan bahwa vitamin C memiliki nilai IC50 lebih rendah dibandingkan 

ekstrak daun jeruk purut sehingga aktivitas antioksidan vitamin C lebih kuat 

dibandingkan dengan ekstrak daun jeruk purut. Hal tersebut dikarenakan ekstrak 

daun jeruk purut masih berbentuk ekstrak sehingga ekstrak masih belum murni 

yang berarti masih terdapat berbagai komponen senyawa lain (Sami dkk., 2019). 

Pada penelitian ini belum diketahui berapa prosentase total senyawa yang 

terkandung dalam ekstrak daun jeruk purut. Aktivitas antioksidan dikatakan sangat 
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kuat pada vitamin C dikarenakan vitamin C merupakan salah satu jenis antioksidan 

pada golongan derivates and vitamins yang tergolong antioksidan non enzimatik, 

sehingga potensi antioksidan dari vitamin C sudah dipastikan sangat baik 

(Munteanu dan Apetrei, 2021). Sehingga pada penelitian ini menggunakan vitamin 

C sebagai baku pembanding atau larutan standar pada metode peredaman radikal 

bebas DPPH. 

Pada penelitian ini ekstrak daun jeruk purut positif mengandung flavonoid, 

alkaloid, tannin dan saponin, senyawa metabolit sekunder tersebut dapat berpotensi 

sebagai antioksidan. Flavonoid memiliki mekanisme kerja mengahambat 

pembentukan enzim yang membentuk ROS (Reactive Oxygen Species), sehingga 

meningkatkan proteksi dari antioksidan serta memiliki mekanisme kerja 

melindungi lipid dari kerusakan oksidatif dengan cara mengahambat peningkatan 

kadar MDA (Malondialdehid) melaui peroksidasi lipid (Lestari dan Kurniawaty, 

2016). Alkaloid memiliki mekanisme kerja sebagai antioksidan dikarenakan dalam 

struktur alkaloid mengandung atom nitrogen, atom nitrogen dapat berfungsi sebagai 

penghambat radikal bebas berlebih dalam tubuh (Hasan dkk., 2022). Tannin 

memiliki mekanisme kerja sebagai antioksidan secara biologis dikarenakan tannin 

memiliki fungsi sebagai penghelat logam serta protein (Noer dkk., 2018). Saponin 

memiliki mekanisme kerja sebagai antioksidan karena saponin dapat membentuk 

intermediet hiperoksida sehingga mampu menghambat superoksida, reaksi tersebut 

dapat mencegah kerusakan biomolekuler radikal bebas (Hasan dkk., 2022). Pada 

penelitian ini dihasilkan bahwa infusa daun jeruk purut memiliki aktivitas 

antioksidan sedang dengan nilai IC50 115,273± 0,85096 µg/mL, hasil nilai IC50 
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aktivitas antioksidan infusa daun jeruk lebih baik dibandingkan dengan pengujian 

aktivitas antiokidan infusa daun ungu oleh Salim tahun 2018, dan lebih baik 

dibandingkan dengan pengujian aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol 70% oleh 

Sari dan Ayati tahun 2018 serta pada penelitian Handayani dkk tahun 2020 pada 

pengujian ekstrak etanol 96% daun jeruk purut. 
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BAB 7 KESIMPULAN  

7.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa uji 

aktivitas antioksidan daun jeruk purut adalah sebagai berikut: 

1. Nilai % rendemen infusa daun jeruk purut sebesar 21,06 % yang tergolong 

sangat baik. 

2. Nilai aktivitas antioksidan infusa daun jeruk (Citrus hystrix D.C) menggunakan 

metode DPPH adalah dengan rata-rata nilai IC50 sebesar 115,273± 0,85096 

dengan kategori aktivitas antioksidan sedang, sedangkan uji aktivitas 

antioksidan vitamin C adalah rata-rata nilai IC50 6,05086 ± 0,02961 dengan 

kategori aktivitas antioksidan sangat kuat. 

3. Hasil analisis perbandingan aktivitas antioksidan antara infusa daun jeruk purut 

dan vitamin C menunjukkan bahwa memiliki perbedaan yang signifikan. 

7.2 Saran 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui kadar senyawa total 

dari flavonoid, alkaloid, tannin dan saponin dari daun jeruk purut (Citrus 

hystrix D.C). 

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut uji aktivitas antioksidan menggunakan 

metode ekstraksi panas lain untuk memperkuat hasil uji aktivitas antioksidan 

daun jeruk purut (Citrus hystrix D.C).  
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Lampiran 1. Determinasi Tanaman Daun Jeruk Purut 
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Lampiran 2. Proses Pembuatan Simplisia Daun Jeruk Purut 

 

No Perlakuan No. Perlakuan 

1. Pengumpulan Daun Jeruk Purut 

 

2. Pencucian Daun Jeruk Purut 

  

 

  

 
3. Pengeringan Daun Jeruk Purut 

 

4. Penghalusan Daun Jeruk Purut 
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Lampiran 3. Pembuatan Infusa Daun Jeruk Purut 

 

No. Perlakuan No. Perlakuan 

1. Penimbangan Serbuk Simplisia 

 

2. Pembuatan Infusa  

  

 

  

 
 

 
3. Pengentalan Infusa 

 

4. Hasil Pengentalan 

  

 

  

 
 

 
 



100 
 

 

Lampiran 4. Perhitungan Rendemen Ekstrak Daun Jeruk Purut 

 

No. Parameter 

 

Hasil (gram) Dokumentasi 

1. Berat Serbuk Simplisia 50  

 
2. Berat botol vial + ekstak 32,44 

 
3. Berat Botol vial 21,91 

 
4. Berat ekstrak kental 

 

32,44 - 21,91= 

10,53 

- 

 

Perhitungan % Rendemen 

% Rendemen ekstrak =  
Berat ekstrak kental

Berat simplisia
 × 100% 

                                   = 
10,53 gram

50 gram
 × 100% 

                                   = 21,06% 
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Lampiran 5. Skrining Fitokimia Daun Jeruk Purut 

 

Skrining Fitokimia Daun Jeruk Purut 

 

 

 

 

 

 

  

Pengujian Hasil Keterangan 

Flavonoid Terjadi perubahan warna coklat yang 

menunjukkan adanya senyawa 

flavonoid 

 

(+) 

Alkaloid Terjadi perubahan warna jingga yang 

menunjukkan adanya senyawa 

alkaloid 

 

(+) 

Tannin Terjadi perubahan warna hijau 

kehitaman menunjukkan adanya 

senyawa tannin 

 

(+) 

Saponin Terdapat busa konsisten selama 5 

menit menunjukkan adanya senyawa 

saponin 

 

(+) 
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Lampiran 6. Optimasi Panjang Gelombang Maksimum DPPH 50 ppm 
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Lampiran 7. Optimasi Waktu Inkubasi Vitamin C 

 

Sampel Menit Konsentrasi Abs Sampel Menit Konsentrasi Abs 

Blanko   0,739 Blanko   0,739 

 5 2 ppm 0,657  35 2 ppm 0,692 

  4 ppm 0,643   4 ppm 0,671 

  6 ppm 0,58   6 ppm  0,603 

  8 ppm 0,474   8 ppm 0,481 

  10 ppm 0,382   10 ppm 0,398 

 10 2 ppm 0,665  40 2 ppm 0,699 

  4 ppm 0,650   4 ppm 0,677 

  6 ppm 0,602   6 ppm 0,603 

  8 ppm 0,473   8 ppm 0,484 

  10 ppm 0, 384   10 ppm 0,400 

 15 2 ppm 0,672  45 2 ppm 0,706 

  4 ppm 0,656   4 ppm 0,682 

  6 ppm 0,601   6 ppm 0,602 

  8 ppm 0,473   8 ppm 0,489 

  10 ppm 0,392   10 ppm 0,416 

 20 2 ppm 0,679  50 2 ppm 0,710 

  4 ppm 0,658   4 ppm 0,680 

  6 ppm 0,602   6 ppm 0,601 

  8 ppm 0,476   8 ppm 0,486 

  10 ppm 0,394   10 ppm 0,416 

 25 2 ppm 0,685  55 2 ppm 0,716 

  4 ppm 0,661   4 ppm 0,679 

  6 ppm 0,600   6 ppm 0,600 

  8 ppm 0,478   8 ppm 0,488 

  10 ppm 0,401   10 ppm 0,418 

 30 2 ppm 0,688  60 2 ppm 0,719 

  4 ppm 0,672   4 ppm 0,681 

  6 ppm 0,600   6 ppm 0,598 

  8 ppm 0,480   8 ppm 0,486 

  10 ppm 0,401   10 ppm 0,425 
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Tabel % Inhibisi dan Nilai IC50 

Menit Konsentrasi % 

Inhibisi 

IC50 Menit Konsentrasi % 

Inhibisi 

IC50 

5 2 ppm 11,09%  35 2 ppm 6,35%  

 4 ppm 12,9%   4 ppm 9,20%  

 6 ppm 19% 11,04  6 ppm  18,40% 11,12 

 8 ppm 35,85%   8 ppm 34,91%  

 10 ppm 48,30%   10 ppm 46,14%  

10 2 ppm 10,1%  40 2 ppm 5,41%  

 4 ppm 12,04%   4 ppm 8,38%  

 6 ppm 18,53% 11,01  6 ppm 18,40% 11,1 

 8 ppm 35,99%   8 ppm 34,50%  

 10 ppm 48,03%   10 ppm 45,87%  

15 2 ppm 9,066%  45 2 ppm 4,46%  

 4 ppm 11,23%   4 ppm 7,71%  

 6 ppm 18,67% 11,09  6 ppm 18,53% 11,42 

 8 ppm 35,99%   8 ppm 33,82%  

 10 ppm 46,95%   10 ppm 43,70%  

20 2 ppm 8,11%  50 2 ppm 3,924%  

 4 ppm 10,96%   4 ppm 7,983%  

 6 ppm 18,53% 11,1  6 ppm 18,67% 11,3 

 8 ppm 35,58%   8 ppm 34,23%  

 10 ppm 46,68%   10 ppm 43,70%  

25 2 ppm 7,307%  55 2 ppm 3,11%  

 4 ppm 10,55%   4 ppm 8,11%  

 6 ppm 18,50% 11,20  6 ppm 18,80% 11,35 

 8 ppm 35,31%   8 ppm 33,96%  

 10 ppm 45,73%   10 ppm 43,43%  

30 2 ppm 6,901%  60 2 ppm 2,70%  

 4 ppm 9,066%   4 ppm 7,84%  

 6 ppm 18,80% 11,19  6 ppm 19,07% 11,24 

 8 ppm 35,04%   8 ppm 34,23%  

 10 ppm 45,73%   10 ppm 42,48%  

 

 

  

Menit Nilai r Menit Nilai r 

5 0,9568 35 0,97502 

10 0,9600 40 0,9800 

15 0,96543 45 0,98222 

20 0,970 50 0,9847 

25 0,9751 55 0,9883 

30 0,9737 60 0,9889 
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Lampiran 8. Perhitungan Pengujian Aktivitas Antioksidan Daun Jeruk 

Purut Dengan Metode DPPH 

1. Pembuatan DPPH 50 ppm 

 

Diketahui:  

Berat serbuk DPPH  = 5 mg 

Pelarut (metanol p.a) = 100 mL 

  

Konsentrasi 50 ppm = 
mg

mL
 × 1000 

= 
5 mg

100 mL
× 1000 

= 50 ppm 

 

2. Pembuatan Larutan Uji Infusa Daun Jeruk Purut 

a. Pembuatan Larutan Induk Infusa Daun Jeruk Purut (ekstrak kental) 

 

Berat Ekstrak Kental = 50 mg 

Volume Pelarut (metanol p.a) = 10 mL 

Konsentrasi 5000 ppm = 
mg

mL
 ×  1000 

= 
50 𝑚𝑔

10 𝑚𝐿
× 1000 

= 5000 ppm 
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b. Pengenceran Larutan Induk (75 ppm, 100 ppm, 125 ppm, 150 ppm, 

175 ppm) 

 

Rumus:  M1×V1 = M2×V2 

 

1. 75 ppm = 
75 ppm ×10 mL

5000 ppm
  

 

= 0,15 mL (150 µl) 

 

2. 100 ppm = 
100 ppm ×10 mL

5000 ppm
  

 

= 0,2 mL (200 µl) 

 

3. 125 ppm = 
125 ppm ×10 mL

5000 ppm
  

 

= 0,25 mL (250 µl) 

 

4. 150 ppm = 
150 ppm ×10 mL

5000 ppm
  

 

= 0,3 mL (300 µl) 

 

5.  175 ppm  = 
175 ppm ×10 mL

5000 ppm
  

 

= 0,35 mL (350 µl) 

 

 

3. Pembutan Larutan Pembanding Vitamin C 

a. Pembuatan Larutan Induk Pembanding Vitamin C 

 

Berat Vitamin C = 2,5 mg 

Volume Pelarut (metanol p.a) = 25 mL 

Konsentrasi 100 ppm = 
mg

mL
 ×  1000 

= 
2,5 𝑚𝑔

25 𝑚𝐿
× 1000 

= 100 ppm 
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b. Pengenceran Larutan Vitamin C (2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm, 10 

ppm) 

Rumus:  M1×V1 = M2×V2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

1. 2 ppm = 
2 ppm ×10 mL

100 ppm
  

 
= 0,2 mL (200 µl) 

 

2. 4 ppm = 
4 ppm ×10 mL

100 ppm
  

 

= 0,4 mL (400 µl) 

 

3. 6 ppm = 
6 ppm ×10 mL

100 ppm
  

 

= 0,6 mL (600 µl) 

 

4. 8 ppm = 
8 ppm ×10 mL

100 ppm
  

 

= 0,8 mL (800 µl) 

 

5.  10 ppm  = 
10 ppm ×10 mL

100 ppm
  

 

= 1 mL (1000 µl) 
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Lampiran 9. Pengujian Aktivitas Antioksidan  

 

Pembuatan Larutan Induk dan Pengenceran  

Infusa Daun Jeruk Purut 

 

 
 

Pembuatan Larutan Induk dan Pengenceran 

 Vitamin C 

 

 
 

Optimasi Waktu Inkubasi 
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Pengukuran Aktivitas Antioksidan 

Infusa Daun Jeruk Purut 

Pengukuran Aktivitas Antioksidan  

Vitamin C 

75 ppm (R1, R2, R3) 

 

 
 

 

 

 

100 ppm (R1, R2, R3) 

 

 
 

 

 
125 ppm (R1, R2, R3) 

 

 
 

 

 

 

 

2 ppm 

4 ppm 

6 ppm 

8 ppm 

10 ppm 

R1 R2 R3 
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150 ppm (R1, R2, R3) 

 

 
 

 

175 ppm (R1, R2, R3) 
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Lampiran 10. Persamaan Regresi Linier dan IC50 Infusa Daun Jeruk Purut 

 

Replikasi 1  

 

 

Replikasi 2 

 

 

Persamaan regresi linier  IC50 

Y= bx + a 50 = 0,4699x – 3,771 

Y= 0,4699x – 3,771 50+3,771

0,4699
= 114,4  µg/mL 

 

y = 0,4357x - 0,588
R² = 0,992
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Persamaan regresi linier IC50 

Y= bx + a 50 = 0,4357x – 0,588 

Y= 0,4357x – 0,588 50+0,588

0,4357
= 116,1  µg/mL 
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Replikasi 3 

 

 

Persamaan regresi linier  IC50 

Y= bx + a 50 = 0,4159x + 2,032 

Y= 0,4159x + 2,032 50 −2,032

0,4159
=  115,32 µg/mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0,4159x + 2,032
R² = 0,97483
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Lampiran 11. Persamaan Regresi Linier dan IC50 Vitamin C 

 

Replikasi 1 

 

Persamaan regresi linier  IC50 

Y= bx + a 50 = 11,5798x –20,3114 

Y= 11,5798x – 20,3114 50+20,3114

11,5798
= 6,0719  µg/mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 11,5798x - 20,3114
R² = 0,99247
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Replikasi 2  

 

 

Persamaan regresi linier  IC50 

Y= bx + a 50 = 11,963x – 22,326 

Y= 11,963x – 22,326 50+22,326

11,963
= 6,05948  µg/mL 

 

Replikasi 3 

 

Persamaan regresi linier  IC50 

Y= bx + a 50 = 12,0121x – 22,9768 

Y= 12,0121x – 22,9768 50+22,9768

12,0121
= 6,0752  µg/mL 

 

 

 

 

y = 11,936x - 22,326
R² = 0,9922179
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Lampiran 12. Photometry Test Report Infusa Daun Jeruk Purut dan 

Vitamin C 

1. Optimasi Waktu Inkubasi  
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2. Uji Aktivitas Antioksidan Infusa Daun Jeruk Purut 40 menit 
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3. Uji Aktivitas Antioksidan Vitamin C 40 menit 
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Lampiran 13. Hasil Analisis Data Dengan SPSS 

 

Uji Normalitas 

Tests of Normality 

 

Sampel 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

 
Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Nila IC50 Infusa daun 

jeruk purut 
.189 3 . .998 3 .909 

Vitamin C .310 3 . .898 3 .381 

a. Lilliefors Significance Correction 
     

 

Uji Homogenitas 

Test of Homogeneity of Variances 

Nilai IC50 
   

Levene 

Statistic df1 df2 Sig. 

4.614 1 4 .098 

 

Uji Independent Sampel T-Test 

Group Statistics 

 Sampel N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 

Nilai IC50 Infusa 

daun jeruk 

purut 

3 115.2733 .85096 .49130 

Vitamin C 3 6.0688 .00833 .00481 
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Independent Samples Test 

  Levene's Test for 
Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

  

F Sig. t df Sig. (2-tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference 

95% Confidence 
Interval of the 

Difference 

  Lower Upper 

Nilai 
IC50 
 

 

 

 

Equal 
variances 
assumed 

4.614 .098 222.265 4 .000 109.20450 .49133 107.84036 110.56864 

Equal 
variances 
not 
assumed 

  

222.265 2.000 .000 109.20450 .49133 107.09088 111.31812 
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Lampiran 14. Sertfikat DPPH  
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Lampiran 15. Sertfikat Vitamin C  
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Lampiran 16. Sertfikat Metanol  
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Lampiran 17. Dokumentasi Seminar Hasil  
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Lampiran 18. Uji Plagiasi Turnitin  

 


