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Abstrak

Radikal bebas menjadi salah satu penyebab kanker. Sumber radikal bebas adalah polusi udara dan makanan siap saji
(Fast food). Indonesia menjadi negara yang menyumbang morbiditas dan mortalitas kanker di dunia. Daun nilam
(Pogostemon cablin) menjadi pilihan masyarakat sebagai antioksidan alami. Daun nilam lebih dipercaya oleh
masyarakat jika dikonsumsi jangka panjang karena berasal dari alam. Analisis antioksidan di dalam daun nilam menjadi
tujuan penelitian ini. Determinasi dilakukan untuk memastikan tanaman tersebut ui fitokimia pada daun nilam dianalisis
untuk mengetahui metabolit sekunder di dalamnya. Maserasi digunakan dalam penelitian ini dengan pelarut etanol50%,
70% dan 96%. Metode DPPH digunakan dalam penelitian ini untuk menganalisis nilai antioksidan. Hasil uji fitokimia
daun nilai menunjukkan hasil positif senyawa flavonoid sebagai penangkal radikal bebas alami. Pada EKEDP 1
memiliki nilai ICso sebesar 53,11 mcg/mL berkategori kuat. Pada EKEDP 2 memiliki nilai ICsg sebesar 110,07 mcg/mL
berkategori sedang. Pada EKEDP 3 memiliki nilai ICso sebesar 97,57 mcg/mL berkategori kuat. Hal ini menunjukkan
potensi daun nilai sebagai anti radikal bebas.

Kata Kunci: Antioksidan, Daun nilam, DPPH, Metabolit Sekunder

Abstract

Free radicals are one of the major causes of cancer. Their sources include air pollution and fast food consumption.
Indonesia is among the countries contributing significantly to global cancer morbidity and mortality rates. Pogostemon
cablin (patchouli) leaves are commonly chosen by the public as a natural antioxidant. These leaves are believed to be
safer for long-term use due to their natural origin. This study aimed to analyze the antioxidant activity of patchouli
leaves. Plant determination was carried out to ensure the accuracy of the plant species. Phytochemical screening was
conducted to identify the secondary metabolites in patchouli leaves. Maceration was performed using ethanol solvents
at concentrations of 50%, 70%, and 96%. The DPPH method was used to evaluate antioxidant activity. The
phytochemical test showed positive results for flavonoids, which act as natural free radical scavengers. In EKEDP 1,
the ICso value is 53.11 mcg/mL, categorized as strong. In EKEDP 2, the ICsg value is 110.07 mcg/mL, categorized as
moderate. In EKEDP 3, the ICsg value is 97.57 mcg/mL, categorized as strong. This indicates the potential of the leaves
as free radical scavengers.
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PENDAHULUAN

Radikal bebas menjadi masalah dari berbagai penyakit yang dapat diderita oleh manusia seperti
kanker. Polusi udara yang dihasilkan oleh transportasi dan pabrik menjadi sumber radikal bebas. Radikal
bebas juga dapat dipicu oleh makanan siap saji (fast food) dan diperburuk jika jarang berolahraga (Ahmad &
Damayanti, 2018; Rosi & Tantawi, 2017; Sari, 2015).
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Penyakit kanker di Indonesia menjadi salah satu negara yang memiliki indeks morbiditas yang tinggi
di dunia. Jumlah kasus baru kanker payudara di Indonesia lebih dari 65.000 pada tahun 2020 (Nurmayeni &
Windarti, 2022). Hal ini menjadi dorongan dari masyarakat untuk memperhatikan pola hidup sehat. Banyak
upaya yang telah dilakukan untuk mencegah timbulnya kanker seperti mengonsumsi obat herbal. Obat yang
berasal dari alam, lebih dipercaya oleh masyarakat karena lebih aman dikonsumsi jangka panjang (Welz et
al., 2018).

Tanaman nilam dengan nama latin Pogostemon cablin merupakan tanaman yang sering
dibudidayakan di Indonesia. Selain nilai ekonominya, potensi sebagai pengobatan terutama bagian daunnya
menjadi alasan masyarakat membudidayakan tanaman ini (Setiawan & Sukamto, 2016; Tahir et al., 2018).
Daun Pogostemon cablin mengandung flavonoid, tanin dan saponin (Fadhilah et al., 2023) Senyawa
flavonoid yang terkandung di dalamnya berpotensi sebagai antioksidan alami (Kopustinskiene et al., 2020).
Penelitian pada daun Pogostemon cablin telah diteliti oleh Dechayont et al., (2017) menunjukkan aktivitas
antioksidan. Senyawa flavonoid dapat menangkal radikal bebas sehingga tubuh menjadi lebih sehat dan
terlindungi dari kerusakan sel.

Potensi antioksidan yang terkandung di dalam daun Pogostemon cablin dapat dianalisis
menggunakan metode DPPH. Metode ini menjadi pilihan karena murah dan hasil yang didapatkan cukup
cepat. Metode DPPH bekerja dengan mengukur kemampuan suatu senyawa dalam mereduksi radikal bebas
DPPH yang berwarna ungu menjadi berwarna kuning. Penurunan intensitas warna ini dapat diukur
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang tertentu (Gulcin & Alwasel, 2023; Sachett et al.,
2021). Perbedaan konsentrasi pada etanol dapat menunjukkan hasil yang berbeda-beda. Penggunaan etanol
50%, 70% dan 96% menunjukkan kadar flavonoid yang berbeda-beda (Riwanti et al., 2020). Analisis potensi
antioksidan yang terkandung di dalam daun Pogostemon cablin menjadi tujuan dalam penelitian ini.

METODE PENELITIAN

Determinasi Tumbuhan

Determinasi tumbuhan dilakukan di Medanense hebarium (Meda) yang berlokasi di Universitas
Sumatera Utara. Pada bagian akar, batang, daun, bunganya dikirim ke lokasi tersebut. Determinasi dilakukan
dengan cara melihat ciri-ciri tumbuhan tersebut. Tujuan dari determinasi tanaman untuk memastikan tanaman
tersebut merupakan tanaman dari spesies Pogostemon cablin.

Skrining Fitokimia Daun Pogostemon cablin

Sampel daun Pogostemon cablin penting dilakukan uji kualitatif terhadap komponen kimia dalam
serbuk simplisia dengan mengamati perubahan warna dan terbentuknya endapan ketika ditambahkan
pereaksi. Substansi kimia yang menjadi fokus utama analisis mencakup berbagai golongan, yaitu alkaloid,
tanin, steroid, saponin, glikosida, dan flavonoid. Analisis ini bertujuan untuk mengidentifikasi keberadaan
atau ketiadaan substansi-substansi ini dalam sampel daun Pogostemon cablin sebagai bagian dari penelitian
yang sedang dilakukan (Mierza et al., 2019).

Ekstraksi Daun Pogostemon cablin

Ekstraksi menggunakan 3 konsentrasi etanol yaitu 50%, 70% dan 96%. Sebanyak 200 gram serbuk
simplisia daun Pogostemon cablin dimasukkan ke dalam wadah berwarna coklat dan dimasukkan 2 liter
etanol 50% sehingga diperoleh larutan etanol 50% daun Pogostemon cablin. Kemudian di simpan di dalam
lemari penyimpanan yang terhindar dari cahaya. Proses ini berlangsung selama 3 hari dan sesekali diaduk-
aduk. Kemudian, larutan etanol 50% daun Pogostemon cablin disaring sehingga diperoleh filtrat etanol 50%
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daun Pogostemon cablin . Filtrat tersebut dikurangi kadar aimmya menggunakan rotary evaporator bersuhu
55°C sehingga diperoleh ekstrak kental etanol 50% daun Pogostemon cablin (EKEDP 1) dan dihitung hasil
akhirnya. Cara yang sama dilakukan terhadap etanol 70% (EKEDP 2) dan etanol 96% (EKEDP 3) (Yunita
& Khodijah, 2020).

Uji Penentuan Antioksidan Daun Pogostemon cablin

Penentuan antioksidan suatu sediaan diawali dengan membaut larutan induk baku. Larutan induk
baku (LIB) yang dibuat berkonsentrasi 400 mcg/mL dengan cara 20 mg DPPH dilarutkan dengan metanol
p.a ke dalam 50 mL labu tentukur sampai garis tanda dan dihomogenkan. Setelah itu, dibuat larutan panjang
gelombang maksimum DPPH berkonsentrasi 40 mcg/mL dengan cara 1 mL dari LIB dipipet ke labu tentukur
5 mL dan ditambahkan dengan metanol p.a sampai garis tanda, kemudian dihomogenkan. Penentuan panjang
gelombang maksimum DPPH diukur dengan rentang panjang gelombang 400 — 800 nm. Alat yang digunakan
adalah spektrofotometer UV-Vis. Penentuan operating time dilakukan dengan cara membuat larutan
operating time. Larutan operating time dibuat berkonsentrasi 40 mcg/mL dengan cara 1 mL dari LIB dipipet
ke labu tentukur 5 mL dan ditambahkan dengan metanol p.a sampai garis tanda, kemudian dihomogenkan.
Kemudian panjang gelombang yang digunakan pada spektrofotometer UV-Vis yaitu panjang gelombang
maksimum yang diperoleh. Waktu yang diukur selama 60 menit (Zaky et al., 2021).

Sebanyak 25 mg EKEDP 1, EKEDP 2 dan EKEDP 3 ditimbang dan dimasukkan ke dalam labu
tentukur 50 mL. Kemudian dilarutkan dengan metanol p.a sampai garis tanda dan dihomogenkan sehingga
diperoleh larutan EKEDP 1, EKEDP 2 dan EKEDP 3 masing-masing berkonsentrasi 500 mcg/mL. Lalu
dibuat kurva kalibrasi dari larutan EKEDP 1, EKEDP 2 dan EKEDP 3 dengan konsentrasi 40 mcg/mL, 50
mcg/mL, 60 mcg/mL, 70 mcg/mL, 80 mcg/mL dan 90 mcg/mL. Setiap kurva kalibrasi yang dibuat,
ditambahkan 1 mL larutan DPPH berkonsentrasi 40 mcg/mL dan ditambahkan metanol p.a sampai garis
tanda, kemudian dihomogenkan. Setiap kurva kalibrasi didiamkan selama 25 menit di tempat yang gelap.
Lalu diukur absorbansinya sesuai panjang gelombang maksimum dan operating time yang diperoleh. Hasil
absorbansi dicatat dan ditentukan ICso dengan persamaan garis linier (Zaky et al., 2021). Nilai ICso yang
diperoleh akan disesuaikan dengan kategori aktivitas antioksidan yaitu ICso < 50 mcg/mL sebagai antioksidan
sangat kuat, 50 mcg/mL < ICso < 100 mcg/mL sebagai antioksidan kuat, 101 mcg/mL < ICso < 150 mcg/mL
sebagai antioksidan sedang dan 151 mcg/mL < ICsy <200 mcg/mL sebagai antioksidan lemah (Maulydya et
al., 2023).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Determinasi Tumbuhan

Sampel dikirim ke lokasi dan diamati ciri khasnya. Hasil determinasi menunjukkan ciri khas dari
tumbuhan nilam dari famili Lamiales dengan spesies Pogostemon cablin. Setelah itu, sampel dilakukan tahap
ekstraksi menggunakan etanol 50%, 70% dan 96%. Lampiran determinasi diberikan nomor
1575/MEDA/2023.

Hasil Ekstraksi Daun Pogostemon cablin

Daun Pogostemon cablin dilakukan proses ekstraksi dengan metode maserasi. Pelarut yang
digunakan adalah etanol dengan konsentrasi 50%, 70% dan 96%. Hasil berat EKEDP 1, EKEDP 2 dan
EKEDP 3 berturut-turut adalah 14,68 gram, 19,21 gram dan 10,31 gram. Banyak faktor yang mempengaruhi
hasil akhir dari ekstraksi. Metode, durasi, suhu dan pelarut yang digunakan menjadi hal yang penting diamati
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untuk mendapatkan hasil yang baik (Maulia Khoirunnisa & Muhammad Fuadi, 2023). Jumlah berat ekstrak
kental suatu sampel menjadi salah satu faktor efisiensi ekstraksi yang digunakan (Narwanti & Kusumajati,
2019).

Hasil Skrining Fitokimia Daun Pogostemon cablin

Tabel 1 menampilkan hasil uji fitokimia daun Pogostemon cablin yang ditandai perubahan warna
atau terbentuknya endapan. Dalam pengujian ini menggunakan pereaksi khusus sesuai metabolit sekunder
yang akan diperiksa.

Tabel 1 Hasil Skrining Fitokimia EKEDP

No MS Pereaksi Hasil
1 Alkaloid Bouchardart N
Dragendorf N
Mayer N
Wagner N
2 Flavonoid Zn + HCI (p) P
Mg + HCI (p) P
3 Glikosida CH3COOH + H,S04 P
4 Saponin Aquades + HC1 P
5 Tanin FeCls 1% P
6 Steroid/Triterpenoid Salkowsky P
Lieberman Buchard P

Keterangan: MS = Metabolit Sekunder, N = Negatif, P = Positif

Senyawa flavonoid menunjukkan hasil yang positifi karena terbentuk warna merah ketika simplisia
daun Pogostemon cablin ditambahkan dengan magnesium dan seng serta asam klorida. Penambahan
magnesium, seng dan asam klorida untuk mengurangi senyawa flavonoid yang terkandung di dalam simplisia
daun Pogostemon cablin sehingga terbentuk warna merah (Mierza et al., 2019). Metabolit sekunder saponin
terkandung di dalam simplisia yang ditandai terbentuknya busa yang stabil (Tambunan et al., 2024). Warna
merah akan terbentuk ketika ditambahkan peraksi Salkowsky pada simplisia daun Pogostemon cablin dan
hijau-biru ketika ditambahkan pereaksi Liberman-Burchard. Warna yang terbentuk itu menunjukkan nilai
positif dari steroid/triterpenoid (Mierza et al., 2019). Cincin berwarna ungu terbentuk ketika simplisia daun
Pogostemon cablin ditambahkan pereaksi Molisch. Cincin berwarna ungu yang terbentuk, memberikan
tanda keberadaan senyawa glikosida di dalam simplisia daun Pogostemon cablin (Tambunan et al., 2024).
Pereaksi FeCl3 1% ditambahkan pada simplisia daun Pogostemon cablin terbentuk warna hitam yang
mengindikasikan senyawa tanin di dalam simplisia daun Pogostemon cablin (Tambunan et al., 2024).
Peraksi Mayer menunjukkan endapan putih bila terkandung senyawa tanin di dalam simplisia daun
Pogostemon cablin dan endapan coklat bila di tambahkan pereaksi Dragondrof dan Bouchardat. Namun,
simplisia daun Pogostemon cablin tidak menunjukkan hasil yang positif ketika di tambahkan pereaksi
Mayer, Dragondrof dan Bouchardat. Endapan yang terbentuk disebabkan ion K+ berikatan dengan senyawa
alkaloid (Tambunan et al., 2024).

Hasil Uji Penentuan Antioksidan Daun Pogostemon cablin

Pada penentuan panjang gelombang maksimum diperoleh 516 nm pada DPPH. Menurut (Wicaksono
& Ulfah, 2017) serapan maksimum larutan DPPH terbaca pada panjang gelombang 515-520 nm. Pada
penentuan operating time, nilai absorbansi operating time DPPH diperoleh pada menit ke 20 sampai ke menit
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35. Pada hasil nilai operating time tersebut sudah menunjukkan hasil yang stabil. Operating time perlu
dilakukan untuk mencari kestabilan suatu larutan pada saat dilakukan pengujian ini (Fibonacci, 2020).

Tabel 2 Hasil Penentuan Antioksidan Daun Pogostemon cablin

Panjang
No Sampel ICso® Keterangan  Operating time” Gelombang
Maksimum*
1 EKEDP 1 53,11 Kuat
2 EKEDP 2 110,07 Sedang 20 - 30 516
3 EKEDP 3 97,57 Kuat

Keterangan : a= mcg/mL, b= menit, c= nm

Pada EKEDP 1 menunjukkan antioksidan yang kuat dengan nilai ICso sebesar 53,11 mcg/mL. Pada
EKEDP 2 menunjukkan antioksidan yang sedang dengan nilai ICso sebesar 110,07 mcg/mL. Pada EKEDP 3
menunjukkan antioksidan yang kuat dengan nilai ICso sebesar 97,57 mcg/mL. Pengenceran menjadi hal yang
dilakukan dalam metode DPPH. Proses pemipetan perlu fokus yang tinggi karena memipet dalam volume
yang sangat kecil dan dalam penelitian ini dilakukan secara manual sehingga risiko human error semakin
tinggi yang mempengaruhi variabilitas. Penelitian yang dilakukan oleh (Silva et al., 2024) menunjukkan
nilai variabilitas yang tinggi. Variabilitas yang tinggi disebabkan penelitian dilakukan secara manual yang
meningkatkan human error dalam penelitiannya.

Metode DPPH juga sering digunakan untuk menentukan aktivitas antioksidan dimana kepanjangan
dari DPPH adalah 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl. Pembuktian bahwa senyawa ini adalah DPPH dapat diuji
dengan menentukan panjang gelombang maksimum yang terbaca pada 516 nm yang menghasilkan warna
ungu. Ketika DPPH berikatan dengan antioksidan maka menghasilkan fenomena perubahan warna senyawa
yang berawal berwarna ungu menjadi kuning. Fenomena tersebut terjadi karena adanya cross linked antara
senyawa DPPH dengan senyawa antioksidan. Kelebihan metode ini dipertimbangkan dalam penggunaannya
karena metode ini sederhana, reaktif, hasil yang diperoleh cepat dan tidak banyak membutuhkan alat-alat
khusus (Zebua et al., 2024). Flavonoid dapat menangkal radikal bebas dengan cara mengurangi terbentuknya
ROS (Reactive Oxygen Species) (Ayu Putu Widiasriani et al., 2024).

KESIMPULAN

Daun Pogostemon cablin menunjukkan nilai aktivitas antioksidan yang berkategori kuat dan sedang
dengan pelarut etanol 50%, 70% dan 96%. Pada EKEDP 1 memiliki nilai ICso sebesar 53,11 mcg/mL berkategori
kuat. Pada EKEDP 2 memiliki nilai ICso sebesar 110,07 mcg/mL berkategori sedang. Pada EKEDP 3 memiliki nilai
ICso sebesar 97,57 mcg/mL  berkategori kuat. Metode DPPH adalah metode yang sederhana. Namun, perlu
persiapan yang baik untuk menurunkan risiko human error dan mendapatkan hasil yang lebih baik.
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