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ABSTRACT

Benalu is a parasitic plant that requires a host to live and grow.
Benalu leaves have long been used for the treatment of several
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diseases such as coughs, cancer, inflammation, bacterial
infections and wounds. The clinical effects produced by benalu
leaves are thought to be due to the content of amino acids,
carbohydrates, saponins, tannins, and flavonoids which are
able to neutralize the influence of toxic ingredients. The
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purpose of this study was to determine the antioxidant activity
of the benalu leaf extract (Dendrophthoe glabrescens (Blakely)
Barlow). This research uses quantitative research with a
laboratory experimental approach. Simplicia of benalu leaves
were extracted using a variety of solvents, namely 70%, 80%,
and 96% ethanol. The antioxidant activity of the extract was
tested using the DPPH (2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl)
method with 3 replicates to see the ability of the sample to
inhibit free radicals (ICsp). The data obtained were then
analyzed quantitatively. After calculating ICsy, it is known that
the extract of benalu leaves has very strong antioxidant activity.
The ICsq results obtained by 70%, 80%, and 96% ethanol solvent
variations are 6.782 ppm; 11.965 ppm; and 6.544, respectively.
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ABSTRAK

Daun benalu merupakan salah satu tumbuhan parasit yang memerlukan inang untuk tempat
hidup dan tumbuhnya. Daun benalu sejak dulu telah digunakan untuk beberapa pengobatan
beberapa penyakit seperti batuk, kanker, peradangan, infeksi bakteri atau luka. Efek klinis yang
dihasilkan oleh daun benalu diduga karena terdapat kandungan asam amino, karbohidrat,
saponin, tanin, dan juga flavonoid yang mampu menetralkan pengaruh bahan toksik. Tujuan
dari penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antioksidan dari ekstrak daun benalu jeruk
(Dendrophthoe glabrescens (Blakely) Barlow). Penelitian ini menggunakan jenis penelitian
kuantitatif dengan pendekatan eksperimental laboratorium. Simplisia daun benalu jeruk
diekstraksi menggunakan variasi pelarut, yaitu etanol 70%, 80%, dan 96%. Aktivitas antioksidan
ekstrak daun benalu jeruk diuji menggunakan metode DPPH (2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl)
dengan 3 kali ulangan untuk melihat kemampuan sampel dalam menghambatan radikal bebas
(ICs0). Data yang diperoleh kemudian dianalisis secara kuantitatif. Setelah dilakukan
perhitungan ICsp diketahui bahwa ekstrak daun benalu jeruk memiliki aktivitas antioksidan yang
sangat kuat. Hasil ICso yang diperoleh ekstrak daun benalu jeruk variasi pelarut etanol 70%, 80%,
dan 96% secara berturut-turut yaitu 6,782 ppm; 11,965 ppm; dan 6,544.

Kata Kunci: Aktivitas Antioksidan; Daun Benalu Jeruk; DPPH (2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil)

1. Pendahuluan

Radikal bebas merupakan atom yang memiliki satu elektron tidak berpasangan
dan dapat menyebabkan berbagai macam penyakit seperti diabetes melitus, kanker,
stroke, penyakit jantung, juga penuaan dini. Penyakit tersebut dapat timbul karena
radikal bebas mampu merusak komponen sel tubuh seperti lipid, protein, dan DNA [1],
[2]. Kerusakan dan penyakit kronis yang terjadi dapat dilindungi oleh antioksidan
endogen (dari dalam tubuh) dan eksogen (dari luar tubuh) [3]. Ketika antioksidan
endogen terlibat mekanisme pertahanan melawan radikal bebas maka timbul
kebutuhan akan antioksidan eksogen karena senyawa yang meliputi asam urat,
albumin, dan metallothionein atau enzim tidak dapat menjamin perlindungan
organisme terhadap radikal bebas [4]. Mekanisme kerja antioksidan yaitu menstabilkan
radikal bebas dengan memberikan elektronnya [5]. Antioksidan alami biasanya
memiliki warna cerah seperti buah, sayur, dan bunga [6].

Salah satu tanaman yang memiliki potensi sebagai antioksidan adalah benalu.
Benalu merupakan salah satu tumbuhan semi parasit yang mengambil karbon, air, dan
nutrisi lainnya dari inang yang ditempelinya [7]. Daun benalu sejak dulu telah
digunakan untuk beberapa pengobatan beberapa penyakit seperti batuk, kanker,
peradangan, infeksi bakteri atau luka [8]. Efek klinis yang dihasilkan oleh daun benalu
diduga karena terdapat kandungan asam amino, karbohidrat, fenol, flavonoid, tanin,
steroid, dan juga saponin yang mampu menetralkan pengaruh bahan toksik [9].

Salah satu metode untuk mengukur aktivitas antioksidan adalah DPPH (2,2-
Diphenyl-1-Picrylhydrazyl). Metode DPPH banyak digunakan karena sederhana, mudah,
cepat, dan tidak memerlukan biaya yang banyak [10]. DPPH adalah senyawa radikal
bebas yang stabil sehingga dapat digunakan dalam uji penangkapan radikal bebas
sebagai pereaksi [1]. Penentuan efektivitas sampel dalam menangkal radikal bebas
secara in vitro menggunakan metode DPPH disebut dengan ICso (Inhibitory
Concentration). ICso merupakan konsentrasi yang mampu mengatasi 50% radikal bebas
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DPPH. Aktivitas antioksidan suatu sampel dikatakan sangat kuat apabila memiliki nilai
ICs0 <50 ppm, kuat apabila bernilai 50-100 ppm, sedang apabila bernilai 100-150 ppm,
lemah apabila bernilai 151-200 ppm dan sangat lemah apabila bernilai > 200 ppm [11],
[12].

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan yang terdapat
pada ekstrak daun benalu jeruk (Dendrophthoe glabrescens (Blakely) Barlow) dengan
menggunakan metode DPPH dengan parameter pengukuran yaitu nilai ICs. Data
aktivitas antioksidan yang diperoleh dari ekstrak daun benalu jeruk diharapkan dapat
memberikan informasi yang bermanfaat dan menjadi refrensi untuk pemanfaatan
bahan-bahan yang berasal dari sumber alam Indonesia dalam pembuatan obat herbal
dengan zat aktif sediaan yang berasal dari bahan alami.

2. Metode

Penelitian ini merupakan penelitian kuantitatif dengan pendekatan
eksperimental laboratorium. Penelitian ini dirancang untuk mengetahui aktivitas
antioksidan ekstrak daun benalu jeruk dengan konsentrasi pelarut yang berbeda yaitu,
etanol 70%, 80%, dan 96% yang dilihat dari nilai ICso dengan pengujian spektrofotometri
UV-Vis.

Bahan

Bahan yang digunakan meliputi daun benalu jeruk (Dendrophthoe glabrescens
(Blakely) Barlow) yang diperoleh dari Desa Manikliyu, Kecamatan Kintamani,
Kabupaten Bangli, Provinsi Bali, serbuk DPPH (2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl), etanol
70%, etanol 80%, dan etanol 96%.

Alat dan Instrumen

Alat-alat yang digunakan yaitu timbangan analitik (Ohaus), oven (Memmert),
blender (Philips), kertas saring, corong kaca, labu ukur (Pyrex®), pipet volumetrik
(Pyrex®), pipet ukur (Pyrex®), tabung reaksi, pipet tetes, sendok logam, dan batang
pengaduk. Instrumen yang digunakan adalah spektrofotometri UV-Vis (Shimadzu tipe
1900).

Ekstraksi

Daun benalu jeruk dibuat menjadi simplisia kering, selanjutnya diserbukkan
kemudian dimaserasi menggunakan pelarut etanol 70%, 80%, dan 96% dengan
perbandingan 1:10. Perendaman dilakukan selama tiga kali 24 jam, dengan pengadukan
selama lima menit setiap 12 jam. Kemudian dilakukan remaserasi menggunakan pelarut
yang sama, dikocok selama lima menit, dan disaring melalui kertas saring. Setelah
maserasi dilakukan evaporasi pada suhu 40°C untuk menghilangkan pelarut yang ada
dalam filtrat [9].

Pembuatan dan Pengukuran Panjang Gelombang Maksimum DPPH 40 ppm.

Serbuk DPPH ditimbang sebanyak 4 mg, dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL,
lalu dicukupkan volume dengan etanol 70%, 80%, maupun 96% hingga tanda batas,
kemudian dihomogenkan [13]. Panjang gelombang maksimum dan absorbansi larutan
DPPH diukur pada panjang gelombang 400-800 nm menggunakan spektrofotometer
UV-Vis [14].
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Pembuatan Larutan Uji

Timbang 10 mg sampel, larutkan dengan sedikit etanol 70%, 80%, atau 96%,
masukkan ke dalam dalam labu ukur 10 mL dan dicukupkan volumenya hingga tanda
batas, kemudian dihomogenkan (1000 pg/mL). Larutan sampel diencerkan menjadi
beberapa seri konsentrasi yaitu 2, 4, 6, 8, dan 10 ng/mL menggunakan etanol 70%, 80%,
atau 96% [15].

Penentuan Absorbansi Larutan Uji

Masing-masing larutan uji dipipet sebanyak 2 mL lalu dimasukkan ke tabung
reaksi dan ditambahkan 2 mL larutan DPPH 40 ppm. Didiamkan selama 30 menit pada
suhu ruang dan tempat gelap, absorbansinya diukur pada panjang gelombang
maksimum DPPH 40 ppm menggunakan spektrofotometer UV-Vis [16].

Penentuan Nilai ICso

Absorbansi larutan uji yang diperoleh kemudian digunakan untuk menghitung
persen inhibisi sebagai persentase penghambatan radikal bebas dengan rumus [17]:

abs. blanko - abs. sampel
abs. blanko

% Inhibisi= x100%
Kemudian konsentrasi sampel dan persen inhibisi diplotkan masing-masing pada
sumbu x dan sumbu y untuk mendapatkan persamaan regresi linier yaitu:

y=az%bx
Keterangan:
y = % Inhibisi.
a = intercept (perpotongan garis sumbu y)
b = slope (kemiringan)
x = konsentrasi

Persamaan tersebut digunakan untuk menentukan nilai ICsp, dimana nilai 50
sebagai sumbu y. Semakin rendah nilai ICso yang didapatkan, maka semakin tinggi
aktivitas antioksidan dari larutan uji [18].

3. Hasil dan Pembahasan

Pada penelitian ini digunakan 3 sampel ekstrak etanol daun benalu jeruk dengan
pelarut etanol 70%, 80%, dan 96%. Tujuan digunakan 3 sampel adalah untuk
mengetahui aktivitas antioksidan dari beberapa variasi pelarut etanol. Uji aktivitas
antioksidan ekstrak daun benalu jeruk dilakukan menggunakan metode DPPH yang
selanjutnya menghitung ICso. Aktivitas antioksidan ekstrak daun benalu jeruk dilihat
dari penurunan intensitas warna ungu yang dapat berubah menjadi kuning yang
menunjukkan penurunan serapan radikal DPPH. Hal ini karena terjadi reaksi antara
atom hidrogen yang dilepas oleh sampel uji dengan molekul radikal DPPH sehingga
terbentuk senyawa 1, 1-difenil-2-pikrilhidrazil yang berwarna kuning [19], [20].

Pengujian aktivitas antioksidan diawali dengan menentukan panjang gelombang
maksimum DPPH dan didapatkan hasil 514 nm. Hasil tersebut didapatkan karena
larutan DPPH berada pada daerah visible pada panjang gelombang 400-800 nm [21].
Selanjutnya diukur absorbansi blanko pada panjang gelombang maksimum DPPH,
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absorbansi blanko tersebut akan digunakan untuk menghitung %inhibisi dari sampel

[22].

Tabel 1. Hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak daun benalu jeruk variasi 70%

Konsentrasi . o ey s Persamaan
(ug/mL) Absorbansi YoInhibisi regresi linier ICso (ppm)
0 0,722 0,000
2 0,579 19,806 _
4 0,469 35,042 y =7048,2x +
2,2029 6,782

6 0,365 49,446 R2 = 09964
8 0,269 62,742 !
10 0,138 80,886

Dari hasil uji aktivitas antioksidan, didapatkan koefisien korelasi (R?) dari sampel
ekstrak daun benalu jeruk dengan pelarut etanol 70% menunjukkan bahwa sekitar 99%
tingkat antioksidan dipengaruhi oleh kandungan yang terdapat dalam ekstrak tersebut.
Sementara, kurang dari 1% lainnya mungkin disebabkan oleh faktor lain, seperti
keakuratan proses penimbangan dan pemipetan, pengukuran volume, penggunaan
pelarut, atau adanya zat pengotor dalam larutan sampel yang diuji [23]. Selanjutnya,
dari persamaan regresi linier maka dapat dihitung ICsy dari sampel dan diperoleh
sebesar 6,782 ppm (Tabel 1). Dari hasil tersebut, maka dapat dikatakan jika ekstrak
etanol 70% daun benalu jeruk memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat karena
memiliki nilai IC50 <50 ppm.

Tabel 2. Hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak daun benalu jeruk variasi 80%

Konsentrasi Persamaan

. 0 .
(ug/mL) Absorbansi YoInhibisi regresi linier ICso (ppm)

0 0,772 0,000

2 0,642 11,080 3

4 0,543 24,792 y = 4458,9x +

1,1542 11,965

6 0,503 30,332 R2= 09921

8 0,424 41,274 ’

10 0,347 51,939

Dari hasil uji aktivitas antioksidan didapatkan koefisien korelasi (R2) dari sampel
ekstrak etanol 80% daun benalu jeruk menunjukkan sekitar 99% sama halnya dengan
sampel sebelumnya yaitu, ekstrak daun benalu jeruk variasi 70%. Nilai R? yang
mendekati 1 menunjukkan bahwa kurva regresi dapat memprediksi nilai ICsp dari
sampel uji dengan lebih baik [23]. Selanjutnya, dari persamaan regresi linier maka dapat
dihitung ICso dari sampel dan diperoleh sebesar 11,965 ppm (Tabel 2). Dari hasil
tersebut, maka dapat dikatakan jika ekstrak etanol 70% daun benalu jeruk memiliki
aktivitas antioksidan yang sangat kuat karena memiliki nilai ICso <50 ppm.
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Tabel 3. Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Daun Benalu Jeruk Variasi 96 %

Konsentrasi . s (0 Persamaan
(ug/mL) Absorbansi Inhibisi (%) regresi linier ICso (ppm)
0 0,772 0,000
2 0,545 24,515 _
4 0,434 39,889 y = 6896,7x +
4,8674 6,544

6 0,366 49,307 R2 = 0982
8 0,268 62,881 ’
10 0,128 82,271

Dari hasil uji aktivitas antioksidan didapatkan koefisien korelasi (R?) dari sampel
ekstrak daun benalu jeruk dengan variasi pelarut etanol 96% menunjukkan sekitar 98%
tingkat antioksidan dipengaruhi oleh kandungan yang terdapat dalam ekstrak.
Sementara, kurang dari 2% lainnya mungkin berasal dari faktor lain seperti, keakuratan
proses penimbangan dan pemipetan, pengukuran volume, penggunaan pelarut, atau
adanya zat pengotor dalam larutan sampel yang akan diuji [23]. Selanjutnya, dari
persamaan regresi linier maka dapat dihitung ICsp dari sampel dan diperoleh sebesar
6,544 ppm (Tabel 3). Dari hasil tersebut, maka dapat dikatakan jika ekstrak etanol 96%
daun benalu jeruk memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat karena memiliki nilai
ICs50 <60 ppm.

Ekstrak daun benalu jeruk dengan variasi pelarut etanol 70%, 80%, dan 96%
termasuk dalam kategori antioksidan yang kuat. Hal tersebut sesuai dengan pernyataan
Udayani dkk. (2023), dimana dikatakan bahwa ekstrak etanol 96% daun benalu jeruk
memiliki aktivitas antioksidan yang kuat dengan nilai ICso 54,490 ppm [23]. Ekstrak
daun benalu jeruk memiliki aktivitas antioksidan karena daun benalu jeruk
mengandung metabolit sekunder seperti tanin, saponin, dan flavonoid [23].Aktivitas
antioksidan yang kuat pada ekstrak daun benalu jeruk terjadi karena metabolit sekunder
seperti tanin, saponin, dan flavonoid memiliki gugus fungsional yang polar, yang
membuatnya mudah larut dalam pelarut polar seperti etanol [23].

OH
HO
HO U OH
o '“'7—@7(%
HO Oj? 0§ L OH
HD%:}—‘( .\_7 ;—Qoﬁ
GOH [ d

HO OH

Gambar 1. Struktur senyawa tanin [24]

Tanin memiliki kapasitas antioksidan yang kuat, kemampuannya untuk
menangkap radikal bebas tergantung pada jumlah dan derajat polimerasi gugus
hidroksil (gambar 1). Semakin banyak gugus hidroksil dalam tanin maka semakin
mudah teroksidasi, dengan begitu tanin memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi
[25]. Senyawa tanin bekerja sebagai antioksidan dengan menghambat peroksidasi lipid
dan lipoksigenase in vitro, serta mampu menangkap radikal hidroksil, superoksida, dan

peoksil [26], [27].
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Gambar 2. Struktur senyawa saponin [24]

Senyawa saponin (gambar 2) yang terdiri dari sapogenin juga mampu berperan
sebagai antioksidan alami yang dapat melindungi tubuh dari radikal bebas [28]. Saponin
memiliki gugus hidroksil fenolik, yang dapat mengakhiri reaksi rantai radikal bebas (-
OH and O-2) dengan mengikat radikal bebas untuk membentuk struktur radikal semi-
keto yang stabil [29]. Saponin mampu mereduksi superoksida melalui pembentukan zat
antara hiperoksida, sehingga dapat mencegah kerusakan biomolekul akibat radikal
bebas [30], [31].

O

Gambar 3. Struktur senyawa flavonoid [32]

Kapasitas antioksidan senyawa flavonoid bergantung pada jenis gugus fungsi dan
susunannya di sekitar struktur inti. Jumlah dan posisi gugus hidroksil pada cincin
katekol-B dan cincin piran-C mempengaruhi flavonoid dalam menangkap radikal bebas
[32]. Potensi antioksidan dari senyawa flavonoid dikaitkan dengan struktur molekul,
lebih tepatnya dengan lokasi dan jumlah total gugus -OH (Gambar 3). Flavonoid
berperan sebagai antioksidan eksogen dan langsung dioksidasi oleh radikal membentuk
spesies yang kurang reaktif. melalui beberapa mekanisme yang pertama, yaitu
penghambatan aktivitas sintase nitrat oksida (NO) yang berperan penting dalam
menjaga pelebaran pembuluh darah dan hilangnya NO menyebabkan stres oksidatif
pada pembuluh darah. Kedua, penghambatan aktivitas xantin oksidase (XO) dan
protein kinase C, yang mengkatalis produksi anion superoksida. Ketiga, modulasi jalur
saluran, atau dengan berinteraksi dengan sistem enzim lain [27], [33].

4. Kesimpulan

Penelitian yang dilakukan menggunakan metode DPPH ini menunjukkan
bahwa ekstrak daun benalu jeruk memiliki aktivitas antioksidan. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa nilai ICsy ekstrak daun benalu jeruk dengan variasi pelarut etanol
70%, 80%, dan 96% secara berturut-turut yaitu 6,782 ppm; 11,965 ppm; dan 6,544. Oleh
karena itu, ekstrak daun benalu jeruk dengan variasi pelarut etanol 70%, 80%, dan 96%
dikategorikan memiliki aktivitas antioksidan yang kuat. Diharapkan penelitian ini
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dapat digunakan sebagai bahan evaluasi dan refrensi untuk mendukung penelitian
yang akan datang.
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