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ABSTRAK 

 

Pendahuluan: Radikal bebas merupakan molekul reaktif yang dapat memicu 

stres oksidatif ketika produksinya melebihi kapasitas sistem pertahanan tubuh. 

Kondisi ini dapat merusak komponen seluler dan berperan dalam proses 

terjadinya berbagai penyakit degeneratif, seperti penuaan dini, kanker, diabetes, 

dan penyakit kardiovaskular. Antioksidan diperlukan untuk menetralkan radikal 

bebas sehingga mampu mencegah atau memperlambat kerusakan oksidatif. Daun 

kumis kucing (Orthosiphon aristatus) dikenal sebagai tanaman herbal yang 

banyak digunakan dalam pengobatan tradisional dan mengandung senyawa 

bioaktif, termasuk flavonoid dan fenolik, yang memiliki aktivitas antioksidan. 

Namun, tingkat efektivitasnya perlu dibandingkan dengan antioksidan standar 

seperti vitamin C. Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan aktivitas 

antioksidan ekstrak metanol daun kumis kucing dengan vitamin C menggunakan 

metode DPPH. Metode: Penelitian dilakukan secara eksperimental dimulai 

dengan pembuatan ekstrak daun kumis kucing, larutan uji dengan konsentrasi 10–

50 ppm untuk ekstrak dan 1–5 ppm untuk vitamin C, serta pengukuran absorbansi 

larutan uji pada panjang gelombang 517 nm sebanyak tiga replikasi. Nilai IC50 

diperoleh menggunakan analisis regresi linear, dan perbandingan antara kedua 

kelompok dilakukan dengan Independent Sample t-test. Hasil: Ekstrak daun 

kumis kucing memiliki aktivitas antioksidan sangat kuat dengan nilai IC50 29,38 

ppm; 33,39 ppm; dan 30,36 ppm. Vitamin C juga menunjukkan aktivitas 

antioksidan yang sangat kuat dengan nilai IC50 sebesar 1,31 ppm; 0,85 ppm; dan 

0,15 ppm. Uji statistik menunjukkan perbedaan signifikan antara kedua kelompok 

(p < 0,001). Kesimpulan: Vitamin C memiliki aktivitas antioksidan yang jauh 

lebih kuat dibandingkan ekstrak metanol daun kumis kucing. 

Kata Kunci: Antioksidan, DPPH, IC50, Orthosiphon aristatus, Vitamin C  
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ABSTRACT 

 

Introduction: Free radicals are reactive molecules that induce oxidative stress 

when their production exceeds the body’s antioxidant defense capacity, leading to 

cellular damage and the development of degenerative diseases such as premature 

aging, cancer, diabetes, and cardiovascular disorders. Antioxidants are required 

to neutralize free radicals and reduce oxidative damage. Cat’s whiskers leaves 

(Orthosiphon aristatus) are widely used in traditional medicine and contain 

bioactive compounds, including flavonoids and phenolics, which possess 

antioxidant activity. However, their antioxidant effectiveness compared to 

standard antioxidants such as vitamin C remains unclear. This study aimed to 

compare the antioxidant activity of methanolic extract of cat’s whiskers leaves 

with vitamin C using the DPPH method. Methods: This experimental study 

prepared a methanolic extract of cat’s whiskers leaves and test solutions at 

concentrations of 10–50 ppm for the extract and 1–5 ppm for vitamin C. 

Absorbance was measured at 517 nm using a UV–Vis spectrophotometer in 

triplicate. IC₅₀ values were determined by linear regression analysis, and 

statistical comparison between groups was performed using an independent 

sample t-test. Results: The methanolic extract of cat’s whiskers leaves exhibited 

very strong antioxidant activity, with IC₅₀ values of 29.38 ppm, 33.39 ppm, and 

30.36 ppm. Vitamin C showed stronger antioxidant activity, with IC₅₀ values of 

1.31 ppm, 0.85 ppm, and 0.15 ppm. A significant difference was observed between 

the two groups (p < 0.001). Conclusion: Vitamin C demonstrates significantly 

higher antioxidant activity than the methanolic extract of cat’s whiskers leaves. 

 

Keywords: Antioxidants, DPPH, IC50, Orthosiphon aristatus, Vitamin C  
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

1.1. Latar Belakang 

Kesehatan manusia saat ini semakin terancam oleh berbagai faktor, termasuk 

paparan radikal bebas yang muncul akibat polusi, stres, dan pola makan yang 

tidak sehat.
1
 Radikal bebas diperkirakan menyebabkan hingga 10.000 kali 

kerusakan pada satu sel setiap harinya.
2
 Akumulasi radikal bebas dalam tubuh 

berkontribusi pada patogenesis berbagai penyakit tidak menular, seperti diabetes, 

penyakit kardiovaskular, penyakit degeneratif, dan kanker.
3
 

Pada tahun 2021, penyakit tidak menular (PTM) menjadi penyebab kematian 

pada 43 juta orang di dunia. Angka ini setara dengan tiga per empat atau sekitar 

75% dari total kematian yang tidak berkaitan dengan pandemi. Lebih dari 18 juta 

dari kematian tersebut tergolong sebagai kematian dini, yaitu meninggal sebelum 

mencapai usia 70 tahun, dan hampir seluruhnya (sebanyak 82%) terjadi di negara-

negara dengan pendapatan rendah hingga menengah.
4
  

Radikal bebas merupakan molekul atau atom yang memiliki satu atau lebih 

elektron tidak berpasangan pada orbital terluarnya, sehingga membuatnya tidak 

stabil dan sangat reaktif secara kimia dan dapat menyebabkan kerusakan pada 

komponen seluler, termasuk protein, lipid, dan DNA.
5
 Kondisi di mana terdapat 

radikal bebas tingkat tinggi yang tidak dapat diatasi akan menyebabkan stres 

oksidatif.
6
 Stres oksidatif merupakan suatu kondisi yang menunjukkan 

ketidakseimbangan antara pro-oksidan atau radikal bebas dan antioksidan yang 

berfungsi menjaga kondisi agar tidak terjadi kerusakan jaringan. Kondisi patologis 

stres oksidatif dalam tubuh dapat memicu berbagai penyakit akut hingga kronis. 

Bukti epidemiologis menunjukkan adanya hubungan antara berkurangnya 

simpanan antioksidan dan peningkatan kerentanan terhadap berbagai penyakit, 

termasuk kanker, penyakit jantung, percepatan penuaan, dan penyakit 

neurodegeneratif.
7
 Oleh karena itu, pencarian senyawa antioksidan yang efektif
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menjadi sangat penting dalam usaha mencegah dan mengobati penyakit-penyakit 

ini.  

Antioksidan merupakan senyawa yang berperan menekan reaksi oksidatif dan 

melindungi jaringan sel dari kerusakan dengan menetralisir radikal bebas. Secara 

fisiologis, tubuh manusia menghasilkan antioksidan enzimatik, antara lain 

superoksida dismutase (SOD), katalase, dan glutation peroksidase, yang berfungsi 

sebagai sistem pertahanan enzimatik untuk mencegah kerusakan seluler akibat 

aktivitas radikal bebas. Namun, dalam situasi tertentu, produksi radikal bebas 

melebihi kapasitas pertahanan tubuh, sehingga memerlukan asupan antioksidan 

dari luar.
5
 Meskipun tersedia antioksidan dalam bentuk sintetis seperti butylated  

hydroxytoluene (BHT) dan butylated hydroxyanisole (BHA), penggunaannya 

sering kali dibatasi karena dapat menimbulkan efek samping bersifat karsinogenik 

jika digunakan dalam dosis tinggi. Sebaliknya, antioksidan alami yang berasal 

dari tanaman obat lebih banyak diminati karena dianggap lebih aman dan 

memiliki potensi biologis yang kuat.
8
 

Tanaman kumis kucing (Orthosiphon aristatus) merupakan salah satu 

tanaman obat yang sudah cukup familiar di masyarakat Indonesia, terutama 

sebagai antidiabetes, antiradang, dan diuretik.
9
 Meskipun lebih dikenal untuk 

pengobatan penyakit ginjal dan diabetes, analisis fitokimia menunjukkan bahwa 

tanaman ini mengandung berbagai senyawa bioaktif, antara lain flavonoid, fenol 

hidrokuinon, saponin, tanin, dan triterpenoid, yang diketahui berperan penting 

sebagai sumber antioksidan alami.
10

 

Metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) merupakan salah satu teknik 

yang umum diterapkan dalam pengujian aktivitas antioksidan, karena memiliki 

tingkat sensitivitas yang baik serta didukung oleh prosedur analisis yang 

sederhana dan efisien. Aktivitas antioksidan dinyatakan sebagai nilai IC₅₀, di 

mana nilai yang lebih kecil mencerminkan kemampuan antioksidan yang lebih 

kuat.
11

 Penelitian terdahulu melaporkan bahwa uji aktivitas penangkap radikal 

bebas secara in vitro menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT) yang 

dipadukan dengan pereaksi DPPH menunjukkan adanya aktivitas antioksidan 

pada ekstrak. Aktivitas tersebut ditunjukkan oleh munculnya perubahan warna 
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bercak pada plat KLT menjadi kuning pucat, yang mengindikasikan terjadinya 

reduksi radikal bebas.
12

 Penelitian lain menggunakan metode ABTS dan 

CUPRAC pada fenotipe putih menghasilkan aktivitas antioksidan masing-masing 

sebesar 127,89 dan 87,67 µmol TE/g DW.
10

 

Meski demikian, penelitian-penelitian sebelumnya terkait aktivitas 

antioksidan ekstrak daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus) masih terbatas, 

karena umumnya bersifat kualitatif atau semikuantitatif dan belum 

menggambarkan secara akurat kekuatan antioksidan masing-masing senyawa. 

Selain itu, tidak dilakukan perbandingan sistematis antara respons 

spektrofotometri ekstrak daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus) dengan 

standar antioksidan seperti vitamin C, yang merupakan kontrol positif yang sering 

digunakan dalam uji aktivitas antioksidan. Hal ini menyebabkan kurangnya 

validasi ilmiah terhadap potensi bioaktivitas ekstrak secara kuantitatif dan 

memperkecil daya banding hasil penelitian dengan standar referensi yang telah 

terbukti efektif. Oleh karena itu, diperlukan pendekatan analisis yang lebih 

mendalam dengan kombinasi uji aktivitas antioksidan berbasis spektrofotometri, 

analisis regresi linear, serta perbandingan langsung terhadap vitamin C sebagai 

pembanding baku. 

Berdasarkan latar belakang tersebut, peneliti tertarik melakukan riset lebih 

lanjut untuk mengkaji lebih lanjut potensi aktivitas antioksidan ekstrak metanol 

daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus) menggunakan metode DPPH dalam 

menetralisir radikal bebas, sebagai upaya preventif maupun terapeutik terhadap 

berbagai penyakit tidak menular yang berkaitan dengan stres oksidatif. Dalam 

penelitian ini, vitamin C digunakan sebagai kontrol pembanding karena telah 

dikenal luas dan tervalidasi sebagai antioksidan standar. 

1.2. Rumusan Masalah 

Bagaimana perbandingan antioksidan ekstrak metanol daun kumis kucing 

(Orthosiphon aristatus) dengan vitamin C menggunakan metode DPPH?  
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1.3. Tujuan Penelitian 

1.3.1. Tujuan Umum 

Untuk mengetahui perbandingan antioksidan ekstrak metanol daun kumis 

kucing (Orthosiphon aristatus) dengan vitamin C menggunakan metode DPPH. 

1.3.2. Tujuan Khusus 

 Untuk mengetahui besarnya aktivitas antioksidan ekstrak metanol daun 

kumis kucing (Orthosiphon aristatus) dan standar pembanding larutan vitamin C 

yang dinyatakan dengan IC50. 

1.4. Manfaat Penelitian 

1. Bagi Masyarakat 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi informasi mengenai 

pemanfaatan daun kumis kucing sebagai sumber antioksidan alami yang 

berpotensi dalam pencegahan penyakit degeneratif. 

2. Bagi Pengembangan Ilmu Pengetahuan  

Memberikan data kuantitatif awal yang berguna dalam pengembangan 

skrining fitokimia dan penelitian bioaktivitas lebih lanjut. 
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BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1. Kumis Kucing (Orthosiphon aristatus) 

2.1.1. Morfologi Tumbuhan 

 Tanaman kumis kucing (Orthosiphon aristatus) merupakan tanaman semak 

kecil dan salah satu spesies tumbuhan berkhasiat obat yang termasuk dalam famili 

Lamiaceae. Tanaman ini banyak ditemukan di kawasan Asia Tropis, termasuk 

Indonesia, Malaysia, dan Thailand.
13

 

 Tanaman ini memiliki sistem perakaran tunggang dengan batang berkayu 

yang bertekstur keras, permukaan yang berbulu, dan tumbuh tegak keatas serta 

memiliki tinggi rata-rata sekitar 0,3–1 m. Bentuk daunnya bervariasi, diantaranya 

berbentuk lanceolatus, oval, atau rhombus dengan pangkal dan ujung yang 

runcing. Daun memiliki tepi yang bergerigi atau berlekuk dengan lebar 2-4 cm 

dan panjang 4-7 cm. Bunga tanaman ini tersusun dalam rangkaian majemuk 

bertipe tandan berwarna putih atau ungu muda. Ciri khas dari tanaman ini adalah 

adanya benang sari yang sangat panjang (>2 cm) yang keluar dari mahkota 

bunga.
1314

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.1 Daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus)
15
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2.1.2. Taksonomi 

 Taksonomi tanaman kumis kucing (Orthosiphon aristatus) adalah sebagai 

berikut:
16 

Kingdom  : Plantae 

Divisi  : Spermatophyta 

Kelas  : Dicotyledon 

Ordo  : Lamiales 

Famili  : Lamiaceae 

Genus  : Orthosiphon 

Spesies  : Orthosiphon aristatus 

2.1.3. Kandungan Daun Kumis Kucing 

Aktivitas farmakologis yang dimiliki oleh tanaman kumis kucing 

menunjukkan keragaman yang cukup signifikan. Pada penelitian yang dilakukan 

sebelumnya, dijumpai beberapa senyawa dominan dalam tanaman ini meliputi 

sinensetin, eupatorin, dan asam rosmarinat.
17

 Penelitian lainnya menunjukkan 

kandungan metabolit sekunder yang ditemukan pada daunnya, diantaranya 

alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, dan terpenoid.
18

 

Tabel 2.1 Kandungan Daun Kumis Kucing
18

 

Senyawa Etanol 96% 

Alkaloid + 

Tanin + 

Flavonoid + 

Saponin + 

Terpenoid + 

 

Flavonoid menunjukkan efek antioksidan yang signifikan dengan cara 

mengurangi radikal bebas seperti superoksida dan peroksil melalui mekanisme 

transfer atom hidrogen, sehingga dikategorikan sebagai senyawa antioksidan 

potensial.
19
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2.2. Radikal Bebas 

 Radikal bebas merupakan molekul dengan konfigurasi elektron tidak lengkap 

pada orbital luar, sehingga bersifat tidak stabil secara kimia, dan memicu reaksi 

berantai secara terus-menerus. Radikal bebas muncul saat senyawa stabil 

mengalami oksidasi dan berubah menjadi bentuk yang tidak stabil serta lebih 

reaktif.
20

 Untuk memperoleh kondisi yang lebih stabil, radikal bebas akan 

berinteraksi dengan molekul di sekitarnya melalui pembentukan ikatan kimia 

baru.
21

  

 Secara umum, radikal bebas diklasifikasikan ke dalam dua kelompok utama, 

yakni Reactive Oxygen Species (ROS) dan Reactive Nitrogen Species (RNS). ROS 

merupakan spesies reaktif yang berasal dari oksigen dan memiliki peran ganda, 

baik dalam proses fisiologis normal maupun dalam perkembangan berbagai 

kondisi patologis. Contoh ROS meliputi radikal superoksida, radikal hidroksil, 

dan radikal peroksil. Sementara itu, RNS terdiri dari spesies nitrogen reaktif 

seperti nitrogen monoksida dan dioksida nitrogen. Salah satu contohnya adalah 

nitric oxide, yang dihasilkan oleh enzim nitric oxide synthase.
3
 

 Radikal bebas dapat berasal dari dalam tubuh (endogen), salah satunya 

melalui proses pernapasan aerobik dan aktivitas metabolisme tubuh lainnya. Di 

sisi lain, radikal bebas juga bisa masuk dari luar tubuh (eksogen), contohnya 

akibat paparan polusi udara dan sinar ultraviolet.
22

 Pembentukan radikal bebas 

dalam tubuh umumnya berlangsung melalui 3 tahap utama, yaitu:
23

 

1. Tahap inisiasi 

  Tahap pertama dalam proses pembentukan radikal bebas dikenal sebagai 

tahap inisiasi. Pada tahap ini, suatu molekul stabil dipecah menjadi dua 

fragmen radikal melalui pemberian energi berupa panas, cahaya, atau reaksi 

kimia. Contohnya, senyawa seperti peroksida dapat terurai ketika dipanaskan 

atau terkena radiasi UV, menghasilkan radikal bebas yang sangat reaktif. 

Radikal-radikal ini kemudian memulai reaksi berantai dengan menyerang 

molekul monomer atau komponen biologis lainnya. 
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2. Tahap propagasi 

Setelah pembentukan radikal bebas pada tahap inisiasi, reaksi kimia 

memasuki fase propagasi. Dalam tahap ini, radikal bebas yang terbentuk akan 

menyerang molekul monomer secara berulang, sehingga mempertahankan 

dan memperpanjang rantai reaksi. Setiap interaksi antara radikal dan 

monomer menghasilkan radikal baru yang masih memiliki sifat reaktif, 

sehingga mampu melanjutkan reaksi dengan monomer berikutnya. Dengan 

begitu, rantai polimer terus bertambah panjang selama proses ini berlangsung.  

3. Tahap terminasi 

 Tahap terminasi berlangsung ketika dua radikal bebas yang memiliki 

reaktivitas tinggi bertemu dan bereaksi satu sama lain, sehingga 

menghentikan rantai reaksi. Reaksi ini mengakhiri pertumbuhan rantai 

polimer yang sebelumnya berlangsung selama tahap propagasi. 

2.3. Antioksidan 

Antioksidan merupakan molekul yang mampu menghambat atau 

memperlambat kerusakan oksidatif dengan menetralkan radikal bebas yang 

bersifat reaktif.
24

 Berdasarkan sumbernya, antioksidan terbagi menjadi 

antioksidan alami dan sintetis. Antioksidan alami berasal dari ekstrak tumbuhan 

atau bahan alam lainnya seperti buah-buahan, biji-bijian, dan bahan organik 

lainnya. Contoh senyawa antioksidan alami meliputi vitamin A, vitamin C, 

vitamin E, serta polifenol (flavonoid, flavon, flavonol, dan biflavonoid). 

Antioksidan sintetik merupakan senyawa yang dihasilkan melalui proses sintesis 

kimia. Penggunaannya secara berlebihan dikaitkan dengan risiko kesehatan, 

termasuk efek potensial karsinogenik. Contoh antioksidan sintetik antara lain 

buthylated hidroxyanisol (BHA), buthylated hydroxytoluene (BHT), dan tert-

butylhydroquinone (TBHQ).
25

 

Antioksidan dapat dikelompokkan menjadi primer, sekunder, dan tersier 

sesuai dengan peran serta mekanismenya dalam menghambat aktivitas radikal 

bebas. Antioksidan primer berfungsi sebagai chain-breaking antioxidant, yang 

berperan dalam menghentikan propagasi reaksi radikal bebas dengan 
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mendonorkan atom hidrogen kepada molekul lipid yang telah teroksidasi. Dengan 

demikian, senyawa hasil reaksi menjadi lebih stabil dan tidak reaktif. Contoh 

antioksidan primer meliputi enzim superoksida dismutase (SOD), katalase, dan 

glutation peroksidase (GPx). Antioksidan sekunder bekerja secara tidak langsung 

dengan cara pengikatan ion logam pro-oksidan, deaktivasi singlet oksigen, 

penyerapan sinar UV, serta pemecahan hidroperoksida menjadi produk yang tidak 

reaktif. Contoh senyawa dalam kelompok ini antara lain β-karoten, bilirubin, 

albumin, transferin, isoflavon, vitamin C, dan vitamin E. Sementara itu, 

antioksidan tersier memiliki fungsi restoratif, yaitu mencegah akumulasi 

kerusakan biomolekul dan membantu proses perbaikan sel pasca stres oksidatif. 

Mekanisme ini dilakukan melalui penguraian protein rusak oleh enzim proteolitik 

dan perbaikan DNA oleh enzim pemulih seperti metionin reduktase.
26

 

Secara umum, mekanisme aksi antioksidan dibagi menjadi dua kelompok 

utama, yaitu Electron Transfer (ET) dan Hydrogen Electron Transfer (HET). 

Pada mekanisme ET, antioksidan bertindak melalui reaksi redoks (reduksi dan 

oksidasi) yang ditandai oleh perubahan warna larutan akibat transfer elektron. 

Sementara itu, mekanisme HET berlangsung melalui pendonoran atom hidrogen 

untuk menetralisir radikal bebas, sehingga menghentikan reaksi berantai 

oksidatif.
27

 

2.4. Uji Aktivitas Antioksidan 

Dalam mengevaluasi aktivitas antioksidan suatu sampel, digunakan berbagai 

metode analisis yang mampu memberikan gambaran karakteristik antioksidan 

secara spesifik, diantaranya uji 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2-

azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate acid) (ABTS), dan dan Ferric 

Reducing Antioxidant Power (FRAP).
28

 

Metode DPPH merupakan salah satu teknik analisis kimia yang digunakan 

untuk mengukur kemampuan senyawa atau ekstrak dalam mengikat radikal bebas. 

Uji ini berbasis pada senyawa DPPH (2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl), yang 

memiliki warna ungu kuat dan serapan maksimum pada panjang gelombang 

sekitar 517 nm. Ketika senyawa antioksidan ditambahkan ke dalam larutan DPPH, 
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terjadi reaksi donasi hidrogen yang menyebabkan perubahan warna menjadi lebih 

pucat atau tidak berwarna. Perubahan tersebut diukur menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis, di mana semakin besar penurunan nilai absorbansi, 

semakin tinggi aktivitas antioksidan dari sampel uji.
26

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.2 Reaksi DPPH dengan Senyawa Antioksidan
28

 

 

Aktivitas antiradikal dari suatu senyawa atau ekstrak ditentukan melalui nilai 

IC₅₀, yaitu konsentrasi yang mampu menghasilkan penghambatan sebesar 50% 

terhadap aktivitas radikal bebas jika dibandingkan dengan kontrol. Penetapan nilai 

tersebut dilakukan dengan membangun kurva regresi linier yang menunjukkan 

hubungan antara variasi konsentrasi sampel dan persentase inhibisi radikal 

bebas.
29

 Nilai IC₅₀ berbanding terbalik dengan kekuatan aktivitas antioksidan 

suatu senyawa atau ekstrak. Semakin kecil nilai IC₅₀ yang diperoleh, semakin 

tinggi aktivitas antioksidannya, karena konsentrasi yang dibutuhkan untuk 

menghambat 50% radikal bebas semakin rendah. Sebaliknya, nilai IC₅₀ yang lebih 

besar menunjukkan aktivitas antioksidan yang lebih rendah.
27

 

 

Tabel 2.2 Kategori Nilai IC50
26

 

No Kategori Nilai IC50 (mg/L) 

1 Sangat kuat <50 

2 Kuat 50-100 

3 Sedang 100-150 

4 Lemah 150-200 

5 Sangat lemah >200 
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Pada penelitian sebelumnya, dilakukan perbandingan berbagai metode 

pengujian aktivitas antioksidan termasuk DPPH, ABTS, dan FRAP. Metode 

DPPH terbukti sebagai yang paling efektif dan efisien dibandingkan dua metode 

lainnya dalam mengevaluasi aktivitas penangkapan radikal bebas.
28

 Salah satu 

keunggulan utama metode DPPH adalah stabilitas radikal bebasnya, sehingga 

sering digunakan sebagai model standar dalam pengujian aktivitas antioksidan, 

terutama untuk ekstrak tumbuhan. Uji ini dapat diterapkan pada berbagai bentuk 

sampel, baik padat maupun cair, tanpa memerlukan spesifikasi terhadap jenis 

komponen antioksidan tertentu. Selain itu, metode DPPH dikenal memiliki 

prosedur analisis yang sederhana, waktu reaksi yang relatif singkat, serta biaya 

yang terjangkau dibandingkan metode lain. Hal ini menjadikannya salah satu 

pendekatan yang efektif dan efisien untuk menilai kemampuan suatu senyawa 

atau campuran dalam menetralisir radikal bebas.
30

 

2.5. Vitamin C 

Vitamin C merupakan senyawa antioksidan yang bersifat hidrofilik dan 

berperan dalam sistem pertahanan biologis tubuh dengan melindungi sel serta 

komponen plasma dari kerusakan akibat spesies oksigen reaktif. Secara kimia, 

vitamin C termasuk senyawa asam dengan rumus molekul C₆H₈O₆ dan bobot 

molekul sebesar 176,13 g/mol. Dalam berbagai penelitian aktivitas antioksidan, 

vitamin C kerap digunakan sebagai kontrol atau standar pembanding karena telah 

terbukti efektif dalam meredam dan menetralkan radikal bebas, memiliki tingkat 

toksisitas yang rendah, serta aman untuk dikonsumsi manusia.
31

  

Vitamin C bekerja menekan efek radikal bebas dengan mendonorkan 

elektron, yang menyebabkan radikal tersebut menjadi lebih stabil dan kurang 

reaktif. Senyawa ini terdapat dalam dua bentuk yang tidak stabil, yaitu bentuk 

tereduksi yang dikenal sebagai asam L-askorbat (AA), dan bentuk teroksidasi 

yang disebut asam dehidroaskorbat (DAA).
32

 

2.6. Spektrofotometri 

Spektrofotometri adalah teknik analisis yang digunakan secara kualitatif dan 

kuantitatif untuk mengidentifikasi serta menentukan konsentrasi komponen kimia 



Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara 

12 
 

 
 

dalam suatu sampel. Teknik ini memanfaatkan prinsip interaksi antara radiasi 

elektromagnetik dengan materi, terutama pada daerah cahaya ultraviolet (UV) dan 

cahaya tampak (visible). Cara kerjanya adalah dengan melewatkan cahaya pada 

panjang gelombang tertentu melalui sampel, lalu mengukur intensitas cahaya yang 

diserap. Alat yang digunakan dalam metode ini disebut spektrofotometer, yang 

terdiri atas beberapa komponen utama seperti sumber cahaya, monokromator 

untuk pemilihan panjang gelombang, kuvet sebagai tempat sampel, serta detektor 

yang berperan mengonversi energi cahaya menjadi sinyal listrik sehingga dapat 

dilakukan proses analisis lebih lanjut.
32

 

2.7. Kerangka Teori 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         Gambar 2.3 Kerangka Teori 

2.8. Kerangka Konsep 

 

 

Gambar 2.4 Kerangka Konsep 

Terpenoid Saponin Flavonoid Tanin Alkaloid 

Ekstrak Daun Kumis Kucing (Orthosiphon aristatus) 

Variabel Bebas 

Ekstrak Daun Kumis Kucing 

(Orthosiphon aristatus) & Vitamin C 

Variabel Terikat 

Aktivitas antioksidan yang 

diukur dengan nilai IC50 

Radikal Bebas 

Antioksidan diperlukan 

Stres Oksidatif 

Kerusakan Sel, Protein, DNA, Lipid 

Penyakit Tidak Menular 

Antioksidan 
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2.9. Hipotesis 

1. Hipotesis Nol (H0) : Ekstrak metanol daun kumis kucing (Orthosiphon 

aristatus) tidak memiliki aktivitas sebagai antioksidan dibandingkan 

dengan vitamin C menggunakan metode DPPH. 

2. Hipotesis Alternatif (Ha) : Ekstrak metanol daun kumis kucing 

(Orthosiphon aristatus) memiliki aktivitas sebagai antioksidan 

dibandingkan dengan vitamin C menggunakan metode DPPH. 
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BAB 3  

METODE PENELITIAN 

3.1. Definisi Operasional 

Tabel 3.1 Definisi Operasional 

Variabel Definisi Operasional Alat Ukur Cara Ukur Skala Hasil 

Ukur 

 Variabel Bebas  

Konsentra

si ekstrak 

daun 

kumis 

kucing  

Konsentrasi 

ekstrak metanol 

larutan yang diuji 

dengan ppm.  

Neraca 

analitik, 

beaker 

glass, dan 

pipet 

mikro. 

Rumus: 

V1 x M1= 

V2 x M2 

Numerik 10 ppm 

20 ppm 

30 ppm 

40 ppm 

50 ppm  

Vitamin C Kontrol positif 

untuk uji aktivitas 

antioksidan DPPH 

pada konsentrasi 

tertentu (ppm). 

Neraca 

analitik,  

beaker 

glass, dan 

pipet 

mikro. 

Rumus: 

V1 x M1= 

V2 x M2 

Numerik 1 ppm 

2 ppm 

3 ppm 

4 ppm 

5 ppm 

Variabel Terikat 

Aktivitas 

antioksi- 

dan 

Kemampuan 

ekstrak meredam 

radikal bebas 

DPPH yang dinilai 

dari penurunan 

absorbansi DPPH. 

Spektro 

fotometer 

Regresi 

linier 

Y = bX+a  

Numerik Nilai   

IC50 

(mg/L) 
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3.2. Jenis Penelitian 

Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental untuk 

membandingkan antioksidan ekstrak metanol daun kumis kucing dengan vitamin 

C menggunakan metode DPPH. 

3.3. Waktu dan Tempat Penelitian 

3.3.1. Waktu Penelitian 

 

Tabel 3.2 Waktu Penelitian 

No Studi Kegiatan 

2025 

Mei 

 

Juni 

 

Juli 

 

Agu 

 

Sept 

 

Okt 

 

Nov 

 

Des 

 

1 Studi Literatur         

2 Penyusunan Proposal         

3 Seminar Proposal         

4 Pembuatan Ethical 

Clearance 

        

5 Pelaksanaan Riset         

6 Analisis data         

7 Penyusunan laporan         

 

3.3.2. Tempat Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran 

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara. 

3.4. Populasi dan Sampel Penelitian 

3.4.1. Populasi Penelitian 

 Seluruh tanaman kumis kucing yang tumbuh di wilayah Sumatera Utara. 

3.4.2. Sampel Penelitian 

 Daun kumis kucing segar yang diambil dari Medan Estate, Deli Serdang, 

Sumatera Utara. 
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3.5. Alat dan Bahan 

3.5.1. Alat  

Timbangan analitik, blender, wadah maserasi, saringan, spatula, tabung 

reaksi, aluminium foil, beaker glass, pipet ukur, mikropipet, rotary evaporator, 

hotplate stirrer, dan spektrofotometri Uv-Vis. 

3.5.2. Bahan 

 Daun kumis kucing, 1,1-diphenyl2-picrylhidrazyl (DPPH), aquadest, 

methanol pro analisis, dan vitamin C. 

 

3.6. Prosedur Kerja 

3.6.1. Pengolahan Sampel 

 Sebanyak 500 gram daun kumis kucing segar yang berasal dari Medan 

Estate, Kabupaten Deli Serdang, Sumatera Utara, dibersihkan terlebih dahulu, 

selanjutnya dikeringkan dengan menggunakan oven pada suhu 50°C. Setelah 

proses pengeringan, daun kemudian diblender hingga diperoleh serbuk halus 

(simplisia). 

3.6.2. Ekstraksi Sampel 

 Serbuk daun kumis kucing sebanyak 150 gram dimasukkan ke dalam wadah 

maserasi, kemudian direndam metanol dengan rasio 1:10 hingga seluruh sampel 

terendam. Wadah ditutup dan disimpan di tempat gelap selama 3 hari dengan 

pengadukan setiap 6 jam. Campuran hasil ekstraksi disaring guna memisahkan 

ampas dan filtrat. Selanjutnya, larutan diuapkan dengan rotary evaporator sampai 

diperoleh ekstrak metanol pekat. 

3.6.3. Pembuatan Larutan Uji 

3.6.3.1. Pembuatan Larutan Induk Baku DPPH 

 Sebanyak 25 mg DPPH dilarutkan dengan metanol kemudian 

dimasukkan ke dalam beaker glass. Volume metanol ditambahkan hingga 

mencapai 25 mL, sehingga diperoleh larutan DPPH konsentrasi 1000 µg/mL. 

Selanjutnya, sebanyak 5 mL dari larutan stok diambil menggunakan pipet ukur 

dan dipindahkan ke dalam beaker glass, lalu metanol ditambahkan hingga 
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mencapai volume 25 mL untuk memperoleh larutan DPPH dengan konsentrasi 

200 µg/mL. 

3.6.3.2. Pembuatan Larutan Vitamin C 

Vitamin C sebanyak 50 mg ditimbang, kemudian dilarutkan dan 

diencerkan hingga volumenya 50 mL untuk menghasilkan larutan baku dengan 

konsentrasi 1000 µg/mL.
33

 

3.6.3.3. Pembuatan Larutan Ekstrak Daun Kumis Kucing 

Sebanyak 25 mg ekstrak daun kumis kucing ditimbang, kemudian 

dimasukkan ke dalam beaker glass. Volume metanol ditambahkan 

menggunakan pipet ukur hingga mencapai 25 mL, sehingga diperoleh larutan 

sampel dengan konsentrasi 1000 µg/mL.
  

3.6.3.4. Pembuatan Larutan Blanko 

Larutan DPPH berkonsentrasi 200 µg/mL diambil sebanyak 2 mL 

menggunakan pipet ukur, lalu dimasukkan ke dalam beaker glass. Metanol 

ditambahkan hingga volume total mencapai 10 mL sehingga diperoleh larutan 

blanko dengan konsentrasi 40 µg/mL. 

3.6.3.5. Pengukuran Serapan Blanko 

Sebanyak 2 mL larutan DPPH 200 µg/mL diambil menggunakan pipet 

ukur dan dimasukkan ke dalam beaker glass. Kemudian ditambahkan metanol 

sampai volume mencapai 10 mL untuk menghasilkan larutan DPPH 40 µg/mL. 

Larutan tersebut kemudian diukur absorbansinya pada panjang gelombang 

400–800 nm guna menentukan λ maksimum DPPH. 

3.6.3.6. Pengukuran Absorbansi DPPH dan Vitamin C 

Sebanyak 10 mL larutan stok vitamin C dengan konsentrasi 1000 

µg/mL diambil menggunakan pipet dan dimasukkan ke dalam beaker glass 50 

mL. Selanjutnya, metanol ditambahkan hingga volume mencapai tanda batas 

untuk memperoleh larutan vitamin C dengan konsentrasi 200 µg/mL. Larutan 

ini kemudian digunakan dalam pengukuran absorbansi dengan memipet 

masing-masing volume 0,05 mL; 0,10 mL; 0,15 mL; 0,20 mL; dan 0,25 mL ke 

dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan metanol hingga volume total 
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mencapai 10 mL. Setelah itu, masing-masing larutan ditambahkan 2 mL 

larutan DPPH 200 µg/mL sehingga diperoleh larutan uji vitamin C dengan 

konsentrasi akhir 1 µg/mL, 2 µg/mL, 3 µg/mL, 4 µg/mL, dan 5 µg/mL. Larutan 

selanjutnya diinkubasi selama 30 menit, kemudian nilai absorbansinya diukur 

pada panjang gelombang 517 nm. Setiap pengukuran dilakukan sebanyak tiga 

kali ulangan. 

3.6.3.7. Pengukuran Absorbansi DPPH dan Daun Kumis Kucing 

Larutan ekstrak metanol berkonsentrasi 1000 µg/mL diambil masing-

masing sebanyak 0,1 mL; 0,2 mL; 0,3 mL; 0,4 mL; dan 0,5 mL, kemudian 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi terpisah. Selanjutnya, setiap tabung 

ditambahkan 2 mL larutan DPPH konsentrasi 200 µg/mL, lalu ditambahkan 

metanol hingga volume total mencapai 10 mL. Dengan perlakuan tersebut 

diperoleh larutan uji ekstrak daun kumis kucing dengan konsentrasi akhir 

berturut-turut sebesar 10 µg/mL, 20 µg/mL, 30 µg/mL, 40 µg/mL, dan 50 

µg/mL. Larutan selanjutnya diinkubasi selama 30 menit, kemudian nilai 

absorbansinya diukur pada panjang gelombang 517 nm. Setiap pengukuran 

dilakukan sebanyak tiga kali ulangan. 

 

3.7. Analisis Data 

Nilai IC50 masing-masing sampel (ekstrak daun kumis kucing dan vitamin C) 

dihitung berdasarkan persamaan regresi linear yang diperoleh dari hubungan 

antara konsentrasi dan persen inhibisi terhadap DPPH. 

 Aktivitas antioksidan dihitung berdasarkan persen inhibisi menggunakan 

rumus:
34

 

% Inhibisi  (
                                    

                  
) x 100% 

Keterangan: 

Akontrol = Absorbansi pada DPPH tanpa sampel (tanpa ekstrak atau vitamin C) 

ASampel = Absorbansi pada DPPH setelah ditambah sampel (dengan ekstrak atau 

vitamin C) 

 



Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara 

19 
 

 
 

Data hasil inhibisi antioksidan dimasukkan ke dalam persamaan regresi linier 

Y = bX + a, di mana konsentrasi ekstrak (ppm) digunakan sebagai variabel 

independen (sumbu X) dan persentase inhibisi (%) sebagai variabel dependen 

(sumbu Y). Nilai IC50 ditentukan berdasarkan konsentrasi yang memberikan efek 

inhibisi sebesar 50%.
34

 Pengukuran dilakukan sebanyak tiga kali ulangan untuk 

masing-masing sampel, sehingga diperoleh tiga nilai IC50 per kelompok.  

Nilai IC₅₀ yang diperoleh selanjutnya dianalisis secara statistik menggunakan 

perangkat lunak SPSS. Tahap awal analisis dilakukan dengan uji normalitas 

Shapiro–Wilk untuk menilai apakah data berdistribusi normal atau tidak. 

Selanjutnya, dilakukan uji homogenitas varians menggunakan Levene’s Test. 

Apabila data memenuhi asumsi normalitas dan homogenitas, perbandingan nilai 

IC₅₀ antara ekstrak daun kumis kucing dan vitamin C dianalisis menggunakan 

Independent Sample t-test. Sebaliknya, apabila data tidak berdistribusi normal, 

maka digunakan uji nonparametrik Mann–Whitney U. Seluruh pengujian statistik 

dilakukan dengan tingkat signifikansi p < 0,05. 
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3.8. Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Alur Penelitian 

Daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus) 

Maserasi dan ekstraksi 

Pembuatan larutan ekstrak dan kontrol 

Kontrol (+) Kontrol (-) Ekstrak Daun 

Kumis Kucing 

Larutan Vitamin C Metanol 

Reaksikan dengan DPPH 

Inkubasi 30 menit pada suhu ruang 

Ukur absorbansi dengan Spektrofotometri 

Menghitung % inhibisi dari nilai absorbansi 

Menentukan nilai IC50 dengan persamaan regresi linear  

10 ppm 

20 ppm 

30 ppm 

1 ppm 

2 ppm 

3 ppm 

4 ppm 40 ppm

5 ppm 50 ppm 

Penentuan Signifikansi Perbedaan Aktivitas Antioksidan 

Pengolahan Data Menggunakan SPSS 
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BAB 4 

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

4.1. Hasil Penelitian 

4.1.1. Determinasi Tanaman Kumis Kucing  

 Determinasi tanaman kumis kucing dilakukan di Laboratorium 

Sistematika Tumbuhan Herbarium Medanense (MEDA), Universitas Sumatera 

Utara. Hasil dari determinasi menunjukkan bahwa sampel yang diuji benar yaitu 

spesies Orthosiphon aristatus. 

4.1.2. Hasil Ekstraksi Daun Kumis Kucing  

Tabel 4.1 Hasil Rendemen Ekstrak Metanol Daun Kumis Kucing 

Metode 

ekstraksi 

Berat serbuk yang 

diekstraksi  

Berat ekstrak hasil 

ekstraksi  

Nilai rendemen 

(%) 

Maserasi 150 g 21,6 g 14,4% 

 

4.1.3. Uji Aktivitas Antioksidan  

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1 Perubahan Warna pada Larutan Uji 

 Hasil uji aktivitas antioksidan menunjukkan bahwa ekstrak daun kumis 

kucing dan vitamin C menunjukkan aktivitas antioksidan yang ditandai dengan 

perubahan warna larutan DPPH setelah inkubasi. 

 Setelah uji kualitatif, dilakukan pengukuran kuantitatif menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada 517 nm dengan tiga replikasi, kemudian nilai 

absorbansi digunakan untuk menghitung persen inhibisi dan penentuan nilai 

IC50. 



Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara 

22 
 

 
 

 

Tabel 4.2 Nilai Absorbansi dan Persen Inhibisi Ekstrak Daun Kumis Kucing 

Konse

ntrasi 

(ppm) 

Absorbansi (mg/L) % Inhibisi 

Blanko R1 R2 R3 
Rata-

rata 
R1 R2 R3 

Rata-

rata 

10 0,122 0,092 0,103 0,087 0,094 24,590 15,573 28,688 22,950 

20 0,122 0,069 0,078 0,070 0,072 43,442 36,065 42,623 40,71 

30 0,122 0,057 0,070 0,061 0,062 53,278 42,623 50 48,633 

40 0,122 0,043 0,045 0,049 0,045 64,754 63,114 59,836 62,568 

50 0,122 0,040 0,037 0,038 0,038 67,213 69,672 68,852 68,579 

 

Tabel 4.3 Nilai Absorbansi dan Persen Inhibisi Vitamin C 

Konse

ntrasi 

(ppm) 

Absorbansi (mg/L) % Inhibisi 

Blanko R1 R2 R3 
Rata-

rata 
R1 R2 R3 

Rata-

rata 

1 0,122 0,062 0,058 0,055 0,058 49,180 52,459 54,918 52,185 

2 0,122 0,057 0,057 0,047 0,053 53,278 53,278 61,475 56,010 

3 0,122 0,052 0,050 0,046 0,049 57,377 59,016 62,295 59,562 

4 0,122 0,040 0,043 0,030 0,037 67,213 64,754 75,409 69,125 

5 0,122 0,036 0,037 0,029 0,034 70,491 69,672 76,229 72,130 

 

 Berdasarkan data pada Tabel 4.2 dan Tabel 4.3, terlihat bahwa 

peningkatan konsentrasi sampel, baik ekstrak daun kumis kucing maupun 

vitamin C sebagai kontrol positif, menyebabkan penurunan nilai absorbansi 

yang diikuti oleh peningkatan persentase inhibisi radikal bebas DPPH. 

 Hubungan linier antara konsentrasi dan persentase inhibisi terlihat dari 

persamaan regresi yang diperoleh, yang kemudian digunakan sebagai dasar 

penentuan nilai IC₅₀. Nilai IC₅₀ ditentukan sebagai konsentrasi yang mampu 

menghasilkan inhibisi sebesar 50%, sebagaimana disajikan pada Tabel 4.4. 
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 Tabel 4.4 Persamaan Regresi Linier dan Nilai IC50 Larutan Uji 

Replikasi 

Ekstrak Daun Kumis Kucing Vitamin C 

Persamaan Regresi 

Linier 

IC50 

(ppm) 

Persamaan Regresi 

Linier 

IC50 

(ppm) 

Replikasi 

1 

y = 1,0656x + 18,689 

R² = 0,9374 

29,38 y = 5,6557x + 42,541 

R² = 0,9693 

1,31 

Replikasi 

2 

y = 1,3525x + 4,8361 

R² = 0,9691 

33,39 y = 4,5902x + 46,066 

R² = 0,962 

0,85 

Replikasi 

3 

y = 0,9754x + 20,738 

R² = 0,9903 

30,36 y = 5,6557x + 49,098 

R² = 0,9135 

0,15 

 

  

 

 

 

  

 

Gambar 4.2 Perbandingan IC50 Sampel 

 

 Gambar 4.2 menunjukkan perbandingan nilai IC50 antara sampel ekstrak 

daun kumis kucing dan vitamin C sebagai kontrol positif dalam uji antioksidan. 

 Perbandingan statistik dua kelompok dianalisis menggunakan uji 

Independent Sample t-test. Uji normalitas dilakukan untuk mengetahui apakah 

data IC50 pada kelompok ekstrak daun kumis kucing dan vitamin C berdistribusi 

normal. Uji Shapiro–Wilk menunjukkan nilai signifikansi 0,452 untuk ekstrak dan 

0,773 untuk vitamin C. Nilai signifikansi pada kedua kelompok menunjukkan p > 

0,05, sehingga data dinyatakan berdistribusi normal. Selanjutnya, pengujian 

homogenitas menggunakan Levene’s Test dengan nilai p sebesar 0,087 (p > 0,05), 

yang menandakan varians antar kelompok bersifat homogen. Oleh karena itu, 
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analisis statistik dilanjutkan menggunakan uji Independent Sample t-test dengan 

asumsi varians yang sama (equal variances assumed). 

 

Tabel 4.5 Hasil uji Independent Sample t-test 

Variable Sig. Mean Difference 

Ekstrak Daun Kumis Kucing dan Vitamin C <0,001 -30,27333 

 

Hasil uji Independent Sample t-test menunjukkan nilai signifikansi p < 

0,001 dengan nilai selisih rerata (mean difference) sebesar −30,27. Hasil ini 

menunjukkan adanya perbedaan yang sangat signifikan antara nilai IC₅₀ ekstrak 

daun kumis kucing dan vitamin C. 

4.2 Pembahasan 

 Pada penelitian ini, pengujian aktivitas antioksidan secara kualitatif 

menunjukkan adanya perubahan warna pada larutan ekstrak daun kumis kucing 

maupun vitamin C setelah penambahan reagen DPPH. Gambar 4.1 menunjukkan 

larutan DPPH yang pada awalnya berwarna ungu mengalami pemudaran warna 

hingga menjadi kuning pucat, yang menandakan adanya reaksi antara radikal 

DPPH dengan senyawa antioksidan dalam sampel. Perubahan warna tersebut 

menunjukkan bahwa radikal bebas DPPH telah mengalami proses reduksi akibat 

penerimaan elektron atau atom hidrogen yang didonorkan oleh senyawa 

antioksidan. Proses ini mengakibatkan terbentuknya senyawa DPPH dalam bentuk 

tereduksi (DPPH-H) yang bersifat lebih stabil dan tidak lagi bersifat radikal.
29

 

 Berdasarkan hasil uji kuantitatif, peningkatan konsentrasi sampel uji 

menyebabkan terjadinya penurunan nilai absorbansi yang secara konsisten diikuti 

oleh peningkatan persentase inhibisi radikal bebas. Data yang disajikan pada 

Tabel 4.2 dan Tabel 4.3 menunjukkan adanya hubungan yang searah antara 

konsentrasi ekstrak daun kumis kucing dan vitamin C dengan kemampuan 

penghambatan radikal bebas, dimana semakin tinggi konsentrasi yang diberikan, 

semakin besar aktivitas antioksidan yang ditunjukkan. Pada konsentrasi 30 ppm, 

ekstrak daun kumis kucing menghasilkan persen inhibisi rata-rata sebesar 48,63%, 

yang mendekati nilai inhibisi 50%. Nilai ini menunjukkan bahwa pada konsentrasi 
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tersebut, ekstrak daun kumis kucing telah menunjukkan kemampuan antioksidan 

yang kuat. Sebagai pembanding, vitamin C mencapai persen inhibisi sebesar 

52,19% pada konsentrasi 1 ppm. Meskipun vitamin C memiliki aktivitas 

antioksidan yang lebih kuat dan bekerja efektif pada konsentrasi yang jauh lebih 

rendah, ekstrak daun kumis kucing pada konsentrasi 30 ppm mampu memberikan 

aktivitas antioksidan yang mendekati vitamin C pada konsentrasi 1 ppm. Aktivitas 

ekstrak daun kumis kucing ini didukung oleh keberadaan senyawa bioaktif yang 

telah diidentifikasi pada penelitian sebelumnya, seperti flavonoid, fenolik, 

terpenoid, sinensetin, eupatorin, orthosiphol, dan rosmarinic acid, yang diketahui 

berperan dalam mekanisme penangkapan radikal bebas.
17,18

 Hal ini diperkuat oleh 

penelitian-penelitian sebelumnya yang melaporkan bahwa senyawa-senyawa 

tersebut memiliki kemampuan menetralkan radikal bebas melalui mekanisme 

donasi elektron ataupun transfer atom hidrogen.
35,36

  

 Senyawa bioaktif dalam ekstrak daun kumis kucing, terutama fenolik dan 

flavonoid seperti rosmarinic acid, sinensetin, dan eupatorin, memiliki 

kemampuan dalam menetralkan radikal bebas melalui dua mekanisme utama, 

yaitu mekanisme transfer elektron dan mekanisme transfer atom hydrogen. Dalam 

mekanisme transfer elektron, antioksidan mentransfer satu elektron ke radikal 

bebas, sehingga radikal menjadi kurang reaktif. Sedangkan dalam transfer atom 

hidrogen, antioksidan menyumbangkan atom hidrogen yang terdiri dari proton 

dan elektron ke radikal bebas, menghasilkan molekul radikal antioksidan yang 

baru namun lebih stabil. Kedua mekanisme ini sering terjadi bersamaan dalam 

banyak senyawa fenolik alami.
37

 

 Pada larutan vitamin C sebagai kontrol positif memberikan respon yang 

konsisten dan linear terhadap peningkatan konsentrasi. Pada kisaran konsentrasi 

1–5 ppm, absorbansi larutan menurun dari 0,058 hingga 0,034, yang kemudian 

diikuti dengan peningkatan persen inhibisi dari sekitar 52% menjadi lebih dari 

72%. Penurunan absorbansi ini menunjukkan bahwa semakin besar konsentrasi 

vitamin C, semakin banyak radikal bebas yang berhasil dinetralkan. Hal ini sesuai 

dengan teori bahwa vitamin C merupakan antioksidan kuat yang bekerja dengan 

mendonorkan atom hidrogen atau elektron untuk menstabilkan radikal bebas, 
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sehingga menyebabkan absorbansi larutan DPPH menurun secara signifikan.
38

 

Temuan ini sejalan dengan penelitian sebelumnya yang menunjukkan bahwa 

vitamin C secara konsisten menghasilkan nilai inhibisi tinggi pada konsentrasi 

rendah, menjadikannya standar dalam pengujian aktivitas antioksidan pada 

berbagai senyawa bioaktif.
39

  

 Meskipun efektivitas ekstrak daun kumis kucing masih lebih rendah 

dibandingkan vitamin C, aktivitas antioksidan yang ditunjukkan oleh ekstrak daun 

kumis kucing tetap menunjukkan potensi bioaktivitas yang kuat dan konsisten. 

Hal ini mengindikasikan bahwa senyawa-senyawa bioaktif di dalam ekstrak 

mampu berinteraksi secara efektif dengan radikal bebas dan menurunkan tingkat 

reaktivitasnya, sehingga dapat dijadikan sebagai sumber antioksidan alami. 

 Berdasarkan hasil penelitian, diperoleh nilai IC50 ekstrak daun kumis 

kucing berada pada kisaran 29,38; 33,39; dan 30,36 ppm, juga menunjukkan 

potensi antioksidan kategori sangat kuat. Hasil tersebut menunjukkan bahwa 

senyawa bioaktif dalam ekstrak mampu secara efektif mendonorkan elektron 

maupun atom hidrogen sehingga radikal DPPH dapat dinetralkan dan 

menghambat terjadinya reaksi oksidatif berantai.
40

 Perbedaan nilai IC50 antar 

replikasi dapat disebabkan oleh variasi konsentrasi senyawa bioaktif, kestabilan 

radikal selama uji, serta kondisi fisik-kimia ekstrak, namun secara keseluruhan 

tetap menunjukkan aktivitas antioksidan yang kuat.
41

 Hal ini sejalan dengan 

penelitian sebelumnya yang melaporkan daun kumis kucing sebagai sumber 

antioksidan potensial dengan kemampuan scavenging radikal yang baik.
42

 

 Sebaliknya, diperoleh nilai IC50 vitamin C sebesar 1,31; 0,85; dan 0,15 

ppm, yang menunjukkan bahwa vitamin C memiliki aktivitas antioksidan yang 

sangat kuat. Nilai IC50 yang rendah menandakan bahwa hanya diperlukan 

konsentrasi kecil untuk mampu menghambat 50% radikal bebas DPPH.
29

 Temuan 

ini sejalan dengan literatur yang menyebutkan bahwa vitamin C merupakan 

antioksidan standar dengan potensi sangat kuat karena sifatnya sebagai donor 

elektron dan hidrogen yang efisien.
37

 Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa 

asam askorbat memiliki nilai IC50 sangat rendah yaitu 1,238 ppm sehingga 
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dikategorikan sebagai antioksidan sangat kuat dan digunakan sebagai kontrol 

positif dalam uji DPPH.
43

  

 Hasil pengujian Independent Sample t-test menunjukkan bahwa terdapat 

perbedaan yang sangat signifikan antara nilai IC50 ekstrak daun kumis kucing dan 

vitamin C, ditunjukkan dengan nilai p < 0,001. Nilai mean difference sebesar –

30,27 mengindikasikan bahwa nilai IC₅₀ vitamin C lebih rendah dibandingkan 

ekstrak daun kumis kucing, sehingga aktivitas antioksidan vitamin C lebih kuat 

dibandingkan dengan ekstrak daun kumis kucing. Artinya, ekstrak membutuhkan 

konsentrasi yang lebih besar untuk menurunkan 50% radikal bebas DPPH, 

sehingga aktivitas antioksidannya jauh lebih rendah.  
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BAB 5 

KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

 Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat 

disimpulkan: 

1. Ekstrak daun kumis kucing menunjukkan aktivitas antioksidan yang 

tergolong sangat kuat berdasarkan nilai IC₅₀ yang diperoleh. Meskipun 

tingkat aktivitasnya masih berada di bawah vitamin C, ekstrak ini 

tetap memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai sumber 

antioksidan alami. 

2. Hasil uji Independent Sample t-test menunjukkan adanya perbedaan 

yang sangat signifikan antara nilai IC50 ekstrak daun kumis kucing dan 

vitamin C (p < 0,001). 

5.2  Saran 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk menganalisis kandungan 

fitokimia ekstrak daun kumis kucing, misalnya menggunakan GC-MS 

atau LC-MS, untuk mengidentifikasi senyawa aktif yang paling 

berkontribusi terhadap aktivitas antioksidan. 

2. Menguji aktivitas biologis lain, misalnya antibakteri atau 

antiinflamasi, untuk melihat potensi penggunaan ekstrak secara lebih 

luas. 
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Lampiran 1. Surat Keterangan Lolos Kaji Etik 
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Lampiran 2. Surat Izin Penelitian 
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Lampiran 3. Surat Hasil Identifikasi Tanaman 
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Lampiran 4. Surat Keterangan Selesai Penelitian 
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Lampiran 5. Perhitungan Konsentrasi Larutan Uji 

 

 

1. Pengenceran Seri Konsentrasi Larutan Ekstrak Daun Kumis Kucing 

Diketahui: 

M₁ = 1000 µg/mL (stok) 

M₂ = 10, 20, 30, 40, 50 µg/mL (yang ingin dibuat) 

V₂ = 10 mL (total volume akhir) 

 Rumus = V1 x M1 = V2 x M2 

a. Konsentrasi 10 ppm 

   
       

  
 
                

          
        

b. Konsentrasi 20 ppm 

   
       

  
 
                

          
        

c. Konsentrasi 30 ppm 

   
       

  
 
                

          
        

d. Konsentrasi 40 ppm 

   
       

  
 
                

          
        

e. Konsentrasi 50 ppm 
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(lanjutan) 

2. Pengenceran Seri Konsentrasi Larutan Vitamin C 

Diketahui: 

M₁ = 200 µg/mL (stok) 

M₂ = 1, 2, 3, 4, 5 µg/mL (yang akan dibuat) 

V₂ = 10 mL (total volume akhir) 

 Rumus = V1 x M1 = V2 x M2 

a. Konsentrasi 1 ppm 

   
       

  
  
               

         
         

b. Konsentrasi 2 ppm 

   
       

  
 
               

         
        

c. Konsentrasi 3 ppm 

   
       

  
 
               

         
         

d. Konsentrasi 4 ppm 

   
       

  
 
               

         
        

e. Konsentrasi 5 ppm 
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Lampiran 6. Perhitungan Persen Inhibisi Larutan Uji 

 

 

1. Perhitungan Persen Inhibisi Larutan Ekstrak Daun Kumis Kucing 

Konsentrasi 

(ppm) 
Replikasi 

Absorbansi (mg/L) % inhibisi 

 (Abs0 - Abssampel) 

Abs0 x 100% 
Ekstrak Blanko 

10 ppm 1 0,092 0,122              

            
 = 24,590% 

2 0,103 0,122              

            
 = 15,573% 

3 0,087 0,122              

            
 = 28,688% 

20 ppm 1 0,069 0,122              

            
 = 43,442% 

2 0,078 0,122              

            
 = 36,065% 

3 0,070 0,122              

            
 = 42,623% 

30 ppm 1 0,057 0,122              

            
 = 53,278% 

2 0,070 0,122              

            
 = 42,623% 

3 0,061 0,122              

            
 = 50,00% 

40 ppm 1 0,043 0,122              

            
 = 64,754 % 

2 0,045 0,122              

            
 = 63,114 % 

3 0,049 0,122              

            
 = 59,836 % 

50 ppm 1 0,040 0,122              

            
 = 67,213 % 

2 0,037 0,122              

            
 = 69,672% 

3 0,038 0,122              

            
 = 68,852% 
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(lanjutan) 

2. Perhitungan Persen Inhibisi Larutan Vitamin C 

Konsentrasi 

(ppm) 
Replikasi 

Absorbansi (mg/L) % Inhibisi 

 (Abs0 - Abssampel) 

Abs0 x 100% 
Vitamin C Blanko 

1 ppm 1 0,062 0,122              

            
 = 49,180% 

2 0,058 0,122              

            
 = 52,459% 

3 0,055 0,122              

            
 = 54,918% 

2 ppm 1 0,057 0,122              

            
 = 53,278% 

2 0,057 0,122              

            
 = 53,278% 

3 0,047 0,122              

            
 = 61,475% 

3 ppm 1 0,052 0,122              

            
 = 57,377% 

2 0,050 0,122              

            
 = 59,016% 

3 0,046 0,122              

            
 = 62,295% 

4 ppm 1 0,040 0,122              

            
 = 67,213% 

2 0,043 0,122              

            
 = 64,754% 

3 0,030 0,122              

            
 = 75,409% 

5 ppm 1 0,036 0,122              

            
 = 70,491% 

2 0,037 0,122              

            
 = 69,672% 

3 0,029 0,122              

            
 = 76,229% 
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Lampiran 7. Persamaan Regresi Linier dan Nilai IC50 Larutan Uji 

 

 

1. Persamaan Regresi Linier Larutan Ekstrak Daun Kumis Kucing 

a. Replikasi 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

Perhitungan Nilai IC50 Melalui Persamaan Regresi Linier 
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(lanjutan) 

c. Replikasi 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

Perhitungan Nilai IC50 Melalui Persamaan Regresi Linier 

 

       

       

  
   

 
 
         

      
           

 

 

2. Persamaan Regresi Linier Larutan Vitamin C 

a. Replikasi 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

Perhitungan Nilai IC50 Melalui Persamaan Regresi Linier 

 

       

       

  
   

 
 
         

      
          

 

 

 

28,688 

42,622 

50 

59,836 

68,852 

y = 0,9754x + 20,738 

R² = 0,9903 

0

20

40

60

80

0 10 20 30 40 50 60

%
 I

n
h

ib
is

i 

Konsentrasi (ppm) 

Replikasi 3 

49,180 

53,278 

57,377 

67,213 

70,491 

y = 5,6557x + 42,541 

R² = 0,9693 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 1 2 3 4 5 6

%
 I

n
h

ib
is

i 

Konsentrasi (ppm) 

Replikasi 1 



Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara 

42 
 

 
 

 (lanjutan) 

b. Replikasi 2 
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Lampiran 8. Analisis Data SPSS 
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Lampiran 9. Dokumentasi Penelitian 
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Pengeringan daun menggunakan oven 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Daun yang sudah kering 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Daun yang sudah diblender kemudian 
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Penguapan pelarut menggunakan 

rotary evaporator 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak hasil rotary evaporator 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pembuatan larutan induk DPPH, ekstrak, dan vitamin C 
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Lampiran 10. Naskah Artikel Ilmiah 

 

PERBANDINGAN ANTIOKSIDAN EKSTRAK METANOL DAUN KUMIS KUCING 

(Orthosiphon aristatus) DENGAN VITAMIN C MENGGUNAKAN 

 METODE DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 
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1
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1
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ABSTRAK 

 

Pendahuluan: Radikal bebas merupakan molekul reaktif yang dapat memicu stres oksidatif ketika 

produksinya melebihi kapasitas sistem pertahanan tubuh. Kondisi ini dapat merusak komponen 

seluler dan berperan dalam proses terjadinya berbagai penyakit degeneratif, seperti penuaan dini, 

kanker, diabetes, dan penyakit kardiovaskular. Antioksidan diperlukan untuk menetralkan radikal 

bebas sehingga mampu mencegah atau memperlambat kerusakan oksidatif. Daun kumis kucing 

(Orthosiphon aristatus) dikenal sebagai tanaman herbal yang banyak digunakan dalam pengobatan 

tradisional dan mengandung senyawa bioaktif, termasuk flavonoid dan fenolik, yang memiliki 

aktivitas antioksidan. Namun, tingkat efektivitasnya perlu dibandingkan dengan antioksidan standar 

seperti vitamin C. Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan aktivitas antioksidan ekstrak 

metanol daun kumis kucing dengan vitamin C menggunakan metode DPPH. Metode: Penelitian 

dilakukan secara eksperimental dimulai dengan pembuatan ekstrak daun kumis kucing, larutan uji 

dengan konsentrasi 10–50 ppm untuk ekstrak dan 1–5 ppm untuk vitamin C, serta pengukuran 

absorbansi larutan uji pada panjang gelombang 517 nm sebanyak tiga replikasi. Nilai IC50 diperoleh 

menggunakan analisis regresi linear, dan perbandingan antara kedua kelompok dilakukan dengan 

Independent Sample t-test. Hasil: Ekstrak daun kumis kucing memiliki aktivitas antioksidan sangat 

kuat dengan nilai IC50 29,38 ppm; 33,39 ppm; dan 30,36 ppm. Vitamin C juga menunjukkan 

aktivitas antioksidan yang sangat kuat dengan nilai IC50 sebesar 1,31 ppm; 0,85 ppm; dan 0,15 ppm. 

Uji statistik menunjukkan perbedaan signifikan antara kedua kelompok (p < 0,001). Kesimpulan: 

Vitamin C memiliki aktivitas antioksidan yang jauh lebih kuat dibandingkan ekstrak metanol daun 

kumis kucing. 

 

Kata Kunci: Antioksidan, DPPH, IC₅₀, Orthosiphon aristatus, Vitamin C 
 

ABSTRACT 

Introduction: Free radicals are reactive molecules that induce oxidative stress when their 

production exceeds the body’s antioxidant defense capacity, leading to cellular damage and the 

development of degenerative diseases such as premature aging, cancer, diabetes, and 

cardiovascular disorders. Antioxidants are required to neutralize free radicals and reduce oxidative 

damage. Cat’s whiskers leaves (Orthosiphon aristatus) are widely used in traditional medicine and 

contain bioactive compounds, including flavonoids and phenolics, which possess antioxidant 

activity. However, their antioxidant effectiveness compared to standard antioxidants such as 

vitamin C remains unclear. This study aimed to compare the antioxidant activity of methanolic 

extract of cat’s whiskers leaves with vitamin C using the DPPH method. Methods: This 
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experimental study prepared a methanolic extract of cat’s whiskers leaves and test solutions at 

concentrations of 10–50 ppm for the extract and 1–5 ppm for vitamin C. Absorbance was measured 

at 517 nm using a UV–Vis spectrophotometer in triplicate. IC₅₀ values were determined by linear 

regression analysis, and statistical comparison between groups was performed using an 

independent sample t-test. Results: The methanolic extract of cat’s whiskers leaves exhibited very 

strong antioxidant activity, with IC₅₀ values of 29.38 ppm, 33.39 ppm, and 30.36 ppm. Vitamin C 

showed stronger antioxidant activity, with IC₅₀ values of 1.31 ppm, 0.85 ppm, and 0.15 ppm. A 

significant difference was observed between the two groups (p < 0.001). Conclusion: Vitamin C 

demonstrates significantly higher antioxidant activity than the methanolic extract of cat’s whiskers 

leaves. 

 

Keywords: Antioxidants, DPPH, IC₅₀, Orthosiphon aristatus, Vitamin C 

 
PENDAHULUAN 

Kesehatan manusia saat ini semakin 

terancam oleh berbagai faktor, termasuk 

paparan radikal bebas yang muncul akibat 

polusi, stres, dan pola makan yang tidak sehat.
1
 

Radikal bebas diperkirakan menyebabkan 

hingga 10.000 kali kerusakan pada satu sel 

setiap harinya.
2
 Akumulasi radikal bebas dalam 

tubuh berkontribusi pada patogenesis berbagai 

penyakit tidak menular, seperti diabetes, 

penyakit kardiovaskular, penyakit degeneratif, 

dan kanker.
3
 

Pada tahun 2021, penyakit tidak menular 

(PTM) diperkirakan menjadi penyebab 

kematian pada 43 juta orang di seluruh dunia. 

Angka ini setara dengan tiga per empat atau 

sekitar 75% dari total kematian yang tidak 

berkaitan dengan pandemi. Lebih dari 18 juta 

dari kematian tersebut tergolong sebagai 

kematian dini, yaitu meninggal sebelum 

mencapai usia 70 tahun, dan hampir seluruhnya 

(sebanyak 82%) terjadi di negara-negara dengan 

pendapatan rendah hingga menengah.
4
  

Radikal bebas merupakan molekul atau 

atom yang memiliki satu atau lebih elektron 

tidak berpasangan pada orbital terluarnya, 

sehingga membuatnya tidak stabil dan sangat 

reaktif secara kimia dan dapat menyebabkan 

kerusakan pada komponen seluler, termasuk 

protein, lipid, dan DNA.
5
 Kondisi di mana 

terdapat radikal bebas tingkat tinggi yang tidak 

dapat diatasi akan menyebabkan stres oksidatif.
6
 

Stres oksidatif merupakan suatu kondisi yang 

menunjukkan ketidakseimbangan antara pro-

oksidan atau radikal bebas dan antioksidan yang 

berfungsi menjaga kondisi agar tidak terjadi 

kerusakan jaringan. Kondisi patologis stres 

oksidatif dalam tubuh dapat memicu berbagai 

penyakit akut hingga kronis. Bukti 

epidemiologis menunjukkan adanya hubungan 

antara berkurangnya simpanan antioksidan dan 

peningkatan kerentanan terhadap berbagai 

penyakit, termasuk kanker, penyakit jantung, 

percepatan penuaan, dan penyakit 

neurodegeneratif.
7
 Oleh karena itu, pencarian 

senyawa antioksidan yang efektif menjadi 

sangat penting dalam usaha mencegah dan 

mengobati penyakit-penyakit ini. 

Antioksidan merupakan senyawa yang 

dapat menghambat reaksi oksidasi dan 

mencegah kerusakan sel dengan mengikat 

radikal bebas. Secara alami, tubuh manusia 

memproduksi antioksidan enzimatik seperti 

superoksida dismutase (SOD), katalase, dan 

glutation peroksidase untuk melawan radikal 

bebas. Namun, dalam situasi tertentu, produksi 

radikal bebas melebihi kapasitas pertahanan 

tubuh, sehingga memerlukan asupan antioksidan 

dari luar.
5
 Meskipun tersedia antioksidan dalam 

bentuk sintetis seperti butylated  hydroxytoluene 

(BHT) dan butylated hydroxyanisole (BHA), 

penggunaannya sering kali dibatasi karena dapat 

menimbulkan efek samping bersifat 

karsinogenik jika digunakan dalam dosis tinggi. 

Sebaliknya, antioksidan alami yang berasal dari 

tanaman obat lebih banyak diminati karena 

dianggap lebih aman dan memiliki potensi 

biologis yang kuat.
8 

Tanaman kumis kucing (Orthosiphon 

aristatus) merupakan salah satu tanaman obat 
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yang sudah cukup familiar di masyarakat 

Indonesia, terutama sebagai antidiabetes, 

antiradang, dan diuretik.
9
 Meskipun lebih 

dikenal untuk pengobatan penyakit ginjal dan 

diabetes, analisis fitokimia menunjukkan bahwa 

tanaman ini mengandung berbagai senyawa 

bioaktif, antara lain flavonoid, fenol 

hidrokuinon, saponin, tanin, dan triterpenoid, 

yang diketahui berperan penting sebagai sumber 

antioksidan alami.
10

 

Metode DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl) merupakan salah satu teknik 

yang umum diterapkan dalam pengujian 

aktivitas antioksidan, karena memiliki tingkat 

sensitivitas yang baik serta didukung oleh 

prosedur analisis yang sederhana dan efisien. 

Aktivitas antioksidan dinyatakan sebagai nilai 

IC₅₀, di mana nilai yang lebih kecil 

mencerminkan kemampuan antioksidan yang 

lebih kuat.
11

 Penelitian terdahulu melaporkan 

bahwa uji aktivitas penangkap radikal bebas 

secara in vitro menggunakan metode 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) yang 

dipadukan dengan pereaksi DPPH menunjukkan 

adanya aktivitas antioksidan pada ekstrak. 

Aktivitas tersebut ditunjukkan oleh munculnya 

perubahan warna bercak pada plat KLT menjadi 

kuning pucat, yang mengindikasikan terjadinya 

reduksi radikal bebas.
12

 Penelitian lain 

menggunakan metode ABTS dan CUPRAC 

pada fenotipe putih menghasilkan aktivitas 

antioksidan masing-masing sebesar 127,89 dan 

87,67 µmol TE/g DW.
10

  

Meski demikian, penelitian-penelitian 

sebelumnya terkait aktivitas antioksidan ekstrak 

daun kumis kucing (Orthosiphon aristatus) 

masih terbatas, karena umumnya bersifat 

kualitatif atau semikuantitatif dan belum 

menggambarkan secara akurat kekuatan 

antioksidan masing-masing senyawa. Selain itu, 

tidak dilakukan perbandingan sistematis antara 

respons spektrofotometri ekstrak daun kumis 

kucing (Orthosiphon aristatus) dengan standar 

antioksidan seperti vitamin C, yang merupakan 

kontrol positif yang sering digunakan dalam uji 

aktivitas antioksidan. Hal ini menyebabkan 

kurangnya validasi ilmiah terhadap potensi 

bioaktivitas ekstrak secara kuantitatif dan 

memperkecil daya banding hasil penelitian 

dengan standar referensi yang telah terbukti 

efektif. Oleh karena itu, diperlukan pendekatan 

analisis yang lebih mendalam dengan kombinasi 

uji aktivitas antioksidan berbasis 

spektrofotometri, analisis regresi linear, serta 

perbandingan langsung terhadap vitamin C 

sebagai pembanding baku. 

 
METODE 

Penelitian dilakukan di Laboratorium 

Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas 

Muhammadiyah Sumatera Utara. 
Pengolahan Sampel 

Sebanyak 500 g daun kumis kucing dicuci, 

lalu dikeringkan pada suhu 50°C, dan 

dihaluskan hingga diperoleh simplisia. 
Ekstraksi Sampel 

 Sebanyak 150 gram simplisia dimaserasi 

selama 3 hari, kemudian disaring dan diuapkan 

dengan rotary evaporator hingga diperoleh 

ekstrak metanol kental. 
Pembuatan Larutan Uji 

Pembuatan Larutan Induk Baku DPPH 

 Sebanyak 25 mg DPPH dilarutkan dalam 

metanol hingga 25 mL (1000 µg/mL), kemudian 

5 mL larutan stok diencerkan hingga 25 mL 

untuk memperoleh larutan DPPH 200 µg/mL. 
Pembuatan Larutan Vitamin C 

 Vitamin C sebanyak 50 mg ditimbang, 

kemudian dilarutkan dan diencerkan hingga 

volumenya 50 mL (konsentrasi 1000 µg/mL).
13

 
Pembuatan Larutan Ekstrak Daun Kumis 

Kucing 

Sebanyak 25 mg DPPH dilarutkan dalam 

metanol hingga 25 mL (1000 µg/mL) kemudian 

5 mL larutan stok diencerkan hingga 25 mL 

untuk memperoleh konsentrasi 200 µg/mL. 
Pembuatan Larutan Blanko 

Larutan DPPH konsentrasi 200 µg/mL 

diambil sebanyak 2 mL, lalu dimasukkan ke 

dalam beaker glass, dan ditambahkan metanol 

hingga volume 10 mL (konsentrasi 40 µg/mL). 
Pengukuran Serapan Blanko 

Sebanyak 2 mL larutan DPPH 200 µg/mL 

diencerkan dengan metanol hingga volume 10 

mL (40 µg/mL), kemudian diukur 

absorbansinya pada 400–800 nm untuk 

menentukan λ maksimum DPPH. 
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Pengukuran Absorbansi DPPH dan Vitamin C 

Sebanyak 10 mL larutan stok vitamin C 

(1000 µg/mL) diencerkan dengan metanol 

hingga volume 50 mL untuk memperoleh 

konsentrasi 200 µg/mL. Larutan ini kemudian 

dipipet masing-masing 0,05 mL; 0,1 mL; 0,15 

mL; 0,2 mL; dan 0,25 mL, diencerkan dengan 

metanol hingga 10 mL, lalu ditambahkan 2 mL 

larutan DPPH 200 µg/mL sehingga diperoleh 

konsentrasi akhir vitamin C 1 µg/mL, 2 µg/mL, 

3 µg/mL, 4 µg/mL, dan 5 µg/mL. Setelah 

inkubasi selama 30 menit, absorbansi diukur 

pada panjang gelombang 517 nm dengan tiga 

kali replikasi. 
Pengukuran Absorbansi DPPH dan Daun Kumis 

Kucing 

Larutan ekstrak metanol 1000 µg/mL 

dipipet masing-masing 0,1 mL; 0,2 mL; 0,3 mL; 

0,4 mL; dan 0,5 mL, kemudian ditambahkan 2 

mL larutan DPPH 200 µg/mL dan metanol 

hingga volume akhir 10 mL sehingga diperoleh 

konsentrasi uji 10 µg/mL, 20 µg/mL, 30 µg/mL, 

40 µg/mL, dan 50 µg/mL. Setelah inkubasi 

selama 30 menit, absorbansi diukur pada 

panjang gelombang 517 nm dengan tiga kali 

replikasi. 
Analisis Data 

Persentase inhibisi DPPH dihitung 

berdasarkan penurunan absorbansi DPPH 

setelah penambahan sampel dibandingkan 

dengan kontrol dengan rumus:
14

 

%Inhibisi 

 (
                                    

                  
) x 100% 

Keterangan:  

Akontrol = Absorbansi pada DPPH tanpa sampel 

(tanpa ekstrak atau vitamin C) 

ASampel = Absorbansi pada DPPH setelah 

ditambah sampel (dengan ekstrak atau vitamin 

C) 

Data inhibisi antioksidan dianalisis 

menggunakan persamaan regresi linier Y = bX 

+ a. Setiap sampel diuji dalam tiga replikasi 

sehingga diperoleh tiga nilai IC₅₀ pada masing-

masing kelompok. 

Data IC₅₀ dianalisis secara statistik 

menggunakan SPSS. Uji Shapiro–Wilk 

digunakan untuk menilai normalitas data, diikuti 

uji homogenitas varians dengan Levene’s Test. 

Data yang berdistribusi normal dan homogen 

dianalisis menggunakan Independent Sample t-

test, sedangkan data yang tidak berdistribusi 

normal dianalisis dengan uji Mann–Whitney U. 

Seluruh pengujian dilakukan pada tingkat 

signifikansi p< 0,05. 

 
HASIL PENELITIAN 

Determinasi tanaman kumis kucing 

dilakukan di Laboratorium Sistematika 

Tumbuhan Herbarium Medanense (MEDA), 

Universitas Sumatera Utara. Hasil dari 

determinasi menunjukkan bahwa sampel yang 

diuji benar yaitu spesies Orthosiphon aristatus. 

 

Tabel 1. Hasil Rendemen Ekstrak Metanol Daun Kumis Kucing 

Metode 

ekstraksi 

Berat serbuk yang 

diekstraksi  

Berat ekstrak hasil 

ekstraksi  

Nilai rendemen (%) 

Maserasi 150 g 21,6 g 14,4% 

 

Hasil uji aktivitas antioksidan menunjukkan 

bahwa ekstrak daun kumis kucing dan vitamin c 

menunjukkan aktivitas antioksidan yang 

ditandai dengan perubahan warna larutan DPPH 

setelah inkubasi. Setelah uji kualitatif, dilakukan 

pengukuran kuantitatif menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada 517 nm dengan 

tiga replikasi, kemudian nilai absorbansi 

digunakan untuk menghitung persen inhibisi 

dan penentuan nilai IC50.

 

Tabel 2. Nilai Absorbansi dan Persen Inhibisi Ekstrak Daun Kumis Kucing 

Konsentra

si 

(ppm) 

Absorbansi (mg/L) % Inhibisi 

Blanko R1 R2 R3 
Rata-

rata 
R1 R2 R3 

Rata-

rata 
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10 0,122 0,092 0,103 0,087 0,094 24,590 15,573 28,688 22,950 

20 0,122 0,069 0,078 0,070 0,072 43,442 36,065 42,623 40,71 

30 0,122 0,057 0,070 0,061 0,062 53,278 42,623 50 48,633 

40 0,122 0,043 0,045 0,049 0,045 64,754 63,114 59,836 62,568 

50 0,122 0,040 0,037 0,038 0,038 67,213 69,672 68,852 68,579 

 

Tabel 3. Nilai Absorbansi dan Persen Inhibisi Vitamin C 

Konsentra

si 

(ppm) 

Absorbansi (mg/L) % Inhibisi 

Blanko R1 R2 R3 
Rata-

rata 
R1 R2 R3 

Rata-

rata 

1 0,122 0,062 0,058 0,055 0,058 49,180 52,459 54,918 52,185 

2 0,122 0,057 0,057 0,047 0,053 53,278 53,278 61,475 56,010 

3 0,122 0,052 0,050 0,046 0,049 57,377 59,016 62,295 59,562 

4 0,122 0,040 0,043 0,030 0,037 67,213 64,754 75,409 69,125 

5 0,122 0,036 0,037 0,029 0,034 70,491 69,672 76,229 72,130 

 

Berdasarkan data pada Tabel 2 dan Tabel 3, 

terlihat bahwa peningkatan konsentrasi sampel, 

baik ekstrak daun kumis kucing maupun 

vitamin C sebagai kontrol positif, menyebabkan 

penurunan nilai absorbansi yang diikuti oleh 

peningkatan persentase inhibisi radikal bebas 

DPPH.  

Hubungan linier antara konsentrasi dan 

persentase inhibisi terlihat dari persamaan 

regresi yang diperoleh, yang selanjutnya 

digunakan untuk menentukan nilai IC₅₀. Nilai 

IC₅₀ ditentukan sebagai konsentrasi yang 

mampu menghasilkan inhibisi sebesar 50%, 

sebagaimana disajikan pada Tabel 4. 

 

Tabel 4. Persamaan Regresi Linier dan Nilai IC₅₀ Larutan Uji 

Replikasi 

Ekstrak Daun Kumis Kucing Vitamin C 

Persamaan Regresi Linier 
IC₅₀ 

(ppm) 

Persamaan Regresi Linier IC₅₀ 

(ppm) 

Replikasi 1 y = 1,0656x + 18,689 

R² = 0,9374 

29,38 y = 5,6557x + 42,541 

R² = 0,9693 

1,31 

Replikasi 2 y = 1,3525x + 4,8361 

R² = 0,9691 

33,39 y = 4,5902x + 46,066 

R² = 0,962 

0,85 

Replikasi 3 y = 0,9754x + 20,738 

R² = 0,9903 

30,36 y = 5,6557x + 49,098 

R² = 0,9135 

0,15 

 

Tabel 4 menunjukkan perbandingan nilai 

IC₅₀ antara sampel ekstrak daun kumis kucing 

dan vitamin C sebagai kontrol positif dalam uji 

antioksidan. 

Perbandingan statistik dua kelompok 

dianalisis menggunakan uji Independent Sample 

t-test. Uji normalitas dilakukan untuk 

mengetahui apakah data IC₅₀ pada kelompok 

ekstrak daun kumis kucing dan vitamin C 

berdistribusi normal. Uji Shapiro–Wilk 

menunjukkan nilai signifikansi 0,452 untuk 

ekstrak dan 0,773 untuk vitamin C. Kedua nilai 

> 0,05 sehingga data berdistribusi normal. 

Selanjutnya, dilakukan uji homogenitas dengan 

Levene’s Test  yang menghasilkan nilai p = 

0,087 (p > 0,05), sehingga varians kedua 

kelompok dinyatakan homogen. Analisis 

dilanjutkan dengan Equal variances assumed 

pada uji Independent Sample t-test.
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Tabel 5. Hasil uji Independent Sample t-test 

Variable Sig. Mean Difference 

Ekstrak Daun Kumis Kucing dan Vitamin C <0,001 -30,27333 

 

Hasil uji Independent Sample t-test 

menunjukkan nilai signifikansi p < 0,001 

dengan nilai selisih rerata (mean difference) 

sebesar −30,27.  

Hasil ini menunjukkan adanya perbedaan 

yang sangat signifikan antara nilai IC₅₀ ekstrak 

daun kumis kucing dan vitamin C. 

 
PEMBAHASAN 

 Pada penelitian ini, uji aktivitas antioksidan 

secara kualitatif dengan metode DPPH 

memperlihatkan terjadinya perubahan warna 

pada larutan vitamin C dan ekstrak daun kumis 

kucing setelah penambahan reagen DPPH. 

Gambar 4.1 menunjukkan larutan DPPH yang 

pada awalnya berwarna ungu mengalami 

pemudaran warna hingga menjadi kuning pucat, 

yang menandakan adanya reaksi antara radikal 

DPPH dengan senyawa antioksidan dalam 

sampel. Perubahan warna tersebut menunjukkan 

bahwa radikal bebas DPPH telah mengalami 

proses reduksi akibat penerimaan elektron atau 

atom hidrogen yang didonorkan oleh senyawa 

antioksidan. Proses ini mengakibatkan 

terbentuknya senyawa DPPH dalam bentuk 

tereduksi (DPPH-H) yang bersifat lebih stabil 

dan tidak lagi bersifat radikal.
15 

 

 Berdasarkan hasil uji kuantitatif, 

peningkatan konsentrasi sampel uji 

menyebabkan terjadinya penurunan nilai 

absorbansi yang secara konsisten diikuti oleh 

peningkatan persentase inhibisi radikal bebas. 

Data yang disajikan pada Tabel 2 dan Tabel 3 

menunjukkan adanya hubungan yang searah 

antara konsentrasi ekstrak daun kumis kucing 

dan vitamin c dengan kemampuan 

penghambatan radikal bebas, dimana semakin 

tinggi konsentrasi yang diberikan, semakin 

besar aktivitas antioksidan yang ditunjukkan. 

Pada konsentrasi 30 ppm, ekstrak daun kumis 

kucing menghasilkan persen inhibisi rata-rata 

sebesar 48,63%, yang mendekati nilai inhibisi 

50%. Nilai ini menunjukkan bahwa pada 

konsentrasi tersebut, ekstrak daun kumis kucing 

telah menunjukkan kemampuan antioksidan 

yang kuat. Sebagai pembanding, vitamin C 

mencapai persen inhibisi sebesar 52,19% pada 

konsentrasi 1 ppm. Meskipun vitamin C 

memiliki aktivitas antioksidan yang lebih kuat 

dan bekerja efektif pada konsentrasi yang jauh 

lebih rendah, ekstrak daun kumis kucing pada 

konsentrasi 30 ppm mampu memberikan 

aktivitas antioksidan yang mendekati vitamin C 

pada konsentrasi 1 ppm.  

 Aktivitas ekstrak daun kumis kucing ini 

didukung oleh keberadaan senyawa bioaktif 

yang telah diidentifikasi pada penelitian 

sebelumnya, seperti flavonoid, fenolik, 

terpenoid, sinensetin, eupatorin, orthosiphol, 

dan rosmarinic acid, yang diketahui berperan 

dalam mekanisme penangkapan radikal 

bebas.
16,17

 Hal ini diperkuat oleh penelitian- 

penelitian sebelumnya yang melaporkan bahwa 

senyawa-senyawa tersebut memiliki 

kemampuan menetralkan radikal bebas melalui 

mekanisme donasi elektron ataupun transfer 

atom hidrogen.
18,19

  

 Senyawa bioaktif dalam ekstrak daun kumis 

kucing, terutama fenolik dan flavonoid seperti 

rosmarinic acid, sinensetin, dan eupatorin, 

memiliki kemampuan untuk menetralisir radikal 

bebas melalui dua mekanisme utama: transfer 

elektron (electron transfer) dan transfer atom 

hidrogen (hydrogen atom transfer). Dalam 

mekanisme transfer elektron, antioksidan 

mentransfer satu elektron ke radikal bebas, 

sehingga radikal menjadi kurang reaktif. 

Sedangkan dalam transfer atom hidrogen 

(HAT), antioksidan menyumbangkan atom 

hidrogen yang terdiri dari proton dan elektron 

ke radikal bebas, menghasilkan molekul radikal 

antioksidan yang baru namun lebih stabil. 

Kedua mekanisme ini sering terjadi bersamaan 

dalam banyak senyawa fenolik alami.
20 

 

 Pada larutan vitamin C sebagai kontrol 

positif memberikan respon yang konsisten dan 
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linear terhadap peningkatan konsentrasi. Pada 

kisaran konsentrasi 1–5 ppm, absorbansi larutan 

menurun dari 0,058 hingga 0,034, yang 

kemudian diikuti dengan peningkatan persen 

inhibisi dari sekitar 52% menjadi lebih dari 

72%. Penurunan absorbansi ini menunjukkan 

bahwa semakin besar konsentrasi vitamin C, 

semakin banyak radikal bebas yang berhasil 

dinetralkan. Hal ini sesuai dengan teori bahwa 

vitamin C merupakan antioksidan kuat yang 

bekerja dengan mendonorkan atom hidrogen 

atau elektron untuk menstabilkan radikal bebas, 

sehingga menyebabkan absorbansi larutan 

DPPH menurun secara signifikan.
21

 Temuan ini 

sejalan dengan penelitian sebelumnya yang 

menunjukkan bahwa vitamin C secara konsisten 

menghasilkan nilai inhibisi tinggi pada 

konsentrasi rendah, menjadikannya standar 

dalam pengujian aktivitas antioksidan pada 

berbagai senyawa bioaktif.
22 

 

 Meskipun efektivitas ekstrak daun kumis 

kucing masih lebih rendah dibandingkan 

vitamin C, aktivitas antioksidan yang 

ditunjukkan oleh ekstrak daun kumis kucing 

tetap menunjukkan potensi bioaktivitas yang 

kuat dan konsisten. Hal ini mengindikasikan 

bahwa senyawa-senyawa bioaktif di dalam 

ekstrak mampu berinteraksi secara efektif 

dengan radikal bebas dan menurunkan tingkat 

reaktivitasnya, sehingga dapat dijadikan sebagai 

sumber antioksidan alami. 

 Berdasarkan hasil penelitian, diperoleh nilai 

IC₅₀ ekstrak daun kumis kucing berada pada 

kisaran 29,38; 33,39; dan 30,36 ppm, juga 

menunjukkan potensi antioksidan kategori 

sangat kuat. Hasil ini menunjukkan bahwa 

senyawa bioaktif yang terkandung dalam 

ekstrak, efektif dalam mendonorkan elektron 

atau atom hidrogen untuk menetralkan radikal 

DPPH, sehingga menghambat terjadinya reaksi 

oksidatif berantai.
23

 Perbedaan nilai IC₅₀ antar 

replikasi dapat disebabkan oleh variasi 

konsentrasi senyawa bioaktif, kestabilan radikal 

selama uji, serta kondisi fisik-kimia ekstrak, 

namun secara keseluruhan tetap menunjukkan 

aktivitas antioksidan yang kuat.
24

 Hal ini sejalan 

dengan penelitian sebelumnya yang melaporkan 

daun kumis kucing sebagai sumber antioksidan 

potensial dengan kemampuan scavenging 

radikal yang baik.
25

  

 Sebaliknya, diperoleh nilai IC₅₀ vitamin C 

sebesar 1,31; 0,85; dan 0,15 ppm, yang 

menunjukkan bahwa vitamin C memiliki 

aktivitas antioksidan yang sangat kuat. Nilai 

IC₅₀ yang rendah menandakan bahwa hanya 

diperlukan konsentrasi kecil untuk mampu 

menghambat 50% radikal bebas DPPH.
15

 

Temuan ini sejalan dengan literatur yang 

menyebutkan bahwa vitamin C merupakan 

antioksidan standar dengan potensi sangat kuat 

karena sifatnya sebagai donor elektron dan 

hidrogen yang efisien.
20

 Penelitian sebelumnya 

menunjukkan bahwa asam askorbat memiliki 

nilai IC₅₀ sangat rendah yaitu 1,238 ppm 

sehingga dikategorikan sebagai antioksidan 

sangat kuat dan digunakan sebagai kontrol 

positif dalam uji DPPH.
26

 

 Hasil pengujian Independent Sample t-test 

menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang 

sangat signifikan antara nilai IC₅₀ ekstrak daun 

kumis kucing dan vitamin C, ditunjukkan 

dengan p < 0,001. Nilai mean difference sebesar 

–30,27 mengindikasikan bahwa nilai IC₅₀ 

vitamin C lebih rendah dibandingkan ekstrak 

daun kumis kucing, sehingga aktivitas 

antioksidan vitamin C lebih kuat dibandingkan 

dengan ekstrak daun kumis kucing. Artinya, 

ekstrak membutuhkan konsentrasi yang lebih 

besar untuk menurunkan 50% radikal bebas 

DPPH, sehingga aktivitas antioksidannya jauh 

lebih rendah. Hal ini juga diperkuat oleh hasil 

interval kepercayaan 95% (CI 95%) yang tidak 

melintasi angka nol, menunjukkan bahwa 

perbedaan antara kedua kelompok bersifat 

signifikan secara statistik. 

 
SIMPULAN 

Ekstrak daun kumis kucing memiliki 

aktivitas antioksidan yang sangat kuat 

berdasarkan nilai IC₅₀, meskipun masih lebih 

rendah dibandingkan vitamin C, sehingga  

berpotensi dikembangkan sebagai sumber 

antioksidan alami. 

Hasil uji Independent Sample t-test 

menunjukkan adanya perbedaan yang sangat 
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signifikan antara nilai IC₅₀ ekstrak daun kumis 

kucing dan vitamin C (p < 0,001).  

 
SARAN 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut 

untuk menganalisis kandungan fitokimia ekstrak 

daun kumis kucing, misalnya menggunakan 

GC-MS atau LC-MS, untuk mengidentifikasi 

senyawa aktif yang paling berkontribusi 

terhadap aktivitas antioksidan. 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut 

untuk menguji aktivitas biologis lain, misalnya 

antibakteri atau antiinflamasi, untuk melihat 

potensi penggunaan ekstrak secara lebih luas. 
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