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Abstract

The research was conducted to obtain the optimum of ethanol concentration and comparison of
material with ethanol to produced beluntas leaves extract that had the highest antioxidant activiy. Response
Surface Methodology (RSM) was used for optimization of extraction conditions with experimental design
was a Central Composite Design (CCD) in two factors, namely ethanol concentration and comparison of
material with ethanol. The results showed that the optimum conditions of beluntas leaves extraction were
at ethanol concentration 62.71% and the comparison of material with ethanol 1:10.14. In this condition, the
highest antioxidant activity was obtained at 65.80% with 1Cso, extract yield, total flavonoid content, and
total tannin content were 3.87 ppm, 18.20% dry weight extract, 47.05 mg QE/g dry weight extract, and 9.11

mg TAE/g dry weight extract, respectively.
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PENDAHULUAN

Tanaman beluntas (Pluchea indica
Less) merupakan salah satu tanaman dari
family Asteraceae yang dapat tumbuh di
daerah kering pada tanah keras dan berbatu.
Tanaman ini  sejak  dahulu telah
dimanfaatkan oleh masyarakat sebagai salah
satu obat-obatan tradisional, baik
dikonsumsi dalam bentuk lalapan atau
dengan meminum air rebusan daun beluntas.
Daun beluntas mengandung komponen
bioaktif, yaitu alkaloid, tanin, dan flavonoid
serta dimanfaatkan oleh masyarakat sebagai

obat alternatif untuk menghilangkan bau

badan, menghilangkan bau mulut, dan

menurunkan demam (Dalimartha, 1999).
Hassig et al., (1999) melaporkan bahwa
flavonoid dan tanin memiliki fungsi sebagai
antioksidan karena dapat mengikat radikal
bebas dengan melengkapi kekurangan
elektron pada radikal bebas. Pengambilan
flavonoid dan tanin dari suatu tanaman dapat
dilakukan dengan ekstraksi. Ekstraksi dapat
dilakukan dengan beberapa metode, salah
satunya yaitu metode Microwave Assisted
Extraction (MAE) dengan memanfaatkan
radiasi gelombang mikro (Jain et al., 2009).

Faktor-faktor yang mempengaruhi
laju ekstraksi adalah konsentrasi pelarut dan

perbandingan  bahan dengan pelarut.
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Konsentrasi pelarut berpengaruh terhadap
laju ekstraksi karena terdapat perbedaan
polaritas dari masing-masing konsentrasi
pelarut yang dapat mempengaruhi kelarutan
komponen bioaktif dalam pelarut (Tan et a/.,
2013). Perbandingan bahan dengan pelarut
juga berpengaruh terhadap laju ekstraksi
karena semakin besar volume pelarut yang
digunakan, maka kemampuan pelarut untuk
melarutkan bahan akan semakin tinggi,
sehingga komponen bahan yang terekstrak
ke dalam pelarut akan semakin banyak
(Handayani et al., 2016).

Nilai aktivitas antioksidan akan
meningkat hingga konsentrasi pelarut dan
perbandingan bahan dengan pelarut pada
titik optimum, namun setelah mencapai titik
optimum, nilai aktivitas antioksidan akan
menurun dengan peningkatan konsentrasi
pelarut dan perbandingan bahan dengan
pelarut. Pernyataan tersebut diperkuat oleh
penelitian Alara et al, (2018) yang
melaporkan bahwa terjadi peningkatan nilai
aktivitas antioksidan pada ekstrak daun
afrika hingga konsentrasi etanol dan
perbandingan bahan dengan etanol pada titik
optimum, namun setelah mencapai titik
optimum, terjadi penurunan nilai aktivitas
antioksidan dengan peningkatan konsentrasi
etanol dan perbandingan bahan dengan
etanol.

Berdasarkan latar belakang tersebut,
maka perlu dilakukan penelitian tentang
optimasi konsentrasi etanol dan

perbandingan  bahan  dengan  etanol
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menggunakan response surface
methodology (RSM). RSM adalah gabungan
teknik statistik dan matematika yang
digunakan untuk mengetahui kondisi
optimum dari suatu variabel bebas yang
mempengaruhi suatu respon dan untuk
mengoptimalkan respon (Box ef al., 1978).
Keuntungan dari RSM adalah berkurangnya
jumlah unit percobaan yang dibutuhkan
untuk memperoleh hasil yang secara statistik
dapat diterima, sehingga tidak
membutuhkan waktu yang lama dan dapat
menghemat biaya (Iriawan dan Astuti,
2006). Penggunaan metode RSM untuk
optimasi proses ekstraksi telah dilakukan
oleh Alara ef al., (2018) pada ekstraksi daun
afrika, Radojkovic et al., (2012a) pada
ekstraksi daun murbei, dan Radojkovic et
al., (2012b) pada ekstraksi daun murbei
hitam. Dalam penelitian ini, RSM digunakan
untuk mendapatkan konsentrasi etanol dan
perbandingan bahan dengan etanol yang
optimum untuk menghasilkan ekstrak daun
beluntas yang memiliki aktivitas antioksidan

tertinggi.

METODE PENELITIAN
Tempat dan Waktu

Penelitian ini  dilaksanakan di
Laboratorium Analisis Pangan,
Laboratorium Pengolahan Pangan, serta
Laboratorium  Rekayasa  Proses dan
Pengendalian Mutu, Program Studi [lmu dan
Teknologi Pangan, Fakultas Teknologi

Pertanian, Universitas Udayana. Penelitian
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ini dilaksanakan pada bulan November 2019
sampai dengan bulan Januari 2020.
Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian ini, yaitu daun beluntas dengan
karakteristik daun yang digunakan, yaitu
ruas daun nomor 1 sampai 3 dari pucuk
daun, yang diperoleh di Desa Gulingan,
Kecamatan Mengwi, Kabupaten Badung,
etanol p.a (Merck), DPPH (Himedia),
aquades, reagen Folin-Denis (Merck),
larutan Na>,COj; (Merck), larutan NaNO;
(Merck), larutan AICl; (Merck), larutan
NaOH (Merck), standar kuersetin (Sigma
Aldrich), dan standar asam tanat (Merck).

Alat-alat yang digunakan dalam
penelitian ini, yaitu microwave oven
(Samsung), spektrofotometer (Genesys 10S
UV-Vis),  rotary  evaporator  (IKA
Labortechnik), software Minitab 17, ayakan
60 mesh (Retsch), timbangan analitik
(Shimadzu ATY224), oven (Blue M), loyang,
vortex (Maxi Mix II Type 367000),
centrifuge (Damon/I[EC Division), pipet

mikro  (Accumax PRO), tip, cawan
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aluminium, desikator, pinset, pipet tetes,
pipet volume (/waki), bola hisap (D&N),
kertas whatman no. 1, corong, aluminium
foil, spatula, gelas beker (Pyrex), gelas ukur
(Herma), labu ukur (Iwaki), tabung reaksi
(Pyrex), botol kaca berwarna gelap, dan
blender (Miyako).
Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan Central
Composite Design (CCD) dalam dua faktor,
yaitu konsentrasi etanol dan perbandingan
bahan dengan etanol. Response Surface
Methodology (RSM) digunakan untuk
mengetahui kondisi optimum dari variabel
bebas (X) yaitu konsentrasi etanol dan
perbandingan bahan dengan etanol terhadap
respon (Y) yaitu rendemen ekstrak, total
flavonoid, total tanin, aktivitas antioksidan,
dan ICso. Variabel bebas, kode, dan nilai
yang dioptimasi dapat dilihat pada Tabel 1
serta kombinasi perlakuan konsentrasi
etanol dan perbandingan bahan dengan
etanol yang dioptimasi dapat dilihat pada
Tabel 2.

Tabel 1. Level variabel bebas, kode, dan nilai yang dioptimasi

. Kode dan Nilai
Variabel Bebas 1414 0 1 +1,414
Konsentrasi Etanol, X; (%) 45,86 60 70 74,14
Perbandingan Bahan 17,17 1:10 112 1:12,83

dengan Etanol, X5 (b/v)
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Tabel 2. Kombinasi perlakuan konsentrasi etanol dan perbandingan bahan dengan etanol

yang dioptimasi

N Variasi Kode Variasi Konsentrasi Etanol Perbandingan Bahan
o Perlakuan (%) dengan Etanol (b/v)
Xi X £
1. -1 -1 50 1:8
2. 1 -1 70 1:8
3. -1 1 50 1:12
4. 1 1 70 1:12
5. -1,414 0 45,86 1:10
6. 1,414 0 74,14 1:10
7. 0 -1,414 60 1:7,17
8. 0 1,414 60 1:12,83
9. 0 0 60 1:10
10. 0 0 60 1:10
11. 0 0 60 1:10
12. 0 0 60 1:10
13. 0 0 60 1:10

Parameter yang Diamati

Parameter yang diamati dalam
penelitian ini, yaitu rendemen bubuk yang
dihitung berdasarkan berat bubuk terhadap
daun (AOAC, 1990), rendemen ekstrak yang
dihitung berdasarkan berat ekstrak terhadap
bubuk (AOAC, 1990), total flavonoid
menggunakan metode aluminium klorida
(Pyjimulyani et al., 2010), total tanin
menggunakan metode folin-denis (Rajan et
al., 2011), serta aktivitas antioksidan dan
ICso menggunakan metode DPPH (Khan et
al., 2012).

Pelaksanaan Penelitian

Persiapan Sampel

Daun beluntas ditimbang sebanyak 2
kg kemudian dibersihkan dalam air mengalir
untuk  menghilangkan  kotoran  yang
menempel pada daun lalu ditiriskan untuk
menghilangkan air sisa pencucian. Daun

beluntas yang sudah bersih kemudian

dikeringkan menggunakan oven pada suhu
40°C selama 12 jam. Daun beluntas kering
kemudian dihaluskan menggunakan blender
lalu diayak menggunakan ayakan 60 mesh
sehingga diperoleh bubuk daun beluntas
(Suryani et al., 2016 yang telah
dimodifikasi). Bubuk yang diperoleh
kemudian ditimbang untuk selanjutnya
dilakukan analisis bubuk.
Pembuatan Ekstrak Kasar

Pembuatan ekstrak kasar diawali
dengan penimbangan bubuk daun beluntas
masing-masing sebanyak 10 g yang
dilarutkan dalam variasi konsentrasi etanol
dan perbandingan bahan dengan etanol
sesuai dengan kombinasi perlakuan yang
dioptimasi pada Tabel 2. Ekstraksi
dilakukan menggunakan microwave oven
dengan daya 800 watt selama 6 menit. Setiap
1 menit microwave oven dimatikan lalu
didiamkan selama 2 menit dan perlakuan ini

diulang sebanyak 2 kali sehingga total waktu
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ekstraksi yang dibutuhkan, yaitu selama 6
menit (Quan et al, 2006), kemudian
didiamkan sampai suhu kamar lalu disaring
menggunakan kertas whatman no. 1
sehingga menghasilkan filtrat.

Filtrat yang diperoleh kemudian
dipekatkan menggunakan rotary evaporator
pada suhu 40°C dengan kecepatan 55 rpm
dalam tekanan 100 mbar sampai seluruh
etanol menguap sehingga diperoleh ekstrak
kasar daun beluntas (Suryani et al., 2016
yang telah dimodifikasi). Ekstrak kasar yang
diperoleh kemudian dimasukkan ke dalam
botol kaca berwarna gelap untuk selanjutnya
dilakukan analisis rendemen ekstrak, total
flavonoid, total tanin, aktivitas antioksidan,
dan 1Cs.

Analisis Data

Analisis data dilakukan dengan
bantuan software Minitab 17. Dari analisis
ini akan diperoleh model persamaan
kuadratik dengan bentuk persamaan sebagai
berikut:

Y = Bo + BiXi + BoXo + BsXi® + BaXo® +
B5X1X>

Dalam hal ini, Y adalah respon, 3o
adalah konstanta, {31, 32, B3, 34, dan 35 adalah
koefesien dari variabel bebas (X), X adalah
variabel bebas tanpa kode (X; untuk variabel
konsentrasi etanol dan X, untuk variabel
perbandingan bahan dengan etanol). Hasil
dari masing-masing respon (Y) dianalisis
menggunakan analysis of variance pada
software Minitab 17. Model persamaan

kuadratik di atas kemudian diuji pengaruh
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variabel bebas terhadap respon (R?) dan
ketidakcocokan model persamaan kuadratik
(lack of fit) (Montgomery, 2001). Validasi
kondisi optimum dilakukan dengan melihat
nilai coefficient of variation dari respon pada
kondisi optimum (Gomez and Gomez,

1984).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Perbandingan antara berat bubuk
daun beluntas dengan berat daun beluntas
menunjukkan rendemen bubuk yaitu sebesar
11,81% berat basah dengan kadar air bubuk
sebesar 7,57%, sedangkan hasil analisis
rendemen ekstrak, kadar air ekstrak, total
flavonoid, total tanin, aktivitas antioksidan,
dan ICsy ekstrak daun beluntas berdasarkan
Central Composite Design dapat dilihat
pada Tabel 3. Model persamaan kuadratik,
nilai R?, dan lack of fit dari masing-masing
respon dapat dilihat pada Tabel 4 serta
prediksi kondisi optimum dari masing-
masing  respon  berdasarkan  central
composite design dapat dilihat pada Tabel 5.

Hasil analisis rendemen ekstrak,
kadar air ekstrak, total flavonoid, total tanin,
aktivitas antioksidan, dan ICsy ekstrak daun
beluntas berdasarkan Central Composite
Design pada Tabel 3 menunjukkan bahwa
ekstrak daun beluntas memiliki rendemen
ekstrak berkisar antara 8,68-19,03% berat
kering ekstrak, kadar air ekstrak berkisar
antara  22,46-24,44%, total flavonoid
berkisar antara 41,48-47,89 mg QE/g berat
kering ekstrak, total tanin berkisar antara

4,76-9,23 mg TAE/g berat kering ekstrak,
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aktivitas antioksidan berkisar 51,03-
75,04%, dan ICso berkisar 3,41-4,85 ppm.
Model persamaan kuadratik pada
Tabel 4 digunakan untuk memprediksi nilai
rendemen ekstrak tertinggi, total flavonoid
tertinggi, total tanin tertinggi, aktivitas

antioksidan tertinggi, dan ICso terendah pada
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kondisi optimum. Nilai R? (koefisien
determinasi) pada Tabel 4 menunjukkan
seberapa besar pengaruh konsentrasi etanol
dan perbandingan bahan dengan etanol
terhadap rendemen ekstrak, total flavonoid,
total tanin, aktivitas antioksidan, dan ICs

ekstrak daun beluntas.

Tabel 3. Hasil analisis rendemen ekstrak, kadar air ekstrak, total flavonoid, total tanin,

aktivitas antioksidan, dan ICsy ekstrak daun beluntas berdasarkan central
composite design
Rendemen Total .
. Perbandingan Ekstrak Kadar Flavonoid Total Tanin Aktivitas
Konsentrasi Air (mg TAE/g L 1Cso
Bahan dengan (% berat (mg QE/g . Antioksidan
Etanol (%) . Ekstrak . berat kering (ppm)
Etanol (b/v) kering (%) berat kering ekstrak) (%)
ekstrak) ekstrak)

50 1:8 11,06 22,92 42,74 491 51,77 4,82
70 1:8 13,88 23,22 43,57 6,23 53,10 4,38
50 1:12 12,62 23,05 43,09 5,70 52,06 4,63
70 1:12 16,23 23,75 45,42 7,83 65,49 3,86
45,86 1:10 8,68 22,56 41,48 4,76 51,03 4,85
74,14 1:10 14,08 23,21 43,78 6,38 54,42 4,29
60 1:7,17 15,84 22,46 44,12 7,19 60,32 4,02
60 1:12,83 13,72 23,14 43,36 6,12 52,75 4,61
60 1:10 16,65 23,92 45,82 791 67,90 3,82
60 1:10 16,17 23,70 45,35 7,67 65,08 3,89
60 1:10 16,07 23,52 45,01 7,38 62,56 3,94
60 1:10 19,03 24,44 47,89 9,23 75,04 3,41
60 1:10 18,04 24,19 46,76 9,00 68,05 3,78

Tabel 4. Model persamaan kuadratik, nilai R?, dan lack of fit dari masing-masing respon

Respon

Model Persamaan Kuadratik R?

Lack of
Fit

Rendemen Ekstrak
Total Flavonoid

Total Tanin

Y=-117,2+3,455X,+5,03X>-0,02816X,2-0,279 X»?+0,0099X,X>
Y= -34,2+1,858X,+4,36X,-0,01639X,2-0,2713X,2+0,0188X, X,
Y=-57,4+1,551X,+3,33X,-0,01319X,2-0,1944X,2+0,0103X, X,

86,52% 0,394
80,34% 0,724
79.91% 0,470

Aktivitas Y=-252+7,44X,+17,8X2-0,0726X,%-1,338X,2+0,151X; X, 77,58% 0,399
Antioksidan
1Csp Y=23,69-0,459X;-1,087X,+0,00396X,%+0,0671X,2-0,00413X X, 79,74% 0,205

Nilai lack of fit dari masing-masing
respon pada Tabel 4 lebih besar dari 0,05

yang artinya ketidakcocokan  model

persamaan kuadratik ditolak, sehingga

model persamaan kuadratik tersebut dapat

digunakan untuk memprediksi  nilai
rendemen ekstrak tertinggi, total flavonoid
tertinggi, total tanin tertinggi, aktivitas
antioksidan tertinggi, dan ICso terendah pada

kondisi optimum.
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Tabel 5. Prediksi kondisi optimum dari masing-masing respon berdasarkan central

composite design

Variabel Bebas
Konsentrasi Perbandingan
Respon Etanol (%) Bahan dengan
Etanol (b/v)
Rendah Tinggi Optimum | Rendah = Tinggi Optimum
Rendemen
Ekstrak 45,86 74,14 63,28 1:7,17 1:12,83 1:10,14
Total . 45,86 74,14 62,43 1:7,17 1:12,83 1:10,20
Flavonoid
Total Tanin 45,86 74,14 62,71 1:7,17 1:12,83 1:10,20
Aktivitas
Antioksidan 45,86 74,14 61,86 1:7,17 1:12,83 1;10,14
1Cso 45,86 74,14 63,28 1:7,17 1:12,83 1:10,03
Rendemen Ekstrak yang terekstrak akan terus meningkat hingga

Semakin tinggi konsentrasi etanol dan
semakin besar perbandingan bahan dengan
etanol, maka nilai rendemen ekstrak akan
semakin  meningkat, namun setelah
mencapai titik optimum pada konsentrasi
etanol 63,28% dan perbandingan bahan
dengan etanol 1:10,14, nilai rendemen
ekstrak menurun dengan peningkatan
konsentrasi etanol dan perbandingan bahan
dengan etanol.

Peningkatan nilai rendemen ekstrak
hingga konsentrasi etanol dan perbandingan
bahan dengan etanol yang optimum
disebabkan karena adanya peningkatan
kesesuaian polaritas antara pelarut dengan
senyawa yang diekstrak dan semakin besar
luas kontak antara pelarut dengan bahan
yang  diekstrak. Pernyataan tersebut
diperkuat oleh penelitian Jayanudin et al.,
(2014) yang melaporkan bahwa luas kontak
antara pelarut dengan bahan berpengaruh

terhadap rendemen ekstrak yang dihasilkan

pada ekstrak rumput laut cokelat. Senyawa

tercapai kesetimbangan antara konsentrasi
senyawa di  dalam pelarut dengan
konsentrasi senyawa di dalam bahan yang
diekstrak (McCabe et al., 1993).

Pada titik optimum, pelarut memiliki
polaritas yang sama dengan senyawa yang
diekstrak dan jumlah pelarut yang
dibutuhkan sudah maksimal untuk kontak
dengan bahan yang diekstrak atau
mengambil senyawa yang diekstrak hingga
tercapai kesetimbangan antara konsentrasi
senyawa di  dalam pelarut dengan
konsentrasi senyawa di dalam bahan yang
diekstrak, akibatnya rendemen ekstrak
tertinggi dihasilkan pada titik optimum.
Pernyataan  tersebut  diperkuat  oleh
penelitian Lestari et al., (2014) yang
melaporkan bahwa pelarut yang memiliki
polaritas yang sama dengan senyawa yang
diekstrak akan memberikan hasil yang lebih
maksimal.

Setelah mencapai titik optimum,

terjadi penurunan nilai rendemen ekstrak
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yang disebabkan karena mulai menurunnya
kesesuaian polaritas antara pelarut dengan
senyawa yang diekstrak dan jumlah senyawa
yang terekstrak ke dalam pelarut sudah
berkurang, sehingga rendemen ekstrak yang
dihasilkan menurun. Penelitian tentang daun
beluntas juga dilakukan oleh Yulianto dan
Savitri (2019) yang melaporkan rendemen
ekstrak daun beluntas sebesar 13,24%
menggunakan pelarut etanol 50% (1:5 b/v)

dengan metode maserasi.

Total Flavonoid

Semakin tinggi konsentrasi etanol dan
semakin besar perbandingan bahan dengan
etanol, maka total flavonoid akan semakin
meningkat, namun setelah mencapai titik
optimum pada konsentrasi etanol 62,43%
dan perbandingan bahan dengan etanol
1:10,20, total flavonoid menurun dengan
peningkatan  konsentrasi  etanol  dan
perbandingan bahan dengan etanol.

Peningkatan total flavonoid hingga
konsentrasi etanol dan perbandingan bahan
dengan etanol yang optimum disebabkan
karena adanya peningkatan kesesuaian
polaritas antara pelarut dengan senyawa
yang diekstrak dan semakin besar luas
kontak antara pelarut dengan bahan yang
diekstrak.  Senyawa  flavonoid yang
terekstrak akan terus meningkat hingga
tercapai kesetimbangan antara konsentrasi
senyawa di  dalam pelarut dengan
konsentrasi senyawa di dalam bahan yang
diekstrak (McCabe et al., 1993).

Pada titik optimum, pelarut memiliki
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polaritas yang sama dengan senyawa yang
diekstrak dan jumlah pelarut yang
dibutuhkan sudah maksimal untuk kontak
dengan bahan yang diekstrak atau
mengambil senyawa yang diekstrak hingga
tercapai kesetimbangan antara konsentrasi
senyawa di  dalam pelarut dengan
konsentrasi senyawa di dalam bahan yang
diekstrak, akibatnya total flavonoid tertinggi
dihasilkan pada titik optimum. Pernyataan
tersebut diperkuat oleh penelitian Lestari et
al., (2014) yang melaporkan bahwa pelarut
yang memiliki polaritas yang sama dengan
senyawa yang diekstrak akan memberikan
hasil yang lebih maksimal.

Setelah mencapai titik optimum,
terjadi penurunan total flavonoid yang
disebabkan karena mulai menurunnya
kesesuaian polaritas antara pelarut dengan
senyawa yang diekstrak dan jumlah senyawa
yang terekstrak ke dalam pelarut sudah
berkurang, sehingga total flavonoid yang
dihasilkan menurun. Penelitian tentang daun
beluntas juga dilakukan oleh Srimoon
(2018) yang melaporkan total flavonoid
ekstrak daun beluntas sebesar 45,15 mg
QE/g berat kering menggunakan pelarut
etanol 70% (1:5 b/v) dengan metode

maserasi.

Total Tanin

Semakin tinggi konsentrasi etanol dan
semakin besar perbandingan bahan dengan
etanol, maka total tanin akan semakin
meningkat, namun setelah mencapai titik

optimum pada konsentrasi etanol 62,71%
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dan perbandingan bahan dengan etanol
1:10,20, total tanin menurun dengan
peningkatan  konsentrasi  etanol  dan
perbandingan bahan dengan etanol.

Peningkatan total tanin hingga
konsentrasi etanol dan perbandingan bahan
dengan etanol yang optimum disebabkan
karena adanya peningkatan kesesuaian
polaritas antara pelarut dengan senyawa
yang diekstrak dan semakin besar luas
kontak antara pelarut dengan bahan yang
diekstrak. Senyawa tanin yang terekstrak
akan terus meningkat hingga tercapai
kesetimbangan antara konsentrasi senyawa
di dalam pelarut dengan konsentrasi
senyawa di dalam bahan yang diekstrak
(McCabe et al., 1993).

Pada titik optimum, pelarut memiliki
polaritas yang sama dengan senyawa yang
diekstrak dan jumlah pelarut yang
dibutuhkan sudah maksimal untuk kontak
dengan bahan yang diekstrak atau
mengambil senyawa yang diekstrak hingga
tercapai kesetimbangan antara konsentrasi
senyawa di  dalam pelarut dengan
konsentrasi senyawa di dalam bahan yang
diekstrak, akibatnya total tanin tertinggi
dihasilkan pada titik optimum. Pernyataan
tersebut diperkuat oleh penelitian Lestari et
al., (2014) yang melaporkan bahwa pelarut
yang memiliki polaritas yang sama dengan
senyawa yang diekstrak akan memberikan
hasil yang lebih maksimal.

Setelah mencapai titik optimum,

terjadi  penurunan total tanin  yang
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disebabkan karena mulai menurunnya
kesesuaian polaritas antara pelarut dengan
senyawa yang diekstrak dan jumlah senyawa
yang terekstrak ke dalam pelarut sudah
berkurang, sehingga total tanin yang
dihasilkan menurun. Penelitian tentang daun
beluntas juga dilakukan oleh Septiana et al.,
(2014) yang melaporkan total tanin ekstrak
daun beluntas sebesar 3,12% menggunakan
pelarut aquades (1:10 b/v) dengan metode

maserasi.

Aktivitas Antioksidan

Semakin tinggi konsentrasi etanol dan
semakin besar perbandingan bahan dengan
etanol, maka nilai aktivitas antioksidan akan
semakin  meningkat, namun setelah
mencapai titik optimum pada konsentrasi
etanol 61,86% dan perbandingan bahan
dengan etanol 1:10,14, nilai aktivitas
antioksidan menurun dengan peningkatan
konsentrasi etanol dan perbandingan bahan
dengan etanol.

Hal ini disebabkan karena nilai
aktivitas antioksidan dipengaruhi oleh
jumlah komponen bioaktif yang memiliki
fungsi sebagai antioksidan, seperti senyawa
flavonoid dan tanin, dimana nilai aktivitas
antioksidan meningkat sesuai dengan
meningkatnya total flavonoid dan total tanin,
namun setelah mencapai titik optimum, nilai
aktivitas antioksidan menurun sesuai dengan
menurunnya total flavonoid dan total tanin,
sehingga dapat dikatakan bahwa terdapat
korelasi positif antara total flavonoid dan

total tanin yang terkandung pada ekstrak
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daun Dbeluntas dengan nilai aktivitas
antioksidan. Pernyataan tersebut diperkuat
oleh penelitian Pujimulyani et al., (2010)
yang melaporkan adanya korelasi positif
antara total flavonoid dan total tanin pada
ekstrak kunir putih dengan nilai aktivitas
antioksidan.  Penelitian tentang daun
beluntas juga dilakukan oleh Widyawati et
al., (2011) yang melaporkan aktivitas
antioksidan ekstrak daun beluntas berada
pada kisaran 80%-90% menggunakan
pelarut metanol (1:15 b/v) dengan metode

sokletasi.

ICso

Semakin tinggi konsentrasi etanol dan
semakin besar perbandingan bahan dengan
etanol, maka nilai ICsy akan semakin
menurun, namun setelah mencapai titik
optimum pada konsentrasi etanol 63,28%
dan perbandingan bahan dengan etanol
1:10,03, nilai ICso meningkat dengan
peningkatan  konsentrasi  etanol  dan
perbandingan bahan dengan etanol.

Hal ini disebabkan karena nilai 1Cso
dipengaruhi oleh nilai aktivitas antioksidan,
dimana nilai ICso menurun sesuai dengan
meningkatnya nilai aktivitas antioksidan,
namun setelah mencapai titik optimum, nilai
ICso meningkat sesuai dengan menurunnya
nilai aktivitas antioksidan. Nilai ICso yang
rendah menunjukkan aktivitas antioksidan

yang tinggi, sedangkan nilai ICso yang tinggi
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menunjukkan aktivitas antioksidan yang
rendah. Pernyataan tersebut diperkuat oleh
penelitian Husni et al., (2014) yang
melaporkan bahwa semakin rendah nilai
ICso, maka semakin tinggi akitivitas
antioksidannya.

Molyneux (2004) melaporkan bahwa
suatu senyawa dikatakan memiliki aktivitas
antioksidan yang sangat kuat jika nilai ICso
kurang dari 50 ppm. Oleh karena itu, ekstrak
daun beluntas dalam penelitian ini memiliki
aktivitas antioksidan yang tergolong sangat
kuat. Penelitian tentang daun beluntas juga
dilakukan oleh Widyawati et al., (2011)
yang melaporkan 1Cso ekstrak daun beluntas
sebesar 3,71 mg/L menggunakan pelarut

metanol (1:15 b/v) dengan metode sokletasi.

Validasi Kondisi Optimum

Berdasarkan hasil running software
Minitab 17 diperoleh satu kondisi optimum,
yaitu pada konsentrasi etanol 62,71% dan
perbandingan bahan dengan etanol 1:10,14
yang diperkirakan akan menghasilkan nilai
rendemen eckstrak sebesar 17,47% berat
kering ekstrak, total flavonoid sebesar 46,28
mg QE/g berat kering ekstrak, total tanin
sebesar 8,34 mg TAE/g berat kering ekstrak,
aktivitas antioksidan sebesar 67,90%, dan
ICso sebesar 3,73 ppm. Perbandingan nilai
respon prediksi dengan nilai respon
sebenarnya pada kondisi optimum dapat

dilihat pada Tabel 6.
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Tabel 6. Nilai respon prediksi dan nilai respon sebenarnya pada kondisi optimum

o . Nilai Sebenarnya Standar Coefficient of
Respon Nilai Prediksi (Rata-rata) Deviasi Variation (%)
o
Rendemer} Ekstrak (% berat 17.47 18,20 0,459 2.52
kering ekstrak)
Total Flavonoid (mg QE/g
berat kering ekstrak) 46,28 47,05 0,772 1,64
Total Tanlp (mg TAE/g berat 8.34 9.1 0.1834 2,01
kering ekstrak)
Aktivitas Antioksidan (%) 67,90 65,80 0,720 1,09
ICso (ppm) 3,73 3,87 0,0396 1,02
Validasi kondisi optimum dilakukan Saran

dengan melihat nilai coefficient of variation
(CV) pada Tabel 6 dari masing-masing
respon. Nilai CV rendemen ekstrak, total
flavonoid, total tanin, aktivitas antioksidan,
dan ICso yang diperoleh relatif kecil. Hal ini
membuktikan bahwa kondisi optimum pada
masing-masing respon dapat diterima.
Pernyataan  tersebut  diperkuat  oleh
penelitian Gomez and Gomez (1984) yang
melaporkan bahwa kondisi optimum pada
suatu respon dapat diterima apabila nilai CV

kurang dari 15% untuk berbagai percobaan.

KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

Konsentrasi etanol 62,71% dan
perbandingan bahan dengan etanol 1:10,14
merupakan perlakuan optimum untuk
menghasilkan ekstrak daun beluntas yang
memiliki aktivitas antioksidan tertinggi
yaitu sebesar 65,80%, dengan ICso,
rendemen ekstrak, total flavonoid, dan total
tanin berturut-turut sebesar: 3,87 ppm,
18,20% berat kering ekstrak, 47,05 mg QE/g
berat kering ekstrak, dan 9,11 mg TAE/g
berat kering ekstrak.

Berdasarkan hasil penelitian ini
disarankan untuk menggunakan konsentrasi
etanol 62,71% dan perbandingan bahan
dengan etanol 1:10,14 saat melakukan
ekstraksi daun beluntas menggunakan

metode microwave assisted extraction.
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