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Isolation and Activity Determination of Secondary Metabolite 

Compounds of Forest Betel Leaf (Piper aduncum L.) with 

Potential as Antioxidants  

Bunga Oktaviani  

08041182025018 

SUMMARY  

Excessive free radicals in the body due to unhealthy lifestyles can be reduced by 

using antioxidants. Natural antioxidants are needed by people now because they 

do not cause side effects on health. One source of natural antioxidants comes from 

plants of the Piperacea family, namely the species Piper aduncum L. The purpose 

of this study was to determine the IC50 value of each pure compound and the class 

of compounds contained in the leaves of forest betel (Piper aduncum L.). This 

research was conducted from August to December 2023 at the Genetics and 

Biotechnology Laboratory, Department of Biology, FMIPA, Sriwijaya University. 

The research methods used were extraction, fractionation, antioxidant activity test 

of fractions using thin layer chromatography method, isolation of compounds by 

column chromatography, antioxidant activity test of fractions using UV-Vis 

Spectrophotometer, and determination of IC50 value by DPPH method. The results 

of this study are presented in the form of tables, figures, and graphs. The results of 

thin layer chromatography are presented in the form of chromatogram images and 

linear regression analysis is presented in the form of linear regression graphs. 

Determination of antioxidant activity of forest betel leaf was done qualitatively 

(KLT) and quantitatively (UV-Vis Spectrophotometer) using DPPH method. The 

results showed that the IC50 values of n-hexane, ethyl acetate and methanol-water 

fractions of forest betel leaves were 18.66 ppm; 94.87 ppm and 178 ppm, 

respectively. The methanol-water fraction has weak antioxidant activity, so it is 

not continued at the next stage. The total pure compounds obtained from forest 

betel leaves after the KCV and column chromatography process were 7 isolates 

given the codes N1, N2, N3, E1, E2, E3 and E4 with IC50 values of 13.64 ppm; 

97.22 ppm; 146.12 ppm; 17.77 ppm; 41.39 ppm; 36.66 ppm and 104.62 ppm, 

respectively. The content of secondary metabolite compounds owned by forest 

betel leaves, including terpenoids found in isolates N1, N2, E1 and E2, steroids 

found in isolate E3 and flavonoids in isolates N3 and E4.  

Keywords: Antioxidant activity, IC50, Forest betel (Piper aduncum L.), DPPH, 

Pure isolate  
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Isolasi dan Penentuan Aktivitas Senyawa Metabolit Sekunder 

Daun Sirih Hutan (Piper  aduncum L.) yang Berpotensi Sebagai 

Antioksidan  

Bunga Oktaviani  

08041182025018 

RINGKASAN 

Radikal bebas yang berlebihan di dalam tubuh akibat dari gaya hidup yang tidak 

sehat, dapat diredam dengan menggunakan antioksidan. Antioksidan alami sangat 

dibutuhkan oleh masyarakat sekarang dikarenakan tidak menimbulkan efek 

samping terhadap kesehatan. Salah satu sumber antioksidan alami berasal dari 

tumbuhan famili Piperacea, yaitu spesies Piper aduncum L. Tujuan penelitian ini 

adalah untuk mengetahui nilai IC50 setiap senyawa murni dan golongan senyawa 

yang terdapat pada daun sirih hutan (Piper aduncum L.). Penelitian ini dilakukan 

dari bulan Agustus hingga Desember 2023 di Laboratorium Genetika dan 

Bioteknologi, Jurusan Biologi, FMIPA, Universitas Sriwijaya. Metode penelitian 

yang digunakan yaitu ekstraksi, fraksinasi, uji aktivitas antioksidan fraksi 

menggunakan metode kromatografi lapis tipis, isolasi senyawa dengan 

kromatografi kolom, uji aktivitas antioksidan fraksi menggunakan 

Spektrofotometer UV-Vis, dan penentuan nilai IC50 dengan metode DPPH. Hasil 

pada penelitian ini disajikan dalam bentuk tabel, gambar, dan grafik. Hasil dari 

kromatografi lapis tipis disajikan dalam bentuk gambar kromatogram dan analisis 

reglesi linear disajikan dalam bentuk grafik regresi linear. Penentuan aktivitas 

antioksidan daun sirih hutan dilakukan secara kualitatif (KLT) dan kuantitatif 

(Spektrofotometer UV-Vis) menggunakan metode DPPH. Hasil penelitian 

menunjukan bahwa nilai IC50 fraksi n-heksan, etil asetat dan metanol-air daun 

sirih hutan berturut-turut 18,66 ppm; 94,87 ppm dan 178 ppm. Fraksi metanol-air 

memiliki aktivitas antioksidan yang lemah, sehingga tidak dilanjutkan pada tahap 

selanjutnya. Total senyawa murni yang didapatkan dari daun sirih hutan setelah 

dilakukan proses KCV dan kromatografi kolom sebanyak 7 isolat yang diberikan 

kode N1, N2, N3, E1, E2, E3 dan E4 dengan nilai IC50 berturut-turut 13,64 ppm; 

97,22 ppm; 146,12 ppm; 17,77 ppm; 41,39 ppm; 36,66 ppm dan 104,62 ppm. 

Kandungan senyawa metabolit sekunder yang dimiliki daun sirih hutan, 

diantaranya terpenoid yang terdapat pada isolat N1, N2, E1 dan E2, steroid 

terdapat pada isolat E3 dan flavonoid pada isolat N3 dan E4.  

Kata kunci: Aktivitas antioksidan, IC50, Sirih Hutan (Piper aduncum L.), DPPH, 

Isolat murni 
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 BAB I  

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Antioksidan dalam konsentrasi rendah dapat mencegah reaksi oksidasi yang 

dibutuhkan untuk mencegah kondisi stres oksidatif karena adanya radikal bebas di 

dalam tubuh (Suarantika et al., 2023). Antioksidan dapat memperlambat ataupun 

menstabilkan radikal bebas dengan cara memberikan elektron kepada senyawa 

radikal bebas yang ada di dalam tubuh (Abou-Sreea et al., 2022). 

Sintesis antioksidan dapat terjadi di dalam tubuh (endogen) ataupun 

didapatkan dari produk kosmetik makanan, minuman, dan obat yang dikonsumsi 

(eksogen). Antioksidan endogen tidak mampu lagi melawan radikal bebas yang 

berlebihan di dalam tubuh, sehingga tubuh memerlukan antioksidan dari luar. 

Antioksidan eksogen terbagi menjadi antioksidan buatan dan alami. Penggunaan 

antioksidan buatan sekarang dibatasi karena dapat memberikan efek negatif 

terhadap tubuh jika digunakan dalam jangka panjang, sedangkan antioksidan 

alami relatif lebih aman (Agustina, 2017). 

Antioksidan alami dapat berasal dari tumbuhan Famili Piperaceae, salah 

satunya dari spesies Piper aduncum L. Menurut Widowati et al. (2013), Famili 

Piperaceae berkhasiat sebagai obat untuk antioksidan dan antikanker. Tumbuhan 

yang berpotensi sebagai antioksidan alami salah satunya adalah daun sirih hutan 

(Piper aduncum L.). Daun sirih hutan digunakan sebagai obat sakit gigi, gangguan 

pencernaan, penyakit kulit, dan reumatik.   Menurut Thao et al. (2016), sirih hutan 

berkhasiat sebagai obat anti-inflamasi.  
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Skrining mengenai daun sirih hutan telah dilakukan oleh peneliti 

sebelumnya. Menurut Sholekah et al. (2017), sintesis metabolit sekunder dapat 

dipengaruhi oleh faktor eloklogi, diantaranya suhu, cahaya, ketinggian lokasi, 

unsur hara, pH dan kelembaban. Penelitian Bouzada et al. (2009) mendapatkan 

hasil bahwa ekstrak daun sirih hutan yang berasal dari Brazil mengandung 

senyawa tanin, flavonoid, alkaloid, saponin, kumarin, steroid dan triterpenoid. 

Mariani et al. (2023) mendapatkan hasil jika ekstrak metanol daun sirih hutan 

yang berasal dari Kabupaten Garut memiliki senyawa fenol, tanin, steroid, 

triterpenoid, dan flavonoid.  

Nilai Inhibition Concentration (IC50) digunakan untuk mengetahui 

konsentrasi dalam menangkap 50% 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH). Nilai IC50 

ekstrak dan fraksi daun sirih hutan telah diteliti oleh peneliti sebelumnya, tetapi 

nilai IC50 dari setiap golongan senyawa belum diteliti, sehingga penelitian ini 

berujuan untuk mengetahui nilai IC50 dari sirih hutan yang berasal dari Kabupaten 

Lahat. Menurut Ticona et al. (2020), terdapat perbedaan nilai IC50 senyawa murni 

hasil isolasi dengan nilai IC50 hasil fraksinasi. Nilai IC50 hasil fraksi berkisar 

antara 14,7 hingga 19,1 µg/mL, sedangkan  nilai IC50 senyawa murni berkisar 2,3 

hingga 3,4 µM. 

Penelitian mengenai daun sirih hutan telah di teliti oleh beberapa peneliti 

sebelumnya. Mariani et al. (2023) meneliti ekstrak daun sirih hutan dan 

mendapatkan hasil aktivitas antioksidan ekstrak metanol dengan nilai IC50 sebesar 

47,252 μg/ml. Menurut Ilang et al. (2019) menyatakan bahwa fraksi etil asetat 

daun sirih hutan menunjukkan aktivitas antioksidan sebesar 59,838 μg/mL dan 



3 

 

                                                                                                         Universitas Sriwijaya 

 

fraksi n-heksan  sebesar 40,034 μg/mL. Penelitian Batan et al. (2018) menyatakan 

bahwa fraksi etil asetat daun sirih hutan memiliki aktivitas antioksidan senilai 

132,84 ppm.  

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dari penelitian ini sebagai berikut:  

1. Berapakah nilai IC50 dari senyawa hasil isolasi senyawa murni daun sirih 

hutan? 

2. Apa saja golongan senyawa yang terdapat di dalam daun sirih hutan 

(Piper aduncum L.)? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mengetahui nilai Inhibition Concentration (IC50) dari isolat hasil 

pemurnian daun sirih hutan (Piper aduncum L.). 

2. Mengetahui golongan senyawa antioksidan daun sirih hutan. 

1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Memberikan informasi mengenai nilai IC50 dan golongan senyawa 

antioksidan dari hasil isolasi senyawa murni daun sirih hutan          

(Piper aduncum L.). 

2. Menjadi acuan dalam pengembangan ilmu pengetahuan di bidang 

fitokimia.  

3. Menjadi sumber informasi tambahan untuk penelitian selanjutnya 

mengenai daun sirih hutan. 
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