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Abstract 

Pepe leaf (Gymnema reticulatum Br.) is a creeping plant indigenous to India and Pakistan that typically 
grows in hedgerows and thickets. The leaves are traditionally consumed as an herbal beverage called 
"loloh" and are known to contain a variety of bioactive compounds. However, the antioxidant potential of 
different extraction techniques has not been thoroughly investigated. Recently, a combined extraction 
approach using dynamic maceration and ultrasonication has been introduced, though research on its 
efficiency remains limited, particularly concerning the influence of extraction time. This study aimed to 
evaluate how different extraction durations affect the antioxidant properties of pepe leaf extract when 
processed through the combined method and to determine the most effective duration for maximizing 
antioxidant activity. The experiment followed a Completely Randomized Design (CRD) comprising five 
extraction treatments: 60 minutes of dynamic maceration, 30 minutes of ultrasonication, and three time 
ratios of combined maceration-ultrasonication (10:10, 20:20, and 30:30 minutes). Each treatment was 
conducted in triplicate, yielding a total of 15 experimental units. Data analysis was carried out using 
ANOVA, followed by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) for significantly different results. Findings 
revealed that extraction time significantly (P<0.05) affected yield, total chlorophyll content, phenolic 
content, flavonoid levels, and IC50 values. The 30:30 minute combination treatment produced the extract 
with the most potent antioxidant activity, achieving an IC50 value of 255.82 ppm—classified as very 
weak—along with a yield of 34.18%, total chlorophyll of 14.26 mg/L, total phenol of 37.23 mg GAE/g, 
and flavonoids of 35.20 mg QE/g. 
 
Keywords: antioxidant, pepe leaves, dynamic maceration, ultrasonic, time extraction 
 

Abstrak 
Daun pepe (Gymnema reticulatum Br.) merupakan tanaman yang berasal dari India dan Pakistan yang 
hidup di belukar atau pagar dengan cara merambat. Daun ini dapat dimanfaatkan menjadi minuman 
tradisional (loloh) serta mengandung beberapa senyawa bioaktif, tetapi belum komprenhensip potensi 
antioksidan pada beberapa metode ekstraksi. Metode kombinasi antara maserasi dinamis dan ultrasonikasi 
telah dikembangkan, namun kajiannya terbatas dan efektivitas metode kombinasi dipengaruhi oleh variasi 
waktu ekstraksi yang digunakan. Tujuan penelitian ini meliputi: mengetahui pengaruh waktu ekstraksi 
terhadap karakteristik antioksidan ekstrak daun pepe menggunakan kombinasi metode maserasi dinamis 
dan ultrasonikasi, dan menentukan waktu ekstraksi yang tepat untuk menghasilkan ekstrak daun pepe 
dengan aktivitas antioksidan tertinggi. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) 
dengan perlakuan waktu ekstraksi yang terdiri dari 5 taraf, yaitu maserasi dinamis 60 menit, ultrasonikasi 
30 menit, kombinasi maserasi dinamis-ultrasonikasi 10:10 menit, kombinasi maserasi dinamis-
ultrasonikasi 20:20 menit, dan kombinasi maserasi dinamis-ultrasonikasi 30:30 menit. Masing- masing 
perlakuan diulang sebanyak tiga kali sehingga diperoleh 15 unit percobaan. Data dianalisis menggunakan 
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sidik ragam dan perlakuan yang berpengaruh terhadap parameter uji dilanjutkan dengan Duncan Multiple 
Range Test (DMRT). Hasil penelitian menunjukan bahwa waktu ekstraksi pada daun pepe menggunakan 
metode kombinasi maserasi dan ultrasonikasi berpengaruh signifikan (P<0,05) terhadap rendemen, total 
klorofil, total fenol, total flavonoid, dan IC50. Metode kombinasi maserasi dan ultrasonikasi pada waktu 
ekstraksi 30:30 menit mampu menghasilkan ekstrak dengan aktivitas antioksidan tertinggi berdasarkan IC50 
sebesar 255,82 ppm dan tergolong antioksidan sangat lemah, rendemen 34,18%, total klorofil 14,26 mg/L 
total fenol 37,23 mg GAE/g, dan total flavonoid 35,20 mg QE/g. 
 
Kata Kunci: antioksidan, daun pepe, maserasi dinamis, ultrasonikasi, waktu ekstraksi 

 
 

PENDAHULUAN 

Tanaman pepe (Gymnema 

reticulatum Br.) merupakan tumbuhan yang 

berasal dari negara asia selatan yaitu India 

dan Pakistan yang hidup dengan merambat. 

Daun pepe sering dimanfaatkan oleh 

masyarakat Bali sebagai jamu tradisional 

(loloh) yang dipercaya memiliki manfaat 

kesehatan bagi tubuh. Pada umumnya, 

tanaman gymnema memiliki kandungan 

senyawa bioaktif seperti fenolik dan 

flavonoid (Laha & Paul, 2019). Senyawa 

bioaktif tersebut dapat bermanfaat sebagai 

sumber antioksidan. Aryal et al., (2019) 

melaporkan antioksidan dapat berpotensi 

menekan beberapa penyakit tidak menular 

seperti kardiovaskular, kanker, dan diabetes. 

Pemanfaatan komponen bioaktif yang 

berfungsi sebagai antioksidan dapat 

menggunakan teknik ekstraksi. Ekstraksi 

adalah metode pemisahan senyawa aktif dari 

suatu matriks bahan dengan memanfaatkan 

pelarut yang memiliki polaritas sesuai 

dengan karakteristik senyawa target. 

Prayoga et al., (2019) melaporkan ekstraksi 

daun pepe menggunakan metode maserasi 

selama 30 jam menggunakan pelarut aseton 

telah dilakukan sebelumnya sebagai hasil 

terbaik. Pemilihan metode ekstraksi 

mempengaruhi aktivitas ekstrak serta 

stabilitas dan kadar komponen bioaktif yang 

tersari ke dalam pelarut (Marwati et al., 

2022).  

Maserasi merupakan metode ekstraksi 

konvensional yang sering digunakan karena 

pengambilan kandungan bioaktif dari bahan 

yang diinginkan tidak menggunakan 

pemanasan sehingga tidak mudah merusak 

komponen bioaktif pada bahan dan peralatan 

yang digunakan sederhana (Dewitasari, 

2020). Namun, metode maserasi dinilai 

memiliki aspek yang kurang efektif karena 

waktu ekstraksi yang dibutuhkan cukup 

lama dan kualitas ekstrak yang dihasilkan 

kurang optimal (Yuniati et al., 2022). Pereira 

et al., (2018) melaporkan ekstraksi dengan 

metode maserasi berbantu pengadukan 

magnetic stirrer (dynamic maceration) 

dengan kecepatan 900 rpm selama 1 jam 

pada bunga chamomile dapat meningkatkan 

kandungan flavonoid dan aktivitas 

antioksidan serta mempersingkat waktu 

ekstraksi dibandingkan dengan metode 

maserasi konvensional. Dewasa ini telah 

berkembang metode ekstraksi modern salah 

satunya adalah ultrasonikasi. Metode 
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ultrasonikasi memanfaatkan gelombang 

kavitasi yaitu gelombang akustik untuk 

memecah dinding sel sehingga pelarut dapat 

masuk ke dalam sampel (Kristina et al., 

2022). Metode ultrasonikasi memiliki 

kelebihan jika dibandingkan dengan metode 

maserasi yaitu laju perpindahan massa lebih 

cepat (Hartuti & Supardan, 2013), 

meningkatkan penetrasi dari cairan menuju 

dinding sel (Kanifah et al., 2015), 

penggunaan pelarut lebih sedikit, dan waktu 

yang tergolong singkat (Ebringerová & 

Hromádková, 2010). Sayuti, (2017) 

melaporkan ekstraksi bambu laut pada 

metode ultrasonikasi menghasilkan 

rendemen lebih rendah dibandingkan 

dengan metode maserasi pada bagian kulit.  

Upaya yang kini dilakukan adalah 

mengkombinasikan metode maserasi 

dinamis dengan ultrasonikasi. Medlej et al., 

(2020) melaporkan dengan mengkombinasi 

metode maserasi dinamis dan ultrasonikasi 

pada tanaman ornithogalum dapat 

mengurangi waktu ekstraksi, penggunaan 

suhu relatif rendah sehingga tidak merusak 

komponen bioaktif selama proses ekstraksi, 

dan pelarut yang digunakan lebih sedikit. 

Hal ini sejalan dengan penelitian 

Andishmand et al., (2023) bahwa 

menggunakan metode kombinasi 

ultrasonikasi dan maserasi pada kulit buah 

delima dapat meningkatkan rendemen 

ekstrak, aktivitas antioksidan, dan total fenol 

pada ekstrak yang dihasilkan. Namun, waktu 

kombinasi terbaik metode maserasi dan 

ultrasonikasi pada dua bahan tersebut 

berbeda. Medlej et al., (2020) melaporkan 

waktu ekstraksi yang optimal pada tanaman 

ornithogalum dengan metode kombinasi 

maserasi dan ultrasonikasi adalah 20 menit 

maserasi dan 20 menit ultrasonikasi, 

sedangkan menurut Andishmand et al., 

(2023) waktu ekstraksi yang optimal dengan 

metode ekstraksi kombinasi maserasi 

dinamis dan ultrasonikasi yaitu 24 jam 

maserasi dinamis dan 70 menit ultrasonikasi. 

Hingga kini, laporan mengenai waktu yang 

tepat untuk mengekstrak senyawa bioaktif 

dan aktivitas antioksidan pada daun pepe 

dengan metode kombinasi maserasi dan 

ultrasonikasi. Penelitian ini memiliki tujuan 

untuk mengetahui pengaruh waktu ekstraksi 

pada metode kombinasi maserasi dinamis 

dan ultrasonikasi terhadap aktivitas 

antioksidan ekstrak daun pepe serta 

mengidentifikasi waktu ekstraksi yang 

paling optimal dalam menghasilkan aktivitas 

antioksidan tertinggi. 

 

METODE 

Bahan Penelitian 

Penelitian ini menggunakan daun 

pepe dengan 2 sampai 8 daun pucuk 

tanaman sebagai bahan utama yang 

diperoleh di Desa Samplangan Gianyar, 

Bali. Bahan lain pada penelitian ini meliputi 

bahan-bahan kimia seperti aquades 

(Bratachem), Etanol 70% (Bratachem), dry 

ice, aseton 80% (Merck), reagen Folin-

Ciocalteu (Merck), metanol Pa (Merck), 



Itepa: Jurnal Ilmu dan Teknologi Pangan,                                                            ISSN : 2527-8010 (Online) 
Gede Agung Artha Deva Jayadhi Narayanadkk. /Itepa 14 (4) 2025 705-721 

 
 

708 
 

AlCl3 10% (Merck), Na2CO3 5% (Merck), 

NaNO2 5% (Merck), NaOH 1 M (Merck), 

asam galat (Sigma-Aldrich), quersetin 

(Sigma-Aldrich), 1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazil (DPPH) (Sigma). 

Alat Penelitian 

Alat yang digunakan adalah food 

dehydrator (getra), baskom, alumunium foil, 

blender (philips), ayakan 60 mesh, pinset, 

spatula, batang pengaduk, timbangan 

analitik (Radwag AS 220.R2 PLUS), tabung 

reaksi (pyrex), magnetic stirrer, hot plate 

(Thermo Scientific), termometer, ultrasonic 

bath cleaner (cole-palmer), labu takar 10 ml, 

tabung reaksi (pyrex), tabung sentrifugasi 

(iwaki), sentrifugasi (Corona), botol sampel, 

pipet volume, kertas saring Whatman no 1, 

vortex, corong, pipet micro (scorex), rotary 

vacuum evaporator (Ika Labortechnik), 

kuvet, spektrofotometer UV-VIS (Genesys 

10s Uv-Vis). 

Rancangan Percobaan 

Penelitian ini dirancang 

menggunakan Rancangan Acak Lengkap 

(RAL) pada lima taraf perlakuan 

berdasarkan variasi perbandingan waktu 

ekstraksi dengan metode kombinasi 

maserasi dinamis dan ultrasonikasi meliputi 

yaitu P1 = maserasi dinamis (60 menit), P2 

= ultrasonikasi (30 menit), P3 = maserasi 

dinamis : ultrasonikasi (10:10 menit), P4 = 

maserasi dinamis : ultrasonikasi (20:20 

menit), P5 = maserasi dinamis : ultrasonikasi 

(30:30 menit). Setiap perlakuan dilakukan 

pengulangan 3 kali, sehingga total unit 

percobaan sebanyak 15 . 

Pelaksanaan Penelitian 

Pembuatan Simplisia Daun Pepe 

Proses pembuatan simplisia daun 

pepe mengacu pada penelitian Prayoga et al., 

(2019). Daun pepe yang digunakan adalah 2 

sampai 8 daun pucuk tanaman sebanyak 500 

g. Daun pepe dicuci menggunakan air 

mengalir lalu ditiriskan sampai kering. Daun 

pepe dikeringkan menggunakan food 

dehydrator selama 24 jam pada suhu 40°C. 

Daun yang sudah kering kemudian 

dihancurkan dengan blender dan dilakukan 

pengecilan ukuran partikel menggunakan 

ayakan 60 mesh sehingga simplisia daun 

pepe didapatkan. 

Pembuatan Ekstrak Daun Pepe 

Ekstraksi daun pepe menggunakan 

metode kombinasi maserasi dan 

ultrasonikasi mengacu berdasarkan 

penelitian Prayoga et al., (2019) dan Kristina 

et al., (2022) yang dimodifikasi. Proses 

ekstraksi diawali dengan simplisia daun 

pepe ditimbang sebanyak 10 gram pada 

timbangan analitik, kemudian dicampur 

dengan pelarut etanol 70% dalam rasio 1:10 

(b/b). Ekstraksi awal dilakukan dengan 

metode maserasi dinamis menggunakan 

magnetic stirrer diatas hot plate pada suhu 

30°C sesuai waktu perlakuan (10, 20, 30, 

dan 60 menit) dengan kecepatan shaking 600 

rpm. Ekstraksi kemudian dilanjutkan 

menggunakan metode ultrasonikasi pada 

ultrasonic bath cleaner frekuensi 40 KHz 
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sesuai perlakuan (10, 20 dan 30 menit) 

dengan suhu 40°C. Setelah ekstraksi selesai, 

campuran disaring menggunakan kertas 

Whatman No. 1. Filtrat yang dihasilkan 

kemudian dipekatkan dengan alat rotary 

vacuum evaporator pada tekanan 760 atm, 

suhu 45°C dan putaran 100 rpm hingga 

pelarut sudah tidak ada yang menguap dan 

ekstrak mengental. 

Variabel yang Diamati 

Variabel yang diamati dalam 

penelitian ini meliputi : rendemen (AOAC, 

1990), uji klorofil berdasarkan metode 

spektrofotometri UV-Vis (Nollet, 2004), 

total fenol berdasarkan metode 

Spektrofotometri UV-Vis menggunakan 

reagen folin-ciocalteu  (Sakanaka et al., 

2003), total flavonoid berdasarkan metode 

spektrofotometri UV-Vis menggunakan 

reagen AlCl3 (Xu & Chang, 2005), aktivitas 

antioksidan berdasarkan IC50 dengan metode 

DPPH (Khan, 2012). 

Analisis Data 

Data hasil penelitian yang didapatkan, 

dianalisis menggunakan analisis ragam 

(ANOVA), bila terdapat pengaruh nyata 

antar perlakuan terhadap parameter uji, 

dilanjutkan dengan Duncas’s Multiple 

Range Test (DMRT) pada tingkat signifikasi 

5% menggunakan software SPSS Statistic 

26 (Gomez & Gomez, 1995). Korelasi antara 

total fenol, total flavonoid, total klorofil dan 

aktivitas antioksidan dianalisis 

menggunakan metode korelasi Pearson’s 

pada taraf signifikasi 1% (Fidrianny et al., 

2015). 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Rendemen 

Berdasarkan data sidik ragam 

diketahui bahwa waktu ekstraksi 

menggunakan metode kombinasi maserasi 

dinamis dan ultrasonikasi berpengaruh nyata 

(P<0,05) terhadap rendemen ekstrak daun 

pepe. Nilai rata-rata dari rendemen ekstrak 

daun pepe ditampilkan pada Gambar 1. 

Rendemen ekstrak daun pepe berkisar antara 

15,25% hingga 38,12%. Rendemen tertinggi 

diperoleh dari metode kombinasi maserasi 

dinamis dan ultrasonikasi pada waktu 20:20 

menit (P4) yaitu 38,12% dan rendemen 

terendah diperoleh dari waktu ekstraksi 

ultrasonikasi 30 menit (P2) yaitu 15,25%. 

Hasil rendemen ekstrak mengalami 

perbedaan berdasarkan penggunaan metode 

dan waktu ekstraksi. Rendemen pada 

metode maserasi dinamis menunjukan hasil 

yang lebih tinggi dibandingkan metode 

ultrasonikasi. Hal ini diakibatkan oleh waktu 

ekstraksi yang digunakan pada metode 

maserasi dinamis lebih lama dibandingkan 

metode ultrasonikasi. Waktu ekstraksi yang 

lebih panjang mengakibatkan interaksi 

antara pelarut dan bahan lebih lama, 

sehingga memungkinkan terjadinya 

perpindahan massa melalui mekanisme 

difusi. 
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Keterangan : Nilai rata-rata (pengulangan n = 3) ± standar deviasi. Nilai notasi dengan huruf berbeda 

menyatakan perlakuan berbeda nyata (P>0,05). 
Gambar 1. Grafik Hubungan Antara Rendemen Dengan Waktu Ekstraksi Daun Pepe Pada Metode 

Kombinasi Maserasi Dinamis dan Ultrasonikasi. 
 

Proses ekstraksi tetap berjalan hingga 

mencapai kondisi kesetimbangan 

konsentrasi antara senyawa terlarut di dalam 

matriks bahan dan pelarut (Sayuti, 2017). 

Variasi waktu ekstraksi dapat memengaruhi 

efektivitas pelarut etanol 70% dalam 

berdifusi serta berinteraksi dengan senyawa-

senyawa polar dan non-polar, yang diduga 

menjadi penyebab utama perbedaan 

rendemen yang diperoleh. 

Penggunaan metode kombinasi 

maserasi dinamis dan ultrasonikasi dapat 

memberikan peningkatan rendemen pada 

ekstraksi daun pepe dibandingkan hanya 

menggunakan satu metode saja. Pada 

metode kombinasi maserasi dinamis dan 

ultrasonikasi dengan waktu ekstraksi 20:20 

menit menunjukan nilai rendemen tertinggi. 

Peningkatan waktu ekstraksi dari 

perbandingan waktu 10:10 hingga 20:20 

menit menyebabkan kenaikan suhu, 

sehingga gelombang akustik dapat 

memasuki dinding sel dan menstimulasi 

partikel-partikel bahan untuk menghasilkan 

panas hingga terjadi kavitasi sehingga 

memudahkan pelarut dalam menyari 

komponen-komponen bioaktif sehingga 

terjadi peningkatan rendemen ekstrak. 

Waktu ekstraksi yang tepat menciptakan 

kesetimbangan antara pelarut dengan bahan 

yang terekstrak. Penggunaan metode 

kombinasi maserasi dinamis dan 

ultrasonikasi pada perbandingan waktu 

30:30 menit menyebabkan timbulnya panas 

yang berlebih sehingga pelarut mengalami 

penguapan dan senyawa-senyawa aktif yang 

sensitif terhadap panas menjadi teroksidasi 

lalu dapat menurunkan nilai rendemen 

ekstrak (Ibrahim et al, 2015). Proses difusi 

akan terhambat dengan menggunakan suhu 
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ekstraksi yang terlalu rendah, sehingga 

senyawa bioaktif tidak dapat terekstrak 

secara maksimal (Sekarsari et al., 2019).  

Rendemen ekstrak daun pepe pada 

penelitian ini menggunakan metode 

maserasi dinamis selama 60 menit dengan 

pelarut etanol 70% menghasilkan rendemen 

yang lebih rendah yaitu 27,83% jika 

dibandingkan dengan ekstrak daun pepe 

yang dilaporkan oleh Prayoga et al., (2019) 

menggunakan metode maserasi selama 30 

jam dalam pelarut aseton 70% menunjukan 

nilai rendemen lebih tinggi yaitu 32,35%. 

Hal ini menunjukkan bahwa waktu ekstraksi 

dan perbedaan jenis pelarut berpengaruh 

terhadap hasil rendemen ekstrak. Ekstraksi 

daun pepe menggunakan metode kombinasi 

maserasi dinamis dan ultrasonikasi dapat 

menghasilkan rendemen ekstrak yang lebih 

tinggi yaitu 38,12% serta waktu yang 

diperlukan lebih singkat.  

 

Total Klorofil 

Berdasarkan data sidik ragam 

diketahui bahwa waktu ekstraksi 

menggunakan metode kombinasi maserasi 

dinamis dan ultrasonikasi berpengaruh nyata 

(P<0,05) terhadap total klorofil ekstrak daun 

pepe. Nilai rata-rata total klorofil ekstrak 

daun pepe ditampilkan pada Gambar 2. 

Total klorofil ekstrak daun pepe 

berkisaran antara 5,41 mg/L sampai 14,63 

mg/L. Total klorofil tertinggi diperoleh dari 

metode kombinasi maserasi dinamis dan 

ultrasonikasi pada waktu 30:30 menit (P5) 

yaitu 14,63 mg/L yang tidak berbeda 

nyata dengan P4 yaitu 14,52 mg/L dan 

terendah diperoleh dari waktu ekstraksi 

maserasi dinamis 60 menit (P1) yaitu 5,41 

mg/L. Pemilihan metode ekstraksi 

berpengaruh terhadap total klorofil yang 

dihasilkan. Berdasarkan hasil penelitian, 

total klorofil pada metode ultrasonikasi lebih 

tinggi dibandingkan metode maserasi 

dinamis. Hal ini disebabkan oleh adanya 

fenomena kavitasi yang diinduksi selama 

proses ekstraksi oleh gelombang ultrasonik 

(Kumar et al., 2021). Penggunaan metode 

kombinasi maserasi dinamis dan 

ultrasonikasi pada perbandingan waktu 

ekstraksi 30:30 menit dapat memberikan 

total klorofil tertinggi pada ekstraksi daun 

pepe. Ekstraksi pada perbandingan waktu 

10:10 menit belum meningkatkan total 

klorofil, namun pada perbandingan waktu 

ekstraksi 20:20 menit dapat memberikan 

peningkatan total klorofil. Berdasarkan 

laporan Romero et al., (2019) & Grillo et al., 

(2020) bahwa waktu ekstraksi yang terlalu 

singkat tidak cukup untuk menyelesaikan 

ekstraksi sehingga meninggalkan senyawa 

yang diinginkan pada sampel. Oleh karena 

itu, peningkatan waktu ekstraksi dapat 

meningkatkan hasil hingga mencapai 

maksimum. Namun, peningkatan lebih 

lanjut dapat mengakibatkan degradasi 

oksidatif senyawa yang diekstraksi sehingga 

menurunkan hasil (Rahmawati et al., 2022). 
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Keterangan : Nilai rata-rata (pengulangan n = 3) ± standar deviasi. Nilai notasi dengan huruf berbeda 

menyatakan perlakuan berbeda nyata (P>0,05). 
 
Gambar 2. Grafik Hubungan Antara Total Klorofil Dengan Waktu Ekstraksi Daun Pepe Pada Metode 

Kombinasi Maserasi Dinamis dan Ultrasonikasi. 
 

Fenomena ini menyebabkan 

kerusakan dinding sel, pemecahan organel di 

dalam sel (vakuola),  perpindahan massa dan 

pelepasan pigmen seperti klorofil lebih besar 

(Linares & Rojas., 2022).  

Rahma el at., (2023) melaporkan 

bahwa ekstraksi serai dapur dengan metode 

maserasi kinetik pada pelarut etanol selama 

60 menit menghasilkan total klorofil 25,82 

mg/L. Penelitian lainnya yang dilaporkan 

oleh Aryanti et al., (2016) memperoleh nilai 

total klorofil 30,327 mg/L dari ekstraksi 

daun suji dengan metode maserasi pelarut 

etanol selama 3 jam. Berdasarkan data dari 

penelitian Rahma el at., (2023) dan Aryanti 

et al., (2016), nilai total klorofil yang 

dihasilkan pada penelitian ini lebih rendah 

yaitu 14,63 mg/L sebagai nilai tertinggi. 

Perbedaan data hasil pengujian dapat 

diakibatkan oleh jenis bahan yang 

digunakan, metode penelitian, waktu 

ekstraksi, suhu, ukuran matriks bahan dan 

jenis pelarut yang digunakan (Linares & 

Rojas., 2022).  

Total Fenol 

Berdasarkan data sidik ragam 

diketahui bahwa waktu ekstraksi 

menggunakan metode kombinasi maserasi 

dinamis dan ultrasonikasi berpengaruh nyata 

(P<0,05) terhadap total fenol ekstrak daun 

pepe. Nilai rata-rata total fenol ekstrak daun 

pepe ditampilkan pada Gambar 3. Hal 

tersebut dapat terjadi dikarenakan 

mekanisme kavitasi yang diinduksi oleh 

gelombang ultrasonik menyebabkan dinding 

sel sampel terbuka sehingga senyawa 

fenolik pada inti sel mudah ditarik oleh 

pelarut (Safdar et al., 2017).   
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Keterangan : Nilai rata-rata (pengulangan n = 3) ± standar deviasi. Nilai notasi dengan huruf 

berbeda menyatakan perlakuan berbeda nyata (P>0,05). 
Gambar 3. Grafik Hubungan Antara Total Fenol Dengan Waktu Ekstraksi Daun Pepe Pada 

Metode Kombinasi Maserasi Dinamis dan Ultrasonikasi. 
 

Keterangan : Nilai rata-rata (pengulangan n = 3) ± standar deviasi. Nilai notasi dengan huruf berbeda 
menyatakan perlakuan berbeda nyata (P>0,05). 

 
Gambar 4. Grafik Hubungan Antara Total Flavonoid Dengan Waktu Ekstraksi Daun Pepe Pada Metode 

Kombinasi Maserasi dan Ultrasonikasi. 
 

Lestari et al., (2020) juga melaporkan 

bahwa saat intensitas gelombang ultrasonik 

ditingkatkan hingga mencapai kondisi 

maksimum, gaya intramolekuler tidak 

mampu mempertahankan struktur molekul 

seperti pada keadaan awal, sehingga 

terbentuk kavitasi pada molekul. Ekstraksi 

menggunakan metode ultrasonikasi juga 
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memiliki keuntungan dibandingkan metode 

maserasi dinamis yaitu membutuhkan waktu 

yang lebih singkat dalam mengekstrak dan 

menghasilkan total fenol lebih tinggi. 

Penggunaan metode kombinasi 

maserasi dinamis dan ultrasonikasi dapat 

memberikan peningkatan total fenol pada 

ekstraksi daun pepe dengan pelarut etanol 

70%. Ekstraksi pada metode kombinasi 

maserasi dinamis dan ultrasonikasi pada 

perbandingan waktu 10:10 menit dapat 

meningkatkan kandungan total fenol 

dibandingkan hanya menggunakan salah 

satu metode ekstraksi saja dengan durasi 

yang lebih panjang. Pada waktu ini, senyawa 

fenol yang diekstrak belum mencapai hasil 

yang maksimal. Pada perbandingan waktu 

ekstraksi 20:20 menit menyebabkan 

kenaikan total fenol dan mecapai titik 

maksimalnya, namun perbandingan waktu 

ekstraksi 30:30 menit akan menurunkan 

jumlah total fenol ekstrak. Dzah et al., 

(2020) melaporkan bahwa waktu ekstraksi 

yang terlalu lama akan meningkatkan suhu 

sehingga semakin tinggi suhu saat proses 

ekstraksi berlangsung akan mengakibatkan 

peningkatan laju oksidasi fenol dan 

menurunkan hasil total senyawa fenolik 

dalam ekstrak. Senyawa fenol dapat 

mengalami proses oksidasi yang 

menghasilkan senyawa quinon, lalu berubah 

menjadi radikal semiquinon yang bersifat 

sangat reaktif, sehingga menyebabkan 

penurunan kadar total fenol dalam sampel 

(Sugumaran et al., 2016). 

Pada penelitian ini, kandungan fenol 

ekstrak daun pepe menggunakan metode 

maserasi dinamis selama 60 menit 

menghasilkan nilai yang lebih rendah yaitu 

30,73 mg GAE/g dibandingkan dengan 

ekstrak daun pepe yang dilaporkan oleh 

Prayoga et al., (2019) menggunakan metode 

maserasi konvensional selama 30 jam 

menghasilkan total fenol yang lebih tinggi 

yaitu 36,14 mg GAE/g dalam pelarut aseton 

70%. Penggunaan metode maserasi 

konvensional tanpa pengadukkan 

memerlukan waktu kontak antara bahan dan 

pelarut lebih lama. Ekstraksi menggunakan 

metode kombinasi maserasi dinamis dan 

ultrasonikasi pada daun pepe mampu 

menghasilkan total fenol yang lebih tinggi 

yaitu 39,26 mg GAE/g sekaligus 

mengurangi waktu ekstraksi yang 

dibutuhkan.   

Total Flavonoid 

Berdasarkan data sidik ragam 

diketahui bahwa waktu ekstraksi 

menggunakan metode kombinasi maserasi 

dinamis dan ultrasonikasi berpengaruh nyata 

(P<0,05) terhadap total flavonoid ekstrak 

daun pepe. Nilai rata-rata total flavonoid 

ekstrak daun pepe ditampilkan pada Gambar 

4. 

 

Ekstraksi daun pepe dengan pelarut 

etanol 70% menunjukkan total flavonoid 

berkisar 26,77 mg QE/g sampai 38,68 mg 

QE/g. Total flavonoid tertinggi diperoleh 

dari metode kombinasi maserasi dinamis 
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dan ultrasonikasi pada waktu 20:20 menit 

(P4) yaitu 38,68 mg QE/g dan total 

flavonoid terendah diperoleh dari waktu 

ekstraksi maserasi dinamis 60 menit (P1) 

yaitu 26,77 mg QE/g. Berdasarkan hasil 

penelitian, ekstraksi ultrasonikasi mampu 

menghasilkan jumlah komponen bioaktif 

yang lebih tinggi dibandingkan metode 

maserasi dinamis. Ekstraksi ultrasonikasi 

memanfaatkan getaran gelombang 

ultrasonik untuk menghasilkan lubang pada 

dinding sel sampel (kavitasi). Fenomena 

kavitasi dapat menyebabkan dinding sel 

pada bahan lebih mudah ditembus oleh 

pelarut untuk masuk ke dalam inti sel 

sehingga memudahkan pelepasan senyawa 

bioaktif. Pembentukkan lubang kavitasi 

dipengaruhi oleh proses pemanasan akibat 

peningkatan suhu selama proses ekstraksi 

berlangsung (Singla & Sit, 2021). 

Penggunaan waktu esktraksi yang lebih 

lama mengakibatkan suhu mengalami 

kenaikan yang berpengaruh terhadap 

tekanan pada dinding sel meningkat dan sel 

mengalami pembengkakan, sehingga 

senyawa flavonoid lebih mudah dilepaskan 

dan ditarik oleh pelarut (Kartika et al., 

2024).  

Penggunaan metode kombinasi 

maserasi dinamis dan ultrasonikasi dapat 

memberikan peningkatan total flavonoid 

pada ekstraksi daun pepe dengan pelarut 

etanol 70%. Ekstraksi pada perbandingan 

waktu 10:10 dapat meningkatkan kandungan 

total flavonoid dibandingkan hanya 

menggunakan salah satu metode ekstraksi 

saja dengan waktu yang relatif lebih lama. 

Senyawa flavonoid yang diekstrak pada 

waktu ini belum mencapai hasil yang 

maksimal. Pada perbandingan waktu 

ekstraksi 20:20 menit menyebabkan 

kenaikan total flavonoid dan mecapai titik 

maksimalnya, namun waktu ekstraksi pada 

perbandingan 30:30 menit akan menurunkan 

jumlah total flavonoid. Hal ini diakibatkan 

oleh waktu ekstraksi yang terlalu lama akan 

meningkatkan suhu selama proses ekstraksi. 

Menurut Syarfida et al. (2018), flavonoid 

mudah teroksidasi dan cepat rusak pada suhu 

tinggi sehingga kadarnya menurun. Chaaban 

et al. (2017) menambahkan bahwa durasi 

ekstraksi yang terlalu lama mengubah 

flavonoid menjadi senyawa hidroksibenzoil 

dan hidroksibenzofuran. 

Berdasarkan hasil analisis yang 

dilakukan, total flavonoid pada penelitian ini 

lebih rendah pada metode maserasi dinamis 

yaitu 26,77 mg QE/g serta metode 

kombinasi maserasi dinamis dan 

ultrasonikasi yaitu 38,68 mg QE/g 

dibandingkan dengan penelitian ekstrak 

daun pepe yang dilaporkan oleh Prayoga et 

al., (2019) menggunakan metode maserasi 

konvensional dengan waktu ekstraksi 30 jam 

dalam pelarut aseton 70% menghasilkan 

total flavonoid sebanyak 50,3 mg QE/g.  
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Keterangan : Nilai rata-rata (pengulangan n = 3) ± standar deviasi. Nilai notasi dengan huruf 

berbeda menyatakan perlakuan berbeda nyata (P>0,05). 
Gambar 5. Grafik Hubungan Antara Nilai IC50 Dengan Waktu Ekstraksi Daun Pepe Pada Metode 

Kombinasi Maserasi Dinamis dan Ultrasonikasi. 
 

Tingkat polaritas dari senyawa 

flavonoid tersebut berbeda-beda 

berdasarkan jumlah dan posisi gugus 

hidroksilnya (Chaaban et al., 2017). 

Khasanah et al., (2023) melaporkan polaritas 

dar pelarut etanol memiliki tingkat yang 

lebih tinggi dibandingkan pelarut aseton. 

Aktivitas Antioksidan berdasarkan IC50 

Berdasarkan data sidik ragam 

diketahui bahwa waktu ekstraksi 

menggunakan metode kombinasi maserasi 

dinamis dan ultrasonikasi berpengaruh nyata 

(P<0,05) terhadap nilai IC50 ekstrak daun 

pepe. Nilai rata-rata IC50  ekstrak daun pepe 

ditampilkan pada Gambar 5. 

Hasil pengujian menunjukkan nilai 

IC50 ekstrak daun pepe berkisar antara 

255,82 ppm sampai 323,55 ppm. Nilai IC50 

terendah diperoleh dari metode kombinasi 

maserasi dinamis dan ultrasonikasi pada 

waktu 30:30 menit (P5) yaitu 255,82 ppm 

dan tertinggi diperoleh dari waktu ekstraksi 

maserasi dinamis 60 menit (P1) yaitu 323,55 

ppm. Penelitian ini menunjukkan nilai IC50 

yang lebih rendah dihasilkan oleh metode 

kombinasi maserasi dinamis dan 

ultrasonikasi dibandingkan dengan 

penggunaan metode maserasi dinamis 

maupun ultrasonikasi secara tunggal. Data 

ini sejalan dengan hasil pengujian total fenol 

dan total flavonoid, di mana metode 

kombinasi menghasilkan kadar senyawa 

yang lebih tinggi dibandingkan kedua 

metode ekstraksi tersebut secara terpisah. 

Penggunaan metode kombinasi maserasi 

dinamis dan ultrasonikasi dapat menurunkan 

nilai IC50, mulai dari perbandingan waktu 

10:10 menit hingga 30:30 menit.  
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Tabel 1.Korelasi Pearson’s Total Fenol, Total Flavonoid dan Total Klorofil dengan IC50 
DPPH Daun pepe 

Parameter Antioksidan 
Koefisien Korelasi Pearson's (r2) 

Total Fenol Total Flavonoid Total Klorofil 
IC50  DPPH Daun Pepe -0,874** -0,864** -0,752** 

**: signifikan (p<0,01) 

 

Senet et al., (2017) melaporkan bahwa 

komponen bioaktif seperti fenol, flavonoid 

dan klorofil memiliki peran sebagai 

antioksidan. Pernyataan ini didukung oleh 

hasil analisis korelasi yang dilakukan antara 

total fenol, flavonoid dan klorofil dengan 

aktivitas antioksidan yang dilakukan dengan 

metode Pearson’s (Fidrianny et al., 2015). 

Adapun hasil analisis korelasi pearson’s 

dapat dilihat pada Tabel 2. 

Hasil korelasi pearson’s 

menunjukkan total fenol, total flavonoid dan 

total klorofil memiliki korelasi negatif yang 

signifikan dengan aktivitas antioksidan. 

Indradi et al., (2017) melaporkan korelasi 

negatif menandakan bahwa semakin tinggi 

nilai dari total fenol, flavonoid dan klorofil 

maka semakin rendah nilai IC50. Namun 

demikian, terdapat fenomena pada 

perlakuan waktu ekstraksi 20:20 menit yang 

menunjukkan hasil optimal pada pengujian 

total fenol dan total flavonoid, sementara 

nilai IC50 terus menunjukkan penurunan 

hingga pada perlakuan waktu 30:30 menit. 

Fenomena ini diduga disebabkan oleh 

adanya senyawa bioaktif non fenolik yang 

berperan dalam meningkatkan aktivitas 

antioksidan. Selain itu, nilai total klorofil 

yang masih mengalami peningkatan pada 

waktu ekstraksi 30:30 menit juga diduga 

berkontribusi terhadap penurunan nilai IC50 

melalui mekanisme interaksi dengan 

senyawa antioksidan lainnya.  

Senyawa fenolik dikenal sebagai 

penetral radikal yang baik karena 

kemampuannya untuk mentrasfer elektron 

ke senyawa radikal bebas serta kemampuan 

mentransfer atom hidrogen ke senyawa 

reaktif lainnya (Manuhara et al., 2022). 

Namun, tingginya nilai total fenol dan total 

flavonoid tidak selalu diikuti oleh aktivitas 

antioksidan yang kuat. Fenomena serupa 

juga dilaporkan oleh Sulaiman et al., (2011) 

pada ekstrak buah pisang, di mana jenis dan 

kandungan senyawa fenolik, serta 

keberadaan senyawa antioksidan non-

fenolik turut berkontribusi terhadap aktivitas 

antioksidan ekstrak tersebut. Penentuan 

metode pengujian aktivitas antioksidan juga 

diduga menyebabkan kandungan senyawa 

fenolik pada penelitian ini tidak berkolerasi 

dengan metode DPPH (Fidrianny et al., 

2018). Berdasarkan data tersebut, nilai IC50 

terendah pada ekstrak daun pepe sebesar 

255,82 mg/L. Berdasarkan laporan 

Kurniawati & Sutoyo., (2021), nilai IC50 

yang diperoleh pada penelitian ini termasuk 

kategori sangat lemah. IC50 ekstrak daun 
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pepe dengan pelarut etanol 70% 

menunjukan hasil yang lebih rendah 

dibandingkan IC50 ekstrak aseton daun pepe 

yaitu 200,775 mg/L yang dilaporkan oleh 

Prayoga et al., (2019). Tingkat polaritas dari 

pelarut aseton dibandingkan etanol, 

sehingga antioksidan yang bersifat polar dan 

semipolar pada ekstrak daun pepe lebih 

mudah bersinergi dengan pelarut aseton 

(Khasanah et al., 2023).  

 
KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil penelitian 

menunjukkan bahwa variasi waktu ekstraksi 

daun pepe menggunakan metode kombinasi 

maserasi dinamis dan ultrasonikasi 

memberikan pengaruh yang nyata terhadap 

rendemen ekstrak, total klorofil, total fenol, 

total flavonoid, dan aktivitas antioksidan 

berdasarkan IC50. Metode kombinasi 

maserasi dinamis dan ultrasonikasi dengan 

waktu 30:30 menit mampu menghasilkan 

ekstrak dengan aktivitas antioksidan 

tertinggi yaitu IC50 sebesar 255,82 ppm, 

rendemen 34,18%, total klorofil 14,63 mg/L, 

nilai total fenol 37,23 mg GAE/g, nilai total 

flavonoid 35,19 mg QE/g.  
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