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ABSTRAK 

Minuman instan merupakan inovasi produk herbal yang praktis, mudah disajikan, 

serta memiliki daya simpan lebih lama dibandingkan sediaan cair, sehingga banyak 

dikembangkan sebagai minuman kesehatan. Daun puding hitam (Graptophyllum 

pictum L. Griff) diketahui mengandung senyawa flavonoid yang berperan sebagai 

antioksidan dan berpotensi diolah menjadi minuman instan. Penelitian ini bertujuan 

untuk menguji aktivitas antioksidan serbuk sari instan daun puding hitam dengan 

metode DPPH serta menentukan nilai IC₅₀ sebagai indikator kekuatan aktivitasnya. 

Sediaan ini dibuat dalam tiga formulasi yaitu dengan konsentrasi 20%, 30%, dan 

50%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa semua formulasi memiliki aktivitas 

antioksidan yang sangat kuat, dengan nilai IC₅₀ masing-masing sebesar 16,827 ppm 

(F1), 16,375 ppm (F2), dan 7,713 ppm (F3). Seluruh nilai IC₅₀ tersebut berada pada 

kategori sangat aktif (IC₅₀ < 50 ppm). Temuan ini menunjukkan bahwa serbuk sari 

instan daun puding hitam berpotensi besar dikembangkan sebagai sumber 

antioksidan alami dalam bentuk minuman herbal fungsional yang tidak hanya mudah 

dikonsumsi, tetapi juga bermanfaat dalam membantu melindungi tubuh dari efek 

radikal bebas. 

Kata Kunci: Antioksidan, DPPH, IC₅₀, Serbuk sari instan, Graptophyllum pictum 

 

ABSTRACT 

Instant beverages are an innovation in herbal products that are practical, easy to 

serve, and have a longer shelf life compared to liquid preparations, making them 

widely developed as health drinks. Black pudding leaves (Graptophyllum pictum L. 

Griff) are known to contain flavonoid compounds that act as antioxidants and have 

the potential to be processed into instant beverages. This study aimed to evaluate the 

antioxidant activity of instant pollen powder from black pudding leaves using the 

DPPH method and to determine the IC₅₀ value as an indicator of antioxidant 

strength. The preparations were made in three formulations with concentrations of 

20%, 30%, and 50%. The results showed that all formulations exhibited very strong 

antioxidant activity, with IC₅₀ values of 16.827 ppm (F1), 16.375 ppm (F2), and 

7.713 ppm (F3). All IC₅₀ values were within the very active category (IC₅₀ < 50 

ppm). These findings indicate that instant pollen powder of black pudding leaves has 

great potential to be developed as a natural antioxidant source in the form of a 

functional herbal drink that is not only easy to consume but also beneficial in helping 

protect the body against free radical damage. 

Keywords: Antioxidant, DPPH, IC₅₀, Instant pollen powder, Graptophyllum pictum 
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PENDAHULUAN  

Tanaman obat telah lama dimanfaatkan 

dalam pengobatan tradisional di 

Indonesia. Penggunaan bahan alami dari 

tumbuhan diwariskan secara turun-

temurun dan dinilai lebih aman serta 

memiliki efek samping yang rendah 

dibandingkan obat sintetis1. Pemanfaatan 

tanaman tradisional juga terus 

berkembang seiring dengan meningkatnya 

kesadaran masyarakat terhadap 

pentingnya gaya hidup sehat dan 

pencegahan penyakit secara alami2. 

Salah satu tanaman tradisional yang 

memiliki banyak manfaat kesehatan 

adalah daun puding hitam (Graptophyllum 

pictum L. Griff). Tanaman ini dikenal 

sebagai tanaman hias sekaligus tanaman 

obat yang kaya akan senyawa metabolit 

sekunder seperti flavonoid, saponin, tanin, 

alkaloid non-toksik, dan asam format3. 

Senyawa flavonoid dalam daun puding 

hitam merupakan kelompok polifenol 

yang berperan penting sebagai antioksidan 

alami. Flavonoid bekerja dengan cara 

menetralisir radikal bebas melalui donasi 

elektron atau atom hidrogen, serta 

melindungi sel dari kerusakan oksidatif4. 

Selain itu, flavonoid juga diketahui 

mampu menghambat pembentukan 

senyawa reaktif oksigen (ROS) yang 

menjadi pemicu berbagai gangguan 

degeneratif5. 

Radikal bebas merupakan molekul 

tidak stabil yang dapat merusak struktur 

sel tubuh. Akumulasi radikal bebas 

menyebabkan stres oksidatif, yang 

berkontribusi terhadap timbulnya berbagai 

penyakit kronis seperti kanker, penyakit 

jantung, diabetes, dan penuaan dini6. 

Untuk meningkatkan nilai guna 

tanaman herbal, maka perlu 

dikembangkan dalam bentuk sediaan yang 

lebih praktis. Salah satu inovasinya adalah 

dibuat menjadi serbuk sari instan, yang 

dapat diseduh menjadi minuman herbal. 

Sediaan ini memiliki kelebihan dalam hal 

masa simpan yang lebih lama, cara 

penyajian yang mudah, dan tetap 

mempertahankan kandungan senyawa 

aktif seperti flavonoid7. 

Berdasarkan hal tersebut, peneliti 

tertarik untuk melakukan penelitian 

mengenai penetapan kadar flavonoid dan 

uji aktivitas antioksidan pada serbuk sari 

instan daun puding hitam menggunakan 

metode DPPH dan pengukuran nilai IC₅₀, 

guna mengetahui sejauh mana potensinya 

sebagai minuman herbal alami penangkal 

radikal bebas. 

METODE PENELITIAN  

Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di 

Laboratorium Kimia Farmasi Sekolah 

Tinggi Kesehatan Al-Fatah Bengkulu 

bulan Januari 2025 – Maret 2025. 

Alat dan Bahan 
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Alat-alat yang akan digunakan 

dalam penelitian ini yaitu, oven, 

spektrofotometri UV-Vis, timbangan 

analitik, kertas perkamen, handscoon, 

talenan, lumpang dan alu, hotplate, 

aluminium foil, mikropipet, beaker 

glass, labu ukur, batang pengaduk, 

tissue, spatel, pisau, panci.  

Bahan yang digunakan dalam 

penelitian ini yaitu daun puding hitam 

(Graptophyllum pictum L. Griff), gula 

aren, air, laktosa, etanol 96%, serbuk 

DPPH, dan aquadest.  

Prosedur Kerja 

A. Pengambilan Sampel 

Pengambilan sampel tanaman daun 

puding Hitam (Graptophyllum pictum 

L. Griff) yaitu diperoleh di daerah 

Penurunan, Kecamatan Ratu Samban, 

Kota Bengkulu, Bengkulu. Sampel 

diambil pada pagi hari dengan 

memilih daun yang tidak terlalu tua 

dan tidak terlalu muda, dan memilih 

ukuran daun yang hampir sama. 

B. Pembuatan Serbuk Sari Instan 

Pembuatan serbuk sari daun puding 

hitam (Graptophyllum pictum L. Griff) 

diawali dengan sortasi, pencucian, dan 

perajangan daun segar. Sebanyak 20 g 

daun direbus dengan 240 ml air 

menggunakan hotplate pada suhu 

40°C–60°C selama 10–15 menit 

sambil diaduk. Setelah didinginkan, 

larutan dibagi menjadi tiga formulasi: 

F1 (20%), F2 (30%), dan F3 (50%), 

lalu masing-masing ditambahkan 

laktosa 5%8. 

Setiap formulasi dikeringkan dalam 

oven, kemudian dihaluskan 

menggunakan alu dan lumpang. 

Setelah itu, ditambahkan serbuk gula 

aren sebanyak 50%, lalu campuran 

diayak dengan ayakan 100 mesh untuk 

memperoleh serbuk sari instan yang 

halus dan homogen. Berikut adalah 

tabel formulasi pada pembuatan 

serbuk sari instan daun puding hitam 

(Graptophyllum pictum L. Griff) : 

Tabel  I. Formulasi Pembuatan Serbuk Sari 

Instan Daun Puding Hitam 

Sampel 

Jumlah 

Jumlah 

Sari 

Laktosa 

(%) 

Jumlah 

Laktosa 

(g) 

F1 47,6 ml 5% 2,38 g 

F2 71,4 ml 5% 3,57 g 

F3 119 ml 5% 5,95 g 

 

C. Uji Organoleptik Serbuk Sari 

Instan 

Uji organoleptik yaitu dilakukan 

dengan menilai karakteristik fisik dari 

serbuk sari instan daun puding hitam 

(Graptophyllum pictum L. Griff) yaitu 

meliputi warna, bau, rasa, dan tekstur8. 

D. Uji Aktivitas Antioksidan 

1. Pembuatan Larutan Sampel 

Sebanyak 50 mg serbuk sari daun 

puding hitam (Graptophyllum pictum 
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L. Griff) ditimbang dan dilarutkan ke 

dalam labu takar 50 ml menggunakan 

etanol 96% hingga batas tanda, untuk 

memperoleh larutan induk 

berkonsentrasi 1000 ppm. Selanjutnya, 

dibuat larutan seri dengan konsentrasi 

20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm, dan 

100 ppm, masing-masing dengan 

mengambil 0,2 ml; 0,4 ml; 0,6 ml; 0,8 

ml; dan 1 ml larutan induk, lalu 

dimasukkan ke dalam labu takar 10 ml 

dan ditambahkan etanol 96% hingga 

batas tanda9. 

2. Pembuatan Larutan DPPH 

Serbuk DPPH dilakukan 

penimbangan sebanyak 5 mg, lalu 

masukkan ke dalam labu takar ukuran 

50 ml dan dilarutkan dengan larutan 

etanol 96% sampai tanda batas, hingga  

didapatkan larutan DPPH dengan 

konsentrasi 100 ppm9. 

3. Penentuan Panjang Gelombang 

Serapan Maksimum DPPH 

 

Sebanyak 1 ml larutan DPPH 

dengan konsentrasi 100 ppm diambil 

dengan menggunakan mikropipet, lalu 

dimasukkan ke dalam labu ukur 10 ml, 

setelah itu ditambahkan dengan etanol 

96% sampai tanda batas, kemudian 

diingkubasikan selama 30 menit dan 

diukur panjang gelombang maksimum 

dengan rentang 400-800 ppm9. 

4. Penentuan Aktivitas Antioksidan 

Setiap larutan seri konsentrasi 

serbuk sari daun puding hitam 

(Graptophyllum pictum L. Griff) 

diambil sebanyak 2 ml menggunakan 

mikropipet, dimasukkan ke dalam vial, 

kemudian direaksikan dengan 2 ml 

larutan DPPH 100 ppm, diinkubasi 

selama 30 menit, dan selanjutnya 

diukur absorbansinya menggunakan 

spektrofotometer visibel pada panjang 

gelombang maksimum yang telah 

ditentukan9. 

5. Penentuan Nilai IC50 Antioksidan 

Nilai IC50 yaitu menunjukan bahwa 

konsentrasi sampel yang 

mengakibatkan peredaman DPPH 

sebesar 50%, artinya mampu 

menghambat proses oksidasi sebesar 

50 %. Nilai peredaman DPPH dihitung 

menggunakan rumus10 : 

% 𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑠𝑖 = (
𝐴𝑏 − 𝐴𝑠

𝐴𝑏
) × 100 % 

Ket : Ab = Absorbansi blanko (Larutan DPPH 

0,1mM) 

       As = Absorbansi sampel 

Nilai IC50 dapat dihitung 

menggunakan persamaan regresi 

linier, konsentrasoi sampel  sebagai 

sumbu x dan  persen inhibisi sebagai 

sumbu y, dari persamaan  y = a + bx 

dapat dihitung nilai IC50 yaitu dengan 

menggunakan rumus11 : 
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IC50 = 
50−𝑏

𝑎
 

Adapun katagori antioksidan 

ditentukan dengan  tabel kategori nilai 

IC50 berikut12 :  

Tabel  II. Kategori Nilai IC50
 

Aktivitas Nilai IC50 

Sangat aktif < 50 ppm 

Aktif 50-100 ppm 

Sedang 100 - 250 ppm 

Lemah 250 – 500 ppm 

Tidak aktif > 500 ppm 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

Pembuatan Serbuk Sari Instan dan 

Uji Oragnoleptik 

Pembuatan serbuk sari instan daun 

puding hitam (Graptophyllum pictum 

L. Griff) dilakukan dengan metode 

perebusan dengan menggunakan suhu 

40°C. Penambahan gula aren pada 

pembuatan serbuk sari instan daun 

puding hitam berfungsi sebagai 

pemanis alami yang memberikan rasa 

manis pada produk, sehingga 

meningkatkan penerimaan rasa oleh 

konsumen13. Laktosa ditambahkan 

sebagai bahan pengisi pada tahap 

pengeringan filtrat sari daun puding 

hitam. Penggunaan bahan pengisi ini 

berpengaruh terhadap sifat fisik serbuk 

instan yang dihasilkan. Sebagai 

eksipien dengan sifat hidrofilik, 

laktosa mampu meningkatkan 

kemampuan kompaksi serta 

memperbaiki sifat alir serbuk, 

sehingga menghasilkan produk dengan 

flowabilitas yang optimal14. 

Uji Organoleptik pada serbuk sari 

instan daun puding hitam 

(Graptophyllum pictum L. Griff) 

memiliki tujuan untuk menilai 

karakteristik pada sediaan serbuk sari 

instan, berikut adalah tabel hasil uji 

organoleptic pada sediaan serbuk sari 

instan daun puding hitam 

(Graptophyllum pictum L. Griff) : 

Tabel  III. Hasil Uji Organoleptik 

Sampel 
Uji Organoleptik 

Warna Bau Rasa Tekstur 

F1 

(20%) 

Coklat 

muda 

Khas 

puding 

hitam 

Manis Halus 

F2 

(30%) 
Coklat 

Khas 

puding 

hitam 

Manis Halus 

F3 

(50%) 

Coklat 

pekat 

Khas 

puding 

hitam 

Manis Halus 

 Dari hasil uji organoleptik 

formulasi F1, F2 dan F3 memiliki 

kesamaan yaitu bau khas pudding 

hitam, rasa yang manis serta tekstur 

yang halus. Namun untuk warna 

serbuk sari yang dihasilkan berbeda-

beda hal ini disebabkan perbedaan 

konsentrasi sari puding hitam yang 

ditambahkan berbeda-beda setiap 

formulasi. Semakin banyak sari 

puding hitam yang ditambahkan maka 

warnanya menjadi semakin pekat. 

Uji Aktivitas Antioksidan 
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Uji aktivitas antioksidan bertujuan 

untuk mengukur kemampuan serbuk 

sari instan daun puding hitam 

(Graptophyllum pictum L. Griff) 

dalam meredam 50% radikal bebas, 

yang dinyatakan sebagai nilai IC50 

(Inhibitory Concentration 50%). 

Penggunaan metode DPPH (2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl) pada 

penelitian ini sebagai radikal bebas 

dikarenakan prosedurnya sederhana, 

sensitif meski pada konsentrasi 

rendah, dan memiliki kestabilan yang 

baik15. 

Pengukuran panjang gelombang 

maksimum DPPH dilakukan untuk 

menentukan titik tertinggi absorbansi 

terhadap perubahan konsentrasi, 

sehingga diperoleh hasil yang lebih 

akurat dan sensitif16. Berikut adalah 

gambar hasil pengukuran panjang 

gelombang maksimum yang 

didapatkan pada pengukuran dengan 

rentang 400-800 nm : 

 

Gambar I . Panjang Gelombang Maksimum 

Hasil pengukuran menunjukkan 

panjang gelombang maksimum yang 

diperoleh dare larutan DPPH adalah 

517 nm, dimana hasil panjang 

gelombang maksimum yang sudah 

sesuai dengan penelitian 

sebelumnya10. Radikal bebas DPPH 

memiliki warna ungu khas dan 

menunjukkan puncak absorbansi 

tertinggi pada kisaran panjang 

gelombang 515–520 nm17. 

Sediaan serbuk sari instan daun 

puding hitam dilakukan uji aktivitas 

antioksidannya dengan melihat nilai 

persentease peredamannya terhadap 

radikal bebas yaitu DPPH. Nilai 

persentase peredaman 50% radikal 

bebas digunakan sebagai data utama 

untuk menyusun persamaan regresi 

yang selanjutnya digunakan dalam 

penentuan nilai IC₅₀18. Berikut tabel 

hasil pengukuran absorbansi dan 

persentase peredaman (% inhibisi) 

serbuk sari instan daun puding hitam 

(Graptophyllum pictum L. Griff) : 

Tabel  IV. Nilai Absorbansi dan Persentase 

Peredaman 

Sampel Konsentrasi Absorbansi 

Persentase 

Peredaman 

(%) 

F1 

(20%) 

20 ppm 0,427 51,34% 

40 ppm 0,409 53,39% 

60 ppm 0,330 62,45% 

80ppm 0,306 65,18% 

100 ppm 0,268 69,47% 

F2 

(30%) 

20 ppm 0,424 52,94% 

40 ppm 0,420 53,31% 

60 ppm 0,341 62,15% 

80 ppm 0,320 64,48% 

100 ppm 0,243 72,95% 

F3 

(50%) 

20 ppm 0,669 53,24% 

40 ppm 0,629 56,02% 
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60 ppm 0,533 62,70% 

80 ppm 0,447 68,76% 

100 ppm 0,426 70,18% 

Hasil pengukuran lima konsentrasi 

pada panjang gelombang 517 nm 

menunjukkan bahwa semakin tinggi 

konsentrasi larutan, semakin rendah 

nilai absorbansi dan semakin tinggi 

persen peredaman inhibisi19. 

Pengukuran tiga formulasi serbuk sari 

instan daun puding hitam 

(Graptophyllum pictum L. Griff) 

menunjukkan bahwa formulasi 3 

memiliki persen peredaman tertinggi, 

karena konsentrasi sari daun puding 

hitam yang digunakan lebih besar 

dibandingkan formulasi 1 dan 2. 

Mekanisme kerja antioksidan 

terhadap radikal bebas DPPH 

ditunjukkan oleh perubahan warna 

larutan dari ungu menjadi kekuningan 

sampai bening. Perubahan ini terjadi 

karena DPPH tereduksi akibat 

senyawa antioksidan mendonorkan 

atom hidrogen, sehingga radikal bebas 

yang stabil tersebut mengalami 

penurunan intensitas warna dan 

penurunan absorbansi22. Berikut 

adalah reaksi yang terjadi17 : 

 

Gambar 1. Reaksi peredaman DPPH Oleh 

Senyawa Peredaman Radikal Bebas 

Parameter  yang digunakan untuk 

menentukan kadar antioksidan yaitu 

dengan menentukan nilai IC50. Nilai 

IC50 didapat setelah dilakukan 

pengukuran kurva kalibrasi pada 

sediaan sampel serbuk sari daun 

puding hitam yaitu yaitu kurva 

hubungan antara konsentrasi larutan 

(ppm) dengan persentase peredaman 

(% inhibisi), dimana akan diperoleh 

nilai regresi linear yaitu y = bx + a. 

Berikut adalah hasil kurva kalibrasi 

hubungan antara konsentrasi larutan 

(ppm) dengan persentase peredaman 

(% inhibisi) : 

 

Gambar 2. Kurva Kalibrasi Formulasi 1 

y = 0,2402x + 45,958

R² = 0,9598

50

55

60

65

70

75

0 20 40 60 80 100 120

In
h
ib

is
i 

(%
)

Konsentrasi (µg/mL)

Kurva Kalibrasi Antioksidan



Jurnal Insan Farmasi Indonesia, 8(2) Desember  2025 (407-417) 
Herlina 
p-ISSN 2621-3184; e-ISSN: 2621-4032  
doi: 10.36387/jifi.v8i2.2856 

 

Artikel diterima 10 Oktober 2025, Disetujui: 22 Desember 2025              414 

 
Gambar 3. Kurva Kalibrasi Formulasi 2 

 
Gambar 4. Kurva Kalibrasi Formulasi 4 

Hasil kurva kalibrasi hubungan 

konsentrasi larutan (ppm) dengan 

persen peredaman (% inhibisi) 

menunjukkan bahwa pada formulasi 1 

diperoleh persamaan y = 0,2402x + 

45,958 dengan koefisien determinasi 

(r²) 0,9598; formulasi 2 y = 0,256x + 

45,8084 dengan r² 0,9352; dan 

formulasi 3 y = 0,2331x + 48,202 

dengan r² 0,964. Nilai r² pada 

formulasi 3 paling mendekati 1, 

menandakan hubungan antara 

konsentrasi sampel dan persen 

peredaman memiliki tingkat 

determinasi terbaik20. 

Kurva regresi linear yang baik 

ditunjukkan oleh peningkatan 

konsentrasi larutan (ppm) seiring 

naiknya persen peredaman, 

menandakan hubungan berbanding 

lurus. Pada uji antioksidan, hubungan 

konsentrasi dengan absorbansi bersifat 

terbalik semakin tinggi konsentrasi, 

semakin rendah absorbansi, yang 

berarti daya peredaman radikal bebas 

semakin besar21. Nilai IC50 didapatkan 

setelah pengukuran kurva kalibrasi 

dan didapatkan nilai regresi linear. 

Berikut adalah tabel hasil perhitungan 

nilai IC50 : 

Tabel  V. Hasil Nilai IC50 Serbuk Sari Instan 

Daun Puding Hitam 

Formulasi Nilai IC50 Kategori 

Formulasi 1 

(20%) 
16,827 Sangat kuat 

Formulasi 2 

(30%) 
16,375 Sangat kuat 

Formulasi 3 

(50%) 
7,713 Sangat kuat 

Hasil perhitungan IC50 

menunjukkan bahwa semakin tinggi 

konsentrasi pada pengujian aktivitas 

antioksidan, semakin besar 

kemampuan peredaman radikal bebas 

yang dihasilkan. Perbedaan nilai IC50 

antar formulasi disebabkan perbedaan 

konsentrasi dari sari daun pudding 

hitam , dimana formulasi 3 memiliki 

nilai tertinggi karena menggunakan 

konsentrasi sari daun pudding hitam  

lebih besar dibandingkan formulasi 1 

dan 2. Kategori antioksidan pada 

ketiga formulasi serbuk sari instan 

daun puding hitam (Graptophyllum 

y = 0,256x + 45,808

R² = 0,9352
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pictuym L. Griff) termasuk ke dalam 

kategori sangat kuat. Secara spesifik, 

suatu senyawa dikatakan sebagai 

antioksidan sangat kuat jika nilai IC50 

kurang dare 50 ppm23.  

KESIMPULAN 

Hasil uji aktivitas antioksidan 

metode DPPH menunjukkan bahwa 

ketiga formulasi serbuk sari instan 

daun puding hitam (Graptophyllum 

pictum L. Griff) memiliki aktivitas 

antioksidan kategori sangat kuat, 

dengan nilai IC50 berturut-turut 16,827 

ppm, 16,375 ppm, dan 7,713 ppm. 
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