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1. Pendahuluan 

Radikal bebas adalah suatu molekul yang memiliki satu atau lebih elektron bebas yang tidak 

berpasangan, dan memiliki bersifat tidak stabil. Radikal bebas yang memiliki sifat tidak stabil, dapat 

mengikat molekul yang reaktif atau senyawa-senyawa disekitarnya untuk memperoleh pasangan 
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 Background: Free radicals are molecules that have one or more free or 

unpaired electrons, so that free radicals are unstable. Free radicals can be 

inhibited in the presence of antioxidant compounds. The compound 

antioxidant can be obtained from various sources, one of which is from 

the green spinach plant. Amaranthus hybridus L. is a herbaceous plant 

from the Amaranthaceae family that contains natural antioxidant 

compounds, namely phenolic compounds. 

Objective: This study aimed to determine the total phenolic levels 

contained in methanol extract of Amaranthus hybridus L. and what is the 

value of IC50 methanol extract of Amaranthus hybridus L. which is able 

to reduce DPPH free radicals. 

Method: Amaranthus hybridus L. were extracted with methanol solvent 

by maceration method in a ratio (1:10). Then a qualitative analysis was 

carried out in the form of phytochemical screening, identification of 

phenolic compounds by Thin Layer Chromatography (TLC) method 

using the methanol mobile phase: chloroform: n-hexane (1:9:1 v/v/v) and 

the stationary phase of silica gel GF254. Quantitative analysis of the total 

phenolic content test, and free radical suppression activity test by DPPH 

method which was measured using a UV-Vis spectrophotometer to 

calculate IC50. 

Result: Methanol extract of Amaranthus hybridus L. positively contains 

alkaloid compounds, phenolics, flavonoids, saponins, and tannins. The 

TLC Rf quercetin value is 0.475, and the Rf extract is two spots namely 

0.35 and 0.837. Total phenolic content of 1.150 ± 0.025% and a free 

radical suppression activity of IC50 value of 14.786 ppm. 

Conclusion: Methanol extract of Amaranthus hybridus L. could be 

categorized as very strong. 
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elektron dan mencapai kestabilan. Radikal bebas dapat terbentuk dalam tubuh dan terjadi kapan saja 

sehingga dapat menyebabkan timbulnya berbagai penyakit degeneratif seperti penyakit jantung, 

kanker, arterosklorosis serta penuaan dini. Radikal bebas dapat dihambat dengan adanya suatu 

senyawa yang dikenal sebagai antioksidan [1]. 

Antioksidan merupakan molekul yang cukup stabil untuk menetralisir radikal bebas dengan 

melengkapi kekurangan elektron yang dimiliki radikal bebas, sehingga mengurangi kapasitasnya 

untuk merusak [2]. Senyawa yang memiliki sifat antioksidan dapat diperoleh dari berbagai sumber, 

salah satunya adalah senyawa fenolik dari tanaman bayam. Tanaman bayam merupakan salah satu 

tanaman tahunan dari keluarga Amaranthaceae yang memiliki kandungan senyawa antioksidan 

seperti fenol, β-karoten, likopene, anthosianin, flavonoid dan saponin [3]. 

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui kadar fenolik total dan peredaman radikal bebas 

ekstrak metanol daun bayam hijau (Amaranthus hybridus L.) dengan DPPH (1,1-difenil-2-

pikrilhidrazil). Peredaman radikal bebas DPPH merupakan salah satu metode yang baik untuk 

mengukur aktivitas antioksidan suatu sampel. Analisis dengan metode DPPH dilihat berdasarkan 

kemampuan senyawa untuk mendonorkan atom hidrogen. Pelarut yang digunakan yaitu metanol 

dimana metanol dapat melarutkan senyawa polar (memiliki titik didih tinggi, titik leleh, tekanan uap 

rendah, dan tegangan permukaan tinggi) dan non polar (memiliki titik didih rendah, titik leleh, tekanan 

uap tinggi, dan tegangan permukaan rendah) [4], sehingga memudahkan untuk mengekstrak senyawa 

metabolit sekunder dalam sampel yang digunakan. 

2. Metode 

2.1. Alat dan Bahan Penelitian 

Alat: Toples maserasi, ayakan 40 mesh, batang pengaduk, gelas beaker, botol semprot, grinder, 

corong buchner, cawan petri, gunting, erlenmeyer, gelas ukur, hotplate, kaca arloji, labu ukur, lemari 

asam, mikropipet, moisture content balance, timbangan analitik, oven, pipet tetes, pipet ukur, pompa 

vakum, lemari asam, propipet, bejana KLT, sendok tanduk, spatula, rak tabung reaksi, spatel kayu, 

spektrofotometer UV-Vis, tabung reaksi, termometer, vortex. 

Bahan: Daun bayam hijau, Aquadest, AlCl3, aluminium foil, air panas, asam asetat, HCl pekat, 

blue tip, white tip, etanol p.a, eter, FeCl3, kain, kertas saring, metanol teknis, metanol p.a, kloroform, 

n-heksan, natrium karbonat 7%, n-butanol, pereaksi dragendorf, pereaksi mayer, pereaksi wagner, plat 

silika gel GF254, reagen Folin-Fiocalteu, serbuk magnesium, vitamin C, asam galat, standar DPPH, 

kuersetin. 

2.2. Determinasi dan persiapan sampel 

Determinasi digunkan (A. hybridus L.) bagian tanaman utuh yang terdiri dari daun, batang, dan 

akar bayam hijau. Sampel daun bayam hijau yang digunakan diambil pagi hari pukul 08.00-12.00 

WIB sebanyak 3 kg pada bulan Juni 2022 dari petani di Desa Berdaya Candibinangun, Kecamatan 

Pakem, Kabupaten Sleman, Daerah Istimewa Yogyakarta. Daun bayam hijau yang telah diperoleh 

sortasi basah untuk menghilangkan bagian yang tidak perlu/pengotor ataupun benda asing yang 

menempel pada daun dengan cara membuang bagian yang tidak layak digunakan. Setelah itu, 

dikeringkan di oven suhu ± 45°C untuk memperoleh simplisia kering (ditandai dengan simplisia 

mudah hancur saat digenggam). Simplisia yang telah kering, selanjutnya dilakukan penyerbukan 

dengan mengunakan grinder dan di ayak menggunakan ayakan 40 mesh. 

2.3. Pembuatan ekstrak metanol daun bayam 

Ditimbang 250 gram serbuk dimasukan dalam wadah maserasi dengan pelarut metanol (1:10) 

lalu disimpan pada tempat gelap selama 72 jam sambil dilakukan pengadukan setiap 6 jam selama 5 

menit. Kemudian diremaserasi (1:5) selama 2 hari. Hasil dari maserasi dan remaserasi kemudian di 

saring dengan menggunakan pompa vakum dan dikentalkan hingga didapatkan ekstrak kental.  
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2.4. Uji kadar air 

Ditimbang simplisia kering daun bayam hijau sebanyak 1 gram dimasukkan ke dalam moisture 

content balance yang bertujuan untuk mengetahui kadar kelembapan pada ekstrak yang digunakan 

[5]. 

2.5. Uji alkaloid 

Dilakukan tiga kali pengujian dengan menggunakan pereaksi yang berbeda yaitu pereaksi 

wagner, pereaksi mayer, dan pereaksi dragendrof. Ekstrak diambil sebanyak 5 mg kemudian 

dilarutkan dalam 5 mL HCl pekat yang dibagi menjadi tiga bagian pada plat tetes, kemudian 

ditambahkan 5-7 tetes reagen wagner, mayer, dragendrof pada masing-masing tabung sampai 

menunjukkan perubahan warna [6]. 

2.6. Uji fenolik 

Diambil 2 mg ekstrak di masukkan dalam gelas beaker, lalu dilarutkan dengan 1 mL eter. Setelah 

itu, diambil lapisan eter lalu ditempatkan di atas plat tetes kemudian ditambah dengan 2-3 tetes FeCl3 

sehingga terjadi perubahan warna[7]. 

2.7. Uji flavonoid 

Diambil 2 mg sampel ekstrak, tambahkan air panas sebanyak 1-2 mL dan masukkan serbuk 

magnesium 2 mg, kemudian homogenkan. Ditambahkan HCl pekat 4-5 tetes dan etanol 4-5 tetes lalu 

kocok hingga merata[7]. 

2.8. Uji saponin 

Diambil 5 mg gram ekstrak dicampur dengan 5 mL aquadest dan kocok kuat hingga membentuk 

busa atau buih [8]. 

2.9. Uji tanin 

Diambil 2 mg ekstrak lalu ditambahkan dengan FeCl3 2-3 tetes lalu apabila terbentuk warna 

hijau/biru kehitaman[8]. 

2.10. Pengujian KLT (Kromatografi Lapis Tipis) 

Penjenuhan bejana menggunakan fase gerak metanol : kloroform : n-heksan pada perbandingan 

1 mL: 9 mL : 1 mL larutan uji ekstrak daun bayam hijau dibuat dengan konsentrasi sebanyak 50000 

ppm. Standar yang digunakan yakni kuersetin dengan konsentrasi 2.000 ppm. Prosedur KLT 

menggunakan fase diam berupa plat KLT silika gel F2454. Kemudian di elusi dan diamati pada UV 254 

dan 366 nm. 

2.11. Penetapan kadar fenolik total ekstrak daun bayam hijau 

Pengukuran kadar fenol total menggunakan metode Folin-Ciocalteu. Hal ini didasarkan pada 

metode Chun et al., dalam Djuleng A et al. [7] dengan menggunakan asam galat sebagai standar. 

Ditimbang 5 mg asam galat dilarutkan dalam metanol p.a 10 mL dengan diperoleh konsentarasi 500 

ppm. Selanjutnya dibuat konsentrasi 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm, dan 50 ppm. Diambil reagen 

Folin-Ciaocalteu 0,1 mL, ditambahkan dengan larutan asam galat 0,1 mL (konsentrasi 30 ppm), 

larutan natrium karbonat 7% 1 mL dan di ad aquadest 5 mL lalu di scanning pada panjang gelombang 

maksimum 600-800 nm.  

Diambil 0,1 mL larutan standar stok (konsentrasi 30 ppm) dan tambahkan 0,1 mL reagen Folin-

Ciaoalteu, 1 mL natrium bikarbonat 7%, dan aquadest ad 5 mL. Lalu di scanning menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada waktu 0-2 jam dengan selang waktu 2 menit sampai diperoleh nilai 

absorbansi yang stabil. 

Diambil 0,1 mL masing-masing konsentrasi 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm, 50 ppm, 

kemudian ditambahkan 0,1 mL pereaksi Folin-Ciocalteu, kocok, dan diamkan selama kurang lebih 4 

menit, kemudian tambahkan 1 mL natrium karbonat 7% dan kocok sampai homogen. Lalu tambahkan 

aquadest ad 5 mL dan biarkan selama 60 menit pada suhu ruang. Kemudian lakukan pengukuran 

sebanyak 3 kali replikasi pada absorbansi panjang gelombang 748 nm.  
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Diambil sampel 40 mg dilarutkan 10 mL metanol p.a. Lalu diambil 0,1 mL, tambahkan 0,1 mL 

reagen Folin-Ciocalteu, kocok dan diamkan selama kurang lebih 4 menit, kemudian dihomogenkan 

dengan 1 mL larutan natrium karbonat 7% dan aquadest ad 5 mL dikocok homogen. Diamkan selama 

60 menit pada suhu ruang. Lalu diukur sebanyak 3 kali replikasi pada panjang gelombang 748 nm 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis.  

2.12. Pengujian antioksidan DPPH 

Larutan DPPH (0,1 mM) DPPH dengan nilai BM 394,32 ditimbang sebanyak 3,9 mg, di larutkan 

menggunakan metanol p.a 100 mL. Larutan standar Vitamin C dibuat dengan konsentrasi 10 ppm 

kemudian dibuat seri kadar 2, 4, 6, dan 8 ppm [4]. Penentuan Panjang gelombang maksimum DPPH. 

Spektrofotometer UV-Vis panjang gelombang 400 nm – 600 nm. Penentuan operating time dengan 

panjang gelombang 516 nm dan waktu 1 jam tiap 1 menit.  

Larutan sampel dibuat dengan konsentrasi 500 ppm dan dibuat konsentrasi 5, 10, 25, 50, dan 100 

ppm. Pengujian aktivitas peredaman radial bebas sampel dilakukan dengan mengambil 50 µL larutan 

seri pada masing-masing tabung reaksi kosong dan tambahkan 4000 µL DPPH. Setelah itu, diamkan 

20 menit dan diukur absorbansi menggunakan spektrofotometer UV-Vis 516 nm. 

Nilai konsentrasi IC50 merupakan laju penghambatan radikal bebas DPPH pada berbagai 

konsentrasi. Sehingga dapat dinyatakan dalam persamaan regresi linier y = a + bx. Nilai y adalah 50 

dan nilai x adalah nilai IC50. 

3. Hasil dan Pembahasan 

Daun bayam hijau yang digunakan pada penelitian ini diambil pada pagi hari pukul 08.00-12.00 

WIB dari petani di Desa Berdaya Candibinangun, Kecamatan Pakem, Kabupaten Sleman, Daerah 

Istimewa Yogyakarta. Pengambilan sampel pada waktu tersebut dikarenakan proses fotosintesis daun 

lebih optimal pada pagi hari dengan kondisi fisik yang lebih segar dan hijau atau dapat juga 

dipengaruhi oleh kadar senyawa aktif (fenolik) yang terkandung dalam sampel [9]. Selanjutnya 

dilakukan proses determinasi tanaman bayam hijau yang bertujuan untuk mengetahui kebenaran 

identitas yang jelas dari tanaman dan menghindari kesalahan pada saat pengumpulan bahan utama 

yang diteliti [10]. Berdasarakan hasil determinasi dibuktikan bahwa tanaman yang digunakan dalam 

penelitian adalah benar tanaman (Amaranthus hybridus L.) dari famili Amaranthaceae, bagian yang 

diteliti pada saat determinasi adalah tanaman utuh yang terdiri dari daun, batang, dan akar. 

Proses persiapan sampel dimulai dengan mencuci daun bayam hijau yang diperoleh dengan air 

mengalir untuk menghilangkan pengotor yang menempel pada daun. Sampel yang telah dicuci bersih 

kemudian dikeringkan menggunakan oven pada suhu ± 45°C. Pengeringan bertujuan untuk 

mengurangi kadar air sampel sehingga dapat mencegah terjadinya reaksi enzimatik yang dapat 

menyebabkan penguraian kandungan kimia pada daun bayam hijau yang digunakan [11]. Simplisia 

kering ditandai dengan mudah hancur saat digenggam. Selanjutnya dilakukan penyerbukan dengan 

mengunakan grinder dan di ayak menggunakan ayakan 40 mesh. Pengayakan bertujuan agar 

memperoleh ukuran partikel yang sama atau seragam dan juga untuk memperbesar kontak dengan 

pelarut pada proses penyerian saat melakukan ekstraksi dan mempermudah penarikan senywa aktif 

pada simplisia oleh pelarut yang digunakan [10]. 

Pembuatan ekstrak metanol daun bayam hijau menggunakan metode maserasi. Maserasi 

merupakan metode yang sederhana, murah, dan mudah dilakukan. Maserasi dilakukan dengan cara 

merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari dan untuk meningkatkan efektifitas ekstraksi 

dilakukan pengadukan dan remaserasi. Cairan penyari yang digunakan yaitu metanol karena pelarut 

yang bersifat polar, sehingga mampu menarik senyawa fenolik yang terdapat dalam sampel. Filtrat 

yang diperolah dari meserasi dan remaserasi kemudian dilakukan penguapan hingga didapatkan 

ekstrak kental. Penguapan bertujuan untuk menghilangkan atau mengurangi larutan penyari agar tidak 

mempengaruhi pengujian berikutnya [10]. Rendemen ekstrak methanol daun bayam yakni 22,024%. 

Menurut Farmakope Herbal Indonesia, hasil yang didapatkan tersebut temasuk kategori baik karena 

tidak kurang dari 9,7%. Lalu dilakukan uji organoleptik hasil yang diperolah yaitu warna hijau tua 

pekat sampai kehitaman, rasa pahit sedikit asam, bau/aroma khas bayam dan memiliki tekstur/bentuk 
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kental yang lengket. Pada hasil pengamatan yang dilakukan didapatkan bahwa hasil uji organoleptik 

sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Moilati et al., [12]. Selanjutnya dilakukan uji kadar air 

menggunakan alat moisturizer content balance dan diperoleh hasil sebesar 5,70% dan termasuk 

kategori baik karena tidak lebih dari 10 % (FHI, 2017). Jika kadar air tinggi maka dapat mempercepat 

pertumbuhan mikroba sehingga dapat merusak, memperpendek waktu simpan dan mempengaruhi 

kualitas simplisia [5]. 

Pada penelitian ini dilakukan skrining fitokimia yang bertujuan untuk mengetahui golongan 

senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam suatu tumbuhan dan juga mengetahui ada 

tidaknya komponen senyawa bioaktif yang terkandung dalam ekstrak metanol daun bayam hijau [13]. 

Berdasarkan Tabel 1, ekstrak metanol daun bayam hijau positif mengandung senyawa alkaloid, 

fenolik, flavonoid, saponin dan tanin. dan tanin yang telah sesuai dengan literatur [14]. Alkaloid 

merupakan senyawa metabolit sekunder yang bersifat basa dan mengandung atom nitrogen yang yang 

mempunyai pasangan elektron bebas sehingga dapat membentuk ikatan kovalen koordinat dengan ion 

logam. Pada uji alkaloid didapatkan hasil positif pada uji mayer, wagner, dan dargendrorf. Uji mayer 

menunjukan adanya endapan putih yang menandakan positif menngandung senyawa alkaloid. Uji 

wagner positif terbentuk warna coklat kemerahan, karena atom nitrogen pada alkaloid bereaksi 

dengan ion logam K+ dari kalium tetraiodomerkurat (II) membentuk kompleks kalium-alkaloid yang 

mengendap. Uji dargendrorf positif terbentuknya endapan jingga, yang merupakan kalium alkaloid 

dimana atom nitrogen digunakan untuk membentuk ikatan kovalen koordinat dengan K+ yang 

merupakan ion logam [13]. Pengujian senyawa fenolik dan tanin dilakukan dengan menambahkan 

pereaksi besi (III) klorida (FeCl3) dengan hasil positif terbentuknya warna biru tua, biru kehitaman 

atau hitam kehijauan. Perubahan warna terjadi karena terbentuk ikatan kovalen koordinasi antara ion 

besi (III) dengan gugus hidroksil yang ada pada senyawa tersebut. Flavonoid merupakan senyawa 

polar yang memiliki banyak gugus hidroksil, pada identifikasi flavonoid serbuk magnesium + HCl 

pekat yang akan membentuk gelembung-gelembung dihidrogen (H2). Penambahan HCl pekat, akan 

menghidrolisis flavonoid glikosida menjadi aglikon yang kemudian membentuk kompleks dengan 

magnesium terbentuk warna merah, jingga atau kuning. Saponin merupakan senyawa yang bersifat 

polar sehingga dapat larut dengan air. Saponin juga memiliki gugus non polar yaitu terpenoid/steroid. 

Senyawa yang memiliki gugus polar dan non polar dapat bersifat aktif dipermukaan sehingga dengan 

pengocokan menggunakan air (suatu agregat dari molekul surfaktan yang terdispersi dalam suatu 

koloid cair) dan larutan koloidal yang akan tampak seperti buih [1]. 

Tabel 1. Hasil Uji Fitokimia 

Identifikasi senyawa Pereaksi Hasil Literatur [14] 
 

Alkaloid 

Wagner + Coklat kemerahan 

Mayer + Endapan putih 

Dragendrof + Endapan jingga 

Fenolik  FeCl3 + Terbentuk warna hijau kehitaman 

Flavonoid HCl pekat + Terbentuk warna merah, orange atau kuning 

Saponin Aquadest + Adanya busa/buih 

Tanin FeCl3 + Terbentuk warna hijau, biru kehitaman 
Ket: (+) positif : mengandung senyawa; (-) negatif : tidak mengandung senyawa 

Identifikasi kandungan senyawa fenolik ekstrak metanol daun bayam hijau menggunakan 

metode KLT. Pemilihan metode KLT dikarenakan analisis pemisahan yang sederhana, memerlukan 

waktu yang cepat, mudah mengerjakannya, dan menggunakan peralatan yang relatif murah [15]. 

Prinsip kerja KLT yaitu didasarkan pada pemisahan komponen kimia yang ditentukan oleh fase gerak 

dan fase diam. Fase gerak digunakan dari beberapa campuran pelarut berdasarkan tingkat 

kelarutannya dengan dilakukan optimasi terlebih dahulu untuk menentukan fase gerak yang dapat 

memisahkan senyawa dalam sampel. Hasil optimasi fase gerak yang telah dilakukan didapatkan hasil 

yang paling optimal pada fase metanol : kloroform : n-heksan (1: 9: 1 v/v/v ). Hal ini sesuai dengan 

penelitian Gwatidzo et al., [16] dengan hasil fase geraknya naik, terjadi pemisahan sampel dan 

kuersetin yang terelusi dengan baik dan didapatkan bercak noda. Fase diam yang digunakan berupa 

plat silika gel F254 yakni berupa aluminium foil yang dilapisi adsorben silika aluminium oksida dan 

selulosa yang bersifat polar. Uji KLT terlebih dahulu dilakukan penjenuhan bejana dengan fase gerak 

(eluen). Penjenuhan bejana dengan fase gerak bertujuan agar seluruh permukaan didalam bejana 
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homogen terisi uap eluen sehingga rambatan yang dihasilkan oleh silika gel baik dan beraturan. 

Bejana yang diisi fase gerak, diketahui telah jenuh dengan cara diberi kertas saring yang ditandai 

dengan eluen yang merambat keluar melalui kertas saring pada proses elusi, dimana silika gel akan 

mengabsorbsi fase gerak. Bejana yang telah jenuh, selanjutnya dimasukkan plat KLT yang sudah 

ditotolkan ekstrak daun bayam hijau dan standar kuersetin, ditunggu hingga fase gerak mencapai 

batas, lalu plat diangkat dan dikeringkan dengan cara diangin-anginkan. Dibaca hasil penotolan sinar 

UV dengan panjang gelombang 254 nm dan 366 nm diamati bercak noda setelah disemprot dengan 

AlCl3, penyemprotan pereaksi kompleks AlCl3 akan membentuk senyawa kompleks dengan standar 

kuersetin yang menghasilkan bercak noda warna kuning yang lebih jelas pada standar kuersetin dan 

ekstrak. Kuersetin merupakan salah satu senyawa fenolik yang termasuk dalam golongan flavonoid 

yang dapat bereaksi dengan AlCl3, reaksi antara kuersetin dan AlCl3 dapat dilihat pada (Gambar 1) 

[2], [16]. 

 

Gambar 1. Reaksi Kuersetin dengan AlCl3 [2] 

Hasil pengujian KLT setelah diamati dibawah sinar tampak, sinar UV 254 dan sinar UV 366 nm 

terdapat bercak noda setelah penyemprotan AlCl3 karena pereaksi tersebut akan menghasilkan bercak 

noda berwarna kuning yang menandakan adanya golongan senyawa fenolik pada sampel. Berdasarkan 

gambar 2, hasil nilai Rf diperoleh standar kuersetin 0,475, dan ekstrak metanol daun bayam hijau 

didapat 2 spot yaitu 0,35 dan 0,837 diduga kemungkinan ada banyak kandungan senyawa fenolik 

golongan lain yang terdapat didalam ekstrak metanol daun bayam hijau. 

 

Gambar 2. Profil KLT Ekstrak Metanol Daun Bayam Hijau (Amaranthus hybridus L.) 

Keterangan: 1. Deteksi dengan sinar UV visibel/tampak; 2. Deteksi dengan sinar UV 254; 3. Deteksi dengan 

sinar UV 366. A) Ekstrak metanol daun bayam hijau; B) Standar kuersetin. Fase diam silika gel GF254 ; Fase 

gerak = metanol : Kloroform : n-heksan (1 : 9 : 1 v/v/v) 
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Penentuan kadar fenolik total ekstrak metanol daun bayam hijau dianalisis secara kuantitatif 

dengan metode Folin-Ciocalteu. Hal ini didasarkan pada metode Chun et al. dalam Djuleng A et al. 

[7] menggunakan asam galat sebagai standar. Metode Folin-Ciocalteu adalah metode yang paling 

umum dengan pengerjaan yang sederhana digunakan untuk menentukan kandungan kadar fenolik 

total pada tanaman. Pada penetapan kadar fenolik total ekstrak metanol daun bayam hijau, diawali 

dengan penentuan panjang gelombang maksimum yang dibuat dengan konsentrasi 30 ppm dengan 

cara melakukan scanning panjang gelombang pada rentang 600-800 nm diperoleh hasilnya yaitu 748 

nm dan penentuan operating time bertujuan untuk menentukkan waktu pengukuran suatu larutan saat 

sudah selesai bereaksi yang ditandai dengan nilai absorbansi yang stabil [17]. Hasil operating time 

fenolik yang diperoleh yaitu 60 menit sesuai literatur [18]. Kemudian dilakukan penetuan kurva baku 

standar hubungan antara konsentrasi asam galat dengan nilai absorbansinya, dengan konsentrasi yang 

digunakan yaitu 10, 20, 30, 40, 50 ppm. Pada data kurva baku didapatkan persamaan regresi linearnya 

adalah y = 0,00965x + 0,1341 dan nilai r (koefisien korelasi) yang mendekati satu menunjukkan 

bahwa terdapat korelasi yang baik antara kadar asam galat dan absorbansi dengan nilai r sebesar 

0,9957 dan r2 sebesar 0,9914. Hasil dari persamaan regresi linear yang diperoleh tersebut kemudian 

akan digunakan untuk menghitung nilai kadar fenolik total yang terkandung dalam ekstrak metanol 

daun bayam hijau. Kadar fenolik total dari sampel ekstrak metanol daun bayam hijau dibuat dengan 

40 mg/10 mL metanol p.a yang dilakukan dengan 3 kali replikasi yang bertujuan untuk memperoleh 

data yang lebih akurat, sehingga hasil kadar fenolik total ekstrak metanol daun bayam hijau diperoleh 

nilai yaitu sebesar 1,150 ± 0,025. Hal ini dibuktikan dalam penelitian yang dilakukan Naspera et al., 

[19] dengan menggunakan sampel yang sama yaitu daun bayam hijau memiliki kadar senyawa 

fenolik total sebesar 0,940 mg/g, dimana diketahui bahwa semakin besar kandungan senyawa fenolik 

total yang diperoleh maka semakin tinggi aktivitas peredaman radikal bebas begitupun sebaliknya, 

dalam hal ini dapat dinyatakan bahwa kadar fenolik total telah memenuhi syarat karena memiliki 

nilai kadar yang lebih tinggi dari penelitian sebelumnya [19]. 

Pada pengujian peredaman radikal bebas, dilakukan uji peredaman radikal bebas pada ekstrak 

metanol daun bayam hijau menggunakan metode peredaman radikal DPPH dengan mengukur 

aktivitas peredaman radikal bebas dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang 516 nm dan waktu OT stabil DPPH bereaksi dengan vitamin C yaitu pada menit ke-20. 

Hasil pengujian peredaman radikal bebas pada ekstrak metanol daun bayam hijau dinyatakan dalam 

persen peredaman radikal pada standar vitamin C diperoleh persamaan regresi linear y = 98,132x + 

4,975 dan nilai koefisien korelasi (r) yaitu 0,936 sedangkan pada ekstrak diperoleh persamaan regresi 

linear y = 2,928x + 4,704 dan nilai koefisien korelasi (r) yaitu 0,898. Persamaan regresi linear didapat 

dari plot antar konsentari (x) vs % penangkal radikal bebas (inhibisi) (y). Hasil tersebut kemudian 

digunakan untuk menghitung Inhibitory Concentration (IC50). Nilai IC50 ini berfungsi agar diketahui 

seberapa besar kemampuan yang dapat menghambat 50% radikal bebas DPPH. Semakin kecil nilai 

IC50 menandakan bahwa senyawa antioksidan didalam sampel sangat kuat, begitu juga sebaliknya 

semakin besar nilai IC50 maka senyawa antioksidan didalam sampel semakin lemah. Hasil nilai IC50 

yang diperoleh dalam penelitian ini yaitu standar vitamin C sebesar 0,458 ppm dan ekstrak metanol 

daun bayam hijau sebesar 14,786 ppm keduannya termasuk kategori mengandung antioksidan yang 

sangat kuat. Yang didukung juga dengan hasil uji antioksidan yang diperoleh dari penelitian daun 

bayam hijau dengan pengaruh suhu dan konsentarsi gum arab 8% Awaliyah et al., [20] IC50 sebesar 

42,63 ppm, sedangkan dalam penelitian Guntarti & Ruliyani, [2] mengatakan bahwa ekstrak etanol 

daun bayam hijau IC50 sebesar 209,395±0,607 µg/mL, lalu dalam penelitian Naspera et al., [19] 

mengatakan bahwa ekstrak etanol daun bayam hijau IC50 sebesar 28,196 µg/mL, dan selanjutnya 

dalam penelitian Rahmani et al., [21] mengatakan bahwa pengaruh kualitas nutrisi microgreen 

bayam hijau diperoleh IC50 sebesar 20,207±7,768 µg/mL. IC50 merupakan parameter yang berkaitan 

dengan konsentrasi antioksidan yang mampu menyerap/menangkal 50% radikal DPPH [22]. 

Berdasarkan hasil analisis statistik yang telah dilakukan dengan menggunakan SPSS nilai IC50 

ekstrak metanol daun bayam hijau dan vitamin C menggunakan metode peredaman radikal bebas 

DPPH menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,005). Pada penelitian ini, didapatkan hasil IC50 

vitamin C dan ekstrak metanol daun bayam yang diperoleh dengan nilai IC50 vitamin C lebih kecil 

dibandingkan dengan ekstrak metanol daun bayam, hal ini menunjukkan bahwa aktivitas peredaman 

radikal bebas ekstrak metanol daun bayam lebih rendah dibandingkan dengan aktivitas peredaman 
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radikal bebas vitamin C. Aktivitas antioksidan dengan nilai yang rendah dapat disebabkan oleh 

beberapa faktor yaitu memiliki sifat yang mudah rusak akibat terpapar oksigen, metode ekstraksi 

yang kurang cukup untuk menarik suatu senyawa yang memiliki sifat antioksidan pada simplisia, 

dan lamanya masa simpan ekstrak [22]. Perbedaan nilai IC50 antara vitamin C dan ekstrak metanol 

dari daun bayam hijau disebabkan karena vitamin C merupakan salah satu senyawa standar murni 

dan terdapat empat gugus hidroksil dengan secara langsung menyumbangkan satu elektron untuk 

membentuk senyawa non-reaktif, sedangkan ekstrak metanol daun bayam hijau masih terdiri dari 

beberapa senyawa. 

4. Kesimpulan 

1. Kadar fenolik total yang diperoleh dalam ekstrak metanol daun bayam hijau 
(Amaranthus hybridus L.) yaitu sebesar 1,150 ± 0,025 %. 

2. Aktivitas peredaman radikal bebas pada ekstrak metanol daun bayam hijau tergolong 
kategori sangat kuat dengan nilai IC50 sebesar 14,786 ppm. 
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