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ABSTRACT 
 Pulai leaves (Alstonia scholaris) are known to contain various secondary metabolites such as 
flavonoids, so the choice of extraction method is a factor that affects the quality and quantity of 
bioactive compounds produced. This study aims to compare the total flavonoid content and 
antioxidant activity of ethanol extracts of pulai leaves obtained through two different extraction 
methods, namely maceration and reflux. This study is a laboratory experimental study using 96% 
ethanol solvent in both extraction methods. The flavonoid content was determined quantitatively using 
UV-Vis spectrophotometry with quercetin as the standard. The antioxidant activity test was performed 
using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH) method based on the IC50 value. The results showed 
that the extract obtained using the reflux method had a higher flavonoid content of 17.11±0.03 
mgQE/g and an IC50 value of 7.84±0.02 ppm, while the maceration method produced a flavonoid 
content of 8.42±0.02 mgQE/g and an IC50 value of 12.53±0.17 ppm. As a positive control, vitamin C 
had an IC50 value of 5.26±0.08 ppm. Based on these results, the extraction of pulai leaves (Alstonia 
scholaris) using the reflux method proved to be more effective in extracting flavonoid compounds and 
had higher antioxidant activity compared to the maceration method. 
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PENDAHULUAN  
Radikal beìbas adalah atoìm atau moìleìkul yang meìmiliki satu eìleìktroìn yang tidak 

beìrpasangan, yang bisa meìmbuat seìnyawa atau moìleìkul lain meìnjadi leìbih mudah 
beìreìaksi. Peìmbeìntukan radikal beìbas teìrjadi meìlalui proìseìs meìtaboìlismeì akibat radiasi 
sinar UV, peìnceìmaran lingkungan seìpeìrti asap roìkoìk bahan kimia pada makanan, dan 
koìntaminan lainnya (Anggarani eìt al., 2023). Radikal beìbas meìrupakan moìleìkul yang 
tidak stabil dan sangat reìaktif kareìna meìngandung satu atau leìbih eìleìktroìn tidak 
beìrpasangan pada oìrbit teìrluarnya. Untuk meìncapai keìstabilan, ia beìreìaksi deìngan 
moìleìkul lain di seìkitarnya, yang dapat meìrusak seìl seìhat dan meìmicu peìnyakit seìpeìrti 
peìnuaan dini, kankeìr, dan gangguan deìgeìneìratif. Oìleìh kareìna itu tubuh meìmbutuhkan 
sisteìm peìrtahanan untuk meìneìtralkannya (Ayu eìt al., 2024).   

Meìtaboìlit seìkundeìr yang dapat beìrpoìteìnsi seìbagai antioìksidan, diantaranya 
adalah alkaloìid, flavoìnoìid, seìnyawa feìnoìl, steìroìid dan teìrpeìnoìid (Ayu eìt al., 2024). Guna 
meìnceìgah seìmakin banyaknya peìrtumbuhan radikal beìbas, oìleìh kareìna itu, 
meìmbututuhkan antioìksidan. Antioìksidan dapat meìnceìgah oìksidasi deìngan meìlawan 
radikal beìbas dan meìlindungi seìl dari keìrusakan yang diseìbabkan oìleìh oìksidasi 
(Anggarani eìt al., 2023). Antioìksidan adalah seìnyawa-seìnyawa peìmbeìri eìleìktroìn atau 
seìnyawa-seìnyawa yang dapat meìnahan radikal beìbas yang akan meìnyeìrang seìl DNA, 
meìnghambat dan meìngatasi beìrbagai jeìnis peìnyakit kroìnis yang diakibatkan oìleìh radikal 
beìbas. Seìlain itu, antioìksidan akan meìmbeìrikan eìlektroìn (Azima eìt al., 2024). Antioìksidan 
meìrupakan seìnyawa yang dalam koìnseìntrasi reìndah mampu meìnghambat ataupun 
meìnunda proìseìs oìksidasi pada seìnyawa yang reìntan teìroìksidasi. Meìkanismeì keìrja 
antioìksidan dapat beìrupa peìnghambatan aktivitas eìnzim oìksidatif, beìrinteìraksi langsung 
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deìngan oìksidan seìbeìlum meìnimbulkan keìrusakan pada moìleìkul lain, meìngkeìlat ioìn 
loìgam seìhingga tidak meìmicu reìaksi oìksidasi, maupun beìrpeìran dalam meìndukung 
sisteìm bioìloìgis, coìntoìhnya pada proìseìs peìngikatan proìteìin oìleìh ioìn beìsi (Fahrurrozi eìt 
al., 2021). 

Senyawa bioaktif meìliputi  alkaloìid, flavoìnoìid, tanin, sapoìnin, seìrta steìroìid dapat 
diperoleh dari tanaman seperti daun pulai (Alstoìnia schoìlaris) yang banyak ditemukan di 
Kalimantan. Iklim troìpis yang meìndoìminasi di Kalimantan sangat meìndukung 
peìrtumbuhan tanaman-tanaman eìndeìmik yang beìrpoìteìnsi seìbagai bahan dasar oìbat 
tradisioìnal. Daun pulai (Alstoìnia schoìlaris) dikeìnal meìmiliki seìjumlah seìnyawa meìtaboìlik 
yang beìrpeìran peìnting dalam aktivitas bioìloìgis, teìrutama aktivitas antipireìtik, antioìksidan, 
antiparasit, antimikroìba, antikankeìr, antidiabeìteìs, dan antiinflamasi. Seìnyawa yang 
teìrdapat dalam flavoìnoìid dari daun pulai (Alstoìnia schoìlaris) meìmiliki fungsi seìbagai 
seìnyawa yang beìrtindak seìbagai antioìksidan dan beìrpeìran dalam meìnjaga seìl-seìl tubuh 
akibat keìrusakan yang diseìbabkan oìleìh streìs oìksidatif (Suryadi eìt al., 2024). 

Eìfeìktivitas seìnyawa bioìaktif seperti flavonoid dalam suatu eìkstrak sangat 
diteìntukan oìleìh teìknik eìkstraksi yang digunakan. Peìmilihan meìtoìdeì eìkstraksi yang teìpat 
akan beìrpeìngaruh teìrhadap kuantitas dan kualitas seìnyawa yang beìrhasil dieìkstraksi dari 
bahan alam. Peìrbeìdaan suhu, waktu, dan teìknik keìrja dari masing-masing meìtoìdeì 
eìkstraksi dapat meìmeìngaruhi eìfeìktivitas peìlarutan seìnyawa bioìaktif  Beberapa metode 
ekstraksi seperti maserasi, perkolasi, sonikasi, sokletasi, destilasi dan refluks telah 
digunakan untuk meningkatkan kualitas dan hasil ekstraksi (Wicaksoìnoì eìt al., 2023). 

Metode ekstraksi dikenal dengan dua prinsip kerja yaitu dengan cara dingin dan 
panas. Meìtoìdeì maseìrasi paling sering digunakan deìngan cara peìreìndaman pada suhu 
ruang. Metode ini coìcoìk untuk seìnyawa yang mudah rusak oìleìh panas, namun bisa 
kurang eìfisieìn dalam meìngeìkstraksi seìnyawa yang teìrpeìrangkap dalam matriks 
seìl(Aryanti eìt al., 2021). Meìtoìdeì maseìrasi meìrupakan teìknik eìkstraksi koìnveìnsioìnal yang 
dilakukan deìngan cara peìreìndaman simplisia dalam peìlarut pada suhu ruang seìlama 
waktu teìrteìntu. Meìtoìdeì ini meìngandalkan proìseìs difusi pasif, yaitu peìrpindahan seìnyawa 
dari dalam seìl tumbuhan keì peìlarut beìrdasarkan peìrbeìdaan koìnseìntrasi. Kareìna tidak 
meìlibatkan panas, maseìrasi umumnya coìcoìk untuk meìngeìkstraksi seìnyawa-seìnyawa 
yang seìnsitif teìrhadap suhu tinggi seìpeìrti vitamin dan minyak atsiri. Namun, e ìfisieìnsi 
meìtoìdeì ini reìlatif reìndah, teìrutama untuk seìnyawa yang beìrada dalam struktur dinding seìl 
atau koìmpleìks deìngan koìmpoìneìn lain seìpeìrti proìteìin dan poìlisakarida (Syamsul eìt al., 
2020) 

Seìbaliknya, meìtoìdeì reìfluks meìnggunakan peìmanasan beìrkeìlanjutan dalam 
sisteìm teìrtutup seìhingga peìlarut dapat teìrus meìnguap dan teìrkoìndeìnsasi keìmbali tanpa 
keìhilangan voìlumeì. Peìmanasan dalam meìtoìdeì reìfluks dapat meìningkatkan eìneìrgi kineìtik 
moìleìkul peìlarut, meìmpeìrceìpat peìneìtrasi peìlarut keì dalam jaringan tanaman, seìrta 
meìningkatkan keìlarutan seìnyawa bioìaktif seìpeìrti flavoìnoìid dan feìnoìlik (Issusilaningtyas 
eìt al., 2023). Proìseìs ini juga meìmbantu peìnghancuran struktur dinding seìl (lisis seìl) dan 
meìmpeìrmudah peìleìpasan seìnyawa aktif yang teìrikat dalam matriks seìl. Namun, 
pengaturan suhu dan waktu tetap penting dalam metode refluks sesuai dengan 
karakteristik senyawa target yang bersifat termolabil namun cukup stabil pada suhu 

ekstraksi terkendali. Senyawa dalam ekstrak dapat rusak pada suhu di atas 60C (Pratiwi, 
2024). 

Berdasarkan peran penting antioksidan dalam upaya melawan radikal bebas, studi 
ini dilakukan untuk mengetahui perbedaan kadar flavonoid dari ekstrak etanol daun pulai 
(Alstonia scholaris) yang diperoleh dari teknik esktraksi maserasi dan refluks. Senyawa 
flavonoid yang diperoleh dari teknik ekstraksi yang berbeda ini akan diukur 
kemampuannya sebagai antioksidan alami. Oleh sebab itu, penelitian ini bertujuan untuk 
mengetahui perbandingan kadar flavonoid eìkstrak daun pulai (Alstoìnia shoìlaris) dari 
meìtoìdeì eìkstraksi maseìrasi dan reìfluks teìrhadap aktivitas antioìksidan meìnggunakan 
meìtoìdeì DPPH. 
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METODE   
Bahan dan Alat  

Bahan yang digunakan dalam peìneìlitian ini yaitu AlCl3 (Brataco), asam kloìrida peìkat 
37% (p.a) (Merck®), akuades (Brataco), daun pulai (Alstoìnia schoìlaris), DPPH (Sigma-
Aldrich®), drageìndoìrff (Merck®), eìtanoìl 96% (Intraco), eìtanoìl p.a (Merck®), FeìCl3 10% 
(Merck®), kuarseìtin (Sigma-Aldrich®), seìrbuk magneìsium (Merck®), vitamin C (Sigma-
Aldrich®).  

Alat yang digunakan dalam peìneìlitian ini yaitu batang peìngaduk (lwaki), bleìndeìr, 
cawan poìrseìlin (Pyreìx®), coìroìng pisah (Pyreìx®), geìlas kimia (Pyreìx®), geìlas ukur 
(Pyreìx®), keìrtas saring, kuveìt, labu ukur (Pyreìx®), pipeìt teìteìs, roìtary eìvapoìratoìr (Eìyeìla 
OìSB-1200), statif, seìpeìrangkat alat reìfluks (Pyreìx®), speìktroìfoìtoìmeìtri UV-Vis (Lambada 
365®), tabung reìaksi (Pyreìx®), timbangan analitik (Neìwteìch), toìpleìs kaca. 

 
Jalannya Penelitian 
Preparasi Sampel 

Sampel Daun Pulai diambil pada pagi hari jam 8.00 WITA di daerah Sungai Bakar, 
Kec. Bajuin, Kabupaten Tanah Laut, Kalimantan. Sampel daun yang diambil berdasarkan 
kriteria daun dewasa dengan kondisi segar, berwarna hijau bukan hijau muda ataupun hijau 
tua, tidak mengalami kerusakan fisik dan berasal dari tanaman sehat.  
 
Eìkstraksi Daun Pulai Deìngan Meìtoìdeì Maseìrasi 

Daun pulai yang teìlah diambil dicuci beìrsih, dirajang keìmudian dikeìringkan. 
Peìngeìringan dilakukan dibawah sinar matahari tidak langsung dan keìmudian simplisia 
keìring dihaluskan agar meìmpeìroìleìh seìrbuk simplisia. Seìbanyak 300 gram simplisia 
daun pulai (Alstoìnia schoìlaris) dieìkstraksi meìnggunakan meìtoìdeì maseìrasi deìngan 
peìlarut, eìtanoìl 96% deìngan peìlarut seìbanyak 3000 ml. Maseìrasi dilakukan seìlama 
3×24 jam dan dilakukan peìngadukan seìcara beìrkala. Seìteìlah seìleìsai proìseìs 
maseìrasi, sampeìl disaring untuk meìmisahkan filtrat dan reìsidu. Seìluruh filtrat yang 
didapatkan dari masing-masing proìseìs eìkstraksi dipeìkatkan deìngan roìtary eìvapoìratoìr 
sampai meìndapatkan eìkstrak maserasi (EM) (Suryadi eìt al., 2024). 
 
Eìkstraksi Daun Pulai Deìngan Meìtoìdeì reìfluks 

Seìrbuk simplisia daun pulai ditimbang seìbanyak 300 gram, namun kareìna 
kapasitas alat reìfluks teìrbatas, eìkstraksi dilakukan seìcara beìrtahap dalam tiga kali 
peìrlakuan, masing-masing meìnggunakan 100 gram seìrbuk simplisia yang dieìkstraksi 
deìngan 3000 mL eìtanoìl 96%. Seìtiap batch dieìkstraksi deìngan meìtoìdeì reìfluks pada 
suhu 50°C seìlama 2 jam. Seìteìlah proìseìs seìleìsai, keìtiga hasil eìkstraksi digabung dan 
keìmudian diuapkan meìnggunakan roìtary eìvapoìratoìr hingga dipeìroìleìh eìkstrak refluks 
(ER) (Issusilaningtyas eìt al., 2023). 
 
Uji kualitatif fitoìkimia 
Flavoìnoìid  

Ekstrak sebanyak 0,1 gram ditambahkan serbuk Mg 0,2 gram lalu ditambahkan 5 
mL asam kloìrida peìkat. Apabila teìrbeìntuk warna jingga, meìrah atau kuning meìnunjukkan 
adanya flavoìnoìid (Hasan eìt al., 2022) 
Alkaloìid  

Ekstrak sebanyak 50 mg dilarutkan deìngan beìbeìrapa mL HCl dan dilakukan 
penyaringan. Filtrat diuji deìngan cara lima teìteìs filtrat dimasukkan dalam tabung reìaksi 
dan ditambahkan dua atau tiga teìteìs HCl 2N seìrta dua teìteìs peìreìaksi Drageìndoìrf. Jika 
teìrbeìntuk eìndapan beìrwarna coìklat keìmeìrahan dari warna jingga, hal ini meìnunjukkan 
adanya seìnyawa alkaloìid  (Suryadi eìt al., 2024) 
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Tanin  
Ekstrak sebanyak 0,1 gram ditambahkan 10 mL aquadeìst lalu disaring dan filtratnya 

ditambahkan reìageìn FeìCl₃ 10% seìbanyak 10 teìteìs. Hasil positif menunjukan adanya 
tanin ditandai dengan warna biru tua atau hitam (Suryadi eìt al., 2024) 
Sapoìnin  

Ekstrak sebanyak 0,1 gram ìdalam tabung reìaksi ditambahkan 10 mL aquadeìst 
panas lalu dikoìcoìk kuat seìlama 1 meìnit. Sapoìnin poìsitif jika teìrbeìntuk busa yang stabiltidak 
kurang dari 10 meìnit seìtinggi 1-10 cm dan deìngan peìnambahan 1 teìteìs HCL 2 N buih tidak 
hilang (Suryadi eìt al., 2024) 

 
Uji kadar flavoìnoìid toìtal  
Peìmbuatan larutan baku standar  

Kueìrseìtin seìbanyak 10 mg dimasukkan dalam labu takar 100 mL dan dilarutkan 
deìngan eìtanoìl p.a sampai garis tanda batas. Larutan ini sebagai larutan baku standar 
kuersetin deìngan koìnseìntrasi 100 ppm.  
Peìneìntuan panjang geìloìmbang (maks) kuarseìtin  

Larutan baku kuersetin sebanyak 1 ml dilarutkan dengan pelarut etanol p.a hingga 
volume 5 ml dalam labu ukur. Larutan baku kuersetin konsentrasi 100 ppm diinkubasi 
selama 30 menit pada panjang geìloìmbang 400-800 nm menggunakan alat 
spektrofotometri UV-Vis. Hasil panjang geìloìmbang maksimum 432,10 nm diperoleh 
menggunakan alat spektrofotometri UV-Vis dan digunakan untuk meìngukur seìrapan dari 
sampeìl.  
Peìneìntuan lineìaritas kurva kalibrasi kuarseìtin  

Peìneìntuan kurva baku kueìrseìtin dibuat seìri konsentrasi seìbeìsar 30, 40, 50, 60 dan 
70 ppm. Seri konsentrasi larutan baku kuersetin diambil masing-masing seìbanyak 1 mL, 
keìmudian direìaksikan deìngan 1 mL AlCl3 dan 1 mL natrium aseìtat. Seìlanjutnya diukur 
deìngan speìktroìfoìtoìmeìtri UV-Vis deìngan panjang geìloìmbang 432,10 nm. Peìneìntuan kurva 
kalibrasi baku peìmbanding meìnggunakan rumus y = bx + a. 
Peìneìntuan kadar flavonoid ekstrak  

Ekstrak seìbanyak 25 mg dilarutkan dalam 25 mL eìtanol p.a. Larutan stoìk ekstrak 
diambil seìbanyak 1 mL ditambahkan AlCl3 10 % sebanyak 1 ml dan asam aseìtat 5% 
sebanyak 8 ml. Sampeìl diinkubasi seìlama 30 meìnit pada suhu kamar. Absoìrbansi 
diteìntukan meìnggunakan meìtoìdeì speìktroìfoìtoìmeìtri UV-Vis pada panjang geìloìmbang 
432,10 nm dan dicatat hasil nilai absoìrbansinya. 

Kadar flavonoid = 
𝐶𝑥 𝑉

𝑚
 

Ket:  
C = konsentrasi kuersetin (ppm/1000 ml) 
V = volume total ekstrak 
m = berat sampel (mg) 
 

Peìngujuan aktivitas antioìksidan  
Peìmbuatan larutan stok DPPH 

Seìbanyak 5 mg seìrbuk DPPH dilarutkan deìngan eìtanoìl p.a keìmudian dimasukkan 
dalam labu ukur 50 ml lalu dicukupkan hingga tanda batas, se ìhingga didapatkan larutan 
DPPH deìngan koìnseìntrasi 100 ppm 
Peìneìntuan panjang geìloìmbang maksimum  

Peìneìntuan panjang geìloìmbang maksimum dilakukan untuk me ìngeìtahui pada 
seìrapan beìrapa zat yang dapat teìrbaca oìleìh speìktroìfoìtoìmeìteìr seìcara maksimal. Larutan 
stok DPPH seìbanyak 1 mL  ditambahkan 2 mL  e ìtanoìl p.a dalam vial. Larutan stok DPPH 
dimasukkan ìdalam kuveìt dan diukur pada panjang geìloìmbang 400-800 nm meìnggunakan 
speìktroìfoìtoìmeìteìr UV-Vis. Hasil panjang gelombang maksimum diperoleh 516,50 nm.  
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Peìngukuran seìrapan blankoì  
Larutan DPPH koìnseìntrasi 100 ppm dipipeìt seìbanyak 1 mL lalu ditambahkan 

deìngan eìtanoìl p.a 2 mL. Larutan dihoìmoìgeìnkan dan diinkubasi, seìlanjutnya diukur 
absoìrbansi pada panjang geìloìmbang 516,50 nm dan dilakukan reìplikasi seìbanyak 3 kali. 
Peìmbuatan larutan seìri koìnseìntrasi eìkstrak  

Masing-masing eìkstrak dari eìkstraksi maseìrasi dan reìfluks ditimbang seìbanyak 5 
mg dan dilarutkan deìngan peìlarut eìtanoìl p.a keìmudian dimasukkan keìdalam labu ukur 10 
ml lalu dicukupkan sampai tanda batas seìhingga dipeìroìleìh larutan koìnseìntrasi 500 ppm. 
Larutan stok diambil masing-masing seìbanyak 5 mL keìmudian di masukkan dalam labu 
ukur 25 mL dan dicukupkan hingga tanda batas se ìhingga dipeìroìleìh larutan stoìk 100 ppm. 
Seìteìlah itu, larutan stok diambil seìbanyak 0,1 mL, 0,2 mL, 0,3 mL, 0,4 mL, dan 0,5 mL  lalu 
dieìnceìrkan deìngan eìtanoìl p.a dalam labu ukur 5 mL seìhingga dipeìroìleìh larutan deìngan 
koìnseìntrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm, dan 10 ppm. 
Peìmbuatan larutan koìntroìl poìsitif vitamin C  

Seìbanyak 5 mg seìrbuk vitamin C dilarutkan deìngan akuades seìcukupnya keìmudian 
dimasukkan dalam labu ukur 10 mL lalu dicukupkan deìngan eìtanoìl p.a sampai tanda batas, 
seìhingga dipeìroìleìh larutan koìnseìntrasi 500 ppm. . Larutan vitamin C sebanyak 5 mL  
dimasukkan dalam labu ukur 25 mL dan dicukupkan hingga tanda batas seìhingga dipeìroìleìh 
larutan stoìk 100 ppm. Seìteìlah itu, larutan vitamin C diambil seìbanyak 0,1 mL, 0,2 mL, 0,3 
mL, 0,4 mL, dan 0,5 mL lalu dieìnceìrkan deìngan eìtanoìl p.a dalam labu ukur 5 mL seìhingga 
dipeìroìleìh larutan deìngan koìnseìntrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm, dan 10 ppm. 
Peìneìntuan aktivitas antioìksidan DPPH  

Masing-masing larutan seri konsentrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm, dan 10 ppm 
diambil seìbanyak 2 mL dan ditambahkan 1 mL larutan DPPH 100 ppm. Masing-masing 
larutan dicampurkan hingga hoìmoìgeìn dan diinkubasi seìlama 30 meìnit lalu diukur 
absoìrbansinya meìnggunakan speìktroìfoìtoìmeìteìr UV-Vis pada panjang geìloìmbang 516,50 
nm lalu di reìplikasi seìbanyak 3 kali. 
Peìrhitungan nilai IC50   

Nilai IC50 diteìntukan dari nilai absoìrbansi koìnseìntrasi masing-masing larutan sampeìl 
uji. Dari data teìrseìbut dihasilkan peìrseìn inhibisi yang akan dihitung beìrdasarkan persamaan 
y = a + bx . Aktivitas antioksidan sampel ditentukan oleh besarnya hambatan radikal bebas 
DPPH melalui perhitungan presentasi inhibisi serapan DPPH dengan menggunakan rumus 
sebagai berikut : 

IC50  = 
50−𝑎

𝑏
 

 
Analisis Data 
 Data aktivitas antioksidan diperoleh dari nilai IC50 tiap ekstrak yang diolah dengan 
analisis data SPSS yang sebelumnya dilakukan uji normalitas dan homogenitas. Uji 
normalitas menggunakan Shapiro-Wilk, jika data terdistribusi normal dan homogen maka 
dilakukan uji One way ANOVA.  Setelah uji ANOVA dilanjutkan dengan uji post hoc Tukey 
HSD untuk mengetahui pasangan kelompok yang berbeda signifikan. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN  

Pada penelitian ini, dilakukan perbandingan dua metode ekstraksi, yaitu maserasi 
dan refluks, terhadap rendemen, kadar flavonoid, dan aktivitas antioksidan dari ekstrak 
etanol daun pulai (Alstonia scholaris). Hasil rendemen daun pulai ekstrak maserasi (EM) 
dan ekstrak refluks (ER) seperti terlihat pada tabel 1. Perbedaan ini dapat dijelaskan melalui 
prinsip dasar dari masing-masing metode. Maserasi dilakukan pada suhu ruang, sehingga 
proses difusi senyawa dari simplisia ke dalam pelarut berjalan secara pasif dan lambat. 
Sementara itu, metode refluks melibatkan pemanasan konstan yang mampu mempercepat 
proses ekstraksi, memecah dinding sel tanaman, dan meningkatkan kelarutan senyawa 
bioaktif dalam pelarut etanol. Metode refluks pada penelitian ini menggunakan suhu 40°C  
selama 2 jam untuk mencegah degradasi senyawa termolabil. Etanol dipilih karena bersifat 
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polar berkat gugus –OH yang dapat membentuk ikatan hidrogen dengan senyawa polar lain 
seperti flavonoid, sehingga memudahkan pelarutan senyawa aktif. Selain itu, etanol 
termasuk pelarut polar protik karena dapat mendonorkan proton (H⁺) melalui gugus –OH 
(Octavia, 2023).Selain itu, penelitian Issusilaningtyas et al., (2023), juga menunjukkan 
bahwa metode refluks menghasilkan rendemen ekstrak daun sirih lebih tinggi dibandingkan 
maserasi, karena adanya panas yang memudahkan pelarut melarutkan senyawa aktif 
(Issusilaningtyas eìt al., 2023). 

 

Tabeìl 1. Hasil Reìndeìmeìn 

Sampeìl Peìlarut 
Meìtoìdeì 

eìkstraksi 

Beìrat 
sampeìl 

keìring  (g) 

Beìrat 
eìkstrak 

keìntal (g) 

Reìndeìmeìn 
(%) 

Daun pulai Eìtanoìl 96 % Maseìrasi  300  30,86 10,29  
Daun pulai Eìtanoìl 96 % Reìfluks  300  41,05 13,68  

 

Uji fitokimia secara kualitatif terhadap ekstrak hasil kedua metode menunjukkan 
adanya senyawa metabolit sekunder yang serupa, yakni flavonoid, tanin, alkaloid, dan 
saponin Hasil secara kualitatif ekstrak daun pulai (Alstonia scholaris) dapat dilihat pada 
tabeìl 2. Ini menandakan bahwa kedua metode berhasil mengekstraksi senyawa penting 

yang memiliki efek farmakologis. Senyawa flavonoid menjadi fokus utama karena beìrpeìran 

sebagai antioksidan yang efektif dalam menetralisir radikal bebas. 
 

Tabeìl 2. Hasil Skrining Fitoìkimia 

Seìnyawa 
meìtaboìlit  

Parameìteìr Peìrubahan yang teìrjadi  

EìM EìR 

Alkaloìid 
Drageìndoìrff 

Reìageìnt 

Eìndapan putih atau 
keìkuningan ( 

Suryadi eìt al., 2024) 

Eìndapan putih 
(+) 

Eìndapan putih 
(+) 

Flavoìnoìid 
Mg + HCl peìkat 

Teìrbeìntuknya 
warna oìrangeì, 

meìrah, atau kuning 
pada larutan ( 

Suryadi eìt al., 2024) 

Warna oìrangeì 
(+) 

Warna oìrangeì 
(+) 

Tanin 
FeìCl₃ 

Warna biru tua atau 
hitam (Hasan eìt al., 

2022) 

Warna hitam 
(+) 

Warna hitam 
(+) 

Sapoìnin  
HCI 

Buih tidak hilang 
(Zuraida, 2018) 

Buih tidak hilang 
(+) 

Buih tidak hilang 
(+) 

Keìteìrangan : EìM= Eìkstrak Daun Pulai Metode Maseìrasi EìR = Eìkstrak Daun Pulai Metode    
Reìfluks 

 

 Data kadar flavoìnoìid toìtal dalam peìneìlitian ditampilkan pada gambar 1. Grafik 

teìrseìbut meìnyajikan peìrbandingan kadar flavoìnoìid antar meìtoìdeì eìkstraksi, yang 
dipeìroìleìh beìrdasarkan hasil peìngukuran speìktroìfoìtoìmeìtri UV-Vis meìnggunakan standar 
kueìrseìtin.  
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(A)     (B) 

Gambar 1. (A) Ekstrak Daun Pulai metode ekstraksi maserasi (EM), (B) Ekstrak Daun Pulai 
metode ekstraksi refluks (ER). 

 
Nilai kadar flavoìnoìid dihitung dari absoìrbansi masing-masing eìkstrak deìngan 

meìnggunakan peìrsamaan reìgreìsi dari larutan standar (Gambar 2), dan dinyatakan dalam 
satuan miligram eìkuivaleìn kueìrseìtin peìr gram sampeìl (mgQE/g). Hasil ini meìngindikasikan 
bahwa meìtoìdeì reìfluks leìbih mampu meìngeìkstrak seìnyawa flavoìnoìid, yang beìrsifat seìmi-
poìlar, kareìna bantuan panas dalam meìtoìdeì reìfluks meìmbantu meìningkatkan difusi dan 
peìlarutan seìnyawa. Teìmuan ini seìsuai deìngan peìneìlitian Pratiwi (2023), yang meìlapoìrkan 
bahwa peìmanasan dalam meìtoìdeì reìfluks meìningkatkan keìlarutan seìnyawa flavoìnoìid 
pada eìkstrak daun keìloìr (Pratiwi, 2023). Peìneìlitian oìleìh Syamsul et.al (2020), juga 
meìndukung hasil ini, eìkstrak eìtanoìl daun sirsak yang dieìkstraksi deìngan reìfluks meìmiliki 
kadar flavoìnoìid leìbih tinggi dibandingkan deìngan meìtoìdeì tanpa peìmanasan (Syamsul 
et.al, 2020). 

 
 

 
Gambar 2. Kurva Baku Kuersetin 

 

Peìngujian aktivitas antioìksidan deìngan meìtoìdeì DPPH seperti terlihat pada Gambar 
3. Nilai IC₅₀ yang leìbih reìndah meìnandakan aktivitas antioìksidan yang leìbih kuat. 

Beìrdasarkan klasifikasi meìnurut Amin (2025), eìkstrak deìngan nilai IC₅₀ < 50 ppm 
dikateìgoìrikan meìmiliki aktivitas antioìksidan sangat kuat. Maka dari itu, dapat disimpulkan 
bahwa daun pulai meìmiliki poìteìnsi seìbagai antioìksidan alami yang sangat baik, dan 
meìtoìdeì reìfluks meìmbeìrikan aktivitas yang leìbih tinggi. Hal ini diseìbabkan oìleìh 
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keìbeìrhasilan meìtoìdeì reìfluks dalam meìngeìkstraksi leìbih banyak seìnyawa flavoìnoìid yang 
dikeìnal seìbagai antioìksidan kuat. Seìnyawa teìrseìbut meìmiliki gugus hidroìksil yang mampu 
meìnyumbangkan eìleìktroìn atau proìtoìn untuk meìneìtralkan radikal beìbas meìlalui 
meìkanismeì transfeìr eìleìktroìn (Susanty, 2016). 
 

 
  (A)      (B)       (C) 

Gambar 3. (A) Ekstrak Daun Pulai metode ekstraksi maserasi (EM), (B) Ekstrak Daun Pulai 
metode ekstraksi refluks (ER), (C) Vitamin C 

 

Gambar 3 menunjukkan nilai IC50 masing-masing ekstrak daun pulai dengan metode 
ekstraksi maserasi dan refluks yang direplikasi 3 kali. Hasil penelitian menunjukkan nilai IC50 

EM sebesar 12,53±0,17 ppm, ER dengan nilai 7,84±0,02 ppm dan vitamin C sebagai 

kontrol positif dengan nilai IC50 5,26±0,08 ppm. Vitamin C dijadikan sebagai kontrol positif 
karena diketahui bahwa vitamin C ini memiliki aktivitas antioksidan dengan kategori sangat 
kuat. Berdasarkan nilai IC50 diketahui bahwa EM dan ER memiliki aktivitas antioksidan 
dengan kategori sangat kuat karena nilai IC50 dibawah < 50 ppm (Azima et al, 2024). Untuk 
mengetahui ada tidaknya perbedaan aktivitas antioksidan berdasarkan perbandingan 
metode ekstraksi, maka dilakukan uji   statistik menggunakan SPSS. Nilai uji normalitas 
diperoleh (sig. > 0,05) yang menunjukkan  data terdistribusi normal menggunakan uji 
Shapiro-Wilk sehingga dilanjutkan menggunakan uji One Way ANOVA. Hasil uji ANOVA 
menunjukkan nilai sig < 0,05 sehingga dilanjutkan dengan uji post hoc Tukey HSD. Uji lanjut 
Tukey HSD menunjukkan bahwa terdapat perbedaan signifikan antara EM dan ER (p = 
0,006), EM dan Vitamin C (p = 0,001), serta ER dan Vitamin C (p = 0,032). Hal ini 
mengindikasikan bahwa metode ekstraksi berpengaruh nyata terhadap nilai IC50. 

Perbedaan metode ekstraksi seperti maserasi dan refluks memiliki peìngaruh nyata  
(sig. < 0,05) terhadap hasil rendemen, kadar flavonoid, dan aktivitas antioksidan (nilai 
IC50). Maserasi dilakukan tanpa pemanasan, sehingga proses difusi senyawa aktif dari 
jaringan tanaman ke pelarut terjadi secara lambat dan cendeìrung menghasilkan 

rendemeìn serta kadar flavonoid yang lebih rendah. Sebaliknya, metode refluks 

memanfaatkan pemanasan dalam sistem tertutup yang mampu meningkatkan kelarutan 
dan difusi senyawa bioaktif, termasuk flavonoid dan senyawa fenolik (Syamsul et al., 
2020). Dalam penelitian ini, ekstrak refluks (ER) menunjukkan kadar flavonoid lebih tinggi 
dibanding maserasi (EM), yang sejalan dengan aktivitas antioksidan yang lebih kuat 
berdasarkan nilai IC50 yang lebih reìndah.  

Proses tersebut beìrkaitan deìngan hukum difusi Fick, laju difusi beìrbanding lurus 
deìngan suhu dan gradieìn koìnseìntrasi. Pada suhu leìbih tinggi, seìpeìrti dalam reìfluks, 
viskoìsitas peìlarut meìnurun dan keìlarutan seìnyawa meìningkat, seìhingga difusi meìnjadi 
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leìbih ceìpat dan eìfisieìn. Hasilnya seìcara langsung dapat meìningkatkan hasil reìndeìmeìn, 
kadar flavoìnoìid toìtal, seìrta aktivitas antioìksidan dari suatu eìkstrak, meìngingat flavoìnoìid 
meìmiliki gugus hidroìksil aroìmatik yang mampu meìnyumbangkan eìleìktroìn untuk 
meìneìtralkan radikal beìbas (Triyanti eìt al., 2025). Oìleìh kareìna itu, peìmilihan meìtoìdeì 
eìkstraksi sangat peìnting kareìna meìmeìngaruhi keìbeìrhasilan isoìlasi seìnyawa aktif dan 
eìfeìktivitas bioìloìgisnya. Hal ini meìnunjukkan bahwa kandungan flavoìnoìid beìrkoìreìlasi 
poìsitif teìrhadap poìteìnsi antioìksidan. Meskipun proses refluks melibatkan pemanasan, 
flavonoid secara umum cukup stabil terhadap suhu sedang dan waktu ekstraksi yang 
terkontrol, seìhingga tidak teìrjadi deìgradasi signifikan seìlama proìseìs beìrlangsung 

(Issusilaningtyas eìt al., 2023). Suhu yang digunakan 40C relatif rendah ini, penting untuk 
mencegah degradasi senyawa termolabil, meningkatkan difusi pelarut ke dalam matriks 
sampel, dan mempercepat pelepasan metabolit sekunder tanpa merusak struktur 
kimianya (Wahyuningsih, 2024). Hal ini sejalan dengan penelitian Pratiwi (2024), dengan 
melakukan perbandingan suhu refluks terhadap aktivitas antioksidan ekstrak daun salam. 
Hasil yang diperoleh menunjukkan suhu refluks 58°C memiliki aktivitas antioksidan kuat 
sedangkan pada suhu 78°C menunjukkan aktivitas antioksidan sangat lemah (Pratiwi, 
2024). Oleh karena itu, pemilihan metode ekstraksi yang tepat tidak hanya mempengaruhi 
jumlah senyawa yang terekstraksi, tetapi juga efektivitas biologisnya dari bahan alam, 
khususnya untuk pengembangan produk fitofarmaka berbasis tanaman seperti daun pulai. 
 
KESIMPULAN  

Beìrdasarkan hasil peìneìlitian yang teìlah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa 
perbandingan meìtoìdeì eìkstraksi beìrpeìngaruh teìrhadap kadar flavoìnoìid dan aktivitas 
antioìksidan eìkstrak eìtanoìl daun pulai (Alstoìnia schoìlaris). Meìtoìdeì reìfluks meìnghasilkan 
kadar flavoìnoìid yang leìbih tinggi seìbeìsar 17,11±0,03 mgQE/g, dibandingkan deìngan 

meìtoìdeì maseìrasi seìbeìsar 8,42±0,02 mgQE/g. Aktivitas antioìksidan yang diuji deìngan 
meìtoìdeì DPPH juga meìnunjukkan bahwa eìkstrak hasil reìfluks meìmiliki nilai IC50 7,84±0,02 

ppm, dibandingkan eìkstrak hasil maseìrasi seìbeìsar 12,53±0,17 ppm. Deìngan deìmikian, 
ekstraksi daun pulai (Alstonia scholaris) menggunakan meìtoìdeì reìfluks teìrbukti leìbih eìfeìktif 
dalam meìngeìkstraksi senyawa flavonoid dan memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi 
dibandingkan metode maseìrasi. Hasil ini meìnunjukkan bahwa ekstrak daun pulai dengan 
ekstraksi metode refluks meìmiliki poìteìnsi seìbagai sumbeìr antioìksidan alami yang sangat 
kuat dan dapat dikeìmbangkan sebagai bahan aktif fitofarmaka dalam formulasi sediaan 
sebagai antioksidan. 
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