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ABSTRAK: Stres oksidatif dapat menyebabkan berbagai masalah kesehatan, seperti autoimun, 

penyakit vaskular, gangguan respiratori, serta penyakit degeneratif lainnya. Paparan harian sinar 

UV, polusi udara, dan asap rokok berkontribusi besar terhadap stres oksidatif, namun antioksidan 

endogen seringkali tidak mampu untuk menetralisir radikal bebas dalam jumlah besar. Stevia 

rebaudiana atau “candyleaf” banyak ditemukan di Indonesia serta dikenal sebagai pemanis alami 

karena kandungan senyawa steviosida di dalamnya. Studi ini adalah penelitian eksperimental yang 

bertujuan untuk menilai potensi ekstrak stevia sebagai suplemen antioksidan, yang hingga saat ini 

masih belum banyak ditelusuri. Studi in vitro diawali dengan esktraksi daun stevani dalam larutan 

metanol melalui metode maserasi dan perkolasi sederhana. Analisis biokimia kemudian dilakukan 

untuk menguji kandungan fitokimia, fenolik, antioksidan, serta toksisitas ekstrak stevia tersebut. 

Hasil uji menunjukkan bahwa ekstrak stevia mengandung senyawa flavonoid, saponin, tanin, 

terpenoid, dan fenolik, dengan kandungan total fenolik sebesar 86.30±1.14 mg GAE/g DW. Uji 

kapasitas antioksidan dengan metode 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) 

menunjukkan IC50 ekstrak stevia sebesar 20.13 µg/mL, sedikit lebih tinggi dibandingkan Trolox 

(analog vitamin E), dengan IC50 sebesar 16.50 µg/mL, sehingga ekstrak stevia tergolong sebagai 

antioksidan sangat kuat. Sedangkan untuk uji toksisitas secara bioassay melalui metode Brine 

Shrimp Lethality Test, ekstrak stevia memiliki nilai LC50 sebesar 3388.44 µg/mL sehingga 

dinyatakan non-toksik.  

Kata Kunci: Stevia rebaudiana, antioksidan, fenolik, brine shrimp lethality test 

 

ABSTRACT: Oxidative stress leads to numerous clinical problems, such as autoimmune, vascular 

and respiratory impairment, as well as many other degenerative diseases. While daily exposure to 

UV light, air pollution, and smoke largely contribute to oxidative stress, endogenous antioxidants 

mostly fail to neutralize these high amounts of free radicals. Stevia rebaudiana or “candyleaf” is 

largely found in Indonesia, known for its application as a natural sweetener, owing to its content of 

stevioside compound. This study is experimental research which aims to assess the potential of stevia 

extract as an antioxidant supplement, which has not been widely applied. In vitro study was 

performed by extracting stevia leaves in methanol through simple maceration and percolation 

methods. Subsequently, the stevia extract was subjected to biochemical analysis, i.e. phytochemical 

screening, total phenolic content assay, antioxidant capacity assay, and toxicity assay. Herein, we 

found that stevia extract contains flavonoid, saponin, tannin, terpenoid, and phenolic compounds, 

with total phenolic content of 86.30±1.14 mg GAE/g DW. Moreover, antioxidant capacity assay 

through 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) method showed that IC50 of 

stevia extract is 20.13 µg/mL, slightly higher than Trolox (vitamin E analog) with IC50 of 16.50 

µg/mL, which indicated that stevia extract is a very strong antioxidant. As for toxicity bioassay, 

Brine Shrimp Lethality Test indicated that stevia extract is non-toxic with LC50 value of 3388.44 

µg/mL.  

Keywords: Stevia rebaudiana, antioxidant, phenolic, brine shrimp lethality test 
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PENDAHULUAN 

Pada tahun 2023, Indonesia kembali menempati urutan pertama sebagai 

negara dengan tingkat polusi udara tertinggi se-Asia Tenggara dan menempati 

urutan ke-14 di seluruh dunia (IQAir, 2023). Akibatnya, masyarakat Indonesia 

terekspos terhadap paparan radikal bebas yang sangat tinggi. Radikal bebas 

merupakan elektron tidak berpasangan yang dapat merusak makromolekul yang 

menyusun struktur sel sehat, seperti karbohidrat, asam nukleat, lemak, dan protein, 

sehingga mengganggu fungsi dan menyebabkan kematian sel atau apoptosis (Checa 

& Aran, 2020). Selain paparan eksternal, radikal bebas juga dapat terbentuk dalam 

tubuh akibat stres, inflamasi, infeksi, maupun produk metabolik oleh mitokondria 

(Birben et al., 2012).  

Walaupun secara fisiologis tubuh memiliki antioksidan alami yang dapat 

menangkal senyawa radikal bebas, akumulasi radikal bebas dalam tubuh seringkali 

melampaui kapasitas antioksidan, sehingga menimbulkan kondisi stres oksidatif 

(Andarina & Djauhari, 2017; Birben et al., 2012; Mendonça et al., 2022). Stres 

oksidatif berlebih ini dapat menyebabkan berbagai penyakit seperti autoimun, 

diabetes melitus, penyakit kardiovaskular, neurodegeneratif, pulmoner serta 

percepatan proses penuaan (Reddy, 2023). Dengan demikian, dibutuhkan 

suplementasi antioksidan tambahan yang dapat diperoleh dari makanan atau 

tanaman obat (Andarina & Djauhari, 2017; Mendonça et al., 2022). 

Tanaman obat merupakan sumber antioksidan dan berbagai nutrisi tambahan 

yang sejak lama dimanfaatkan untuk pengobatan tradisional. Melalui penelitian 

empiris, pembuktian terhadap pengobatan tradisional dengan tanaman obat telah 

banyak dilakukan untuk penyembuhan berbagai penyakit kronis (Michiels et al., 

2012). Berbagai ekstrak tanaman telah terbukti memiliki kapasitas antioksidan 

tinggi sehingga diolah sebagai suplemen komersial, di antaranya adalah kunyit 

(Curcuma longa), ekstrak biji kopi (Caffea arabica), fenugreek (Trigonella 

foenum-graecum) (Sathisha et al., 2011), dan rosemari (Rosmarinus officinali) 

(Klančnik et al., 2009). Selain sebagai suplemen kesehatan, tambahan antioksidan 

pada produk makanan juga berperan untuk mencegah dan menghambat kerusakan 

produk akibat oksidasi (Klančnik et al., 2009). 

Pada pencarian dan identifikasi ekstrak tanaman dengan kapasitas 

antioksidan, Stevia rebaudiana hadir sebagai agen potensial. Stevia rebaudiana 

merupakan tanaman herbal endemik asal Paraguay dan Brazil yang juga banyak 

dibudidayakan di Indonesia pada ketinggian 800-2,000 m di atas permukaan laut 

(Faramayuda et al., 2022). Selama berabad-abad, stevia telah dimanfaatkan secara 

luas oleh penduduk asli Indian Guarani sebagai pemanis alami. Namun, hanya 

hingga awal tahun 1970, stevia pertama kali diperkenalkan secara luas sebagai 

pemanis alami pengganti sakarin (Ramesh et al., 2006; Tanaka, 1982). Dengan 

tingkat kemanisan hingga 300 kali melebihi gula tebu, stevia memiliki kandungan 

nol-kalori sehingga banyak dimanfaatkan sebagai pengganti gula pasir bagi 

penderita diabetes (Ramesh et al., 2006).  
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Rasa manis yang dihasilkan oleh daun stevia dikarenakan adanya kandungan 

senyawa glikosida steviol, seperti steviosida dan rebaudiosida (Oehme et al., 2017). 

Namun di samping glikosida steviol sendiri, ekstrak daun stevia diketahui 

mengandung senyawa fenol, kumarin, flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, dan 

terpenoid yang memiliki peran sebagai antioksidan. Selain itu, stevia juga 

mengandung vitamin seperti asam folat, vitamin B12, vitamin C, serta asam amino 

esensial (Mlambo et al., 2022). Dikarenakan kandungan metabolit sekunder yang 

luas serta mudah ditemukan di Indonesia, stevia memiliki potensi tambahan sebagai 

suplemen antioksidan. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengeksplorasi potensi ekstrak stevia sebagai 

suplemen antioksidan, yang hingga saat ini, pemanfaatannya masih terbatas sebagai 

pemanis alami. Skrining fitokimia dan penentuan kadar fenolik dilakukan untuk 

melihat kandungan metabolit sekunder dari ekstrak stevia. Setelah itu, kapasitas 

antioksidan ekstrak stevia ditentukan melalui metode 2,2’-azino-bis (3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS), dengan melihat kemampuan ekstrak 

dalam menginhibisi ABTS sebagai senyawa radikal bebas. Pada akhir studi, uji 

toksisitas dilakukan dengan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) untuk 

melihat tingkat toksisitas ekstrak stevia. 

 

METODE  

Penelitian ini merupakan uji eksperimental secara in vitro yang dilakukan di 

Laboratorium Biokimia dan Biologi Molekuler, Fakultas Kedokteran, Universitas 

Tarumanagara. Daun Stevia rebaudiana sebagai bahan uji diperoleh dari Bogor, 

Indonesia sebagaimana disajikan pada Gambar 1. Analisis kualitatif dan semi-

kuantitatif dilakukan untuk mengetahui kandungan fitokimia, kadar fenolik, 

kapasitas antioksidan, serta toksisitas dari ekstrak stevia. 

 

 
Gambar 1. Daun Stevia rebaudiana Kering sebagai Sampel Uji 

 

Ekstraksi Daun Stevia rebaudiana 

Daun Stevia rebaudiana dikeringkan pada suhu ruang terhindar dari cahaya 

matahari. Daun stevia kering lalu dihaluskan dengan blender hingga didapatkan 

simplisia. Maserasi dilakukan dengan melarutkan 50 gram simplisia daun stevia 

dengan 100 mL metanol hingga merata. Kemudian, ekstrak dipindahkan ke dalam 

tabung perkolator dan diinkubasi selama 24 jam. Setelah itu, hasil perkolasi 

ditampung dengan kecepatan 1 mL/menit dengan penambahan metanol secara 

berkala untuk mencegah ekstrak menjadi kering. Hasil perkolasi kemudian 

dievaporasi sehingga didapatkan ekstrak daun stevia untuk uji lanjutan (Fauziah et 
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al., 2021; Usman et al., 2022). Adapun alur pembuatan ekstrak dan analisis 

biokimia disajikan pada Gambar 2. 

 

 
Gambar 2. Alur Pembuatan Ekstrak dan Analisis Biokimia Ekstrak Daun Stevia rebaudiana 

 

Skrining Fitokimia 

Skrining fitokimia pada daun stevia dilakukan secara kualitatif untuk melihat 

ada tidaknya kandungan flavonoid, saponin, kuinon, kumarin, fenolik, tanin, dan 

terpenoid (Dauda et al., 2020; Dhurhania & Novianto, 2019; Rajkumar et al., 2022; 

Rao et al., 2016). Uji flavonoid dilakukan dengan mencampurkan 3 mL ekstrak 

stevia dengan 4 mL NaOH 1N; hasil positif apabila terbentuk warna kuning gelap. 

Uji saponin dilakukan dengan menambahkan 2 mL akuades panas ke dalam ekstrak 

stevia, kemudian dicampurkan setelah dingin; hasil positif apabila terbentuk busa. 

Penentuan kandungan kuinon dilakukan dengan menambahkan H2SO4 pada ekstrak 

stevia; hasil positif ditandai dengan terbentuknya warna merah. Untuk uji kumarin, 

NaOH diteteskan pada kertas saring dan dikeringkan, lalu diteteskan dengan ekstrak 

stevia. Hasil positif terhadap kumarin ditandai dengan fluoresensi berwarna 

kekuningan di bawah sinar UV (Firdouse & Alam, 2011). Uji tanin dilakukan 

dengan meneteskan FeCl3 5% ke dalam ekstrak daun stevia; ekstrak mengandung 

tanin jika ada perubahan warna menjadi hijau kehitaman. Terakhir, uji kandungan 

senyawa terpenoid dilakukan dengan metode Liebermann-Burchard cara 

mencampurkan ekstrak daun stevia, kloroform, dan H2SO4. Ekstrak stevia 

mengandung senyawa terpenoid apabila terjadi perubahan warna menjadi coklat 

kemerahan (Babini & Reena, 2023). Skrining fenolik dilakukan dengan melarutkan 

1 mL ekstrak stevia dalam 2 mL akuades, lalu ditambahkan dengan 0.5 mL Na2CO3 

dan 0.5 mL reagen Folin-Ciocalteu. Ekstrak stevia memiliki kandungan fenolik 

apabila terbentuk warna biru atau hijau. 

https://e-journal.undikma.ac.id/index.php/bioscientist
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Uji Kadar Fenolik Total 

Penentuan kadar fenolik total mengacu pada metode Singleton & Rossi 

dengan modifikasi (Dhurhania & Novianto, 2019). Secara singkat, ekstrak stevia 

dilarutkan dengan metanol hingga homogen. Kemudian, reagen Folin-Ciocalteu 

ditambahkan ke dalam campuran ekstrak stevia dan diinkubasi selama 8 menit 

dalam keadaan gelap. Selanjutnya, Na2CO3 ditambahkan dan diinkubasi kembali 

selama 2 jam untuk kemudian dibaca dengan spektrofotometer UV-Vis pada 

panjang gelombang 765 nm. Kandungan fenolik total yang diperoleh kemudian 

dikonversi ke dalam mg GAE/g DW dengan rumus berikut (Fadly et al., 2020): 

mg GAE/g = Kadar fenolik (mg/mL) × 
Volume pelarut (mL)

Massa ekstrak (g)
 

Penentuan konsentrasi fenolik dilakukan berdasarkan kurva standar asam 

galat dengan konsentrasi 200, 300, 400, 500, 600, dan 700 µg/mL. Asam galat 

digunakan karena memiliki struktur fenol yang dapat berperan sebagai antioksidan, 

serta stabil dalam bentuk kering (Bastola et al., 2017; Junaidi & Anwar, 2018).  
 

Penentuan Kapasitas Antioksidan (ABTS) 

Penentuan kapasitas antioksidan ekstrak stevia dilakukan dengan metode 

ABTS (Setiawan et al., 2018). Pembuatan larutan kontrol dilakukan dengan 

pencampuran ABTS dengan kalium persulfat yang masing-masing telah dilarutkan 

dalam etanol selama 12 jam dalam keadaan gelap sebelumnya. Setelah 

pencampuran, larutan kontrol kembali ditambahkan dengan etanol dan diinkubasi 

selama 6 menit untuk dibaca pada spektrofotometer dengan panjang gelombang 520 

nm. Absorbansi yang didapatkan kemudian dijadikan sebagai absorbansi kontrol. 

Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan pada ekstrak stevia dengan 

konsentrasi 10, 20, 30, 40, 50 µg/mL. Ekstrak stevia kemudian dicampurkan dengan 

larutan ABTS (perbandingan 1:1) dan dibaca dengan spektrofotometer dengan 

panjang gelombang 520 nm. Sebagai pembanding, analisis aktivitas antioksidan 

terhadap larutan Trolox® juga dilakukan dengan konsentrasi yang sama dengan 

ekstrak stevia. Persentase inhibisi radikal bebas dikalkulasi dengan rumus: 

%Inhibisi = 
Absorbansi kontrol - Absorbansi sampel

Absorbansi kontrol
x100% 

Nilai IC50 (inhibitory concentration 50) merepresentasikan konsentrasi 

senyawa atau bahan uji untuk menginhibisi 50% radikal bebas, yang dalam uji ini 

merupakan ABTS. IC50 ditentukan melalui persamaan linear dari kurva antara 

%inhibisi terhadap konsentrasi senyawa. Semakin rendah nilai IC50 maka semakin 

tinggi kapasitas antioksidan suatu senyawa (Garcia-Molina et al., 2022). 

 

Uji Toksisitas Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 

Uji sitotoksisitas ekstrak daun stevia dilakukan dengan metode bioassay 

BSLT menggunakan larva Artemia salina, dengan konsentrasi ekstrak sebesar 

2500, 3000, 3500, dan 4000 µg/mL (Nofita et al., 2021). Ekstrak stevia yang telah 

dicampurkan dengan DMSO, ragi, dan air laut kemudian dimasukkan ke dalam 

https://e-journal.undikma.ac.id/index.php/bioscientist
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tabung berisi 10 ekor larva hidup dan diinkubasi selama 24 jam di bawah sinar 

lampu. Persentase mortalitas dihitung dengan rumus (Kurniawan & Ropiqa, 2021): 

%Mortalitas = 
Jumlah larva mati

Jumlah larva hidup dan mati
× 100% 

Nilai LC50 (lethal concentration 50) menunjukkan konsentrasi senyawa yang 

menyebabkan kematian pada 50% larva A. salina; yang kemudian ditentukan 

berdasarkan persamaan linear dari kurva antara %mortalitas terhadap log 

konsentrasi senyawa. 
 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

Kandungan Fitokimia Ekstrak Daun Stevia rebaudiana 

Meskipun telah banyak digunakan sebagai alternatif pengganti gula tebu, 

pemanfaatan ekstrak daun Stevia rebaudiana sebagai suplemen antioksidan masih 

cukup terbatas (Mlambo et al., 2022). Untuk mengidentifikasi kandungan crude 

extract daun Stevia rebaudiana, skrining fitokimia dilakukan terhadap ekstrak 

stevia. Crude extract daun stevia diperoleh melalui maserasi dan perkolasi 

sederhana dengan rendemen sebesar 46.24%. Hasil skrining secara kualitatif 

menunjukkan bahwa ekstrak stevia mengandung flavonoid, saponin, kuinon, 

kumarin, fenolik, tanin, dan terpenoid sebagaimana disajikan pada Tabel 1. 

 

Tabel 1. Skrining Kandungan Fitokimia Ekstrak Daun Stevia rebaudiana 

Kandungan Fitokimia Interpretasi Hasil 

Flavonoid Kuning gelap 

(Positif) 
 

Saponin Busa 

(Positif) 
 

Kuinon Merah 

(Positif) 

 

Kumarin Fluoresensi kuning 

(Positif) 
 

Fenolik Hijau gelap 

(Positif) 
 

Tanin Hijau kehitaman 

(Positif) 
 

Terpenoid Cokelat 

(Positif) 
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Sejalan dengan penelitian lain, ekstrak daun Stevia rebaudiana mengandung 

berbagai senyawa metabolit sekunder masing-masing memiliki manfaat kesehatan 

(Faramayuda et al., 2022; Siddique et al., 2014). Flavonoid sendiri terbukti 

memiliki aktivitas anti-inflamasi, antidiabetes, kardio- dan neuro-protektif, serta 

memperlambat proses penuaan (Dias et al., 2021). Saponin memiliki efek 

imunomodulator, anti-inflamasi, dan antitumor (Yang et al., 2021). Sedangkan 

tanin dan terpenoid banyak dimanfaatkan sebagai alternatif obat dikarenakan 

aktivitas antivirus dan antiparasit yang dimilikinya (Tong et al., 2022; Yang et al., 

2020). Pada studi ini juga ditemukan untuk pertama kalinya bahwa ekstrak stevia 

mengandung kuinon dan kumarin, dimana keduanya memiliki aktivitas 

farmakologi yang luas, seperti antibakteri, antikanker, antimalaria, antimikroba, 

anti-inflamasi, dan antitumor (Junior et al., 2022; Stasi, 2023).  

Berdasarkan hasil uji tersebut dapat diketahui bahwa perbedaan kandungan 

fitokimia dalam ekstrak stevia dapat terjadi dikarenakan berbagai faktor. Dari segi 

bahan uji yang digunakan, aspek geografis asal tanaman dapat mempengaruhi 

kandungan dan nutrien dalam daun stevia, sehingga perbedaan lokasi kultivasi ini 

dapat menghasilkan jenis dan jumlah senyawa metabolit sekunder yang beragam 

(Das et al., 2022). Dengan demikian, melihat banyaknya kandungan fitokimia pada 

ekstrak daun Stevia rebaudiana, ekstrak stevia ini memiliki potensi yang jauh lebih 

luas untuk dimanfaatkan sebagai suplemen atau obat. 

 

Fenolik Total Ekstrak Daun Stevia rebaudiana 

Kadar fenolik total diukur setelah diketahui ekstrak stevia mengandung 

senyawa fenolik. Fenolik merupakan metabolit sekunder yang terdiri dari cincin 

benzena dengan substituen hidroksil, yang mampu berperan sebagai antioksidan 

(Kristanti, 2008). Pada uji fenolik total, didapatkan kurva standar dari konsentrasi 

asam galat dengan persamaan y=0.0009x+0.0053, sehingga diperoleh kandungan 

fenolik ekstrak stevia sebesar 2589.1±34.21 µg/mL atau setara dengan 86.30±1.14 

mg GAE/g DW. Hasil ini sejalan dengan penelitian sebelumnya yang menemukan 

bahwa daun stevia mengandung kadar fenolik yang bervariasi, yakni 26.29 hingga 

98.99 mg GAE/g DW (Ali et al., 2022; Covarrubias-Cárdenas et al., 2018). Dengan 

kandungan fenolik lebih besar dari 1 mg GAE/g DW (Vasco et al., 2008), maka 

dapat dikatakan bahwa ekstrak daun stevia memiliki kandungan fenolik yang 

tergolong tinggi. Senyawa fenolik ini memiliki berbagai manfaat, seperti proteksi 

terhadap kanker, penyakit kardiovaskular, diabetes, osteoporosis, dan kelainan 

neurologis (Rahman et al., 2021). 

 

Kapasitas Antioksidan Ekstrak Daun Stevia rebaudiana 

Berdasarkan hasil pengukuran kadar fenolik yang cukup tinggi, selanjutnya 

kapasitas antioksidan ekstrak stevia diukur melalui metode ABTS, dengan melihat 

kemampuan ekstrak dalam menghambat reaksi oksidasi ABTS sebagai senyawa 

radikal bebas (free radical scavenging). Berdasarkan hasil absorbansi yang ada, 

diperoleh persamaan garis y=1.198x+25.89 untuk uji terhadap ekstrak stevia dan 

persamaan garis y=0.8502x+35.97 untuk uji terhadap Trolox. Dari persamaan 

tersebut, didapatkan nilai %inhibisi bahan uji terhadap senyawa ABTS dalam 

konsentrasi bahan uji yang telah ditentukan sebagaimana disajikan di Tabel 2.  
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Tabel 2. Kapasitas Antioksidan Ekstrak Daun Stevia dan Trolox 

Konsentrasi 

(µg/mL) 

Ekstrak stevia Trolox 

%Inhibisi 
IC50 

(µg/mL) 
%Inhibisi 

IC50 

(µg/mL) 

10 40.53±4.02 

20.13 

46.05±2.63 

16.50 

20 46.87±4.53 51.32±1.32 

30 60.96±1.52 60.09±0.76 

40 74.56±2.74 71.42±2.66 

50 86.40±2.01 78.51±2.74 

 

Konsentrasi IC50 dan kapasitas antioksidan memiliki nilai yang berbanding 

terbalik. Dari persamaan sebelumnya, diperoleh nilai IC50 ekstrak stevia sebesar 

20.13 µg/mL, sedikit lebih tinggi dibandingkan Trolox dengan IC50 sebesar 16.50 

µg/mL sebagaimana disajikan pada Gambar 3. Nilai IC50 ekstrak stevia yang 

diperoleh pada studi ini sedikit lebih rendah dibandingkan dengan studi lainnya 

yang bervariasi dari 26.78 µg/mL hingga 86.16 µg/mL. Sedangkan untuk Trolox, 

nilai IC50 pada studi ini sesuai dengan literatur lain yang berkisar antara 12.55 

µg/mL hingga 63.69 µg/mL (Matuszewska et al., 2018; Musdalipah et al., 2021; 

Wangsawat et al., 2021). 

 

 
Gambar 3. Kapasitas Antioksidan Ekstrak Stevia dan Trolox dalam Inhibisi Radikal Bebas 

ABTS: (A) Kurva Hubungan Persen Inhibisi terhadap Konsentrasi dan (B) Konsentrasi IC50 

Ekstrak Daun Stevia dan Trolox dengan uji ABTS. 

 

Perbedaan sumber bahan uji yang diperoleh dapat mempengaruhi jenis dan 

konten senyawa metabolit yang terkandung dalam daun stevia (Das et al., 2022). 

Dari segi perolehan ekstrak, metode pengeringan, ekstraksi, dan jenis pelarut yang 

digunakan juga dapat mempengaruhi komposisi kimia, antioksidan, bahkan 

aktivitas antimikrobial dari ekstrak daun stevia (Özyiğit et al., 2023). Selain metode 

ABTS, terdapat berbagai jenis metode pengukuran kapasitas antioksidan yang 
tersedia, seperti DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) sebagai alternatif ABTS, 

yang dapat menghasilkan nilai IC50 bervariasi (Özyiğit et al., 2023). 

Senyawa dengan nilai IC50 <50 µg/mL dikategorikan sebagai antioksidan 

sangat kuat (Kusumawati et al., 2021); dengan demikian, ekstrak stevia dapat 

dikategorikan sebagai antioksidan sangat kuat. Trolox sendiri merupakan 
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antioksidan poten yang disintesis dari vitamin E sehingga digunakan sebagai 

kontrol positif (Kusumorini et al., 2022). Dengan IC50 yang tidak berbeda jauh dari 

Trolox, kapasitas antioksidan ekstrak stevia dapat dikatakan cukup poten dan 

mampu bersaing dengan suplemen antioksidan yang ada, walaupun dibutuhkan 

studi lanjut untuk melihat mekanisme kinerja ekstrak stevia secara lebih detail. 

Selain itu, ekstrak stevia bersifat alami dengan berbagai kandungan senyawa 

metabolit yang memiliki potensi untuk kesehatan lebih luas. 

 

Uji Toksisitas Ekstrak Daun Stevia rebaudiana 

Metode bioassay BSLT digunakan untuk mengetahui potensi sitotoksiksitas 

ekstrak metanol daun stevia terhadap hewan uji, yaitu larva udang Artemia salina, 

yang ditentukan melalui jumlah larva yang mati. Metode ini banyak digunakan 

sebagai uji toksisitas awal karena sederhana dan cepat (Kurniawan & Ropiqa, 

2021). Pada konsentrasi rendah, ekstrak stevia tidak dapat menyebabkan kematian 

pada larva A. salina (0% mortalitas). Sedangkan pada konsentrasi ekstrak stevia 

yang cukup besar, yakni 2500 µg/mL, ekstrak stevia baru dapat menyebabkan 

kematian dalam jumlah kecil (5% mortalitas) (Gambar 4). 
  

 
Gambar 4. Tingkat Mortalitas Ekstrak Daun Stevia dengan uji Brine Shrimp 

Lethality Test dalam Berbagai Konsentrasi Uji. 

 

Berdasarkan persentase mortalitas dan log konsentrasi, didapatkan persamaan 

garis y=378.17x–1284.5 untuk penentuan nilai LC50. Dari persamaan tersebut, LC50 

untuk ekstrak stevia diperoleh sebesar 3388.44 µg/mL sebagaimana disajikan pada 

Tabel 3. Dikarenakan nilai LC50 melebihi 1000 µg/mL, maka ekstrak stevia ini 

dikategorikan bersifat non-toksik (Surya et al., 2022) dan tidak memiliki aktivitas 

antimitosis dan sitotoksik (F. Fauziah et al., 2021).  

 
Tabel 3. Toksisitas Ekstrak Daun Stevia terhadap Larva Artemia salina 

Konsentrasi 

(µg/mL) 
%Mortalitas 

LC50 

(µg/mL) 

2500 5.88 

3388.44 
3000 24.39 

3500 50.00 

4000 84.21 
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Pada studi lain, ekstrak stevia dengan beberapa jenis pelarut menghasilkan 

nilai LC50 yang bervariasi. Pada fraksi kloroform atau heksana, ekstrak stevia 

memiliki LC50 700 µg/mL hingga 882 µg/mL, sehingga memiliki tingkat toksisitas 

moderat. Sedangkan pada fraksi air, tingkat toksisitas ekstrak stevia sangat rendah 

dengan LC50 sebesar 3391 µg/mL. Terlepas dari tingkat toksisitas yang rendah, 

ekstrak stevia dalam fraksi air memiliki kapasitas antioksidan yang juga rendah, 

dengan nilai IC50 641 µg/mL (Nuryandani et al., 2024). Dengan demikian, ekstrak 

stevia dalam metanol pada penelitian ini memiliki kombinasi hasil yang cukup 

memuaskan, yakni memiliki kandungan fenolik dan kapasitas antioksidan yang 

sangat tinggi dengan tingkat toksisitas yang sangat rendah. 

 

SIMPULAN 

Berdasarkan hasil penelitian ini disimpulkan bahwa ekstrak metanol daun 

Stevia rebaudiana memiliki kandungan fitokimia yang besar dengan berbagai 

manfaat yang masih dapat dieksplorasi. Terlebih lagi, kapasitas antioksidan ekstrak 

stevia sangat tinggi dengan aktivitas yang hampir sama dengan Trolox, analog 

vitamin E. Uji awal keamanan ekstrak stevia menunjukkan bahwa ekstrak ini 

bersifat non-toksik sehingga dapat dikatakan cukup aman. Akhir kata, studi ini 

menyimpulkan potensi ekstrak daun Stevia rebaudiana sebagai suplemen 

antioksidan alamiah. 
 

SARAN  

Walaupun selama ini daun Stevia rebaudiana banyak diaplikasikan sebagai 

alternatif pengganti gula pasir bagi penderita diabetes, pemanfaatan ekstrak daun 

stevia masih dapat dieksplorasi lebih luas, seperti sebagai suplemen antioksidan. 

Oleh karena itu, diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai formulasi konsentrasi 

sediaan, efek toksisitas, serta potensi antioksidan daun stevia secara in vivo untuk 

mengetahui lebih lanjut mekanisme kerja ekstrak stevia dalam tubuh, serta efek 

jangka panjang yang mungkin dapat timbul. 
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