


[bookmark: _Hlk171345037]BAB III
METODE PENELITIAN

3.1	Jenis dan Rancangan Penelitian
	Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental yang dilakukan di laboratorium. Data yang dikumpulkan merupakan data kualitatif dan kuantitatif yang mana diambil dari hasil pengumpulan sampel, karakteristik simplisia, skrining fitokimia, pembuatan ekstrak daun salam, pembuatan CuNO3, Sintesis nanopartikel tembaga yang diuji dengan Spektrofotometri Uv-Vis dan Particle Size Analyzer (PSA), serta dilakukan uji aktivitas antioksidan dengan menggunakan metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) yang berperan sebagai radikal bebas.
3.1.1	Variabel Penelitian 
	Variabel penelitian ini dibagi menjadi tiga macam yaitu : 
a.	Variabel Bebas 
	Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi antara ekstrak daun salam dan konsentrasi Cu dengan variasi rasio (1:1, 1:2, 1:3 dan 1:4) dalam pembentukan nanopartikel tembaga (CuNPs) yang digunakan untuk uji aktivitas antioksidan dengan menggunakan metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil).       b.	Variabel Terikat 
	Variabel terikat dalam penelitian ini adalah nanopartikel tembaga yang terbentuk dari sintesis menggunakan ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum (Wight.) Walp.) serta uji aktivitas antioksidan nanopartikel tembaga dengan menggunakan metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil). 
      
c.	Variabel Kontrol 
	Variabel kontrol dalam penelitian ini adalah suhu, waktu, dan kecepatan pengadukan pada proses pembentukan nanopartikel tembaga menggunakan ekstrak daun salam sebagai bioreduktor. Faktor luar yang dapat mempengaruhi variabel bebas dan variabel terikat pada uji aktivitas antioksidan adalah dengan penambahan reagen DPPH dan pelarut metanol.
3.1.2	Parameter Penelitian
	Parameter yang digunakan dalam penelitian ini adalah diawali dengan optimasi parameter sintesis berupa konsentrasi ekstrak air tanaman daun salam dan suhu sintesis yang digunakan. Komponen parameter yang diukur dalam proses optimasi ini adalah parameter organoleptis berupa warna tembaga yang dihasilkan dari masing-masing kombinasi konsentrasi ekstrak daun salam, ukuran nanopartikel yang dihasilkan dari sintesis nanopartikel tembaga menggunakan Cu, dan parameter radikal bebas dalam uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH.

3.2	Jadwal dan lokasi Penelitian
3.2.1	Jadwal Penelitian
[bookmark: _Hlk181037501]	Penelitian dilaksanakan pada bulan Februari 2024 sampai bulan Juli 2024.
3.2.2	Lokasi Penelitian
[bookmark: _Hlk181037450]	Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmasi Terpadu Universitas Muslim Nusantara (UMN) Al-Washliyah Medan.

3.3	Bahan dan Peralatan
3.3.1	Bahan Penelitian
[bookmark: _Hlk208241129]	Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah aquadest, asam klorida, 
[bookmark: _Hlk208241210]asam sulfat, CuNO3 0,01 N, daun salam (Syzygium polyanthum (Wight.) Walp.), HCl 10%, HCl 0,1N, HNO3, kertas saring Whatman No. 1, Kloroform, Methanol, pereaksi Besi (III) klorida 1%, pereaksi Bouchardat, pereaksi Dragendroff, pereaksi Mayer, pereaksi Molisch, reagen 1,1-difenil-2-pikrilhidrail DPPH, Toluen.
3.3.2	Peralatan Penelitian
[bookmark: _Hlk208241517]	Peralatan yang digunakan pada penelitian ini  meliputi : ball pipet, batang pengaduk, beaker glass, blender, cawan penguap, corong, Erlenmeyer, gelas ukur, hot plate, labu ukur, magnetic stirrer, oven, particle size analyzer, pipet ukur, pipet volume, rak dan tabung reaksi, spatula, spektrofotometer uv-vis, dan timbangan analitik.

3.4	Persiapan Bahan
3.4.1	Determinasi Sampel
	Determinasi tumbuhan dilakukan di Hebarium Medanese (MEDAN) Departemen Biologi FMIPA Universitas Sumatera Utara Jalan Bioteknologi No.1 Kampus USU Medan.
3.4.2	Pengambilan Sampel
[bookmark: _Hlk208242693]	Sampel yang digunakan adalah daun salam (Syzygium polyanthum (Wight.) Walp.) yang berwarna hijau yang diambil dari kecamatan Binjai utara, Kota Binjai.
3.4.3 	Pengolahan Sampel	
	Sampel daun salam diambil di binjai utara sebanyak 5 kg yang dipetik langsung dari pohon dengan kriteria daun masih segar dan bagus, dengan warna hijau sama rata kemudian disortasi basah dengan tujuan untuk memisahkan kotoran-kotoran atau bahan-bahan lainnya. Lalu dilakukan pencucian dengan air mengalir bertujuan menghilangkan pengotor lainnya yang melekat pada daun tersebut. Kemudian dilakukan perajangan dengan cara diiris tipis yang bertujuan mempermudah saat proses pengeringan, pengepakan dan penggilingan. Selanjutnya, dilakukan pengeringan dengan cara pengeringan buatan yaitu dimasukkan kedalam lemari pengering dengan suhu 40-50ºC. Kemudian, dilakukan sortasi kering tujuannya untuk memisahkan benda-benda asing seperti bagian tanaman yang tidak diinginkan dan pengotoran-pengotoran lain yang masih ada tertinggal pada simplisia kering. Kemudian simplisia diserbukan menggunakan blender, diayak dan ditimbang. Serbuk simplisa yang diperoleh disimpan di dalam wadah yang bersih dan tertutup rapat (Depkes RI., 1985).

3.5	Karakterisasi Simplisia
3.5.1	Penetapan Kadar Sari Larut Air 
	Simplisia sebanyak 5 g ditimbang, masukkan ke dalam labu bersumbat, ditambahkan 100 mL air jenuh kloroform. Kocok berkali-kali selama 6 jam pertama, biarkan selama 18 jam. Filtrat disaring dan diuapkan hingga kering dalam cawan dangkal beralas datar yang telah ditara. Residu dipanaskan pada suhu 105°C hingga bobot tetap, hitung kadar dalam % sari larut air (Kemenkes RI., 2017).
3.5.2	Penetapan Kadar Sari Larut Etanol 
	Simplisia sebanyak 5 g dtimbang, masukkan ke dalam labu bersumbat, tambahkan 100 mL etanol 95% P. Kocok berkali-kali selama 6 jam pertama, biarkan selama 18 jam. Filtrat disaring dan diuapkan hingga kering dalam cawan dangkal beralas datar yang telah ditara. Residu dipanaskan pada suhu 105°C hingga bobot tetap, hitung kadar dalam % sari larut air (Kemenkes RI., 2017).


3.5.3	Penetapan Kadar Abu Total 
	Simplisia sebanyak 2 g ditimbang dan dimasukkan ke dalam krus silikat yang telah dipijar dan ditara, pijarkan perlahanlahan hingga suhu yang menyebabkan senyawa organik dan turunannya terdestruksi dan menguap sampai tinggal unsur mineral dan anorganik saja yaitu pada suhu 600 ± 25°C, dinginkan dan timbang. Kadar abu total dihitung terhadap berat bahan uji, dinyatakan dalam % b/b (Kemenkes RI., 2017).
3.5.4	Penetapan Kadar Abu Tidak Larut Asam	
	Abu yang diperoleh pada penetapan kadar abu total dididih-kan dengan 25 mL asam klorida encer LP selama 5 menit. Bagian yang tidak larut dalam asam dikumpulkan, saring melalui kertas saring bebas abu. Kadar abu yang tidak larut dalam asam dihitung terhadap berat bahan uji, dinyatakan dalam % b/b (Kemenkes RI., 2017).
3.5.5	Penetapan Kadar Air 
[bookmark: _Hlk172674467]	Kadar air ditetapkan dengan cara destilasi toluen. Toluen yang digunakan dijenuhkan dengan air terlebih dahulu, kemudian simplisia dan ekstrak masing-masing sebanyak 5 g ditimbang dan dimasukkan ke dalam labu alas bulat dan ditambahkan toluen yang telah dijenuhkan. Labu dipanaskan selama 15 menit, setelah toluen mulai 41 mendidih, penyulingan diatur 2 tetes/ detik, lalu 4 tetes/detik. Setelah semua air tersuling, pemanasan dilanjutkan selama 5 menit. Biarkan tabung penerima dalam keadaan dingin mencapai hingga suhu kamar. Volume air dibaca sesudah toluen dan air memisah sempurna (Kemenkes RI., 2014).

3.5.6	Pemeriksaan Makroskopik 
	Pemeriksaan makroskopik dilakukan dengan cara memperhatikan bentuk, 
ukuran, warna, rasa dan bau terhadap simplisia (Syzygium polyanthum (Wight.) Walp.) (Depkes RI, 1995).
3.5.7	Pemeriksaan Mikroskopik 
	Pemeriksaan mikroskopik dilakukan terhadap serbuk simplisia (Syzygium polyanthum (Wight.) Walp.) dengan cara serbuk simplisia ditaburkan di atas object glass yang telah ditetesi dengan kloral hidrat sebanyak 1 tetes dan ditutup dengan deck glass, kemudian diamati di bawah mikroskop (Depkes RI, 1995).

3.6 	Skrinning Fitokimia 
	Skrining fitokimia dilakukan terhadap sampel uji. Pengujian ini meliputi alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, glikosida dan steroid/triterpenoid uji ini dilakukan untuk mengidentifikasi senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada (Syzygium polyanthum (Wight.) Walp.).
3.6.1	Pemeriksaan Alkaloid 
	Ditimbang simplisia daun salam sebanyak 0,5 gram, kemudian ditambahkan 1 ml asam klorida 2 N dan 9 ml akuades, dipanaskan di atas penangas air selama 2 menit, didinginkan dan disaring. Filtrat yang diperoleh dipakai untuk uji alkaloid. Ke dalam 3 tabung reaksi dimasukkan 0,5 ml filtrat. Pada masing-masing tabung reaksi: 
a. Ditambahkan 2 tetes pereaksi Mayer, akan terbentuk endapan berwarna putih atau kuning. 
b. Ditambahkan 2 tetes pereaksi Dragendorff, akan terbentuk endapan berwarna coklat atau jingga kecoklatan. 
c. Ditambahkan 2 tetes pereaksi Bouchardat, akan terbentuk endapan berwarna coklat sampai kehitaman. 
	Alkaloid dinyatakan positif jika terjadi endapan atau kekeruhan pada dua dari tiga pereaksi di atas (Depkes RI, 1995).
3.6.2	Pemeriksaan Flavonoid 
	Sebanyak 10 g simplisia daun salam ditambahkan dengan 100 ml air panas, kemudian dididihkan selama 5 menit dan disaring dalam keadaan panas, ke dalam 5 ml filtrat ditambahkan 0,1 g serbuk magnesium dan 1 ml asam klorida pekat dan 2 ml amil alkohol, dikocok dan dibiarkan hingga memisah. Flavonoid dinyatakan positif apabila terdapat warna merah atau kuning atau jingga pada lapisan amil alkohol (Depkes RI, 1995).
3.6.3	Pemeriksaan Saponin 
	Ditimbang simplisia daun salam sebanyak 0,5 g dan dimasukan ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan 10 ml air panas, dinginkan kemudian dikocok kuat kuat selama 10 detik. Terbentuk busa setinggi 1 sampai 10 cm yang stabil tidak kurang dari 10 menit dan tidak hilang apabila ditambahkan dengan 1 tetes asam klorida 2 N menunjukkan adanya saponin (Depkes RI, 1995).
3.6.4	Pemeriksaan Tanin 
	Ditimbang simplisia daun salam sebanyak 0,5 gram, dididihkan selama 3 menit dalam 10 ml akuades, kemudian didinginkan dan disaring. Pada filtrat ditambahkan 1-2 tetes pereaksi besi (III) klorida 1%, jika terjadi warna biru kehitaman atau hijau kehitaman menunjukan adanya tanin (Depkes RI, 1995).


3.6.5	Pemeriksaan Glikosida 
	Ditimbang simplisia daun salam sebanyak 3 gram, lalu disari dengan 30 ml campuran etanol 95% dengan air (7:3) dan 10 ml asam klorida 2 N, direfluks selama 2 jam, didinginkan dan disaring. Diambil 20 ml filtrat ditambahkan 25 ml akuades dan 25 ml timbal (II) asetat 0,4 M, dikocok, didiamkan 5 menit lalu disaring. Filtrat disari dengan 20 ml campuran isopropanol dan kloroform (2:3), dilakukan berulang sebanyak 3 kali. Sari air dikumpulkan dan diuapkan pada temperatur tidak lebih dari 50°C. Sisanya dilarutkan dalam 2 ml metanol. Larutan metanol digunakan untuk percobaan berikut: 0,1 ml larutan percobaan dimasukan dalam tabung reaksi dan diuapkan diatas penangas air. Pada sisa ditambahkan 2 ml air dan 5 tetes pereaksi Molisch, kemudian secara perlahan-lahan ditambahkan 2 ml asam sulfat pekat melalui dinding tabung, terbentuknya cincin berwarna ungu pada batas kedua cairan menunjukkan ikatan gula (Depkes RI, 1995).
3.6.6	Pemeriksaan Steroid/Triterpenoid 
	Ditimbang simplisia daun salam 1 g, di maserasi dalam 20 ml n-heksan selama 2 jam kemudian disaring. Filtrat sebanyak 5 ml diuapkan dalam cawan penguap sampai kering. Kedalam residu ditambahkan 20 tetes asam asetat anhidrat dan 1 tetes asam sulfat pekat (pereaksi Liebermann-Burchard). Terbentuknya warna ungu atau merah yang berubah menjadi biru hijau menunjukkan adanya steroida/triterpenoida (Harborne, 1987).

3.7	Pembuatan Ekstrak Daun Salam
[bookmark: _Hlk208242811][bookmark: _Hlk208244516]	Ekstrak salam diperoleh dari daun salam yang didapat dari kebun yang berada di Binjai. Proses untuk mendapatkan ekstrak dilakukan dengan cara daun salam dicuci bersih dengan aquadest untuk menghilangkan pengotor kemudian dikeringkan. Daun salam yang telah bersih kemudian dikeringkan hingga berubah menjadi rapuh dan hancur, kemudian daun yang sudah kering diblender hingga berubah menjadi serbuk daun salam. Daun salam halus diekstrak dengan metode ekstraksi pemanasan menggunakan aquadest, sebanyak 5 g simplisia daun salam halus ditambahkan 100 mL aquadest dipanaskan pada suhu 80ºC selama 30 menit diaduk menggunakan magnetic stirrer. Selanjutnya hasil ekstraksi disaring untuk memisahkan filtrat dengan residunya. Residu berupa padatan salam sedangkan filtratnya berupa larutan salam berwarna hijau kecoklatan yang digunakan sebagai larutan induk bioreduktor (Wara, 2017).

[bookmark: _Toc153281656]3.8	Pembuatan Larutan CuNO3
[bookmark: _Hlk208246267]	Senyawa CuNO3 padat ditimbang sebanyak 2,416 gram kemudian dimasukkan dalam gelas kimia 1000 mL yang berisi aquadest. Campuran diaduk menggunakan stirrer dengan tujuan agar larutan tersebut dapat terlarut homogen. Hal ini ditunjukkan oleh adanya warna biru bening dari larutan CuNO3. Lalu dibuat pengenceran larutan tembaga dengan empat perbandingan rasio yaitu 1:1, 1:2, 1:3 dan 1:4 dalam labu ukur 50 mL (Wara, 2017).

[bookmark: _Hlk208246968] 3.9	Sintesis Nanopartikel Tembaga Ekstrak Daun Salam dengan Metode 
Reduksi
[bookmark: _Hlk208247022][bookmark: _Hlk208247895]	Sintesis ini dilakukan dengan menggunakan metode reduksi. Larutan ekstrak tanaman daun salam sebanyak 25 mL diencerkan sampai 1000 mL. Selanjutnya larutan ekstrak tanaman daun salam dan larutan CuNO3 0,01 M tersebut dicampur dengan rasio 1:1, 1:2, 1:3 dan 1:4 dengan total volume 50 mL. Selanjutnya campuran ekstrak tanaman dan larutan CuNO3 diaduk selama 30 menit. Campuran setelah diaduk kemudian didiamkan selama 24 jam, dimana terjadi perubahan warna, dan sudah mulai terbentuk endapan nanopartikel tembaga ditandai dengan adanya nanopartikel melayang-layang dan setelah 24 jam terbentuk endapan tembaga ditandai dengan perubahan warna dari coklat kehijauan. Setelah itu diaduk sebentar menggunakan stirrer kemudian dianalisis Particle Size Analizer (PSA) untuk di cek ukuran nanopartikel tembaga (Wara, 2017).

[bookmark: _Hlk208247983]3.10	Karakterisasi Nanopartikel Tembaga
[bookmark: _Hlk208248019]3.10.1	Analisis Kuantitatif Nanopartikel Tembaga 
[bookmark: _Hlk208248047]	Serbuk tembaga ditimbang 50 mg dimasukkan ke dalam labu tentukur 50 mL dan dicukupkan volumenya dengan aquadest hingga tanda batas dengan konsentrasi 1000 ppm. Selanjutnya larutan tembaga 1000 ppm dilakukan pengenceran yaitu konsentrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm dan 10 ppm.
[bookmark: _Hlk208248372]3.10.2	Penentuan Operating Time 
[bookmark: _Hlk208248391]	Larutan tembaga dipipet sebanyak 1 ml dimasukkan ke dalam labu tentukur 5 ml dilarutkan dengan aquadest dan dicukupkan sampai tanda batas. kemudian larutan diukur absorbansinya tiap menit pada panjang gelombang maksimum selama 60 menit hingga memperoleh absorbansi yang stabil.
[bookmark: _Hlk208248571]3.10.3 Pembuatan Kurva Baku Tembaga 
[bookmark: _Hlk208248591]	Larutan baku dengan konsentrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm dan 10 ppm. Masing-masing diukur absorbansinya menggunakan alat spektrofotometri serapan atom pada panjang gelombang yang di hasilkan yaitu gelombang 324,8 nm kurva baku dibuat dengan cara memplot nilai absoran terhadap konsentrasi larutan (ppm).
[bookmark: _Hlk208248709]3.10.4 Particle Size Analyzer (PSA) 
[bookmark: _Hlk208248739]	Nanopartikel tembaga yang terbentuk dikarakterisasi dengan PSA bertujuan untuk menentukan ukuran partikel yang diawali dengan larutan biosintesis yang sudah berubah warna dilakukan sentrifugasi. Kemudian sampel dihomogenkan dengan vortex. Sampel larutan nanopartikel tembaga dimasukkan ke dalam kuvet sebanyak 3 mL. Kemudian kuvet dimasukkan ke dalam instrumen dan ditembakkan dengan sinar tampak sehingga terjadi difraksi. Analisa distribusi ukuran pada partikel berdasarkan pada ukuran maksimum yang dihasilkan dalam persentase volume sampel tertentu. Data hasil pengujian distribusi partikel tercatat dalam komputer yang terhubung pada alat.

[bookmark: _Hlk208248861]3.11	Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH 
3.11.1	Prinsip Metode Penangkapan Radikal Bebas DPPH 
[bookmark: _Hlk208248947]	Kemampuan sampel uji dalam meredam proses oksidasi DPPH (1,1-diphenyl 2-picryhidrazyl) sebagai radikal bebas dalam larutan etanol dan methanol (sehingga terjadi peredaman warna ungu DPPH) dengan nilai IC50 (sebagai konsentrasi sampel uji yang mampu menurunkan radikal bebas sebesar 50%) digunakan sebagai parameter untuk menentukan aktivitas antioksidan sampel uji tersebut (Molyneux, 2004).
3.11.2 Pembuatan Larutan Induk Baku DPPH 
	Ditimbang 10 mg DPPH dimasukkan ke dalam labu tentukur 50 ml kemudian dilarutkan dengan methanol dan dicukupkan sampai garis tanda, hingga diperoleh larutan DPPH dengan konsentrasi 200 µg/ml (Molyneux, 2004).

3.11.3 Pembuatan Larutan Blanko 
	Larutan baku DPPH dengan konsentrasi 200 µg/ml dipipet sebanyak 1 ml, kemudian dimasukkan ke dalam labu tentukur 5 ml dicukupkan dengan methanol sampai garis tanda, sehingga didapat konsentrasi 40 µg/ml. larutan disimpan ditempat yang terlindung dari cahaya (Molyneux, 2004).
3.11.4 Penentuan Panjang Gelombang Serapan Maksimum DPPH 
	Larutan baku DPPH dengan konsentrasi 200 µg/ml dipipet sebanyak 1 ml, kemudian dimasukkan ke dalam labu tentukur 5 ml dicukupkan dengan methanol sampai garis tanda, sehingga didapat konsentrasi 40 µg/ml, lalu dimasukkan ke dalam kuvet dan diukur serapannya dengan panjang gelombang 400-800 nm menggunakan spektrofotometer Uv-Vis sehingga diperoleh panjang gelombang maksimum DPPH (Molyneux, 2004).
3.11.5 Penentuan Operating Time 
	Larutan DPPH konsentrasi 200 µg/ml dipipet sebanyak 1 ml dimasukkan ke dalam labu tentukur 5 ml dilarutkan dengan methanol dan dicukupkan sampai tanda batas diperoleh konsentrasi 40 µg/ml. kemudian larutan diukur absorbansinya tiap menit pada panjang gelombang maksimum selama 60 menit hingga memperoleh absorbansi yang stabil (Molyneux, 2004).
3.11.6 Pengukuran Absorbansi DPPH 
	Setelah penambahan sampel dipipet larutan sampel konsentrasi 200 µg/ml masing-masing sebanyak 1 ml; 1,5 ml; 2 ml; 2,5 ml; dan 3ml, dimasukkan ke dalam labu tentukur 5 ml. ke dalam masing- masing labu tentukur tambahkan 1 ml larutan DPPH konsentrasi 200 µg/ml volumenya dicukupkan sampai tanda batas (diperoleh konsentrasi larutan uji 40, 60, 80, 100 dan 120 µg/ml), kemudian didiamkan ditempat gelap selama 30 menit pada suhu kamar. Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 517 nm. Dilakukan sebanyak tiga kali pengulangan (Dwiputri & Feroniasanti, 2019).
3.11.7 Pembuatan Larutan Pembanding Vitamin C 
	Ditimbang serbuk vitamin C sebanyak 5 mg. Lalu dilarutkan dengan metanol p.a didalam labu ukur 50 mL, lalu dicukupkan volumenya sampai tanda batas sehingga diperoleh larutan induk vitamin C dengan konsentrasi 100 ppm.
3.11.8 Pembuatan Larutan Konsentrasi Vitamin C 
[bookmark: _Toc153281678]	Dari larutan induk vitamin C diambil sebanyak 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; dan 5,0 mL. Ditambahkan methanol p.a sampai 50 mL sehingga diperoleh variasi konsentrasi vitamin 2, 4, 6, 8, 10 ppm (Venalia, 2021).
3.11.9	Pengukuran IC50 Antioksidan
	Data absorbansi masing-masing sampel uji dihitung % inhibisi dengan menggunakan rumus berikut:
[image: ]
	Persen inhibisi digunakan untuk menentukan presentase hambatan dari suatu sampel uji terhadap radikal bebas.Setelah dihitung persen inhibisi selanjutnya ditentukan nilai (inhibition concentration) IC50 yakni parameter yang digunakan untuk menginpretasikan hasil dari uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH. Nilai (inhibition concentration) IC50 didefinisikan sebagai konsentrasi larutan atau substrat yang mampu mereduksi aktivitas DPPH sebesar 50%. Semakin kecil IC50 berarti semakin tinggi nilai aktivitas antioksidannya. Nilai IC50 diperoleh dari regresi linear :
y = a(x) + b
Keterangan: 
a. y = Menyatakan nilai IC (inhibitor concentration) yang dicari, yaitu sebesar 50. 
b. x = Menyatakan nilai dari IC50. Nilai IC50 menyatakan konsentrasi larutan sampel yang dibutuhkan untuk mereduksi DPPH sebesar 50%.
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