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ABSTRAK

Pengembangan produk makanan fungsional berbasis bahan alami menawarkan peluang
besar untuk memberikan manfaat kesehatan melalui aktivitas antioksidan yang kuat. Studi
ini bertujuan untuk mengoptimalkan formulasi teh herbal yang terbuat dari daun salam
(Syzygium polyanthum), daun mint (Mentha piperita L.), dan jeruk nipis (Citrus
aurantifolia), dengan fokus pada aktivitas antioksidannya. Studi ini menggunakan
pendekatan eksperimental melalui metode desain campuran yang didukung oleh perangkat
lunak Design-Expert. Rentang proporsi bahan yang digunakan adalah 40-60% untuk daun
salam, 20-40% untuk daun mint, dan 0-20% untuk jeruk nipis, dengan komposisi total
100%. Sebanyak 14 formulasi diuji aktivitas antioksidannya menggunakan metode DPPH,
dengan persentase penghambatan radikal bebas sebagai ukuran utama. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa semua formulasi menunjukkan aktivitas antioksidan yang tinggi,
dengan nilai penghambatan berkisar antara 78,95% hingga 89,31%. Daun salam
memberikan kontribusi paling signifikan terhadap peningkatan aktivitas penghambatan,
sementara daun mint dan jeruk nipis berperan sebagai komponen pendukung. Analisis
statistik mengidentifikasi model kuadratik sebagai model terbaik, meskipun tidak mencapai
signifikansi statistik yang sempurna. Optimasi numerik menghasilkan formulasi optimal
dengan komposisi 60,00% daun salam, 23,89% daun mint, dan 16,11% jeruk nipis, yang
diperkirakan memiliki nilai inhibisi 86,18% dengan nilai keingingan 0,698. Formulasi ini
menunjukkan potensi besar untuk dikembangkan menjadi minuman teh herbal fungsional
dengan aktivitas antioksidan yang superior.

Kata Kunci : teh herbal fungsional, Aktivitas antioksidan, daun salam

ABSTRACT

The development of functional food products based on natural ingredients offers great
opportunities to provide health benefits through strong antioxidant activity. This study aims
to optimize the formulation of herbal tea made from bay leaves (Syzygium polyanthum), mint
leaves (Mentha piperita L.), and lime (Citrus aurantifolia), with a focus on its antioxidant
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activity. This study uses an experimental approach through a mixture design method
supported by Design-Expert software. The range of ingredient proportions used is 40-60%
for bay leaves, 20-40% for mint leaves, and 0-20% for lime, with a total composition of
100%. A total of 14 formulations were tested for their antioxidant activity using the DPPH
method, with the percentage of free radical inhibition as the main measure. The results
showed that all formulations exhibited high antioxidant activity, with inhibition values
ranging from 78.95% to 89.31%. Bay leaves contributed most significantly to the increase
in inhibition activity, while mint leaves and lime played a supporting role. Statistical
analysis identified the quadratic model as the best model, although it did not achieve perfect
statistical significance. Numerical optimization produced an optimal formulation with a
composition of 60.00% bay leaves, 23.89% mint leaves, and 16.11% lime, which is
estimated to have an inhibition value of 86.18% with a desirability value of 0.698. This
formulation shows great potential to be developed into a functional herbal tea drink with
superior antioxidant activity.

Keywords : Functional herbal tea, Antioxidant activity, Bay leaf

PENDAHULUAN Tanaman ini memiliki kemampuan
Peningkatan kesadaran adaptasi yang baik terhadap kondisi
masyarakat ~ terhadap pentingnya agroklimat Indonesia, sehingga dapat

konsumsi  pangan bergizi dan aman tumbuh dan berkembang secara optimal

telah mendorong intensifikasi penelitian di berbagai wilayah dengan

di bidang pangan fungsional. Pangan karakteristik lingkungan yang

fungsional tidak hanya berperan sebagai
sumber energi dan nutrien esensial,
tetapi juga mengandung senyawa
bioaktif yang berpotensi memberikan
efek fisiologis positif serta berkontribusi
terhadap peningkatan fungsi tubuh dan
status kesehatan individu (Amalina et
al., 2024). Penelitian ini bertujuan untuk
mengidentifikasi senyawa antioksidan
yang memiliki potensi tinggi, khususnya
yang bersumber dari bahan alami. Salah
satu bahan pangan yang dikenal
mengandung antioksidan adalah teh.
Teh (Camellia sinensis)
merupakan komoditas perkebunan yang
telah lama dikenal dan dimanfaatkan

secara luas oleh masyarakat Indonesia.

mendukung. (Amalina et al.,2024). Teh
termasuk salah satu jenis minuman yang
umumnya  digemari masyarakat,
biasanya minuman ini dapat diseduh dan
diminum dalam keadaan panas maupun
hangat. Teh juga dikenal sebagai
minuman herbal karena mempunyai
banyak manfaat bagi kesehatan.

Daun teh diketahui mengandung
berbagai senyawa bioaktif, antara lain
antioksidan, polifenol, asam amino, dan
kafein. Komponen bioaktif tersebut
memiliki aktivitas farmakologis yang
beragam, seperti menurunkan tekanan
darah dan kadar kolesterol, berfungsi
sebagai agen  antimikroba dan

antikanker, serta berperan dalam
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membantu regulasi kadar glukosa darah
dalam tubuh (Azizah et al., 2022).

Minuman teh herbal merupakan
salah satu bentuk konsumsi yang
populer di kalangan masyarakat karena
sifatnya yang praktis, mudah dalam
penyajian, serta memiliki cita rasa yang
khas. Selain itu, teh herbal mengandung
senyawa bioaktif seperti polifenol dan
flavonoid yang diketahui memiliki
aktivitas antioksidan tinggi. (Anjarsari,
2016). Antioksidan dapat dibagi
menjadi dua jenis, yaitu antioksidan
alami dan sintetis (Kurniawati &
Sutoyo, 2021). Antioksidan alami dapat
dijumpai pada beberapa sumber nabati,
seperti buah- buahan, sayuran, rempah-
rempah, teh, serta senyawa biologis
seperti enzim dan protein (Widiya
Helmalia et al., 2019). Antioksidan dari
sumber bahan alami berperan penting
untuk menetralkan radikal bebas dan
menjaga homeostasis oksidatif dalam
tubuh (Hudz et al., 2023).

Teh herbal termasuk dalam
kelompok minuman fungsional yang
kaya akan senyawa antioksidan. Produk
ini dapat diformulasi dari berbagai
bagian tanaman, seperti daun, biji,
bunga, maupun akar. Salah satu spesies
tanaman yang umum digunakan sebagai
bahan  dasar teh  herbal adalah
Mentha piperita L. atau dikenal

sebagai daun mint. Berdasarkan hasil

pengujian terhadap berbagai jenis
ekstrak daun mint, diketahui bahwa
tanaman tersebut menunjukkan aktivitas
antioksidan yang tinggi dan berpotensi
memberikan  efek  biologis  yang
bermanfaat bagi kesehatan. (Tafrihi et
al., 2021).

Daun mint (Mentha piperita L.)
mengandung berbagai senyawa fenolik,
antara lain asam rosmarinat, luteolin-7-
O- rutinosida, dan eriocitrin. Selain itu,
daun ini juga kaya akan komponen
bioaktif seperti asam fenolat,
flavonoid, serta minyak esensial yang
berfungsi sebagai antioksidan alami.
Senyawa-senyawa tersebut memiliki
kemampuan dalam menangkap radikal
bebas dan mempertahankan stabilitas sel
melalui mekanisme penetralan radikal,
sehingga dapat mencegah terjadinya
stres oksidatif pada jaringan biologis
(Endriyatno et.al.,2023).

Radikal bebas
molekul reaktif dan tidak stabil yang

merupakan

dapat terbentuk secara endogen melalui
proses metabolisme normal maupun
secara eksogen akibat paparan faktor
lingkungan, seperti polusi udara, radiasi,
dan  konsumsi  makanan olahan.
Akumulasi radikal bebas dalam jumlah
berlebih dapat memicu terjadinya stres
oksidatif, yang berhubungan erat
dengan proses penuaan serta munculnya

berbagai penyakit degeneratif, termasuk
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diabetes melitus, penyakit
kardiovaskular, dan kanker. Dalam
konteks ini, antioksidan berperan
penting dalam menetralkan radikal
bebas serta berfungsi untuk menunda,
menghambat, atau  memperlambat
proses oksidasi yang merusak struktur
seluler. (AGUSTINA, 2017).

Daun salam (Syzygium
polyanthum) telah lama dikenal sebagai
salah satu rempah sekaligus bahan obat
tradisional yang banyak digunakan
dalam pengobatan herbal di Indonesia.
Daun ini mengandung beragam senyawa
bioaktif, terutama flavonoid, tanin, dan
saponin, yang berkontribusi terhadap
aktivitas antioksidannya. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa ekstrak
etanol daun salam memiliki kemampuan
penangkapan radikal bebas DPPH yang
kuat, dengan nilai ICso sebesar 66,38
ppm, sehingga menunjukkan
efektivitasnya  dalam  menetralkan
radikal bebas dan mencegah reaksi
oksidatif. (Kanggaran et al., 2025).
Mekanisme antioksidan daun salam
terutama disebabkan oleh flavonol dan
asam fenolat yang mampu mendonorkan
elektron dan menstabilkan radikal
bebas.

Jeruk nipis (Citrus aurantifolia)
merupakan famili Rutaceae yang
mengandung vitamin C, flavonoid, asam

sitrat, dan minyak atsiri yang berperan

sebagai antioksidan alami (Rafig et al.,
2018). Kandungan vitamin C yang
tinggi ini berfungsi sebagai donor
elektron yang bereaksi cepat dengan
radikal bebas sehingga dapat mencegah
stres oksidatif dalam tubuh. Penelitian
Zou et al. (2016) mengindikasikan
bahwa ekstrak etanol jeruk nipis
menunjukkan aktivitas penangkapan
radikal bebas DPPH yang kuat, dengan
nilai ICso sebesar 45,2 pg/mL, sehingga
dikategorikan sebagai antioksidan kuat.
Oleh karena itu, jeruk nipis tidak hanya
berfungsi sebagai sumber vitamin C
alami, tetapi juga mengandung senyawa
bioaktif yang dapat meningkatkan
kapasitas antioksidan total apabila
dikombinasikan  dengan bahan lain
seperti daun mint (Mentha piperita) dan
daun salam (Syzygium polyanthum).
Kombinasi  ketiga bahan tersebut
berpotensi menghasilkan efek
sinergis yang memperkuat kemampuan
teh herbal dalam menetralkan radikal

bebas.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini adalah penelitian
eksperimental menggunakan mixture
design dengan bantuan software Design-
Expert untuk mengoptimalkan
formulasi teh herbal berbasis daun

salam (Syzygium polyanthum), daun
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mint (Mentha piperita L.), dan jeruk
nipis (Citrus aurantifolia).  Proporsi
komponen yang digunakan adalah daun
salam (A) 40-60%, daun mint (B) 20-
40%, dan jeruk nipis (C) 0-20%,
dengan total komposisi 100%. Software
menghasilkan 14 run formulasi yang
kemudian diuji aktivitas antioksidannya
menggunakan metode DPPH.Bahan
yang digunakan meliputi daun salam
segar, daun mint segar, jeruk nipis segar,
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl),
metanol absolut 96%, dan akuades. Alat
yang digunakan antara lain dehydrator,
timbangan analitik, spektrofotometer
UV-Vis, tabung reaksi, rak tabung,
mikropipet, yellow tip, blue tip, vortex,
aluminium foil, dan kertas saring
Whatman No. 1.

Daun salam dan daun mint yang
telah dibersihkan dikeringkan
menggunakan  dehydrator.  Setelah
pengeringan, masing-masing bahan
ditimbang sesuai proporsi yang telah
ditetapkan oleh Design-Expert untuk
setiap run percobaan. Jeruk nipis
disiapkan dalam bentuk segar dan
ditambahkan sesuai komposisi yang
telah ditentukan dengan total berat
sampel 1,0 gram. Ekstraksi dilakukan
menggunakan metode seduh (infusi)
dengan menyeduh sampel
menggunakan 50 mL akuades mendidih

dan diaduk kontinyu selama 3-5 menit.

Ekstrak disaring menggunakan kertas
saring Whatman No. 1 dan disimpan
pada suhu 4°C sebelum dianalisis.

Uji aktivitas antioksidan
dilakukan dengan metode DPPH yang
telah dimodifikasi. Larutan DPPH 0,15
mM dibuat dengan melarutkan 5,9 mg
DPPH dalam 100 mL metanol dan
disimpan dalam botol gelap. Pengujian
dilakukan dengan mencampurkan 1 mL
ekstrak sampel dengan 2 mL larutan
DPPH dalam tabung reaksi, kemudian
di-vortex hingga homogen. Sebagai
kontrol, 1 mL metanol dicampurkan
dengan 2 mL larutan DPPH. Blanko
sampel dibuat dengan mencampurkan 1
mL ekstrak dengan 2 mL metanol untuk
mengoreksi  warna  dari  ekstrak.
Campuran diinkubasi selama 30 menit
pada suhu ruang dalam kondisi gelap.
Absorbansi  dibaca  menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 517 nm dengan metanol
sebagai blanko. Setiap pengukuran
dilakukan secara duplo. Persentase
aktivitas penangkapan radikal bebas
(%RSA) atau inhibisi  dihitung

menggunakan persamaan:

Abs of control—Abs of Sample
Abs of Control

% RSA = x 100

Data hasil inhibisi dari 14 run
formulasi  dianalisis  menggunakan
Design-Expert. ~ Analisis  meliputi

pemilihan model terbaik melalui fit
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summary, uji  signifikansi model
dengan ANOVA, evaluasi kualitas
model melalui fit statistics (R2, Adjusted
R2,  Predicted R?, dan

Precision), serta optimasi numerik untuk

Adequate

menentukan formulasi optimal.
Visualisasi data dilakukan melalui
contour plot dan overlay plot. Verifikasi
dilakukan

membandingkan nilai prediksi terhadap

model dengan

interval kepercayaan 95%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada penelitian ini, rancangan
campuran (mixture design) digunakan
untuk mengoptimalisasi proporsi tiga
bahan utama, yaitu :
A (daun salam) : 40-60%
B (daun mint) : 20-40%
C (jeruk nipis) : 0-20%

Total komposisi perlakuan adalah
100%. Respon vyang diukur dalam
adalah

antioksidan. Setelah membuat proporsi

penelitian  ini aktivitas

tiga bahan  utama, selanjutnya

dilaksanakan pembuatan sampel tiap
bahan dengan cara  dikeringkan

menggunakan  dehydrator.  Setelah

pengeringan  selesai, penimbangan

bahan dilakukan dan selanjutnya
menguji  kadar antioksidan  setiap

formula di lab analisis.

Tabel 1. Proporsi Bahan dan Hasil

Inhibisi
Run A: B: C: Response
Daun Daun jeruk 1
Salam | Mint nipis Inhibisi
% % % %
1 5 30 20 83,86
2 6 40 0 79,82
3 4 40 20 86,15
4 6 40 0 78,95
5 5 40 10 87,13
6 6 30 10 83,42
7 53,3 33,3 13,3 85,49
8 6 30 10 82,22
9 5 40 10 83,31
10 6 20 20 85,93
11 5 30 20 79,06
12 5 30 20 84,73
13 6 30 10 89,31
14 5 40 10 81,13
Berdasarkan  hasil  percobaan

mixture design diatas yang melibatkan
tiga bahan utama, diperoleh inhibisi
yang bervariasi. Perbedaan nilai inhibisi
pada penelitian ini menunjukkan bahwa
perbedaan  proporsi  masing-masing
komponen dalam campuran tiap Run-
nya memiliki pengaruh terhadap hasil
inhibisi yang dihasilkan. Secara umum,
rentang inhibisi yang didapatkan adalah
antara 78,95 hingga 89,31, yang
menandakan bahwa setiap formulasi
memiliki aktivitas inhibisi yang relatif
baik.

Tabel 1
formulasi dengan rentang inhibisi DPPH
78,95-89,31%, menandakan aktivitas

antioksidan tinggi secara keseluruhan.

menunjukkan 14

Variasi pada replikat identik (misalnya
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Run 1, 11, 12: 83,86%; 79,06%;
84,73%) disebabkan faktor biologis
bahan alami, proses ekstraksi, atau
variasi eksperimental, yang umum pada
studi fitokimia. Formulasi dominan
daun salam (60%) tanpa jeruk nipis (Run
2, 4) menghasilkan inhibisi terendah
(78,95-79,82%),
penambahan jeruk nipis meningkatkan
nilai (misalnya Run 3: 86,15%; Run 13:

89,31%), mengonfirmasi peran sinergis

sementara

flavonoid dan vitamin C dari jeruk nipis.

Pada formulasi dengan proporsi
berat daun salam 50%, daun mint 30%,
dan jeruk nipis 20% (Run 1, 11, dan 12),
memperoleh  nilai  inhibisi  yang
bervariasi yaitu 83,86; 79,06; 84,73.
Perbedaan nilai inhibisi pada tiap Run
yang memiliki komposisi yang sama
menunjukkan adanya variasi
eksperimental ataupun faktor biologis
yang mempengaruhi hasil pada tiap
pengujian. Hal ini umum atau mungkin
saja terjadi pada penelitian karena
kandungan senyawa aktif yang ada pada
bahan yang digunakan dapat
dipengaruhi oleh kondisi bahan, proses
ekstraksi, maupun metode pengujian
yang digunakan. Selanjutnya, formulasi
dengan proporsi daun salam sebesar
60%, daun mint 40%, dan tanpa
penambahan jeruk nipis (Run 2 dan 4)
memperoleh nilai inhibisi yang relative
lebih rendah, yaitu 79,82; dan 78,95. Hal

ini menunjukkan bahwa
ketidaktersediaan jerun nipis pada
campuran  formulasi  ini  dapat
menurunkan aktivitas inhibisi, meskipun
proporsi besaran pada daun salam dan
daun mint cukup tinggi. Hal ini
menunjukkan bahwa kandungan
antioksidan di dalam jeruk nipis seperti
flavonoid dan fenolik dapat
meningkatkan efektivitas inhibisi.

Pada kombinasi daun salam
sebesar 50%, daun mint 40%, dan jeruk
nipis 10% (Run 5,9, dan 14)
menunjukkan nilai inhibisi yang relatif
tinggi. Pada hasil ini menunjukkan
bahwa keseimbang proporsi antara tiap
bahan dapat meningkatkan respon
inhibisi. Formulasi dengan proporsi
daun salam 40%, daun mint 40%, dan
jeruk nipis 20% (Run 3) menghasilkan
nilai inhibisi sebesar 86,15, nilai ini
termasuk dalam nilai yang relatif tinggi
dalam respon inhibisi.

Formulasi dengan komposisi
daun salam 60%, daun mint 30%, dan
jeruk nipis 10% (Run 6, 8, dan 13)
menunjukkan nilai hasil inhibisi yang
bervariasi dan cukup signifikan, yaitu
83,42; 82,22; dan 89,31. Pada hasil ini
mengindikasi bahwa dominasi daun
salam  pada  formulasi  mampu
memberikan  efek  inhibisi  yang
maksimal. Hal ini sejalan dengan

penelitian yang dilakukan oleh Bahriul,
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dkk (2014) bahwa daun salam
mempunyai daya antioksidan yang
sangat kuat (Diah et al., 2014).
selanjutnya, formulasi dengan daun
salam 60%, daun mint 20%, dan jeruk
nipis 20% (Run 10) menunjukkan hasil
inhibisi sebesar 85,93. Hasil ini
menunjukkan angka yang relatif tinggi.
Sedangkan Run 7 dengan proporsi
53,33% daun salam, 33,33% daun mint,
dan 13,33% jeruk nipis menghasilkan
nilai inhibisi sebesar 85,49. Nilai ini
menunjukkan bahwa formulasi dengan
berat proporsi yang seimbang antar tiap
bahannya juga dapat menghasilkan nilai
inhibisi yang cukup baik, meskipun
belum mencapai nilai yang maksimum.
Secara keseluruhan, hasil percobaan
formulasi menunjukkan hasil yang
cukup baik, daun salam memiliki
kontribusi utama dalam peningkatan
respon inhibisi, sementara daun mint
dan jeruk nipis berperan sebagai
pendukung yang memperkuat efek
penghambatan.

Fit Summary Sequential Model Sum of Squares [Type I]

Resptse 1 it taspers 1 b

et L1 of e e edsed
" ¥
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Quduic 0K AN ANET 1SN Seppuned e 185 1 54 00 LA
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Gambar 1. Hasil Summary

Berdasarkan hasil fit summary diatas,
terdapat beberapa model yang di uji,

yaitu model linear, quadratic, special

cubic, dan cubic. Hasil analisis
menunjukkan bahwa, model quadratic
direkomendasikan (suggested) dengan
nilai p- value sequential sebesar 0,286
yang lebih baik dibandingkan dengan
model linear (0,4096). Model cubic
sendiri terindikasi sebagai Aliased,
sehingga model cubic tidak dapat
digunakan karena keterbatasan jumlah
data. Nilai lack of fit p-value pada model
guadratic  sebesar 0,6331 (>0,05)
menunjukkan bahwa terdapat
ketidaksesuaian model terhadap data
tidak signifikan. Dengan demikian,
model  quadratic  dipilih  dengan
demikian, model quadratic dipilih
sebagai model yang paling representatif
untuk menjelaskan hubungan antara
komposisi campuran dan  respon
inhibisi, walaupun secara statistik

modelnya belum signifikan.

ANOVA for Quadratic model

Response 1: inhibisi

|Residual
Lack of Fit 236 1 236 02490 0.6331 not significant
Pure Error

|Cor Total

Gambar 2. Hasil ANOVA

Hasil dari  ANOVA untuk
model quadratic menunjukkan nilai F-
Model sebesar 1,35 dengan p-value
0,3355 (>0,05), yang berarti bahwa

model secara keseluruhannya belum
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signifikan secara statistik. Komponen
linear campuran (linear  mixture)
ataupun interaksi antar komponen
memiliki p-value >0,05, dapat diartikan
bahwa tidak ada satupun faktor yang
berpengaruh signifikan secara
individual terhadap responsi inhibisi.
Nilai lack of fit sendiri tidak signifikan
dengan p-value  0,6331  yang
menunjukkan bahwa variasi data masih
bisa dijelaskan oleh kesalahan murni
(pure error), sehingga model masih
termasuk dalam kategori layak untuk
digunakan dalam eksplorasi formulasi.
Hasil ini mengindikasikan bahwa
perubahan pada komposisi bahan
dengan rentang yang diuji belum
memberikan pengaruh yang kuat secara
statistik terhadap respon inhibisi. Hal ini

kemungkinan terjadi karena rentang

formulasinya yang sempit atau

variabilitas biologis dari bahan alami.

Fit Statistics
- ‘ | ] 1|
[Std. Dev.  2.93 R? 04577
|Mean 83.61 Adjusted R 0.1187
[CV. % 3.50 Predicted R’ -3.8593

Adeq Precision  3.4879

Gambar 3. Hasil Fit Statistic

Adjusted R2 pada hasil fit statistic
diatas menunjukkan nilai 0,1187,
mengindikasikan bahwa setelah
dilakukan koreksi terhadap jumlah

parameter, kemampuan prediksi pada

model relatif rendah, serta nilai
Predicted R2 yang menunjukkan angka -
3,8593  (negatif)

bahwa rata-rata respon lebih baik dalam

mengindikasikan

memprediksi data dibandingkan dengan
model yang terbentuk. Nilai Adeq
Precision sebesar 3,4879 menunjukkan
bahwa nilai berada dibawah nilai ideal
(>4) menunjukkan bahwa rasio sinyal
terhadap noise tergolong ke dalam
golongan rendah. Secara keseluruhan
hasil data, menunjukkan bahwa model
Quadratic termasuk belum optimal
dalam keperluan prediksi, namun masih
dapat digunakan untuk pendekatan awal
dalam memahami kecederungan efek

campuran.

Coefficients in Terms of Coded Factors

Moo Coefficient df Standard | 95% CI | 95% CI VIE
P Estimate Error Low High

A-daun salam 96.56 1 1480 6243 130.68 50.70
7.10 14,80

B-daun mint

C-jeruknipis 6372 1
AB -50.09 1
AC 2256 1
BC >34

Gambar 4. Hasil Coefficients in Terms

of Coded Factors

Berdasarkan data hasil table
koefisien diatas, daun salam memiliki
koefisien tertinggi sebesar 96,56
menunjukkan kontribusi yang dominan
dalam peningkatan inhibisi. Daun mint

dan jeruk nipis juga memberikan
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kontribusi  yang  positif  dengan
koefisiensi masing-masing 87,10 dan
63,72. Interaksi AB (daun salam, dan
daun mint) bernilai negatif (-50,09)
menunjukkan adanya efek antagonis
yang terjadi antara daun salam dan daun
mint pada kombinasi tertentu, namun
interaksi AC (daun salam, dan jeruk
nipis) dan BC (daun mint, dan jeruk
nipis) memiliki nilai yang positif
meskipun tidak signifikan secara
statistik,  mengindikasikan  adanya
kecenderungan sinergis yang lemah.
Secara biologis, hasil ini dapat dikaitkan
dengan kandungan senyawa aktif pada
daun salam yang  mengandung
flavonoid, tanin, dan juga minyak atsiri
yang berpotensi sebagai anti mikroba,
daun mint yang mengandung menthol
dan senyawa fenolik, serta jeruk nipis
yang mengandung asam sitrat dan
flavonoid. Namun, interaksi antar
senyawa bioaktif pada bahan tersebut
tidak selalu bersifat aditif, sehingga
menyebabkan efek campuran yang
terjadi tidak selalu meningkat secara

linear.

Gambar 5. Hasil Optimasi Produk

Berdasarkan hasil analisis
Numerical Optimization diperoleh
hasil optimum daun salam 60,00; daun
mint 23,89; dan jeruk nipis 16,11. Pada
komposisi ini diperoleh nilai inhibisi
prediksi sebesar 86,18 dan desirability
sebesar  0,698. Nilai desibirality
menunjukkan hasil yang cukup optimal
meskipun belum mencapai kondisi ideal
maksimum, karena semakin mendekati
angka 1 maka semakin bagus hasil

tersebut.

Point Prediction

ded Confidence = 95% Population = 99%

Gambar 6. Hasil Prediksi dan Interval

Kepercayaan

Hasil Point Prediction diatas
menunjukkan bahwa pada formulasi,
nilai inhibisi berada pada interval
kepercayaan 95%, berada pada rentang
82,02 — 90,33, sedangkan interval
prediksi berada pada rentang 69,91 -

102,44. Rentang interval ini relatif lebar

34




Putri A, et al. Jurnal Andaliman: Jurnal Gizi Pangan, Klinik dan Masyarakat, 2025. 5(2): 25 — 43

ISSN (Media Online) 2777-1121

yang menunjukkan adanya variasi
respon yang cukup besar, yang
berkemungkinan  dipengaruhi  oleh
perbedaan kandungan senyawa aktif
pada bahan alami serta variasi kondisi
eksperimental yang terjadi selama
proses pengujian.

Normal plot residual
menunjukkan bahwa titik-titik residual
menyebar mengikuti garis lurus tanpa
penyimpangan yang signifikan. Hal ini
menandakan bahwa residual yang terjadi
berdistribusi secara normal, dan asumsi
normalitas dalam  model regresi
terpenuhi. Distribusi residual yang
terjadi secara normal mengindikasikan
bahwa model vyang dibuat sudah
cukup baik dalam mempresentasikan
hubungan yang terjadi antara komposisi
campuran dan responsi inhibisi.

Pada grafik residual terhadap nilai
prediksi menunjukkan titik residual
yang tersebar secara acak disekitar garis
nol, dan tidak terlihat pola tertentu
(-misalnya -pola-  melengkung  atau
ﬁ\'éﬁgerucut)cm.aada‘ kondisi ini
%njukkan_ bahwa tidak terjadinya
fjf%éfoskedasﬁgitas, . varians~ residual
r;e.l;.tﬁ konstan, dan model tidak
rxiébigalami kesalahan spesifikasi yang
S’éti)L'ls;nDengan demikia, model mampu
memprediksi respon inhibisi secara
konsisten pada berbagai kombinasi

komponen. Hasil Box-cox plot pada

gambar diatas menunjukkan nilai lamda
saat ini adalah 1, hal ini berarti data
respon inhibisi sudah berada pada skala
yang sesuai, sehingga tidak lagi
diperlukan transformasi data, dan model
regresi saat ini dapat digunakan
langsung tanpa perlu modifikasi respon.
Kondisi ini  semakin memperkuat
validitas model dikarenakan
transformasi  sering diperlukan jika
terdapat ketidaknormalam atau varians
yang tidak konstan. Selanjutnya
adalah grafik Cook Distance yang
memperlihatkan bahwa Sebagian

besar titik berada di bawah batas
ambang garis merah, dan tidak terdapat
titik yang sangat dominan ataupun
berpengaruh berlebihan terhadap model.
Hal ini menunjukkan tidak adanya data
pencilan (outlier) yang secara signifikan
mempengaruhi parameter model, dan
semua Run eksperimen memberikan
konstribusi yang wajar pada

pembentukan model.
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Gambar 7. Coefficients Table

Berdasarkan informasi dari tabel
koefisien pada desain campuran
kuadratik, terlihat bahwa setiap
komponen dalam campuran memiliki
dampak yang berbeda pada respons
inhibisi. Komponen dengan nilai
koefisien tertinggi adalah daun salam
(A) yang mencapai 96,56, menandakan
bahwa daun salam adalah komponen
paling utama dalam meningkatkan
aktivitas inhibisi. Koefisien yang tinggi
ini menunjukkan bahwa peningkatan
proporsi daun salam dalam campuran
cenderung diikuti oleh peningkatan
respons inhibisi yang lebih signifikan
dibandingkan ~ dengan  komponen
lainnya. Hal ini bisa dijelaskan secara
biologis karena daun salam mengandung
zat bioaktif seperti flavonoid, tanin, dan
minyak atsiri yang dikenal memiliki
sifat antioksidan dan dapat menghambat
radikal bebas dengan sangat baik.

Komponen daun mint (B)
memiliki nilai koefisien 87,10, yang
menunjukkan bahwa daun mint juga
memberikan kontribusi positif terhadap

respons inhibisi, walaupun tidak

sebesar, daun salam. Daun mint
diketahui mengandung senyawa fenolik
dan minyak atsiri seperti mentol yang
berfungsi sebagai antioksidan, membuat
keberadaannya dalam campuran
mendukung aktivitas inhibisi yang
terukur. Sementara itu, jeruk nipis (C)
mencatatkan nilai koefisien terendah,
yaitu 63,72, yang menandakan bahwa
kontribusinya terhadap peningkatan
respons inhibisi secara individu lebih
kecil dibandingkan dengan dua
komponen lainnya. Meskipun begitu,
jeruk nipis tetap memainkan peran
sebagai komponen pendukung karena
asam organik dan flavonoid yang
terdapat di dalamnya dapat membantu
meningkatkan efek antioksidan dalam
campuran.

Selain melihat efek utama dari
masing- masing komponen, tabel
koefisien juga menunjukkan adanya
interaksi antara komponen. Interaksi
antara daun salam dan daun mint (AB)
menunjukkan nilai koefisien negatif -
50,09, yang berarti ada kecenderungan
efek antagonistik pada kombinasi
tertentu. Ini artinya, pada proporsi
tertentu, kombinasi daun salam dan daun
mint tidak selalu meningkatkan respons
inhibisi secara linear, kemungkinan
disebabkan oleh interaksi antara
senyawa aktif yang saling menghambat.

Di sisi lain, interaksi antara daun salam
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dan jeruk nipis (AC) serta daun mint dan
jeruk nipis (BC) menunjukkan nilai
koefisien  positif, meskipun tidak
signifikan secara statistik. Nilai positif
ini mengindikasikan adanya
kemungkinan sinergi yang lemah, di
mana penambahan jeruk nipis dapat
membantu  menjaga atau  sedikit
meningkatkan respons inhibisi saat
dikombinasikan dengan daun salam atau
daun mint. Namun, karena semua nilai
p-value untuk interaksi antar komponen
lebih dari 0,05, interaksi tersebut tidak
dianggap signifikan secara statistik. Ini
menunjukkan bahwa respons inhibisi
dalam penelitian ini lebih didominasi
oleh efek utama masing-masing
komponen daripada efek interaksi.
Kondisi ini sering terjadi pada penelitian
yang menggunakan bahan alami, karena
respons biologis sering dipengaruhi oleh
keberadaan senyawa aktif tertentu dan
variasi kadar fitokimia di antara bahan-
bahan. Dengan demikian, hasil dari tabel
koefisien menegaskan bahwa daun
salam adalah faktor utama dalam
peningkatan aktivitas inhibisi,
sedangkan daun mint dan jeruk nipis
berfungsi sebagai komponen pendukung
yang memperkuat respons secara
keseluruhan tanpa menunjukkan efek

interaksi yang signifikan.

Gambar 8. Contour Plot

Berdasarkan  analisis  yang
dilakukan menggunakan Design-Expert,
diagram  kontur digunakan untuk
menggambarkan  hubungan  antara
variasi proporsi daun salam (A), daun
mint (B), dan jeruk nipis (C) terhadap
respon presentase inhibisi. Grafik ini
berbentuk segitiga (simplex contour
plot) dan mencerminkan karakteristik
desain campuran, di mana setiap titik
pada  bidang segitiga mewakili
kombinasi proporsi ketiga bahan dengan
total jumlah 100%. Perubahan warna
pada diagram kontur menunjukkan
perbedaan nilai respon inhibisi yang
dihasilkan  dari  setiap  gabungan
formulasi.

Diagram kontur  menunjukkan
bahwa nilai inhibisi tercara dalam
rentang sekitar 78,95% hingga 89,31%,
sesuai dengan data eksperimen di setiap
percobaan. Warna yang lebih gelap
(hijau tua) mencerminkan nilai inhibisi
yang lebih rendah, sedangkan warna
yang lebih terang (hijau kekuningan
hingga kuning) menggambarkan nilai

inhibisi yang lebih tinggi. Dari pola
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warna yang terlihat, dapat disimpulkan
bahwa nilai inhibisi tertinggi tidak
terdapat pada sudut segitiga, yang
menunjukkan dominasi satu komponen,
tetapi lebih dekat pada area tengah
hingga sisi dengan proporsi tinggi daun
salam, tetap disertai daun mint dan jeruk
nipis. Area dengan nilai inhibisi yang
tinggi terlihat pada kombinasi dengan
proporsi daun salam sekitar 50-60%,
daun mint 20-35%, dan jeruk nipis 10—
20%. Pola ini membuktikan bahwa
peningkatan proporsi daun salam secara
signifikan berkontribusi terhadap respon
inhibisi, namun keberadaan daun mint
dan jeruk nipis juga penting untuk
mencapai nilai inhibisi yang maksimal.
Sebaliknya, pada area yang mendekati
sisi tanpa jeruk nipis atau dengan
proporsi jeruk nipis yang sangat minim,
nilai inhibisi cenderung lebih rendah,
meskipun proporsi daun salam dan daun
mint cukup tinggi. Ini menunjukkan
bahwa jeruk nipis bertindak sebagai
komponen pendukung yang membantu
meningkatkan efektivitas inhibisi dalam
campuran.

Selain itu, diagram kontur juga
mengindikasikan  bahwa perubahan
respon inhibisi terjadi secara bertahap
dan tidak secara drastis, yang terlihat
dari garis kontur yang relatif halus dan
tidak terlalu rapat. Pola ini menandakan

bahwa respon inhibisi tidak terlalu

sensitif terhadap variasi kecil dalam
proporsi bahan, sehingga formula yang
dihasilkan memiliki kestabilan respon
yang baik. Keadaan ini sejalan dengan
hasil ~ pengujian  optimasi  yang
menunjukkan adanya area optimum
yang cukup luas, bukan hanya satu titik
tunggal. Secara keseluruhan, diagram
kontur memberikan gambaran visual
yang jelas bahwa kombinasi proporsi
bahan memiliki pengaruh lebih besar
terhadap respon inhibisi dibandingkan
dengan penggunaan satu komponen
secara terpisah. Grafik ini mendukung
hasil data numerik dan analisis koefisien
model yang menunjukkan bahwa daun
salam adalah komponen  utama,
sementara daun mint dan jeruk nipis
berfungsi sebagai pendukung yang
memperkuat respon. Dengan demikian,
diagram kontur merupakan alat penting
untuk memahami pola hubungan antara
komposisi campuran dan respon inhibisi
serta menjadi dasar dalam menentukan

formulasi yang optimal.

Gambar 9. Overlay Plot
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Berdasarkan grafik overlay yang
dihasilkan, terlihat bahwa daerah
optimal tidak hanya terfokus pada satu
titik, tetapi membentuk area yang cukup
luas dalam bidang desain. Area ini
mengindikasikan bahwa ada lebih dari
satu kombinasi proporsi bahan yang
dapat menghasilkan nilai inhibisi tinggi
dan memenuhi respons yang diinginkan.
Secara visual, daerah optimal terletak
pada kombinasi dengan proporsi daun
salam yang cukup tinggi,
dikombinasikan dengan jumlah daun
mint yang sedang dan jeruk nipis dalam
jumlah sedikit hingga sedang. Pola ini
sejalan dengan hasil grafik kontur serta
analisis  koefisien ~ model  yang
menunjukkan bahwa daun salam adalah
komponen utama, sementara daun mint
dan jeruk nipis berfungsi sebagai
pendukung. Adanya daerah optimal
yang cukup besar menunjukkan bahwa
formulasi yang dihasilkan bersifat kuat,
artinya tidak berlebihan terhadap
perubahan kecil pada proporsi bahan.
Dengan kata lain, variasi kecil dalam
komposisi campuran yang masih berada
dalam area kuning di grafik overlay
tidak akan menyebabkan penurunan
respons inhibisi yang signifikan.
Kondisi ini sangat menguntungkan
dalam pengembangan produk yang
berbasis  bahan  alami, karena

memberikan keleluasaan dalam proses

pembuatan dan mengurangi
kemungkinan  kegagalan  formulasi
akibat perbedaan bahan baku.

Grafik overlay juga menunjukkan
bahwa kombinasi bahan yang tidak
menggunakan jeruk nipis atau dengan
proporsi sangat sedikit cenderung
berada di luar daerah optimal. Ini
menunjukkan bahwa walaupun jeruk
nipis memiliki kontribusi yang lebih
kecil dibandingkan dengan daun salam
dan daun mint, keberadaannya tetap
penting untuk mencapai respons inhibisi
yang maksimal. Jeruk nipis berperan
sebagai tambahan yang membantu
meningkatkan  efektivitas  respons
melalui kandungan senyawa fenolik
dan asam organik yang ada padanya.
Temuan Optimasi numerik
menghasilkan formulasi ideal: 60%
daun salam, 23,89% daun mint, 16,11%
jeruk nipis (inhibisi prediksi 86,18%;
desirability 0,698). Contour dan overlay
plot mengonfirmasi area optimal luas di
sekitar proporsi tinggi daun salam +
pendukung, stabil terhadap variasi kecil,;
point prediction dalam Cl 95% (82,02—
90,33), meski interval prediksi lebar
(69,91-102,44) akibat variabilitas alami.
Formulasi ini potensial untuk teh
fungsional, direkomendasikan verifikasi
empiris dan uji IC50 Titik solusi optimal
tersebut terletak dalam daerah kuning

pada grafik overlay, yang menegaskan
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bahwa optimasi grafis dan numerik
saling berhubungan. Dengan demikian,
grafik overlay berfungsi sebagai alat
visual yang memperkuat keabsahan
hasil ~ optimasi dan  membantu
memastikan bahwa formula yang
terpilin tidak hanya optimal secara
matematis, tetapi juga stabil dan dapat
diterapkan secara praktis.

Secara metodologis, penggunaan
grafik overlay dalam desain campuran
adalah  pendekatan yang umum
diterapkan dalam penelitian tentang
pangan dan bahan alami untuk
mengintegrasikan  berbagai  kriteria
optimasi secara bersamaan. Beberapa
penelitian terbaru mencatat bahwa
grafik overlay efektif dalam menentukan
area formulasi optimal yang aman dan
stabil, khususnya pada sistem campuran
dengan respons biologis yang bervariasi
tinggi. Oleh karena itu, temuan dari
grafik overlay dalam studi ini
memberikan landasan yang kuat untuk
menetapkan formulasi terbaik berbasis
kombinasi daun salam, daun mint, dan

jeruk nipis.

Gambar 10. Confirmation Test

Berdasarkan hasil uji konfirmasi,
kombinasi terbaik yang ditemukan
adalah 60,00% daun salam, 23,89%
daun mint, dan 16,11% jeruk nipis.
Pada campuran ini, model
memperkirakan nilai inhibisi sebesar
86,18%. Nilai tersebut terletak dalam
interval kepercayaan 95%, yaitu antara
82,02% hingga  90,33%, yang
menunjukkan bahwa perkiraan model
masih berada dalam batas statistik yang
dapat diterima. Dengan kata lain, tidak
ada perbedaan yang signifikan antara
estimasi model dan nilai yang
diharapkan secara teoritis  untuk
kombinasi tersebut. Selain interval
kepercayaan, Design- Expert juga
memperlihatkan interval prediksi, yang
dalam penelitian ini memiliki rentang
yang lebih luas. Rentang interval
prediksi yang lebar menunjukkan
adanya variasi respon yang signifikan,
mungkin  disebabkan oleh faktor
biologis dari bahan alami, seperti
perbedaan kadar senyawa aktif di setiap
batch bahan dan variasi kondisi
eksperimen selama pengujian.
Meskipun begitu, karena nilai prediksi
utama masih dalam interval
kepercayaan, maka model tetap
dianggap valid untuk eksplorasi dan

optimasi awal formulasi.
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Hasil dari uji konfirmasi ini juga
mendukung penemuan dari overlay plot
dan optimasi numerik, dengan titik
solusi terbaik berada dalam area yang
disarankan. Ini menunjukkan bahwa
metode grafis dan numerik koheren satu
sama lain, serta model desain campuran
berhasil menggambarkan hubungan
antara komposisi campuran dan respon
inhibisi dengan baik. Meskipun nilai
desirability yang dihasilkan adalah
0,698 dan belum mencapai nilai
maksimal yang ideal, angka tersebut
sudah menunjukkan tingkat optimasi
yang memadai dan realistis bagi sistem
yang berbasis bahan alami dengan
variabilitas tinggi.

Secara metodologis, keberhasilan
uji konfirmasi menunjukkan bahwa
model yang dibuat tidak mengalami
overfitting dan masih dapat digunakan
untuk  memprediksi  respon  pada
kombinasi formulasi yang dekat dengan
area optimal. Beberapa riset terbaru
menunjukkan bahwa pada studi yang
berbasis ekstrak tanaman, interval
prediksi yang lebar adalah kondisi
umum, namun selama nilai prediksi
tetap dalam interval kepercayaan dan
tidak ada penyimpangan ekstrem,
model tersebut masih dapat digunakan
sebagai  dasar untuk  keputusan
formulasi. Dengan demikian, hasil dari

uji konfirmasi ini menunjukkan bahwa

formulasi optimal yang ditemukan patut
direkomendasikan sebagai kombinasi
terbaik untuk menghasilkan aktivitas
inhibisi yang tinggi.

KESIMPULAN

Penelitian  ini  menunjukkan
bahwa variasi komposisi daun salam,
daun mint, dan jeruk nipis secara
signifikan  mempengaruhi  aktivitas
antioksidan teh herbal yang dihasilkan.
Secara keseluruhan, semua formulasi
menunjukkan kemampuan yang cukup
tinggi dalam menghambat radikal bebas.
Daun salam memainkan peran utama
sebagai komponen utama dengan
kontribusi dominan terhadap aktivitas
penghambatan, sementara daun mint
dan jeruk nipis bertindak sebagai bahan
pendukung yang memperkuat efek
antioksidan secara keseluruhan. Model
kuadratik yang diperoleh melalui
analisis  desain  campuran  dapat
digunakan sebagai titik awal untuk
mengeksplorasi  formulasi, meskipun
signifikansi statistiknya masih terbatas.
Formulasi optimal dicapai dengan
kombinasi 60,00% daun salam, 23,89%
daun mint, dan 16,11% jeruk nipis,
dengan nilai penghambatan yang
diprediksi sebesar 86,18%, sehingga
memiliki ~ potensi ~ besar  untuk
dikembangkan menjadi produk teh

herbal fungsional berbasis bahan alami.
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SARAN

Penelitian lebih lanjut disarankan
untuk meningkatkan jumlah replikasi
dan memperluas rentang formulasi guna
menghasilkan model statistik yang lebih
kokoh dan signifikan. Selain itu,
diperlukan pengujian tambahan, seperti
menentukan nilai 1Cse, menganalisSis
kandungan senyawa bioaktif, pengujian
stabilitas, dan pengujian sensorik, untuk
mendukung pengembangan  produk
yang lebih aplikatif dan komersial.
Penggunaan lebih dari satu metode
pengujian antioksidan juga disarankan
untuk memperoleh hasil yang lebih

komprehensif.
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