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RINGKASAN 

MILA SAFITRI RIZFA. Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Metanol Daun dan Kulit 
Batang Rhizophora mucronata dengan Metode DPPH (1,1 diphenyl-2-
picrylhydrazyl) dan Identifikasi Golongan Senyawa Kimia Aktif dari Perairan 
Pilang, Kota Probolinggo (di bawah bimbingan FENI IRANAWATI dan 
RARASRUM DYAH KASITOWATI). 

Rhizophora mucronata merupakan mangrove yang memiliki kelimpahan 
tinggi dan peranan penting di kawasan hutan mangrove Kelurahan Pilang, 
Probolinggo. Mangrove ini memiliki manfaat sebagai obat tradisional dan 
kandungan senyawa dari tumbuhan ini salah satunya dapat digunakan sebagai 
antioksidan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui jenis golongan senyawa 
kimia aktif dan aktivitas antioksidan yang terkandung pada ekstrak metanol daun 
dan kulit batang R. mucronata dengan metode DPPH (1,1 diphenyl-2-
picrylhydrazyl). Pengujian yang digunakan meliputi uji kualitatif dan kuantitatif 
fitokimia dan uji aktivitas antioksidan. Pengujian ini menggunakan konsentrasi 
larutan stok 1000 ppm dengan pengenceran 31,25; 62,5; 125; dan 250 ppm. 

 Hasil uji fitokimia ekstrak metanol daun dan kulit batang R. mucronata 
golongan senyawa yang ditemukan meliputi alkaloid, flavonoid dan tanin. Hasil 
uji kuantitatif fitokimia kandungan senyawa ekstrak metanol daun lebih besar 
dibandingkan dengan kulit batang, didominasi oleh senyawa flavonoid, 
sedangkan kandungan senyawa yang mendominasi ekstrak metanol kulit batang 
yaitu akaloid dan tanin.  

Aktivitas antioksidan diindikasikan dengan perubahan warna larutan uji dari 
ungu menjadi kuning. Hasil kualitatif uji antioksidan ekstrak daun menunjukkan 
perubahan warna menjadi kuning pada konsentrasi 62,5; 125; 250 ppm, 
sedangkan pada konsentrasi 31,25 ppm hanya terjadi pemudaran warna ungu. 
Ekstrak kulit batang menunjukkan perubahan warna menjadi jingga muda pada 
semua konsentrasi. Uji kuantitatif aktivitas antioksidan dilihat dari  nilai IC50, 
didapatkan nilai tidak terdefinisi pada ekstrak daun yang diduga karena 
konsentrasi yang digunakan terlalu besar, sedangkan dengan konsentrasi yang 
sama pada ekstrak kulit batang menunjukkan aktivitas sangat lemah dengan nilai 
IC50 sebesar 735,439 ppm. Hasil uji kuantitatif kontrol vitamin C menunjukkan 
aktivitas sangat kuat dengan nilai 4,419 ppm. Berdasarkan hasil penelitian ini 
diduga masih terdapat aktivitas antioksidan pada ekstrak metanol daun dan kulit 
batang R. mucronata meskipun tergolong tidak terdefinisi dan sangat lemah 
dikarenakan pada kedua ekstrak mengandung senyawa golongan fenolik 
sederhana yang berfungsi sebagai antioksidan seperti flavonoid dan tanin.  
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sama pada ekstrak kulit batang menunjukkan aktivitas sangat lemah dengan nilai 
IC50 sebesar 735,439 ppm. Hasil uji kuantitatif kontrol vitamin C menunjukkan 
aktivitas sangat kuat dengan nilai 4,419 ppm. Berdasarkan hasil penelitian ini 
diduga masih terdapat aktivitas antioksidan pada ekstrak metanol daun dan kulit 
batang R. mucronata meskipun tergolong tidak terdefinisi dan sangat lemah 
dikarenakan pada kedua ekstrak mengandung senyawa golongan fenolik 
sederhana yang berfungsi sebagai antioksidan seperti flavonoid dan tanin. 
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BAB I. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Penyakit degeneratif atau penyakit tidak menular (PTM) merupakan 

penyebab utama kematian secara global. Berdasarkan data WHO pada tahun 

2008 terdapat 57 juta kematian di dunia, dimana sebanyak 36 juta atau hampir 

dua pertiganya disebabkan oleh penyakit degeneratif (Sembodo, 2015). Contoh 

penyakit degeneratif yang sering dijumpai ialah penyakit jantung dan kanker. 

Penyakit degeneratif dalam tubuh manusia biasanya diawali dengan reaksi 

oksidasi yang berlebihan. Reaksi ini membuat radikal bebas yang sangat aktif 

terbentuk dan dapat merusak struktur serta fungsi sel (Riadini, 2015). 

Radikal bebas merupakan atom atau molekul yang mengandung elektron 

tidak berpasangan pada orbital terluarnya, bersifat sangat reaktif dan tidak stabil 

sehingga cenderung bereaksi dengan molekul lainnya seperti lipid, protein 

mapun DNA hingga mencapai kestabilan (Tristantini et al., 2016). Sumber radikal 

bebas dapat berasal dari sisa hasil metabolisme tubuh dan dari luar tubuh seperti 

makanan, sinar UV, polutan dan asap rokok (Fitriana et al., 2015).  

Jumlah radikal bebas yang terus meningkat dalam tubuh dapat 

mengakibatkan terjadinya stres oksidatif sel. Tubuh memiliki enzim antioksidan 

alami yang bekerja mengatasi radikal bebas. Namun bila jumlah radikal bebas 

yang terbentuk sangat banyak sehingga melampaui kemampuan antioksidan 

untuk mengatasinya yang menyebabkan ketidakseimbangan, keadaan itulah 

yang disebut dengan stres oksidatif (Febrinda et al., 2012).  

Antioksidan ialah molekul yang dapat menghambat radikal bebas. Ada dua 

jenis antioksidan yaitu dari bahan sintetik atau alami (Putri et al., 2013). 

Antioksidan sintetik yang dibuat dari bahan kimia dianggap kurang aman untuk 

dikonsumsi dan dapat meningkatkan sifat karsinogennya apabila dikonsumsi 
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melebihi dosis yang ditetapkan, oleh karena itu antioksidan dengan bahan alami 

mengalami peningkatan dan dipandang lebih aman karena diperoleh dari ekstrak 

bahan alami. 

Indonesia memiliki kekayaan hayati yang sangat besar. Salah satunya 

adalah potensi kelautan dan pesisirnya yaitu tumbuhan mangrove sebagai 

sumber antioksidan alami. Menurut Amin (2008), sebenarnya antioksidan alami 

telah lama digunakan secara turun menurun, namun belum banyak diteliti 

aktivitas dan kandungan kimia aktifnya. Senyawa kimia aktif yang dihasilkan dari 

metabolit sekunder seperti fenolik, flavonoid dan lainnya terkandung di dalam 

bahan tanaman tertentu tidak terkecuali pada mangrove. Senyawa tertentu 

tersebut dapat menangkal stres oksidatif di tubuh manusia (Febrinda et al. 2012).  

Salah satu bakau yang ditemukan di perairan Kelurahan Pilang 

Probolinggo, Jawa Timur adalah Rhizophora mucronata. Menurut Purnobasuki 

(2005) spesies jenis ini ditemukan sangat melimpah di Pulau Jawa. Wilayah 

Probolinggo sekitar tahun 2015 mengalami hujan abu dari erupsi gunung Bromo. 

Peristiwa ini merupakan faktor pembeda dengan wilayah lain yang diduga dapat 

meningkatan produksi metabolit sekunder tumbuhan, tidak terkecuali pada 

mangrove. Didukung oleh pernyataan Nofiani (2008) bahwa organisme yang 

kekurangan sistem imun akan menghasilkan metabolit sekunder yang banyak 

dan bermacam-macam, sehingga dengan meningkatnya hasil metabolit sekunder 

diduga juga akan menghasilkan senyawa kimia aktif yang berfungsi sebagai 

antioksidan.  

Pemanfaatan mangrove R. mucronata di wilayah Pilang populer diolah 

masyarakat menjadi bahan makanan seperti kopi dan tepung. Eksplorasi 

kandungan kimia tumbuhan mangrove sangat diperlukan untuk menemukan 

potensi dan informasi baru bagi masyarakat. Setiap bagian tumbuhan seperti 

buah, bunga, daun, kulit batang maupun akar diduga memiliki kandungan kimia 
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aktif yang berfungsi sebagai aktivitas antioksidan. Pengambilan sampel hanya 

pada bagian daun dan kulit batang berdasarkan studi literatur yang telah 

dilakukan peneliti-peneliti sebelumnya, dimana jika ingin menggunakan sampel 

buah dan bunga hanya didapat dalam setahun sekali, sementara jika 

menggunakan sampel akar ditakutkan jika sampel akan mati sehingga spesies ini 

berkurang kelimpahannya. Banerjee et al. (2008) telah melakukan penelitian 

mengenai uji aktivitas antioksidan pada beberapa mangrove di Sundarbans, 

India. Salah satu spesies yang diuji yaitu R. mucronata, di mana sampel diambil 

dari bagian daun, buah dan kulit batang. Dari penelitian tersebut didapatkan hasil 

bahwa ekstrak daun, kulit batang dan buah memiliki nilai aktivitas antioksidan 

yang berbeda. 

Potensi mangrove R. mucronata sebagai tumbuhan obat sangat besar 

namun kajian ilmiah mengenai khasiatnya masih sangat sedikit, sehingga 

penelitian ini dilakukan untuk mempelajari aktivitas antioksidan dengan metode 

DPPH (1,1 diphenyl-2-picrylhydrazyl) untuk mendapatkan hasil aktivitas 

antioksidan dengan konsentrasi yang berbeda dari peneliti-peneliti sebelumnya 

dengan penentuan konsentrasi mengacu pada klasifikasi sifat antioksidan 

berdasarkan nilai IC50 dan jenis golongan senyawa kimia aktif yang terkandung 

pada ekstrak metanol daun dan kulit batang  R. mucronata dengan metode uji 

fitokimia. 

1.2 Rumusan Masalah 

Masalah utama kesehatan masyarakat sekarang disebabkan oleh penyakit 

degeneratif karena reaksi yang berlebihan pada tubuh oleh radikal bebas. 

Ekstrak dari tumbuhan mangrove telah banyak dimanfaatkan oleh masyarakat 

pesisir untuk keperluan obat-obatan alamiah. Diduga ekstrak tumbuhan 

mangrove juga memiliki aktivitas antioksidan yang cukup besar yang berasal dari 
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kandungan senyawa kimia aktif. Umumnya untuk mengetahui kandungan 

senyawa kimia aktif pada tumbuhan dilakukan dengan uji fitokimia secara 

kualitatif (tes warna) dan belum adanya penelitian sebelumnya mengenai uji 

kandungan senyawa kimia aktif secara kuantitatif, oleh karena itu rumusan 

masalah penelitian ini yaitu sebagai berikut:  

1. Golongan senyawa kimia aktif apa saja dan bagaimana kandungannya pada 

ekstrak metanol daun dan kulit batang R. mucronata? 

2. Apakah ekstrak metanol daun dan kulit batang R. mucronata memiliki 

aktivitas antioksidan?             

1.3 Tujuan 

Penelitian dari uji aktivitas antioksidan dan identifikasi senyawa kimia pada 

daun R. mucronata ini bertujuan untuk : 

1. Mengetahui jenis dan kandungan golongan senyawa kimia aktif yang 

terdapat pada ekstrak metanol daun dan kulit batang R. mucronata. 

2. Mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak metanol daun dan kulit batang R. 

mucronata dengan metode DPPH. 

1.4 Manfaat 

Adapun manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1. Mengetahui kandungan golongan senyawa kimia aktif dan kemampuan 

antioksidan pada ekstrak metanol daun dan kulit batang R. mucronata. 

2. Memberikan informasi tentang pemanfaatan R. mucronata sehingga dapat 

dijadikan referensi peneliti selanjutnya. 
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BAB II. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Rhizophora mucronata 

Kawasan mangrove di Indonesia merupakan hutan mangrove terbesar di 

dunia. Sebagian diantaranya terletak di pulau Jawa dengan presentase 1,2% 

atau sekitar 50.000 ha. Mangrove banyak tumbuh di daerah tropis yang 

distribusinya dibagi menjadi kelompok timur dan barat berdasarkan garis bujur. 

Secara kuantitatif kelompok timur lebih kaya dibandingkan kelompok barat. Salah 

satu yang termasuk wilayah timur yaitu pulau Jawa yang terletak pada garis bujur 

105o Timur – 120o Timur. Hutan mangrove Indonesia merupakan ekosistem yang 

produktif dan mempunyai potensi tinggi untuk digunakan secara berkelanjutan. 

Perikanan dan hasil hutan merupakan potensi yang dapat digali secara 

ekonomis. Potensi R. mucronata dalam bidang medis memiliki khasiat sebagai 

obat penyakit beri-beri, haematoma (kulit batang); hepatitis (kulit batang, bunga, 

daun, akar); borok (kulit batang) (Purnobasuki, 2005). 

Mangrove spesies R. mucronata ini hidup di zona terluar pesisir pantai 

yaitu daerah yang dilalui pasang surut dengan substrat lumpur, berpasir, maupun 

berbatu karang. Mangrove jenis ini memiliki ketinggian mencapai 27 m, jarang 

melebihi 30 m, memiliki akar tunjang dan akar udara yang tumbuh dari 

percabangan bagian bawah (Wetlands, 2017). 

Menurut Zipcodezoo (2017) R. mucronata termasuk dalam famili 

Rhizophoraceae. Mangrove jenis ini yang hidup di tepi sungai memiliki ketinggian 

20 - 25 m, sedangkan di tepi pantai dengan ketinggian 10 - 15 m. Pohon tertinggi 

biasanya terletak dekat dengan perairan dan terpendek terletak jauh lebih ke 

dalam arah daratan. Daun mangrove ini berbentuk elips dengan ukuran 8,5-16 x 

5-10 cm. Bunga mangrove ini berwarna kuning pucat hingga hijau, terdiri dari 4 

kelopak  6-8 mm dan 8 benang sari, tak bertangkai. Buahnya berwana hijau 
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kecoklatan berukuran 5-7 x 2,5-3,5 cm dengan silindris hipokotil 30-60 cm. 

Adapun taksonominya dapat dilihat pada Tabel 1. 

Tabel 1. Klasifikasi Ilmiah R. mucronata 

Klasifikasi Ilmiah R. mucronata 

Kingdom Plantae 

 

Order Malpighiales 

Famili Rhizophoraceae 

Genus Rhizophora 

Spesies R. mucronata 

Binomial name 

Rhizophora mucronata Lam. 

 

2.2 Senyawa Kimia Aktif 

Senyawa kimia aktif merupakan hasil dari metabolit sekunder makhluk 

hidup baik hewan maupun tumbuhan. Senyawa ini akan diproduksi dalam jumlah 

banyak jika makhluk hidup tersebut hidup dalam kondisi tertekan. Pengujian 

komponen kimia aktif dapat dilakukan dengan metode fitokimia. Pada metode 

fitokimia untuk mendapatkan senyawa kimia aktif menggunakan tiga macam jenis 

pelarut yaitu pelarut polar, semi-polar dan non polar. Metanol merupakan pelarut 

polar sehingga banyak sekali komponen aktif suatu bahan yang dapat diekstrak 

olehnya. Menurut Jacoeb et al. (2011) sifat pelarut polar mampu mengekstrak 

senyawa alkaloid kuertener, komponen fenolik, karatenoid, tanin, asam amino, 

gula dan glikosida. 

2.3 Ekstraksi 

Ekstraksi ialah salah satu cara untuk memperoleh senyawa antioksidan. 

Proses ekstraksi suatu bahan tumbuhan memiliki berbagai faktor yang dapat 
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mempengaruhi kandungan senyawa hasil ekstraksi, diantaranya seperti jenis 

pelarut, konsentrasi pelarut, metode ekstraksi dan suhu yang digunakan untuk 

ekstraksi (Senja et al., 2014). 

Maserasi adalah salah satu cara ekstraksi. Maserasi adalah proses 

penyaringan dengan cara merendam serbuk dalam air atau pelarut organik 

hingga meresap berfungsi untuk melunakkan susunan sel, sehingga zat-zat yang 

terkandung di dalamnya akan terlarut (Daud et al., 2011). 

2.4 Uji Fitokimia 

Menurut A’yun dan Laily (2015) penentuan kandungan kimia pada daun 

tumbuhan dapat dilakukan melalui uji fitokimia yang berfungsi untuk mengetahui 

golongan senyawa kimia seperti alkaloid, flavonoid, tanin dan lain sebagainya. 

2.4.1 Alkaloid 

Salah satu metabolisme sekunder yang terdapat pada tumbuhan yaitu 

senyawa alkaloid. Biasanya senyawa ini terdapat pada bagian daun, biji, ranting 

dan kulit batang. Dalam bidang kesehatan senyawa ini memiliki efek seperti 

antimikroba, pemicu sistem saraf, mengurangi rasa sakit, menaikkan tekanan 

darah, obat penenang, obat penyakit jantung dan lain-lain (Aksara et al., 2013). 

Senyawa alkaloid merupakan senyawa basa yang mengandung satu atau 

lebih atom nitrogen, dan mempunyai aktivitas farmakologis. Biasanya tak 

berwarna, seringkali bersifat optis aktif, dan umumnya berbentuk kristal pada 

suhu kamar. Alkaloid dapat diidentifikasi dengan reagen Mayer ditandai dengan 

terbentuknya endapan putih dan reagen dragendorff yang akan membentuk 

endapan merah bata (Tjandra et al., 2013). 
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2.4.2 Flavonoid 

Flavonoid ialah salah satu golongan fenolik alam terbesar yang terkandung 

pada tumbuhan. Pada umumnya, konfigurasi struktur flavonoid terdiri dari C6-C3-

C6, yaitu dua cincin aromatik yang dihubungkan oleh satuan tiga karbon yang 

dapat atau tidak dapat membentuk cincin ketiga. Flavonoid dapat diidentifikasi 

dengan sedikit bubuk magnesium dan HCl pekat yang akan membentuk larutan 

berwarna merah kuning atau jingga (Tjandra et al., 2013). 

Flavonoid ialah salah satu golongan fenol alam yang terbesar, karena 

senyawa ini terdapat dalam semua tumbuhan hijau (Rorong et al., 2012). 

Flavonoid dapat larut dalam air dan pelarut polar. Senyawa ini banyak 

terkandung dalam tumbuhan mangrove, karena mangrove merupakan tanaman 

sejati ditandai dengan daun, akar, batang sejati. Flavonoid yang ditemukan pada 

mangrove berperan sebagai antioksidan dengan menghambat peroksidasi dari 

lipid dan berpotensi meginaktifkan oksigen triplet, selain itu senyawa ini juga 

berfungsi sebagai antibakteri (Ningrum et al., 2013). Berikut struktur senyawa 

flavonoid tersaji pada Gambar 1. 

 
(Sumber : Rorong et al., 2012) 

Gambar 1. Struktur Flavonoid 

2.4.3 Saponin 

Saponin merupakan senyawa-senyawa penting dalam proses 

penyembuhan luka, karena dapat memacu pembentukan kolagen, yaitu struktur 

protein yang berperan penting dalam penyembuhan luka. Selain itu beberapa 

sumber diketahui bahwa saponin dapat berfungsi sebagai antikanker dan anti-
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inflamasi. Saponin larut dalam air, sedikit larut atau tidak sama sekali dalam 

etanol dan metanol pekat yang dingin (Mendrofa et al., 2015). 

Tumbuhan biasanya mengandung senyawa saponin dalam bentuk 

senyawa alkaloid streroid, glikosida steroid, atau triterpena. Saponin bersifat 

seperti sabun yang apabila dikocok di dalam air dapat menimbulkan busa, 

sehingga saponin dapat diidentifikasi dengan mengocoknya. Apabila saat 

penambahan 1 tetes HCl pekat busa yang terjadi tidak hilang selama 15 menit 

maka saponin dinyatakan positif (Tjandra et al., 2013). 

2.4.4 Tanin 

Tanin ialah senyawa organik yang terdiri atas campuran senyawa polifenol 

kompleks, dibangun dari unsur C, H, dan O serta sering membentuk molekul 

besar dengan bobot molekul lebih besar dari 2000. Dalam pengertian sehari-hari, 

tanin bukan merupakan senyawa murni melainkan campuran senyawa yang 

terekstraksi oleh pelarut polar dan semipolar (Suseno et al., 2014). 

Senyawa tanin dibagi menjadi dua golongan senyawa, dimana tiap 

golongan senyawa dapat memberikan reaksi warna yang berbeda terhadap 

senyawa ferriklorida (FeCl3) 1%. Golongan senyawa tanin terhidrolisis akan 

menghasilkan warna biru kehitaman dan tanin terkondensasi akan menghasilkan 

warna hijau kehitaman. Pada saat penambahannya diperkirakan senyawa FeCl3 

akan bereaksi dengan salah satu gugus hidroksil yang terdapat pada senyawa 

tanin, hasil itulah pada akhirnya dapat menimbulkan warna (Rorong et al., 2012). 

Adapun struktur senyawa tanin disajikan pada Gambar 2. 

 
(Sumber : Rorong et al., 2012) 

Gambar 2. Struktur Tanin 
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2.5 Antioksidan 

Antioksidan merupakan senyawa molekul kecil yang dapat bereaksi 

dengan oksidan hingga menimbulkan reaksi oksidasi yang merusak biomolekul 

dapat dihambat (Septiana et al., 2002). Antioksidan ialah senyawa yang 

berfungsi untuk menghambat proses oksidasi dari radikal bebas. Mekanisme 

kerjanya yaitu dengan cara mendonorkan atom hidrogen atau proton pada 

senyawa radikal. Hal ini yang menjadikan senyawa radikal lebih stabil (Fitriana et 

al., 2015). 

Antioksidan juga dapat digunakan untuk melindungi bahan pangan dengan 

cara perlambatan, ketengikan, kerusakan atau perubahan warna yang 

disebabkan oleh oksidasi. Antioksidan ini mampu bertindak sebagai penyumbang 

radikal hidrogen atau akseptor radikal bebas sehingga dapat menunda tahap 

inisiasi pembentukan radikal bebas (Dungir et al., 2012). 

2.6 Jenis Antioksidan 

Ada beberapa jenis antioksidan yang dikelompokkan berdasarkan 

sumbernya yaitu antioksidan sintetik dan alami. 

2.6.1 Antioksidan Sintetik 

Penambahan antioksidan pada berbagai produk farmasi, kosmetik maupun 

makanan merupakan cara paling efektif untuk mencegah oksidasi lemak pada 

produk. Namun penggunaan antioksidan sintetik oleh masyarakat semakin 

berkurang. Ini disebabkan beberapa penelitian membuktikan adanya efek toksik 

dan karsinogenik dari antioksidan sintetik pada tubuh manusia. Antioksidan yang 

memberi efek negatif umumnya adalah antioksidan sintetik, contohnya seperti 

butyated hidroxy anisole (BHA), butyated hidroxy toluene (BHT) dan propyle 

galate (PG) sehingga dilakukan usaha untuk mencari antioksidan alami yang 
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berasal dari tumbuhan yang dianggap lebih baik dari antioksidan sintetik, 

khususnya apabila ditinjau dari segi kesehatan (Jacoeb et al., 2011).  

Antioksidan sintetik seperti BHA (butil hidroksi anisol), BHT (butil hidroksi 

toluen), PG (propil galat), dan TBHQ (tert-butil Hidrokuinon) dapat meningkatkan 

efek karsinogenik sehingga penggunaan antioksidan alami mengalami 

peningkatan (Rohman dan Riyanto, 2005).  

2.6.2 Antioksidan Alami 

Antioksidan alami seperti senyawa fenolik dapat menghambat oksidasi 

lipid, mencegah kerusakan, perubahan komponen organik dalam bahan 

makanan sehingga dapat memperpanjang umur simpan (Dungir et al., 2012). 

Menurut Zuhra et al., (2008) antioksidan alami banyak terdapat pada bahan 

pangan, misalnya teh, coklat, rempah-rempah, dedaunan, biji-biji serelia, sayur-

sayuran, enzim dan protein. Umumnya sumber antioksidan alami berasal dari 

tumbuhan yang mengandung senyawa fenolik yang tersebar di seluruh bagian 

tumbuhan baik di kayu, daun, buah, biji, akar, bunga maupan serbuk sari. 

Antioksidan alami dapat terkandung dalam bagian daun, buah, akar, 

batang dan biji dari tumbuh-tumbuhan obat. Bagian tersebut umumnya 

mengandung senyawa fenol dan polifenol. Polifenol dan turunannya telah lama 

dikenal mempunyai aktivitas antibakteri, antimutagen, antimelanogenesis, 

antioksidan (Rohman dan Riyanto, 2005).  

2.7 Uji Aktivitas Antioksidan 

Melakukan uji aktivitas antioksidan secara in-vitro dapat dilakukan dengan 

berbagai macam cara diantaranya dapat menggunakan metode DPPH, uji diena 

terkonjugasi, bilangan Para-anisidin, kapasitas serapan radikal oksigen (ORAC) , 

CUPRAC dan ABTS (2,2 azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfoniksid). Akan tetapi 

para peneliti banyak menggunakan metode DPPH yang dilihat dari mudahnya 
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mendapatkan bahan senyawa, waktu uji yang diperlukan relatif singkat, 

sederhana serta hasil yang akurat. 

Radikal bebas yang biasanya digunakan untuk mengukur kemampuan 

dalam penangkapan radikal bebas ialah 1,1-difenil-2-pikrihidrazil (DPPH). DPPH 

dikenal sebagai senyawa radikal bebas yang stabil, sehingga apabila digunakan 

sebagai pereaksi dalam uji penangkapan radikal bebas cukup dilarutkan dan bila 

disimpan dalam keadaan kering dengan kondisi penyimpanan yang baik dan 

stabil selama bertahun-tahun. Nilai absorbansi DPPH berkisar 515-520 nm 

(Tristantini et al., 2016). 

DPPH ialah suatu molekul radikal bebas berwarna ungu dan akan stabil 

jika berubah menjadi kuning oleh adanya reaksi dengan antioksidan. Cara 

kerjanya ketika antioksidan mendonorkan satu elektronnya pada DPPH sehingga 

terjadi peredaman radikal bebas DPPH. Elektron yang tidak berpasangan pada 

DPPH memberikan suatu absorbansi yang kuat, maksimum pada λ = 517 nm 

dan berwarna ungu. Peredaman radikal bebas oleh antioksidan terjadi ketika 

elektron tidak berpasangan menjadi berpasangan dengan adanya donor 

hidrogen, sehingga membentuk DPPH yang stabil (Sastrawan et al., 2013). 

Adapun struktur DPPH dan reaksinya dengan antioksidan ditunjukkan pada 

Gambar 3. 

 

(Sumber : Sastrawan et al., 2013) 

Gambar 3. Mekanisme DPPH Akseptor 
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BAB III. METODE PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian dilaksanakan pada bulan Februari hingga April 2017, dilakukan 

di Laboratorium Eksplorasi Sumberdaya Perikanan dan Kelautan dan 

Laboratorium Perekayasaan Hasil Perikanan Fakultas Perikanan dan Ilmu 

Kelautan Universitas Brawijaya. Pengambilan sampel dilakukan di perairan 

Kelurahan Pilang Kecamatan Kademangan Kota Probolinggo, Jawa Timur pada 

wilayah 07o44’40.2” S dan 113o11’28.4” E. 

3.2 Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan pada penelitian ini disajikan pada Tabel 2. 

Tabel 1. Daftar alat penelitian 

No Nama Alat Spesifikasi Kegunaan 

1 pH Meter Oakton pH Testr 30 
Waterproof pH Testr 30 
Pocket Tester (0,00-14) 

Mengukur tingkat 
keasaaman/kebasaan 
perairan 

2 Salinometer Digital Hand-held 
“Pocket” Refractometer 
PAL-06S 
Salinitas : 0,00 - 100 ppt 

Mengukur nilai salinitas 
perairan 

3 Thermometer Lovibond SD 310 Oxi 
(-5 - 50oC) 

Mengukur nilai suhu 
perairan 

4 DO Meter Lovibond SD 310 Oxi 
(0,00 - 70,0 mg/l) 

Mengukur nilai kadar DO 
perairan 

5 GPS GARMIN 60TM 
Resolusi : 160 x 240 pixel 

Menentukan titik koordinat 
pengambilan sampel 

6 Timbangan digital RADWAG Analytical 
Balance - AS220.R2 
Series (220g x 0.1 mg) 

Sebagai alat untuk 
menentukan massa 

7 Blender Electrolux EBR-2601 
Cruzo – Silver 

Menghaluskan daun 
menjadi serbuk simplisia 
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No Nama Alat Spesifikasi Kegunaan 

8 Botol vial 0 - 20 ml Sebagai tempat sampel 
sebelum diuji 

9 Botol O - Sebagai wadah maserasi 

10 Vacuum rotary 
evaporator 

Volume bath : 1-2 L 
Speed : 20-280 rpm 

Sebagai pemisah antara 
ekstrak dengan pelarut 

11 Beaker glass PYREX® 0-50 ml Sebagai wadah sampel 

12 Erlenmeyer PYREX® 250 ml Sebagai wadah pelarut 

13 Lemari pendingin - Menyimpan sampel 
dengan suhu rendah 

14 Inkubator - Sebagai alat inkubasi 

15 Pipet tetes - Memindahkan larutan 
dalam skala kecil 

16 Gelas ukur HERMA 0-10 ml Sebagai alat pengukur 
volume larutan 

17 Mikropipet Dragon Lab 
(100-200 µl, 100-1000 µl) 

Sebagai alat pemindah 
larutan dengan skala 
tertentu (mikron) 

18 Spektrofotometri Spectroquant Pharo 300 
M - UV Vis (190 to 1100 
nm) 

Sebagai alat mengukur 
nilai sampel berdasarkan 
panjang gelombang 
tertentu 

19 Cuvette - Tempat larutan untuk 
diukur pada 
spektrofotometri 

20 Nampan - Sebagai wadah alat dan 
bahan 
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Bahan yang digunakan pada penelitian ini disajikan pada Tabel 3. 

Tabel 2. Daftar bahan penelitian 

No Nama Bahan Jumlah yang dibutuhkan Kegunaan 

1 Daun R. 
mucronata 

200 gram Bahan uji 

2 Kulit batang R. 
mucronata 

200 gram Bahan uji 

3 Metanol 1,8 L Pelarut untuk sampel uji 

4 Metanol p.a 600 ml Pelarut untuk sampel uji 

5 Aluminium foil Secukupnya Sebagai penutup atau 
pembungkus tabung 
reaksi 

6 Tali/karet Secukupnya Mengeratkan aluminium 
foil pada tabung reaksi 

7 Kertas saring 
Whatman No. 42 

2 lembar Untuk memisahkan filtrat 
dan residu 

8 DPPH 7,68 mg Radikal bebas sebagai 
penguji antioksidan 

9 Pereaksi 
Dragendrof 

2 ml Pereaksi uji alkaloid 

10 Air panas 2 ml Campuran dalam uji 
saponin 

11 Larutan HCl 2N 2 ml Pereaksi uji saponin 

12 Vitamin C 50 mg Kontrol positif 

13 FeCl3 1% 2 ml Pereaksi tanin 
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3.3 Alur Penelitian 

Tahapan penelitian uji aktivitas antioksidan dengan menggunakan metode 

DPPH dan uji fitokimia untuk mengetahui golongan senyawa kimia aktif (Gambar 

4). 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Alur Penelitian 

3.4 Prosedur Kerja 

Prosedur penelitian ini dimulai dari pengambilan sampel daun dan kulit 

batang R. mucronata di lapang. Perlakuan sampel terdiri dari pengeringan, 

penghalusan, dan ekstraksi. Langkah selanjutnya melakukan uji aktivitas 

antioksidan dengan metode DPPH dan uji fitokimia untuk mengetahui golongan 

senyawa kimia aktif pada ektrak daun R. mucronata. 

3.4.1 Pengambilan Sampel di Lapang 

Pengambilan sampel daun dan kulit batang R. mucronata dilakukan di 

perairan Kelurahan Pilang Kota Probolinggo. Langkah pertama dilakukan 

Daun dan kulit batang R. mucronata 

Sampel dikeringkan 

Ektraksi 

Uji Fitokimia Uji Antioksidan 

Uji Alkaloid 

Uji Flavonoid 

Uji Saponin 

Uji Tanin 

 

Kualitatif Kuantitaif 

Nilai IC50 Perubahan warna 

Aktivitas 

antioksidan 

Analisis Data 

Hasil 
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penentuan titik koordinat lokasi dengan mengunakan GPS untuk mengetahui 

lokasi pengambilan sampel berdasarkan titik koordinat.  

Sampel daun dan kulit batang R. mucronata diambil dari enam pohon 

berbeda. Sampel daun diambil dari pohon dengan kisaran ketinggian 3 m, 

sedangkan sampel kulit batang diambil dari pohon dengan kisaran ketinggian 15 

m dengan kisaran diameter batang 30 cm dengan kulit kayu berwarna gelap 

hingga hitam, memiliki akar tunjang dan udara yang tumbuh dari percabangan 

bagian bawah. Daun R. mucronata yang ditemukan memiliki kisaran panjang dan 

diameter 8,5-16 cm dan 5-10 cm, berwarna hijau dengan panjang ganggang 

daun berkisar antara 2,5-5,5 cm. Sampel daun dipetik langsung dari pohon, 

begitu juga dengan kulit batang. Selanjutnya sampel ditimbang dan diukur 

panjang serta diameternya. Sampel dipreparasi dengan cara membersihkan 

debu dan kotoran yang menempel pada daun dan kulit batang. R. mucronata. 

Daun dan kulit batang bakau R. mucronata yang diambil dari perairan Kelurahan 

Pilang Probolinggo dapat dilihat pada Gambar 5.   

   

Gambar 2. Daun dan kulit batang R. mucronata 

Pada dasarnya setiap spesies memiliki kandungan senyawa yang berbeda. 

Hali ini dipengaruhi oleh kondisi habitat, faktor lingkungan dan faktor genetik. 

Pemakaian daun dan kulit batang R. mucronata sebagai bahan uji dalam 

penelitian ini juga dikarenakan bagian-bagian tersebut diduga menghasilkan 

senyawa kimia aktif yang belum tentu dimiliki oleh bagian tumbuhan yang lain. 

Menurut Nababan et al. (2016) hampir semua bagian tanaman Rhizophora sp. 

mengandung senyawa alkaloid, saponin, flavonoid dan tanin dimana senyawa ini 

3,2 cm 

15,2 cm 
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dimanfaatkan sebagai obat-obatan alami. Setelah dilakukan pengukuran panjang 

& diameter pada daun dan batang dilakukan perhitungan rendemen esktak yang 

berfungsi untuk menentukan persen kandungan aktif yang terdapat pada suatu 

bahan dengan rumus sebagai berikut : 

   
  

  
        

Keterangan : 

Pr = Presentase Rendemen 

Be = Berat Ekstrak 

Bs = Berat Sampel 

Selain itu juga dilakukan pengukuran parameter lingkungan meliputi pH, 

suhu, DO (Disolved Oxygen), dan salinitas untuk mengetahui kualitas perairan 

yang digunakan sebagai habitat R. mucronata untuk hidup. 

Pengukuran pH menggunakan pH meter untuk mengetahui tingkat 

keasaman perairan habitat R. mucronata dengan cara mengkalibrasi pH meter 

dengan aquades untuk menstandarkan nilai pada alat sebelum digunakan. 

Selanjutnya sensor pada pH meter dimasukan ke dalam perairan dan ditunggu 

sekitar 2 menit atau sampai nilai angka pada layar stabil, kemudian tekan tombol 

hold dan catat hasilnya.  

Pengukuran salinitas menggunakan salinometer untuk mengetahui kadar 

garam pada perairan habitat R. mucronata. Langkah pertama yang dilakukan 

yaitu mengkalibarasi alat tersebut dengan aquades berfungsi untuk 

menstandarkan nilai. Langkah berikutnya mengabil sampel air dengan pipet 

tetes, lalu diteteskan 3-4 tetes air sampel pada sensor salinometer hingga sensor 

terisi penuh, kemudian menekan tombol start dan mencatat hasilnya. 

Pengukuran berikutnya yaitu kadar Disolved Oxygen (DO) dan suhu pada 

perairan menggunakan alat Lovibond SD 310 Oxi yang berfungsi untuk 
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mengetahui nilai oksigen terlarut dan suhu pada perairan habitat R. mucronata. 

Hal pertama yang dilakukan yaitu mengkalibrasi sensor alat untuk 

menstandarkan nilai, mencelupkan sensor ke perairan lalu menekan tombol ON 

dan ditunggu hingga layar stabil kemudian mencatat hasilnya.  

3.4.2 Perlakuan Sampel 

Sampel yang didapatkan di perairan Kelurahan Pilang Kota Probolinggo 

dikeringkan hingga kadar air berkurang kurang lebih selama tiga hari di bawah 

sinar matahari (Sutjipto et al., 2009). Tujuan dilakukan pengeringan adalah untuk 

mengurangi kadar air pada sampel. 

Proses selanjutnya adalah menimbang sampel daun dan kulit batang R. 

mucronata yang sudah kering menggunakan timbangan digital sebelum 

dilakukan proses selanjutnya yaitu penghalusan sampel (Gambar 6). Sampel 

yang telah halus dapat disimpan ditempat kering untuk dilakukan proses 

selanjutnya yaitu maserasi dan uji antioksidan dikemudian hari. 

3.4.3 Ekstraksi Sampel 

Tahapan selanjutnya yaitu ekstraksi. Ekstraksi sampel berfungsi untuk 

mendapatkan senyawa aktif yang dapat larut dan diikat oleh pelarut yang 

digunakan. Metode ekstraksi dipilih bergantung pada sifat bahan dan senyawa 

yang akan diisolasi. Sebelum memilih suatu metode, perlu ditentukan terlebih 

dahulu target ekstraksi. Menurut Mukriani (2014) beberapa target ekstraksi yaitu 

diantaranya : 

1. Senyawa bioaktif yang tidak diketahui 

2. Senyawa yang diketahui ada pada suatu organisme 

3. Sekelompok senyawa dalam suatu organisme yang berhubungan secara 

struktural. 
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Menurut Mukriani (2014) proses ekstraksi khususnya untuk bahan yang 

berasal dari tumbuhan adalah sebagai berikut : 

1. Pengelompokan bagian tumbuhan (daun, bunga, dll), pengeringan dan 

penggilingan bagian tumbuhan. 

2. Pemilihan pelarut 

3. Pelarut polar : air, etanol, metanol  dan sebagainya 

4. Pelarut semipolar : etil asetat, diklorometan dan sebagainya 

5. Pelarut nonpolar : n-heksan, petroleum eter, kloroform dan sebagainya 

Pada peneltian ini pelarut yang digunakan yaitu metanol. Hal tersebut 

dikarenakan pelarut metanol memiliki sifat polar yang artinya dapat mengikat 

banyak senyawa kimia aktif pada tumbuhan. Pernyataan ini didukung oleh hasil 

penelitian Ernawati dan Hasmila et al., (2015) yang melakukan uji fitokimia pada 

daun mangrove R. mucronata dengan menggunakan pelarut metanol yang 

bersifat polar, dimana pelarut ini mampu menembus dinding sel sampel sehingga 

senyawa yang bersifat polar dan non-polar dapat tereksrak juga. Uji ini dilakukan 

untuk mengetahui tiga jenis golongan senyawa kimia aktif berupa flavonoid, 

steroid dan alkaloid. Hasil uji golongan yang teridentifikasi hanya flavonoid dan 

steroid.  

Tahapan dalam proses ekstraksi pertama menimbang bubuk daun 

mangrove R. mucronata sebanyak 200 gram yang akan diekstraksi dengan 

metode maserasi dengan pelarut metanol (polar). Sampel diletakkan di dalam 

botol O kemudian ditambahkan 600 ml metanol, didiamkan selama 24 jam 

kemudian disaring menggunakan kertas saring whatman 42. Filtrat ditampung 

dan residunya dimaserasi ulang dengan cara yang sama sebanyak tiga kali 

pengulangan yaitu sampai filtratnya berwarna bening (Putri et al., 2013). Filtrat 

ekstrak metanol kemudian dievaporasi menggunakan vacuum rotary evaporator 
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pada suhu 40oC untuk memisahkan pelarut dan hasil ekstrak (Tristantini et al., 

2016) (Gambar 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Proses preparasi dan ekstraksi sampel 

Preparasi sampel 

Ekstraksi 

Pengeringan: 

 Menimbang berat sampel basah 
sebelum dikeringkan (Berat Basah) 

 Sampel dikeringkan di bawah sinar 
matahari selama 3 hari 

 Sampel yang telah kering ditimbang 
untuk mengetahui berat sampel 
kering (Berat Kering) 

Metode Maserasi : 

 Menimbang sebanyak 200 gram 
bubuk daun R. mucronata masukkan 
ke dalam botol O 

 Tambahkan 600 ml metanol 

 Tutup mulut botol O dengan  
aluminium foil 

 Diamkan selama 3x24 jam (ekstraksi 
bertingkat) 

Filtrasi 

 Hasil dari ekstraksi tiap 24 jam nya 
disaring menggunakan kertas saring 
whatman 42 steril selama 3x24 jam 
sampai dihasilkan filtrat berwarna 
bening. 

Evaporasi 

 Hasil filtrat kemudian dievaporasi 
menggunakan vacuum rotary 
evaporator dengan suhu 40oC 
sampai didapatkan ektrak kental. 

Rendemen Ekstrak 

 Menghitung rendemen ekstrak 
berdasarkan presentase berat 
ekstrak yang dihasilkan dibagi 
dengan berat sampel yang 
digunakan. 
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3.4.4 Uji Fitokimia 

Uji fitokimia merupakan suatu pemeriksaan golongan senyawa kimia yang 

terdapat dalam suatu simplisia tumbuhan. Uji tersebut dapat digunakan untuk 

membuktikan ada tidaknya senyawa kimia tertentu dalam tumbuhan. Pada 

penelitian ini uji fitokimia yang dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa 

kimia aktif golongan alkaloid, flavonoid, saponin, dan tanin. Uji dilakukan dengan 

dua cara yaitu kualitatif dengan melihat perubahan warna dan kuantitatif dengan 

menghitung nilai absorbansinya. Jika hasil positif pada uji kualitatif maka 

dilanjutkan dengan uji kuantitatif dengan menggunakan spektrofotometri UV/Vis. 

Panjang gelombang yang digunakan pada uji kuantitatif disamakan dengan 

panjang gelombang uji aktivitas antioksidan yaitu 517 nm. Hal ini dikarenakan 

dengan panjang gelombang tersebut dapat mengetahui nilai aktivitas antioksidan 

sehingga juga dapat digunakan untuk mengetahui nilai absorbansi senyawa 

fitokimia yang menyebabkan adanya aktivitas antioksidan. Panjang gelombang 

517 nm sesuai dengan serapan spektrum warna letaknya berada di tengah-

tengah, sehingga cukup adil untuk panjang gelombang kurang ataupun lebih 

darinya. Adapun menurut Sanda et al. (2012) panjang gelombang pada 

spektrofotometri UV/Vis sesuai dengan serapan spektrum warna sebagai berikut. 

 Ungu : 400 - 420 nm 

 Nila : 420 - 440 nm 

 Biru : 440 - 490 nm 

 Hijau : 490 - 570 nm 

 Kuning : 570 - 585 nm 

 Jingga : 585 - 620 nm 

 Merah : 620 - 780 nm 
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3.4.3.1 Uji Alkaloid 

Sampel uji dibuat dengan cara melarutkan 5 mg ekstrak kental daun dan 

kulit batang R. mucronata dalam 5 ml metanol p.a. Selanjutnya ditambahkan 

sebanyak 1 ml pereaksi dragendrof, amati perubahannya. Bila terbentuk warna 

jingga sampai merah coklat menunjukkan adanya senyawa alkaloid (Sapri et al. 

2013). Jika hasil positif maka dilanjutkan uji kuantitatif menggunakan panjang 

gelombang 517 nm. 

3.4.3.2 Uji Flavonoid 

Sebanyak 5 mg ektrak sampel daun dan kulit batang R. mucronata 

dicampurkan dengan 5 ml metanol p.a. Selanjutnya ditambahkan 1 m HCl pekat, 

kemudian ditambahkan 0,2 gram bubuk Mg, hasil positif ditunjukkan dengan 

timbulnya warna kuning, jingga atau merah tua (magenta) (Sapri et al. 2013). 

Jika hasil positif maka dilanjutkan uji kuantitatif menggunakan panjang 

gelombang 517 nm. 

3.4.3.3 Uji Saponin 

Sebanyak 5 mg ekstrak daun dan kulit batang R. mucronata dimasukan 

ke dalam botol vial, ditambahkan 1 ml air panas, kemudian dikocok selama 15 

menit lalu ditambahkan 1 ml HCl 2N. Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuk 

buih putih yang stabil (Sapri et al., 2013).  

3.4.3.4 Uji Tanin 

Uji fitokimia senyawa tanin, langkah pertama ditimbang sebanyak 5 mg 

ekstrak sampel daun dan kulit R. mucronata, ditambah metanol 5 ml. Kemudian 

ditambahkan 1 ml larutan FeCl3 1%. Hasil positif ditunjukkan dengan 

terbentuknya warna biru atau hijau kehitaman (Sapri et al., 2013). Jika hasil 

positif maka dilanjutkan uji kuantitatif menggunakan panjang gelombang 517 nm. 
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3.4.5 Uji Aktivitas Antioksidan 

Tahapan uji aktivitas antioksidan menurut Putri et al. (2013) dengan 

metode DPPH meliputi pembuatan larutan DPPH, pembuatan larutan stok daun 

& kulit batang R. mucronata dan vitamin C serta pengukuran aktivitas 

antioksidan. 

Pengujian antioksidan dengan DPPH merupakan salah satu metode yang 

sederhana dengan menggunakan 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil  sebagai senyawa 

pendeteksi. DPPH merupakan senyawa radikal bebas yang bersifat stabil 

sehingga dapat bereaksi dengan atom hidrogen yang berasal dari suatu 

antioksidan membentuk DPPH tereduksi (Salamah et al., 2008). 

1. Pembuatan Larutan DPPH 0,5 mM 

Larutan DPPH disiapkan dengan konsentrasi 0,5 mM, yaitu dengan 

menimbang 7,68 mg DPPH dan dilarutkan dengan 39 ml metanol di dalam tube 

(Pramesti, 2013). 

  
2. Pembuatan Larutan Stok Ekstrak Daun dan Kulit Batang R. mucronata 

Larutan stok 1000 ppm disiapkan dengan cara menimbang 50 mg masing-

masing ekstrak pekat dari daun dan kulit batang yang dilarutkan dengan metanol 

sambil dihomogenkan, volume akhir dicukupkan metanol sampai 50 ml beaker 

glass (Sami dan Rahimah, 2016). 

 
3. Pembuatan Larutan Stok Vitamin C Murni 

Larutan stok 1000 ppm disiapkan dengan cara menimbang 50 mg vitamin 

C murni dan dilarutkan dengan metanol hingga mencapai volume 50 ml dalam 

beaker glass (Sami dan Rahimah, 2016).  
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4. Pengukuran Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH 

a. Pengukuran Serapan Larutan Blanko DPPH 

Larutan DPPH 0,5 mM dipipet sebanyak 1 ml dan cukupkan volumenya 

hingga 5 ml dengan metanol dalam cuvette. Larutan ini kemudian dihomogenkan 

dan dibiarkan selama 30 menit, selanjutnya serapan diukur dengan 

spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 517 nm (Sami dan Rahimah, 

2016). 

b. Pengukuran Aktivitas Pengikatan Radikal Bebas DPPH dengan Sampel 

Ekstrak yang memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi pada konsentrasi 

1000 ppm, dilanjutkan untuk penentuan konsentrasi larutan uji aktivitas 

antioksidan pada seri konsentrasi seperempat dan selanjutnya separuh dari 

konsentrasi larutan induk yaitu sebesar 250; 125; 62,5 dan 31,25 ppm. Masing-

masing empat konsentrasi uji tersebut diambil sampel sebanyak 4 ml kemudian 

ditambahkan 1 ml larutan DPPH 0,5 mM. Langkah selanjutnya sampel diinkubasi 

selama 30 menit pada suhu ruang hingga terjadi perubahan warna dari aktivitas 

DPPH, semua sampel dibuat triplo (tiga kali pengulangan). Setelah semua 

sampel telah diinkubasi, kemudian diuji nilai absorbansinya menggunakan 

spektofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 517 nm (Putri et al., 2013). 

c. Pengukuran Aktivitas Pengikatan Radikal Bebas DPPH sebagai Larutan 

Pembanding 

Larutan pembanding dibuat dari vitamin C yang dilarutkan dengan pelarut 

metanol masing-masing konsentrasi 2, 4, 6, dan 8 ppm dengan cara memipet 

masing-masing 10 µl, 20 µl, 40 µl, dan 80 µl dari larutan stok vitamin C murni 

1000 ppm pada tabung reaksi (Hidayah et al., 2015). Vitamin C yang digunakan 

adalah vitamin C murni. Di mana vitamin C jenis ini merupakan antioksidan yang 

dapat mencegah oksidasi dan merupakan nutrien serta vitamin yang larut dalam 

air dan penting untuk menjaga kesehatan (Rienoviar dan Nashrianto, 2010).  
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 Menurut Sami dan Rahimah (2016) besarnya presentase pengikatan 

radikal bebas dapat dihitung dengan rumus : 

           
                       

                 
        

Terhadap ekstrak yang memiliki aktivitas tertinggi dihitung nilai IC50 (50% 

Inhibitory Concentration) dengan menggunakan persamaan regresi linear. 

Persamaan regresi ini digunakan untuk mendapatkan nilai IC50. Menurut 

Tristantini et al. (2016) nilai IC50 merupakan konsentrasi efektif ekstrak yang 

dibutuhkan untuk meredam 50% dari total DPPH, sehingga nilai 50 

disubsitusikan untuk nilai  , dan akan didapat nilai   sebagai nilai IC50. Adapun 

sifat antioksidan berdasarkan nilai IC50 disajikan pada Tabel 4. 

Tabel 3. Sifat Antioksidan berdasarkan Nilai IC50 

Nilai IC50 Sifat Antioksidan 

<50 ppm Sangat kuat 

50 ppm - 100 ppm Kuat 

100 ppm - 150 ppm Sedang 

150 ppm - 200 ppm Lemah 

(Sumber : Molyneux, 2004 dalam Tristantini et al., 2016) 

3.5 Analisis Data 

Pada penelitian ini analisis data yang digunakan yaitu analisis regresi linear 

sederhana. Menurut Pratomo dan Astuti (2015) analisis regresi adalah hubungan 

yang didapat dan dinyatakan dalam bentuk persamaan matematik yang 

menyatakan hubungan fungsional antar variabel-variabel. Secara sederhana 

dapat diartikan bahwa analisis ini digunakan untuk mendapatkan hubungan 

matematis dalam bentuk suatu persamaan antara variabel tak bebas (variabel 

dependen) dengan variabel bebas tunggal (variabel independen). Regresi linear 
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sederhana hanya memiliki satu perubahan regresi linear untuk populasi adalah 

      . 

di mana : 

x = subjek pada variabel independen, memiliki nilai tertentu 

a = parameter intercept 

b = parameter koefisien regresi variabel bebas 

Persamaan regresi ini digunakan untuk mendapatkan nilai IC50. Nilai IC50 

merupakan konsentrasi efektif ekstrak yang dibutuhkan untuk merendam 50% 

dari total DPPH, sehingga nilai 50 disubsitusikan untuk nilai  , dan akan didapat 

nilai   sebagai nilai IC50. 
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BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Pengukuran Parameter Perairan Habitat R. mucronata 

R. mucronata memiliki persebaran cukup luas dikarenakan spesies ini 

mampu beradaptasi terhadap faktor lingkungan dan mampu berkembang biak 

dengan baik. Faktor lingkungan yang mempengaruhi diantaranya keadaan 

substrat, suhu, pH, DO, salinitas, pasang surut, iklim, dan lain-lain. Data hasil 

pengukuran parameter air habitat R. mucronata dapat dilihat pada Tabel 5. 

Tabel 1. Data Hasil Pengukuran Parameter Perairan 

No Parameter Rata-rata ± Standar deviasi 

1 Suhu (oC) 34,70±1,40 
2 pH 7,29±0,41 
3 Salinitas (ppt) 26,67±0,58 
4 DO (mg/l) 5,07±0,01 

Menurut Umroh (2015) mengatakan pucuk mangrove akan tumbuh jika 

suhu perairan rata-rata di atas 25oC dan suhu yang merangsang pertumbuhan 

pucuk mangrove berkisar 15oC - 25oC. Menurut Wahyu dan Widyastuti (1998) 

dalam Pariyono (2006) menyatakan bahwa mangrove akan tumbuh dengan baik 

pada tipe substrat lumpur yang relatif tebal, dengan kriteria lahan yang 

berpotensi untuk pertumbuhan mangrove yaitu 6,0 - 8,5, serta berkembang 

dengan baik pada kisaran salinitas 10 - 30 o/oo (Alik et al., 2013). Berdasarkan 

hasil tersebut perairan Kelurahan Pilang Probolinggo berada dalam kondisi yang 

sesuai untuk menunjang kehidupan mangrove pada lokasi tersebut. 

4.2 Hasil Ekstraksi Daun dan Kulit Batang R. mucronata 

Sebelum proses ekstraksi terlebih dahulu dilakukan proses maserasi yang 

bertujuan untuk melarutkan zat-zat yang terkandung dalam sampel dengan 

menggunakan pelarut tertentu. Ekstraksi bertujuan untuk memisahkan zat-zat 

yang terkandung pada sampel dengan pelarutnya. Hasil ekstraksi yang 
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dihasilkan berupa ekstrak kental. Hasil tersebut didapat melalui proses evaporasi 

menggunakan vacuum rotary evaporator. Perendeman atau maserasi dilakukan 

selama 3x24 jam dengan cara mencampurkan sampel daun atau kulit batang 

dengan 1,8 liter metanol didapatkan hasil sekitar 1,2 liter. Pengurangan volume 

dapat disebabkan karena adanya proses penguapan dan terserapnya pelarut 

pada sampel yang digunakan. Selanjutnya sampel dievaporasi, didapatkan hasil 

ekstrak daun 70,66 gram ekstrak kental berwarna hijau tua dan kulit batang 

11,33 gram ekstrak kental berwarna coklat tua. Hasil ekstraksi daun dan kulit 

batang R. mucronata dapat dilihat pada Gambar 7. 

 

Gambar 1. Hasil ekstrak (a) kulit batang (b) daun R. mucronata 

Hasil ekstraksi pada sampel dengan menggunakan pelarut akan 

menghasilkan rendemen ekstrak. Rendemen ekstrak berfungsi untuk mengetahui 

nilai komponen senyawa kimia aktif yang terkandung di dalam sampel. 

Rendemen ekstrak dihitung berdasarkan perbandingan berat akhir (berat ekstrak 

yang dihasilkan) dengan berat awal (berat sampel yang digunakan) dikalikan 

100% (Sani et al., 2014). Hasil rendemen ekstrak metanol daun dan kulit batang 

R. mucronata masing-masing sebesar 35,33% dan 5,66%, sehingga dapat ditarik 

kesimpulan bahwa ekstrak metanol daun memiliki senyawa kimia aktif lebih 

banyak dibanding kulit batang. Hal ini sesuai dengan penelitian Tarman et al. 

(2013) mengenai aktivitas antibakteri ekstrak daun bakau hitam terhadap bakteri 

penyebab daire didapatkan berat rendemen ekstrak sebesar 21,17% dan hasil 

(a) (b) 
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penelitian Diastuti dan Suwandri (2009) mengenai fraksi dan identifikasi senyawa 

antikanker ekstrak kulit batang R. mucronata dan uji toksisitas terhadap larva 

udang didapatkan hasil rendemen ekstrak metanol kulit batang metanol sebesar 

9,66% dengan berat ekstrak 48,30 gram. Berdasarkan hasil tersebut 

menunjukkan bahwa rendemen esktrak pada daun lebih banyak daripada kulit 

batang. Hal ini terjadi diduga produksi kandungan senyawa kimia lebih banyak 

terdapat pada daun daripada kulit batang, dibuktikan dengan uji kuantitatif 

fitokimia dimana total hasil keseluruhan nilai uji kuantitaif alkaloid, flavonoid dan 

tanin lebih besar pada daun dibandingkan dengan kulit batang (Lampiran 11).  

Pada rendemen ekstrak metanol kulit batang didapatkan hasil lebih kecil 

daripada penelitian Diastuti dan Suwandri (2009), diduga terjadi karena 

perbedaan metode ekstraksi dalam jumlah sampel yang digunakan yaitu 

menggunakan 500 gram sampel kering dengan maserasi 48 jam, sedangkan 

pada penelitian ini menggunakan 200 gram sampel kering dengan 72 jam.  

Didukung oleh pernyataan Salamah et al. (2008) bahwa perlakuan waktu 

maserasi tidak memberikan pengaruh nyata terhadap jumlah rendemen ekstrak 

yang dihasilkan. 

4.3 Hasil Uji Golongan Senyawa Kimia Aktif 

Komponen yang terdapat dalam ekstrak R. mucronata diuji secara kualitatif 

dengan mengamati perubahan warna dengan menggunakan pereaksi pada 

masing-masing senyawa yang diuji. Jika didapatkan nilai positiif pada uji kualitatif 

maka dilanjutkan dengan uji kuantitatif menggunakan spektrofotometri UV-Vis. 

Metode fitokimia tak hanya digunakan untuk mendeteksi metabolit primer tetapi 

juga untuk mendeteksi metabolit sekunder. Uji fitokimia yang dilakukan pada 

penelitian ini meliputi pengujian pada metabolit sekunder yaitu alkaloid, flavonoid, 
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saponin dan tanin. Hasil uji fitokimia ekstrak metanol daun dan kulit batang R. 

mucronata dapat dilihat pada Tabel 6. 

Menurut hukum Beer-Lambert keakurasian pengukuran kuantitatif senyawa 

yaitu dengan nilai absorbansi diantara 0,05 - 0,70. Jika hasil nilai absorbansi 

pada suatu konsentrasi uji menghasilkan nilai lebih dari 0,70 maka diperlukan 

pengenceran, begitupun sebaliknya jika nilai absorbansi kurang dari 0,05 

dilakukan peningkatan konsentrasi. Pengujian kuantitatif fitokimia ini 

menggunakan larutan stok 1000 ppm dengan pengenceran 1:4. 

Tabel 2. Hasil Uji Fitokimia Ekstak Metanol Daun & Kulit Batang  R. mucronata 

No 
Senyawa 

Kimia Aktif 

Sampel Uji Kuantitatif (ppm) 

Karakteristik 
Daun 

Kulit 
Batang 

Daun Kulit Batang 

1 Alkaloid Ada Ada 124,44 135,20 
Terbentuk warna jingga 
sampai merah coklat 

2 Flavonoid Ada Ada 1195 150,04 
Terbentuk warna kuning, 
jingga atau merah 

3 Saponin 
Tidak 
ada 

Tidak 
ada 

- - Terbentuknya busa 

4 Tanin Ada Ada 576,64* 376,08 
Terbentuk warna hijau 
atau biru kehitaman 

*pengenceran 1:8    

Berdasarkan hasil pengujian fitokimia pada ekstrak daun dan kulit batang 

terhadap pelarut metanol p.a menghasilkan tiga komponen kimia aktif yaitu 

senyawa alkaloid, flavonoid dan tanin, di mana senyawa tersebut merupakan 

senyawa yang dapat terlarut oleh metanol p.a yang bersifat dapat melarutkan 

hampir semua senyawa organik, baik polar, semi polar dan non polar. Hal ini 

didukung oleh pernyataan Tanaya et al. (2015) yang menyatakan bahwa 

mayoritas metabolit sekunder bersifat semi polar. Alkaloid, flavonoid dan tanin 

merupakan senyawa metabolit sekunder yang bersifat semi polar.  

4.3.1 Alkaloid 

Senyawa alkaloid menunjukkan hasil positif dengan menggunakan 

pereaksi dragendrof yang ditandai terbentuknya warna jingga atau merah coklat 

baik pada ekstrak daun maupun kulit batang. Pada pembuatan pereaksi 
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dragendrof, bismut nitrat dilarutkan dalam HCl agar tidak terjadi reaksi hidrolisis 

karena garam-garam bismut mudah terhidrolisis membentuk ion bismutil (BiO+). 

Agar ion Bi3+ tetap berada dalam larutan, maka larutan itu ditambah asam 

sehingga kesetimbangan akan bergeser ke arah kiri. Selanjutnya ion B3+ dari 

bismut nitrat bereaksi dengan kalium iodida membentuk endapan hitam 

Bismut(III) iodida yang kemudian larut dalam iodida berlebih membentuk kalium 

tetraiodobismutat (Marliana et al., 2005). Pada uji alkaloid dengan pereaksi 

dragendrof, nitrogen yang terkandung dalam senyawa alkaloid digunakan untuk 

membentuk ikatan kovalen koordinat dengan K+ yang merupakan ion logam. 

Reaksi pada uji dragendrof  ditunjukkan pada Gambar 8.  

 
(Sumber: Marliana et al., 2005) 

Gambar 2. Reaksi uji dragendrof 

Didukung oleh hasil penelitian Wahyuni et al. (2015) yang menyatakan 

bahwa alkaloid pada daun R. mucronata dapat larut dalam metanol p.a, 

sedangkan pada kulit batang R. mucronata menurut Ravikumar dan 

Gnanadesigan (2012) didapatkan hasil positif dengan menggunakan pelarut 

etanol. Hasil uji fitokimia alkaloid dapat dilihat pada Gambar 9. 
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Gambar 3. Hasil uji alkaloid 

 Berdasarkan absorbansi dengan panjang gelombang 517 nm kandungan 

senyawa alkaloid pada ekstrak metanol daun sedikit lebih kecil dibandingkan 

dengan ekstrak metanol kulit batang yaitu secara berturut-turut sebesar 124,44 

ppm dan 135,20 ppm. Hal ini didukung oleh hasil penelitian Nurdiani et al. (2012) 

hasil uji fitokimia daun dan kulit batang pada R. mucronata memiliki kepekatan 

warna yang sama, yang artinya jika diukur nilai absorbansinya kemungkinan 

besar memiliki kandungan yang sama. 

Alkaloid merupakan senyawa metabolit sekunder turunan dari asam amino. 

Di dalam kerangkanya memiliki atom N. Senyawa ini pada makhluk hidup salah 

satu fungsinya sebagai senyawa pertahanan dari musuh dan hama (Saifudin, 

2014). Senyawa alkaloid terutama indol, memiliki kemampuan untuk 

menghentikan reaksi rantai radikal bebas secara efisien. Beberapa senyawa 

alkaloid lain yang bersifat antioksidan adalah quinolon, kafein yang dapat 

bertindak sebagai peredam radikal hidroksil dan melatonin yang berperan 

penting menjaga sel dari pengaruh radiasi dan toksisitas obat-obatan (Yuhernita 

dan Juniarti, 2011).   

4.3.2 Flavonoid 

Hasil uji fitokimia ekstrak metanol daun dan kulit batang R. mucronata 

menunjukkan hasil positif ditandai dengan terbentuknya warna kuning, jingga, 

atau merah. Pada identifikasi flavonoid ini menggunakan uji Wilstater. Pada uji 

Wilstater, magnesium dan asam klorida bereaksi membentuk gelembung-

gelembung yang merupakan gas H2, sedangkan logam Mg dan HCl pekat 

berfungsi untuk mereduksi inti benzopiron yang terdapat pada struktur flavonoid 

sehingga terbentuk perubahan warna merah atau jingga (Setyowati et al., 2014). 

 



 

34 
 

Jika sampel uji terdapat senyawa flavonoid maka akan terbentuk garam flavilium 

saat penambahan Mg dan HCl dengan reaksi seperti Gambar 10. 

 
(Sumber: Setyowati et al., 2014) 

Gambar 4. Reaksi pembentukan garam flavilium 

Didukung oleh hasil penelitian Wahyuni et al. (2015) yang menyatakan 

bahwa flavonoid pada daun R. mucronata dapat larut dalam metanol p.a, 

sedangkan pada kulit batang R. mucronata menurut Ravikumar dan 

Gnanadesigan (2012) didapatkan hasil positif dengan menggunakan pelarut 

etanol. Hasil uji flavonoid dengan metode fitokimia dapat dilihat pada Gambar 11. 

 

Gambar 5. Hasil uji flavonoid 

Berdasarkan absorbansi dengan panjang gelombang 517 nm kandungan 

senyawa flavonoid ekstrak metanol daun lebih besar dibandingkan dengan 

ekstrak metanol kulit batang yaitu secara berturut-turut sebesar 1195 ppm dan 

150,04 ppm. Hasil penelitian Nurdiani et al. (2012) diperoleh hasil uji fitokimia 

ekstrak metanol daun dan kulit batang pada R. mucronata memiliki kepekatan 

warna yang sama. Hal ini berbanding terbalik dengan penelitian ini, dimana 

ekstrak metanol daun memiliki kandungan senyawa flavonoid lebih banyak 
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dibandingkan dengan ekstrak metanol kulit batang. Hal ini diduga karena adanya 

perbedaan metode, seperti jenis pelarut, langkah-langkah pengujian senyawa 

flavonoid pada penelitian ini. Metode ekstraksi yang digunakan pada penelitian 

Nurdiani et al. (2012) menggunakan perbandingan sampel dengan pelarut 1:4 

dengan waktu maserasi 24 jam, sedangkan pada penelitian ini menggunakan 

perbandingan 1:3 dengan waktu maserasi 3x24 jam. Tahapan dalam pengujian 

senyawa ini menggunakan serbuk sampel yang dipanaskan terpisah dengan etil 

asetat di dalam waterbath, sedangkan pada penelitian ini menggunakan larutan 

stok 1000 ppm dengan pengenceran empat konsentrasi. Selain itu, juga dapat 

dipengaruhi oleh lokasi geografis pengambilan sampel dan kandungan senyawa 

kimia aktif sendiri pada setiap bagian tumbuhan. Pernyataan ini didukung oleh 

Moteriya et al. (2015) bahwa metode ekstraksi dan pelarut ekstraksi sangat 

mempengaruhi hasil ekstrak tanaman obat. Setiap tanaman dan pelarut memiliki 

sifat yang berbeda karena setiap tanaman dan bagian tanaman memiliki 

kandungan kimia aktif yang berbeda dalam konsentrasi yang berbeda. 

Senyawa flavonoid merupakan senyawa yang metabolit sekunder yang 

berkontribusi pada aktivitas biologis suatu tumbuhan. Menurut Harborne (1987) 

dalam Tanaya et al. (2015) menyatakan bahwa semua flavonoid baik dalam 

bentuk glikosida maupun flavonoid dalam bentuk bebas dapat larut dalam pelarut 

metanol, sehingga untuk mengekstraksi senyawa flavonoid dari spesies yang 

mengandung lebih dari satu macam flavonoid dapat dilakukan dengan fraksinasi 

menggunakan beberapa macam pelarut dengan polaritas yang meningkat. 

Flavonoid ialah salah satu dari kelompok senyawa fenolik yang terbesar 

yang ditemukan di alam, terutama dapat ditemukan dibuah dan sayur. Flavonoid 

ini merupakan bagian dari golongan polifenol sehingga sama halnya polifenol, 

flavonoid juga memiliki efek kesehatan baik dalam menangkal radikal bebas 

(Puspitasari et al., 2016). 
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4.3.3 Saponin 

Saponin merupakan metabolit sekunder glikosida yang tersusun dari gula 

yang berikatan dengan aglikon. Aglikon (disebut juga sapognin) memiliki struktur 

yang terdiri dari rantai triterpenoid atau steroid dan bersifat non polar. Struktur 

saponin tersebut menyebabkan saponin bersifat seperti sabun atau deterjen 

sehingga saponin disebut sebagai surfaktan alami (nama saponin diambil dari 

sifat utama ini yaitu “sapo” dalam bahasa Latin yang berarti sabun) (Fahrunnida 

dan Pratiwi, 2015). 

Ekstrak tumbuhan yang mengandung kelompok senyawa saponin, polifenol 

(tanin) dan flavonoid yang tinggi memberikan aktivitas antioksidan yang tinggi 

pula. Saponin sebagai bahan obat dapat mengurangi resiko aterosklorosis 

karena kemampuannya dalam mengikat kolesterol (Saefudin dan Basri, 2015). 

Hasil penelitian ini menunjukkan hasil negatif pada senyawa saponin 

ditandai dengan tidak terbentuknya busa pada ekstrak metanol daun dan kulit 

batang. Tidak terbentuknya  busa  menunjukkan tidak adanya  glikosida  yang  

mempunyai kemampuan membentuk  buih  dalam  air  yang  terhidrolisis menjadi  

glukosa  dan  senyawa  lainnya  (Marliana et al., 2005). Reaksi  pembentukan  

busa  pada  uji  saponin ditunjukkan  pada  Gambar  12. 

 
(Sumber : Rorong et al., 2012) 

Gambar 6. Reaksi uji saponin 

Penelitian Wahyuni et al. (2015) menunjukkan bahwa saponin pada daun 

R. mucronata dapat larut dalam metanol p.a, sedangkan saponin pada kulit 

batang R. mucronata dari hasil penelitian Pradana et al. (2014) diperoleh dengan 
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menggunakan pelarut etanol.  Hasil negatif yang didapat pada penelitian ini 

diduga terjadi karena perbedaan kandungan senyawa kimia aktif setiap 

tumbuhan berdasarkan kondisi lingkungan dan lokasi geografisnya serta 

perbedaan jenis pelarut. Pada penelitian ini menggunakan pelarut metanol 

bersifat polar yang dapat menarik senyawa polar, semi polar dan non polar, akan 

tetapi saponin tergolong dalam senyawa non-polar karena terdiri dari rantai 

triterpenoid atau steroid sehingga untuk mendapatkan hasil yang maksimal akan 

lebih baik menggunakan pelarut bersifat non-polar untuk uji saponin. Selain itu 

juga dapat dipengaruhi oleh lokasi sampel penelitian yang mempengaruhi laju 

metabolisme pada mangrove R. mucronata. Seperti yang dikatakan Robinson 

(1991) dalam Priyanto (2012), kandungan senyawa metabolit sekunder yang 

dihasilkan tidak sama pada semua jaringan dan pada setiap tahap pertumbuhan 

serta lokasi geografis yang mempengaruhinya. Hasil uji saponin dapat dilihat 

pada Gambar 13. 

 

Gambar 7. Hasil uji saponin 

4.3.4 Tanin 

Reaksi positif dari uji tanin ditandai dengan perubahan warna hijau atau 

biru kehitaman. Pada ekstrak metanol daun dan kulit batang R. mucronata 

menunjukkan hasil yang positif ditandai dengan perubahan warna sampel 

menjadi hijau kehitaman merupakan tanin terkondensasi yang bersifat nonpolar 

(Putri et al., 2013). Terbentuknya warna hijau kehitaman pada sampel setelah 
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ditambahkan FeCl3 1% karena tanin akan bereaksi dengan ion F3+ membentuk 

senyawa kompleks. Reaksi tanin dengan FeCl3 ditunjukkan pada Gambar 14.  

 
(Sumber: Setyowati et al., 2014) 

Gambar 8. Reaksi tanin dan FeCl3 

Hal ini didukung oleh hasil penelitian Wahyuni et al. (2015) yang 

menyatakan bahwa tanin pada daun R. mucronata dapat larut dalam metanol 

p.a, sedangkan pada kulit batang R. mucronata menurut Ravikumar dan 

Gnanadesigan (2012) didapatkan hasil positif dengan menggunakan pelarut 

etanol. Hasil uji tanin dapat dilihat pada Gambar 15. 

Berdasarkan absorbansi dengan panjang gelombang 517 nm kandungan 

senyawa tanin pada ekstrak metanol daun lebih besar dibandingkan dengan 

ekstrak metanol kulit batang yaitu secara berturut-turut sebesar 576,64 ppm dan 

376,08 ppm. Menurut Nurdiani et al. (2012) hasil uji fitokimia senyawa tanin pada 

R. mucronata didapatkan hasil lebih sedikit ekstrak daun daripada ekstrak kulit 

batang. Perbedaan hasil penelitian ini, diduga karena adanya perbedaan 

metode, seperti jenis pelarut, langkah pengujian senyawa tanin, lokasi geografis 

pengambilan sampel dan kandungan senyawa kimia aktif sendiri pada setiap 

bagian tumbuhan. Metode esktraksi penelitian Nurdiani et al. (2012) 

menggunakan perbandingan sampel dengan pelarut 1:4 dengan waktu maserasi 

24 jam, sedangkan pada penelitian ini menggunakan perbandingan 1:3 dengan 
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waktu maserasi 3x24 jam. Tahapan dalam pengujian senyawa ini menggunakan 

0,5 gram serbuk sampel yang dipanaskan dengan 20 ml air kemudian disaring, 

sedangkan pada penelitian ini menggunakan larutan stok 1000 ppm dengan 

pengenceran empat konsentrasi. Selain itu perbedaan hasil uji senyawa tanin 

dengan Nurdiani et al. (2012) didukung oleh pernyataan Moteriya et al. (2015) 

bahwa metode ekstraksi dan pelarut ekstraksi sangat mempengaruhi hasil 

ekstrak tanaman obat. Setiap tanaman dan pelarut memiliki sifat yang berbeda 

karena setiap tanaman dan bagian tanaman memiliki kandungan kimia aktif yang 

berbeda dalam konsentrasi yang berbeda. 

 

Gambar 9. Hasil uji tanin 

Tanin merupakan senyawa aktif metabolit sekunder yang diketahui 

mempunyai beberapa khasiat yaitu sebagai astringen, anti diare, anti bakteri, dan 

antioksidan. Tanin merupakan komponen zat organik yang sangat kompleks, 

terdiri dari senyawa fenolik yang sukar dipisahkan dan sukar mengkristal. Tanin 

dibagi menjadi dua kelompok yaitu tanin terhidrolisis dan terkondensasi. 

Senyawa ini memiliki peranan biologis yang kompleks mulai dari pengendap 

protein hingga pengkhelat logam. Tanin juga dapat berfungsi sebagai antioksidan 

biologis (Malangngi et al., 2012). 

Shahidi dan Naczk (1995) dalam Suryanto dan Wehantouw (2009) 

mengemukakan bahwa senyawa yang tergolong antioksidan alami dari gologan 

senyawa fenolik seperti senyawa senyawa fenolik sederhana, flavonoid dan tanin 
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merupakan senyawa antioksidan yang mengandung struktur fenol dan memiliki 

gugus fungsi hidroksi yang banyak terdapat dalam tanaman, termasuk 

mangrove. 

4.4 Hasil Uji Antioksidan 

Antioksidan adalah substansi yang diperlukan untuk menetralisir radikal 

bebas dan mencegah kerusakan yang ditimbulkan olehnya. Antioksidan 

menstabilkan radikal bebas dengan melengkapi kekurangan elektron yang 

dimiliki radikal bebas, dan menghambat terjadinya reaksi berantai dari 

pembentukan radikal bebas yang dapat menimbulkan stres oksidatif. Stres 

oksidatif ialah ketidakseimbangan antara radikal bebas (prooksidan) dan 

antioksidan yang dipicu oleh dua kondisi umum yaitu kurangnya antioksidan dan 

berlebihnya produksi radikal bebas (Christijanti et al., 2010).  

Penentuan aktivitas penangkal radikal bebas DPPH ekstrak metanol daun 

dan kulit batang R. mucronata ditentukan dengan metode Putri et al. (2013) yang 

sedikit dimodifikasi. Adanya aktivitas antioksidan ditandai dengan berubahnya 

warna larutan dari ungu menjadi kuning, dengan warna awal larutan DPPH 

adalah ungu gelap. Hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak metanol daun R. 

mucronata menunjukkan perubahan warna kuning pada konsentrasi 62,5; 125; 

250 ppm, sedangkan konsentrasi 31,25 ppm hanya terjadi pemudaran warna 

ungu, diduga aktivitas antioksidan pada konsentrasi ini rendah. Reaksi positif 

aktivitas antioksidan pada ekstrak kulit batang R. mucronata pada semua 

konsentrasi dihasilkan warna jingga muda, meskipun diduga aktivitas antioksidan 

pada ekstrak ini sangat lemah. Hasil uji antioksidan vitamin C sebagai kontrol 

positif terjadi perubahan warna kuning sempurna hanya pada konsentrasi 8 ppm, 

sedangkan 2 ppm dan 4 ppm berwarna ungu muda dan 6 ppm jingga sangat 

muda. Tidak terjadinya perubahan warna kuning secara sempurna atau 
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lemahnya aktivitas antioksidan diduga karena kecilnya konsentrasi uji yang 

digunakan untuk meredam radikal DPPH sebanyak 50%. Hasil uji aktivitas 

antioksidan secara kualitatif dapat dilihat pada Gambar 16.  

 

(a) Ekstrak metanol daun R. mucronata 

 

(b) Ekstrak metanol kulit batang R. mucronata 

 

(c) Kontrol positif vitamin C 

Gambar 10. Hasil uji aktivitas antioksidan secara kualitatif 

Pengukuran absorbansi dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

pada panjang gelombang 517 nm untuk mengetahui nilai absorbansi dari warna 

yang terbentuk. Perhitungan yang digunakan dalam penentuan aktivitas 

penangkal radikal bebas adalah nilai IC50 (Inhibitor Concentration 50%) nilai 

tersebut menggambarkan besarnya konsentrasi senyawa uji yang dapat 

menangkap radikal sebesar 50%. Nilai IC50 diperoleh dengan menggunakan 

persamaan regresi linear yang menyatakan hubungan antara konsentrasi sampel 
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(senyawa uji) dengan simbol X terhadap aktivitas antioksidan rata-rata dengan 

simbol Y. Menurut Purwaningsih (2012) semakin kecil nilai IC50 maka senyawa 

tersebut mempunyai keefektifan sebagai penangkap radikal lebih baik. Untuk 

mendapatkan nilai IC50 dilakukkan perhitungan persen inhibisi terlebih dahulu. 

Nilai persen inhibisi ini merupakan kemampuan suatu bahan untuk meredam 

aktivitas radikal bebas. Nilai ini berhubungan dengan konsentrasi bahan. Hasil uji 

aktivitas antioksidan daun dan kulit batang R. mucronata dapat dilihat pada Tabel 

7, serta hasil uji aktivitas antioksidan kontrol positif vitamin C dapat dilihat pada 

Tabel 8. 

Tabel 3. Hasil Perhitungan Nilai Inhibisi dan IC50 ekstrak metanol daun dan kulit 
batang R. mucronata 

Sampel 
Konsentrasi 

(ppm) 
Absorban

si 
% 

Inhibisi 
IC50 

(ppm) 

Daun R. mucronataa 

31,25 0,415 49,57 

-117,498 
62,5 0,092 88,85 

125 0,077 90,68 

250 0,081 90,19 

Kulit Batang R. 
mucronataa 

31,25 0,129 84,35 

735,439 
62,5 0,171 79,25 

125 0,171 79,21 

250 0,225 72,68 

Blanko 0,822  
aρ > 0,05; 

bρ < 0,05 

Tabel 4. Hasil Perhitungan Nilai Inhibisi dan IC50 kontrol positif Vitamin C 

Sampel Konsentrasi (ppm) Absorbansi % Inhibisi IC50 

Vitamin Cb 

2 0,641 22,09 

4,419 
4 0,451 45,20 

6 0,215 73,90 

8 0,135 83,58 

Blanko 0,822  
aρ < 0,05; 

bρ < 0,05  

Menurut Cos et al. (1998) dalam Mahmiah et al. (2016) jika nilai IC50 

sampel uji <1000 ppm maka sampel tersebut memiliki aktivitas antioksidan. 
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Molyneux (2004) dalam Salamah et al. (2008) menyatakan bahwa suatu zat 

mempunyai sifat antioksidan bilai nilai IC50 kurang dari 200 ppm. Bilai nilai IC50 

yang diperoleh berkisar 200-1000 ppm, maka zat tersebut kurang aktif namun 

masih berpotensi sebagai zat antioksidan. Perhitungan nilai inhibisi dapat dilihat 

pada Lampiran 8. 

 Hasil uji berdasarkan tabel di atas menunjukkan bahwa nilai IC50 dari 

ekstrak metanol daun R. mucronata sebesar -117,498 ppm sedangkan kulit 

batang bernilai 735,439 ppm, kedua hasil tersebut sangat berbeda jauh dengan 

nilai kontrol positif vitamin C yang bernilai 4,419 ppm. Nilai IC50 pada vitamin C 

yang tergolong sangat tinggi tidak berbeda jauh dari penelitian Hidayah et al. 

(2015) yang menunjukkan aktivitas antioksidan pada Umbi Bawang Dayak, di 

mana nilai IC50 vitamin C yaitu 7,10 ppm. Hasil klasifikasi sifat antioksidan 

berdasarkan data yang ada dapat dilihat pada Tabel 9.  

Tabel 5.  Hasil klasifikasi sifat antioksidan 

No Sampel Nilai IC50 
Nilai Standar 

(Tristantini et al., 2016) 
Keterangan 

1 
Ekstrak metanol daun R. 
mucronata 

-117,498 - Tidak terdefinisi 

2 
Ekstrak metanol kulit 
batang R. mucronata 

735,439 >200 ppm Sangat lemah 

3 Vitamin C 4,419 <50 ppm Sangat kuat 

Ekstrak metanol daun dan kulit batang R. mucronata memiliki aktivitas 

antioksidan sama halnya dengan vitamin C walaupun berbeda klasifikasi sifat 

antioksidan yang didapat. Pengujian antioksidan juga menghasilkan hubungan 

antara nilai inhibisi dengan konsentrasi. Hubungan konsentrasi dan nilai inhibisi 

(aktivitas antioksidan) ekstrak metanol daun dan kulit batang R. mucronata serta 

vitamin C secara berturut-turut dapat dilihat pada Gambar 17 dan 18. 
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Gambar 11. Grafik aktivitas antioksidan ekstrak metanol daun dan kulit batang R. 

mucronata 

 

Gambar 12. Grafik aktivitas antioksidan vitamin C 

Gambar 17 menunjukkan hasil persamaan regresi linear ekstrak daun 

metanol R. mucronata yaitu y = 0,1271x + 64,934, dengan variabel x bernilai -

117,498 dan ekstrak metanol kulit batang R. mucronata yaitu y = -0,0467x + 

84,345, dengan variabel x bernilai 735,439. Gambar 18 menunujukkan hasil 

persamaan regresi linear vitamin C yaitu y = 10,659x + 2,8983, dengan variabel x 

bernilai 4,419. Nilai x merupakan nilai IC50 yang didapat dari persamaan regresi 

linear dengan variabel y bernilai 50. Nilai 0,1271x; -0,0467x; dan 10,659x secara 

berturut-turut pada persamaan regresi ekstrak daun, kulit batang R. mucronata 

dan vitamin C merupakan koefisien kemiringan (slope) garis regresi yang 

y = 0.1271x + 64.934 
R² = 0.371 

y = -0.0467x + 84.345 
R² = 0.8923 
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merupakan median kemiringan dari seluruh pasangan garis dan titik-titik dengan 

nilai x yang berbeda. Nilai slope positif menunjukkan hubungan positif, yang 

artinya semakin tinggi nilai x maka semakin besar nilai y. Sebaliknya, hasil 

negatif artinya semakin tinggi nilai x maka semakin kecil nilai y. Hasil regresi 

pada penelitian ini didapatkan nilai slope positif pada ekstrak metanol daun R. 

mucronata dan vitamin C yang artinya semakin tinggi konsentrasi semakin tinggi 

pula nilai inhibisi, sedangkan nilai slope negatif pada ekstrak metanol kulit batang 

R. mucronata yang berarti semakin tinggi konsentrasi semakin kecil nilai inhibisi. 

Menurut penelitian Mahmiah et al. (2016) tentang antioksidan pada ekstrak kulit 

batang R. mucronata didapatkan hasil persamaan regresi linear juga 

menunjukkan regresi linear negatif, yang mana meningkatnya konsentrasi 

sampel menyebabkan menurunnya nilai inhibisi. 

Pada grafik regresi linear ekstrak metanol daun R. mucronata diketahui 

koefisien determinasi (R2) bernilai 0,371, pada ekstrak metanol kulit batang R. 

mucronata sebesar 0,8923 dan vitamin C sebesar 0,9679. Nilai R2 0,371 pada 

ekstrak metanol daun berarti pengaruh konsentrasi sebesar 37,1% dan 62,9% 

dipengaruhi oleh faktor lainnya, sedangkan pada ekstrak metanol kulit batang 

nilai R2 sebesar 0,8923 yang artinya pengaruh konsentrasi sebesar 89,23% dan 

10,77% dipengaruhi oleh faktor lainnya. Pada kontrol positif vitamin C nilai R2 

bernilai 0,9679 berarti 96,79% dipengaruhi oleh konsentrasi dan 3,21% oleh 

faktor lainnya.  

Data dari Tabel 9 menunjukkan bahwa aktivitas ekstrak metanol daun R. 

mucronata memiliki nilai negatif, berbeda dengan hasil penelitian Wahyuni et al. 

(2015) yang menunjukkan nilai IC50 pada ekstrak metanol daun R. mucronata 

sebesar 4,9 ppm dan tergolong sangat kuat. Hal ini diduga terjadi karena adanya 

perbedaan metode, seperti jenis pelarut, suhu pengeringan dan perbandingan 

antara larutan sampel dan larutan DPPH. Selain itu juga dapat dipengaruhi oleh 
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karakteristik kimia aktif yang berbeda antar tiap tumbuhan dengan perbedaan 

lokasi geografis dan respon tumbuhan terhadap lingkungan sehingga 

memungkinkan hanya sedikit atau bahkan tidak terdapat sama sekali senyawa 

kimia aktif yang berfungsi sebagai senyawa antioksidan. Pernyataan ini didukung 

oleh Nofiani (2008) bahwa menurunnya sistem imun tumbuhan akan 

meningkatkan produksi metabolit sekunder yang diduga juga akan meningkatkan 

kandungan senyawa kimia aktif yang berfungsi sebagai antioksidan, akan tetapi 

kondisi perairan Pilang berdasarkan pengukuran parameter perairan (Tabel 5) 

merupakan kondisi yang sesuai untuk kehidupan mangrove sehingga 

memungkinkan senyawa kimia aktif yang dihasilkan dalam jumlah sedikit. 

Moteriya et al. (2015) menyatakan bahwa metode dan pelarut ekstraksi dapat 

mempengaruhi hasil ekstrak, karena setiap tumbuhan memiliki kandungan kimia 

aktif yang berbeda.   

Pada ekstrak metanol daun dalam penelitian ini didiapatkan IC50 bernilai 

negatif. Berdasarkan nilai tersebut dapat diartikan terdapat aktivitas antioksidan 

namun tidak dapat didefinisikan. Hal tersebut didasarkan oleh hasil nilai R square 

0,371 yang berfungsi mengetahui pengaruh konsentrasi terhadap persen inhibisi, 

nilai tersebut yang terpaut sangat jauh dari angka 1. Menurut Nuraina (2012) jika 

nilai R square jauh dari angka 1 maka masih terdapat hubungan antara kedua 

variabel hanya saja pengaruhnya tidak erat. Selanjutnya jika dilihat dari hasil 

persen inhibisi pada konsentrasi 31,25 ppm ekstrak metanol daun R. mucronata 

memiliki nilai IC50 sebesar 49,57% yakni hampir mencapai nilai 50%, dimana nilai 

50% tersebut merupakan nilai IC50 yang akan diperoleh dari persamaan regresi, 

sehingga tidak memungkinkan jika nilai IC50 bernilai minus sedangkan pada 

konsentrasi 31,25 ppm hampir mencapai nilai 50%.  

Pada ekstrak metanol kulit batang R. mucronata memiliki aktivitas 

antioksidan jauh lebih lemah dibanding dengan kontrol positif vitamin C. Hal ini 
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diperkuat dengan penelitian Mahmiah et al. (2016) yang juga melakukan uji 

aktivitas antioksidan dengan konsentrasi hampir sama pada kulit batang R. 

mucronata menghasilkan nilai IC50 sebesar 438,8349 ppm. Dapat disimpulkan 

bahwa konsentrasi yang digunakan pada penelitian ini hanya berpengaruh pada 

ekstrak metanol kulit batang R. mucronata, tetapi tidak pada daun. 

Hasil antioksidan yang tergolong lemah pada ekstrak metanol kulit batang 

nata diambil dari perairan Kelurahan Probolinggo yang bersih dan tidak tercemar 

sehingga dalam menghasilkan senyawa kimia aktifnya tidak begitu banyak 

apabila dibandingkan dengan sampel yang diambil dari perairan tercemar, 

dimana pada lingkungan tercemar makhluk hidup akan melakukan mekanisme 

kimiawi di dalam tubuhnya untuk mempertahankan diri dari kondisi sekitarnya 

yang kurang menguntungkan. Menurut Munandar et al. (2014) efek stres 

terhadap perubahan lingkungan pada batas toleransi biasanya akan diikuti 

dengan produksi metabolit sekunder sebagai pertahanan diri. 

 Walaupun tidak terdefinisi dan tergolong sangat lemah, tetapi ekstrak 

metanol daun dan kulit batang R. mucronata masih memiliki potensi sebagai 

antioksidan karena di dalamnya terdapat beberapa senyawa antioksidan. 

Pernyataan ini juga didukung oleh penelitian Suryanto dan Wehantouw (2009) 

yang mengemukakan bahwa senyawa yang tergolong antioksidan alami dari 

gologan senyawa fenolik seperti senyawa senyawa fenolik sederhana, seperti 

flavonoid dan tanin. 

R. mucronata diduga karena mendapat pengaruh dari kondisi lingkungan. 

Sampel R. mucro 
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BAB V. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian didapatkan kesimpulan bahwa R. mucronata 

mengandung senyawa alkaloid, flavonoid dan tanin. Kandungan senyawa 

alkaloid terdapat lebih banyak pada ekstrak metanol kulit batang daripada 

ekstrak metanol daun, sebaliknya untuk senyawa flavonoid dan tanin lebih 

banyak terdapat pada ekstrak metanol daun daripada kulit batang. 

Hasil penelitian uji aktivitas antioksidan dapat disimpulkan bahwa ekstrak 

kulit batang R. mucronata menunjukkan aktivitas antioksidan namun tergolong 

sangat lemah pada konsentrasi IC50 sebesar 735,439 ppm dibandingkan dengan 

kontrol positif vitamin C yang menunjukkan aktivitas antioksidan sangat kuat. 

Pada ekstrak metanol daun R. mucronata didapatkan nilai IC50 yang sangat kecil 

bahkan sampai minus (-117,498 ppm) sehingga mengacu pada tabel sifat 

aktivitas antioksidan berdasarkan nilai IC50 bahwa nilai minus tersebut tidak 

dapat didefinisikan. 

5.2 Saran 

Saran yang dapat diberikan dari hasil penelitian ini adalah perlunya 

dilakukan purifikasi untuk setiap senyawa kimia aktif yang akan diuji aktivitas 

antioksidannya, memperkecil konsentrasi uji aktivitas antioksidan pada ekstrak 

metanol daun lebih kecil dari 62,5 ppm, memperbanyak jumlah variasi 

konsentrasi uji dan memperkecil jarak variasi konsentrasi uji. 
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