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ABSTRAK 

 

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menetralkan radikal bebas. 
Daun Bruguiera gymnorrhiza diketahui mengandung senyawa metabolit 
sekunder yang memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi. Metode sonikasi 
merupakan metode ekstraksi yang dapat mengekstrak senyawa metabolit 
sekunder menggunakan pelarut dalam waktu yang cepat. Penelitian ini bertujuan 
untuk mengetahui kandungan aktivitas antioksidan daun Bruguiera gymnorrhiza 
dengan pelarut dan lama waktu ekstraksi yang berbeda menggunakan metode 
sonikasi. Pada penelitian ini didapatkan hasil nilai rendemen tertinggi pada lama 
ekstraki 35 menit dengan pelarut n-heksan, etil asetat, etanol yaitu 
5,575±0,132%; 6,260±0,237%; 13,668±0,181%, sedangkan terendah pada lama 
ekstraksi 15 menit dengan pelarut n-heksan, etil asetat, etanol yaitu 
1,057±0,155%; 3,090±0,095%; 8,890±0,281%. Nilai Kadar air tertinggi pada 
ekstrak etanol 25 menit sebesar 17,530,26% dan terendah pada ekstrak n-
heksan 25 menit sebesar 5,63±0,19%. Pada uji fitokimia didapatkan pada lama 
ekstraksi 25 menit dengan ekstrak n-heksan terdeteksi flavonoid, tanin dan 
steroid, sedangkan ekstrak etil asetat terseteksi flavonoid, tanin dan steroid, serta 
ekstrak etanol teridentifikasi alkaloid, flavonoid, tanin, triterpenoid, steroid dan 
saponin. Pada uji total fenol ekstrak 25 menit tertinggi pada ekstrak etanol 
sebesar 467,310±5,171 mg GAE/100 g, sedangkan terendah pada ekstrak n-
heksan sebesar 35,769±1,606 mg GAE/100 g. Nilai IC50 pada uji aktivitas 
antioksidan ekstrak 25 menit tertinggi pada ekstrak n-heksan sebesar 
295,489±2,620 ppm, sedangkan terendah pada ekstrak etanol sebesar 
48,964±1,614 ppm. Hasil Identifikasi senyawa yang diduga memiliki aktivitas 
antioksidan pada ekstrak etanol 25 menit diantaranya procyanidin, scoparin, 
rutin, quarcetin dan rhamnetin. 

Kata kunci: antioksidan, daun Bruguiera gymnorrhiza, metode sonikasi 
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ABSTRACT 

 

Antioxidants are a compounds that can neutralize free radcals. Bruguiera 
gymnorrhiza leaf are known containing secondary metabolite compounds that 
have high antioxidant activity. Sonication method is an extraction method that can 
extract the compound of secondary metabolites using a solvent in a short time. 
This research aimed to determine the content of actioxidant activity of Bruguiera 
gymnorrhiza leaf with different solvent and extraction time using sonication 
method. The result obtained the highest yield in the extract of 35 minutes with n-
hexane, ethyl acetate, ethanol solvents was 5,575±0,132%; 6,260±0,237%; 
13,668±0,181%, while the lowest in extract of 15 minutes with n-hexane, ethyl 
acetate, ethanol solvent was 1,057±0,155%; 3,090±0,095%; 8,890±0,281%. The 
highest water content on ethanol extracted was 25 minutes is 17,530,26% amd 
the lowest on n-hexane extract in 25 minutes extracted was 5,63±0,19%. On 
phytochemicals test were obtained in 25 minutes extracted, extract of n-hexane 
detected flavonoid, tannins, and steroid, while ethyl acetate extract detected 
flavonoid, tannins, and steroid, and ethanol extract detected alkaloid, flavonoid, 
tannins, triterpenoid, steroid dan saponin. On total phenol test in 25 minutes 
extracted, the highest ethanol extract was 467,310±5,171 mg GAE/100 g, while 
the lowest on n-hexane extract was 35,769±1,606 mg GAE/100 g. On antioxidant 
activity, The highest IC50 value on n-hexane exstract was 295,489±2,620 ppm, 
while the lowest on ethanol extract was 48,964±1,614 ppm. The result of 
compounds identification were suspected having antioxidant activity on ethanol 
extracts ini 25 minutes such as procyanidin, scoparin, rutin, quarcetin dan 
rhamnetin. 
 
Key word: antiocsidant, Bruguiera gymnorrhiza leaf, sonication method 
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1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Timbulnya berbagai penyakit pada manusia semakin beraneka ragam yang 

disebabkan karena lingkungan, konsumsi makanan dan gaya hidup yang 

cenderung kurang sehat. Penyakit degeneratif menjadi salah satu penyakit yang 

dapat menyebabkan kemerosotan fungsi tubuh, katarak dan penuaan dini. 

Penyebab utamanya dapat disebabkan adanya radikal bebas dalam tubuh. 

Radikal bebas adalah senyawa yang memiliki atom atau molekul yang satu 

elektronnya tidak berpasangan pada orbital terluarnya dan bersifat reaktif (Jacoeb, 

et al. 2013). Akan tetapi, radikal bebas ini dapat dikurangi dengan cara 

mengkonsumsi makanan yang mengandung antioksidan (Purwaningsih, et al. 

2013).  

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat atau mencegah 

terjadinya oksidasi pada substrat yang mudah teroksidasi dengan cara 

mendonorkan satu atom protonnya sehingga membuat radikal bebas menjadi 

stabil dan tidak reaktif (Huliselan, et al. 2015). Ditambahkan oleh Putri, et al. 

(2013), ada beberapa jenis antioksidan yang diijinkan dalam makanan baik dari 

jenis antioksidan sintetis maupun alami. Akan tetapi, antioksidan sintetis yang 

diproduksi melalui reaksi kimia dianggap kurang aman dan dapat meningkatkan 

terjadinya karsinogenik, sehingga penggunaan antioksidan alami dipandang lebih 

aman sehingga mengalami peningkatan karena diperoleh dari bahan alami salah 

satunya dari tumbuhan. Mangrove merupakan tumbuhan yang diketahui 

mengandung senyawa antioksidan pada akar, kulit batang, buah dan daun. 

Daun merupakan bagian organ tanaman dalam jumlah yang paling banyak 

pada tumbuhan. Tetapi daun kurang dimanfaatkan karena dianggap tidak memiliki 

nilai guna, sehingga terkadang terbuang begitu saja. Menurut Dia, et al. (2015), 
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ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza yang diekstraksi menggunakan metode 

maserasi dengan pelarut berbeda mengandung senyawa metabolit sekunder 

diantaranya flavonoid, tanin, fenol, saponin, steroid dan tritepenoid serta memiliki 

kandungan antioksidan yang cukup tinggi yaitu pada ekstrak etil asetat didapatkan 

IC50 sebesar 30,39 ppm dan ekstrak etanol yaitu sebesar 34,27 ppm. 

Senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam suatu bahan bisa 

didapatkan melalui proses ekstraksi. Terdapat berbagai macam metode ekstraksi 

diantaranya metode maserasi, perkolasi, reperkolasi, evakolasi, dialokasi, 

sokletasi, arus balik, dan sonikasi (Khanifah, et al. 2015). Metode ekstraksi 

sonikasi diketahui dapat meningkatkan rendemen ekstrak yang dihasilkan dengan 

waktu yang lebih cepat sehingga lebih efisien. Hal ini dikarenakan pada metode 

sonikasi terjadi kavitasi saat diberi perlakuan gelombang ultrasonik untuk 

memecah dinding sel bahan (Sani, et al. 2014). Selain itu, ditambahkan oleh 

Utami, et al. (2009), aktivitas antioksidan ekstrak daun simpur dengan 

menggunakan metode sonikasi memberikan hasil yang lebih tinggi yaitu mencapai 

95,54%, apabila dibandingkan dengan metode esktraksi gelombang mikro (MAE) 

dan tekanan tinggi secara berturut-turut sebesar 92,55% dan 94,85%. 

Ekstraksi dapat dilakukan dengan satu tahap ekstraksi maupun bertingkat. 

Pada ekstraksi satu tahap hanya digunakan adalah satu pelarut untuk ekstraksi, 

sedangkan pada ekstraksi bertingkat digunakan dua atau lebih pelarut (Septiana 

dan Asnani, 2012). Ditambahkan oleh Mukhriani (2014), pelarut yang digunakan 

dalam ekstraksi berdasarkan tingkat kepolarannya karena suatu senyawa akan 

larut dengan pelarut yang sama tingkat polaritasnya. Pelarut yang dapat 

digunakan dalam ekstraksi, diantaranya golongan pelarut polar yaitu air, etanol 

dan metanol, sedangkan pelarut semipolar diantaranya etil asetat dan 

diklorometan serta pelarut nonpolar yaitu n-heksan, petroleum eter dan kloroform. 
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Waktu ekstraksi yang berbeda dapat mempengaruhi hasil senyawa yang 

terekstrak. Semakin lamanya waktu ekstraksi maka terjadinya kontak antara 

pelarut dengan bahan akan semakin maksimal. Menurut Wahyuni dan Widjanarko 

(2015), waktu yang digunakan pada metode ekstraksi sonikasi yaitu 5 menit, 15 

menit dan 25 menit didapatkan pada waktu ekstraksi 25 menit memberikan hasil 

rendemen tertinggi sebesar 14,65%. hal ini dikarenakan lama waktu ekstraksi 25 

menit memberikan waktu yang cukup banyak bagi pelarut untuk menembus 

dinding sel dan menarik keluar senyawa-senyawa yang terkandung dalam bahan 

terutama senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan. Semakin lama waktu 

ekstraksi maka semakin banyak pula senyawa antioksidan yang terekstrak 

sehingga aktivitas antioksidan IC50 yang dihasilkan semakin menurun. 

Tinggi rendahnya antioksidan suatu bahan berbeda-beda, sehingga untuk 

mengetahui aktivitas antioksidannya diperlukan pengujian. Salah satunya dengan 

menggunakan metode radikal bebas 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil (DPPH). 

Metode DPPH merupakan metode pengukuran antioksidan yang sederhana, cepat 

dan tidak membutuhkan banyak reagen seperti halnya metode lain. Hasil 

pengukuran dengan metode DPPH menunjukkan kemampuan antioksidan sampel 

secara umum, tidak berdasar jenis radikal yang dihambat (Putranti, 2013). 

1.2 Perumusan Masalah 

Berdasarkan penjabaran latar belakang diatas, dapat dirumuskan 

pernyataan: 

1. Bagaimana pengaruh jenis pelarut yang berbeda dengan metode sonikasi 

terhadap aktivitas antioksidan ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza? 

2. Bagaimana pengaruh lama waktu ekstraksi yang berbeda dengan metode 

sonikasi terhadap aktivitas antioksidan ekstrak kasar daun Bruguiera 

gymnorrhiza? 
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3. Bagaimana interaksi jenis pelarut dan lama waktu ekstraksi yang berbeda 

dengan metode sonikasi terhadap aktivitas antioksidan ekstrak kasar daun 

Bruguiera gymnorrhiza? 

1.3 Tujuan 

Tujuan penelitian ini adalah: 

1. Menentukan jenis pelarut yang tepat dengan metode sonikasi terhadap 

aktivitas antioksidan ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza. 

2. Menentukan lama waktu ekstraksi yang tepat dengan metode sonikasi 

terhadap aktivitas antioksidan ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza. 

3. Memperoleh interaksi jenis pelarut dan lama waktu ekstraksi dengan metode 

sonikasi terhadap aktivitas antioksidan ekstrak kasar daun Bruguiera 

gymnorrhiza. 

1.4 Hipotesis 

Hipotesis yang mendasari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Terdapat pengaruh jenis pelarut dengan metode sonikasi terhadap aktivitas 

antioksidan pada ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza. 

2. Terdapat pengaruh lama waktu ekstrasi dengan metode sonikasi terhadap 

aktivitas antioksidan pada ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza dengan. 

3. Terdapat interaksi kombinasi jenis pelarut dan lama waktu ekstraksi dengan 

metode sonikasi terhadap aktivitas antioksidan pada ekstrak kasar daun 

Bruguiera gymnorrhiza. 

1.5 Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi kepada 

masyarakat, lembaga dan instansi lain terkait penggunaan perlakuan jenis pelarut 

dan lama waktu ekstraksi yang berbeda dengan metode sonikasi terhadap 



5 
  

 
 

aktivitas antioksidan daun Bruguiera gymnorrhiza sebagai salah satu jenis 

tanaman mangrove. 

1.6 Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April sampai bulan Agustus di 

Laboratorium Perekayasaan Hasil Perikanan, Laboratorium Keamanan Hasil 

Pangan Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, Universitas Brawijaya Malang, 

Laboratorium Riset Anorganik Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang, Materia Medika Kota 

Batu Malang, dan Pusat Laboratorium Forensik Jakarta. 

 



2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1  Klasifikasi dan Morfologi Bruguiera gymnorrhiza 

Tumbuhan tanjang (B. gymnorrhiza) di beberapa daerah dikenal dengan 

nama: bakau daun besar, bakau oranye, kandeka, lindur, pertut, putut, sala-sala, 

tenggel, tumu dan tanjang. Tumbuhan memiliki ciri morfologi dengan ketinggian 

mencapai 30 m. Kulit kayu memiliki lentisel, permukaannya halus hingga kasar, 

berwarna abu-abu tua sampai coklat (warna selalu tidak tetap). Akarnya seperti 

papan melebar ke samping dibagian pangkal pohon, juga memiliki sejumlah akar 

lutut. Kayunya yang berwarna merah digunakan sebagai kayu bakar dan 

pembuatan arang. Daun berbentuk elips-lanset, berwarna hijau dengan ujung 

meruncing dan panjang 40 cm. Bunga menggantung dengan panjang tangkai 

bunga antara 9-25 mm, terletak di ketiak daun. Mempunyai daun mahkota warna 

putih berjumlah 10-14 helai (Liem, et al. 2013). Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat 

pada Gambar 1. 

 

Gambar 1. Bruguiera gymnorrhiza (Dokumentasi Pribadi, 2017) 

Klasifikasi mangrove Bruguiera gymnorrhiza menurut Allen dan Duke 

(2006) adalah sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 
Divisi  : Magnoliophyta 
Kelas  : Magnoliopsida 
Ordo  : Myrtales 
Family  : Rhizophoraceae 
Genus  : Bruguiera 
Spesies : Bruguiera gymnorrhiza (L.) Lamk. 
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2.2  Senyawa Bioaktif Bruguiera gymnorrhiza 

Bruguiera gymnorrhiza merupakan salah satu tumbuhan mangrove dari 

family Rhizophoraceae yang dapat digunakan sebagai sumber bahan obat. 

Senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam mangrove Bruguiera 

gymnorrhiza diantaranya fenol, terpenoid, steroid dan saponin. Senyawa bioaktif 

tersebut diduga memiliki aktivitas sebagai antikanker (Rastuti, et al. 2012). 

Fitokimia pada dasarnya dibagi menjadi dua kelompok, yaitu bagian primer 

dan bagian sekunder yang fungsinya tergantung pada metabolisme tanaman 

tersebut. Bagian primer terdiri atas gula, asam amino, protein dan klorofil. 

Sedangkan bagian sekunder terdiri atas alkaloid, terpenoid, saponin, komponen 

fenol, flavonoid, tanin, dan lain-lain (Jacoeb, et al. 2013). Berdasarkan penelitian 

Utari (2016), daun, kulit batang dan buah Bruguiera gymnorrhyza mengandung 

komponen bioaktif flavonoid, tannin, fenol, saponin, steroid dan triterpenoid. 

Ditambahkan oleh Sudirman, et al. (2014), senyawa bioaktif yang berperan 

sebagai antioksidan pada Bruguiera gymnorrhiza yaitu flavonoid, fenol dan tanin. 

2.2.1 Alkaloid 

Alkaloid merupakan salah satu golongan senyawa organik yang paling 

banyak ditemukan dialam. Hampir seluruh senyawa alkaloid berasal dari berbagai 

jenis tumbuh-tumbuhan. Senyawa alkaloid diketahui mengandung atom nitrogen 

yang memiliki sifat basa dan merupakan bagian dari cincin yang berbentuk 

heterosiklik. Senyawa ini mempunyai satu atau lebih atom nitrogen yang 

bentuknya dalam gabungan dan sebagian dari sistem siklik. Alkaloid mempunyai 

fungsi fisiologi yang menonjol. Senyawa ini sering digunakan secara luas terutama 

dalam bidang pengobatan, salah satunya yaitu sebagai zat antioksidan (Tengo, et 

al. 2014). 



8 
  

 
 

Alkaloid banyak ditemukan pada berbagai jenis tumbuhan, baik di bagian 

daun, biji, ranting dan kulit kayu. Senyawa alkaloid memiliki keaktifan biologis 

tertentu, diantaranya memberikan efek memicu kerja sistem saraf, dapat 

menaikkan tekanan darah, sebagai antimikroba, dapat menjadi obat penenang 

dan penyakit jantung, serta dapat mengurangi rasa sakit. Pada tumbuhan, alkaloid 

berfungsi sebagai penguat, melindungi tumbuhan dari serangga dan hama, serta 

berfungsi untuk mengatur kerja hormon pada tumbuhan (Djoronga, et al. 2014). 

Struktur kimia alkaloid dapat dilihat pada Gambar 2. 

 
Gambar 2. Struktur kimia alkaloid (Hargono, 2003) 

2.2.2 Flavonoid 

Flavonoid merupakan derivat dari senyawa fenol. Secara umum, flavonoid 

terdiri atas 15 atom karbon yang tersusun dalam konfigurasi C6-C3-C6, yaitu dua 

cincin aromatik yang dihubungkan oleh tiga karbon yang dapat atau tidak dapat 

membentuk cincin ketiga. Menurut fungsi fisiologisnya flavonoid dikelompokkan 

menjadi tiga, yaitu antosianin (flavonoid yang berperan sebagai pigmen warna), 

flavonol dan flavon (perlindungan terhadap radiasi UV berlebih dan sebagai sinyal 

biologis), dan isoflavon (flavonoid biner yang banyak berperan sebagai senyawa 

pertahanan) (Pambudi, et al. 2014). 

Flavonoid terdapat pada seluruh bagian tanaman, termasuk pada buah, 

tepung sari dan akar dalam bentuk glikosida. Flavonoid diklasifikasikan menjadi 

flavon, flavonol, flavanon, flavanonol, isoflavon, calkon, dihidrokalkon, auron, 
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antosianidin, katekin dan flavan-3,4-diol. Tanin, polifenol, dan flavonoid 

merupakan senyawa yang berfungsi sebagai antioksidan karena ketiga senyawa 

tersebut adalah senyawa-senyawa fenol, yaitu senyawa dengan gugus -OH yang 

terikat pada cincin aromatik. Selain itu, senyawa ini berfungsi dalam mengatur 

pertumbuhan, fontosintesis, antimikroba dan antivirus pada tanaman (Utari, 2016). 

Struktur kimia flavonoid dapat dilihat pada Gambar 3. 

 

Gambar 3. Struktur kimia flavonoid (Redha, 2010) 

2.2.3 Tanin 

Tanin adalah senyawa metabolit sekunder dengan komponen yang sangat 

kompleks, terdiri dari senyawa fenolik yang sukar dipisahkan dan sukar 

mengkristal, mengendapkan protein dari larutannya dan bersenyawa dengan 

protein tersebut. Tanin dibagi menjadi dua kelompok yaitu tanin terhidrolisis dan 

tanin terkondensasi. Senyawa ini merupakan senyawa metabolit sekunder aktif 

yang diketahui mempunyai beberapa khasiat yaitu sebagai astringen, anti diare, 

anti bakteri dan antioksidan Kandungan Tanin pada biji alpukat memiliki aktivitas 

biologis sebagai antioksidan (Malangngi, et al. 2012). 

Tanin merupakan komponen zat organik turunan polimer glikosida yang 

terdapat dalam bermacam-macam tumbuhan, terutama tumbuhan berkeping dua 

atau dikotil. Ekstrak tanin terdiri dari campuran senyawa polifenol yang sangat 

kompleks dan biasanya tergabung dengan karbohidrat rendah. Senyawa ini 

memiliki kemampuan menangkap radikal bebas sehingga dapat dikatakan sebagai 
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antioksidan. Selain itu, tanin juga sangat efektif sebagai pendonor elektron dan 

atom hidrogen serta pengkelat logam, sebab senyawa ini memiliki gugus hidroksil 

dan ikatan rangkap terkonjugasi yang memungkinkan terjadinya delokalisasi 

elekron (Utari, 2016). Struktur kimia tanin dapat dilihat pada Gambar 4. 

 

Gambar 4. Struktur kimia tanin (Nurcahyanti, 2014) 

2.2.4 Steroid dan Triterpenoid 

Steroid merupakan turunan dari golongan senyawa triterpenoid. Steroid 

alami berasal dari berbagai transformasi kimia dari triterpena yaitu lanosterol dan 

saikoartenol. Senyawa ini dapat digunakan sebagai bahan dasar pembuatan obat. 

Golongan triterpenoid/steroid ditemukan hampir pada semua jenis tanaman 

mangrove. Manfaat dari senyawa steroid diantaranya antiradang, antiinflamasi, 

antikarsinogenik dan pengontrol diabetes dalam uji klinis (Nurcahyanti, 2014). 

Struktur kimia steroid dapat dilihat pada Gambar 5.  

 
Gambar 5. Struktur kimia steroid (Nurcahyanti, 2014) 

Triterpenoid adalah senyawa yang kerangka karbonnya berasal dari enam 

satuan isoprena dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon C-30 asiklik, 
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yaitu squalene, senyawa ini tidak berwarna, berbentuk kristal, bertitik leleh tinggi, 

dan bersifat optis aktif. Senyawa triterpenoid yang dapat dijumpai pada tumbuhan 

berfungsi sebagai pelindung untuk menolak serangga dan serangan mikroba 

(Utari, 2016). Senyawa ini merupakan turunan dari senyawa terpenoid yang 

memiliki aktivitas antimikroba. Selain itu turunan dari terpenoid lainnya yang 

memiliki kesamaan fungsi sebagai antimikroba yaitu monoterpenoid, diterpenoid, 

saponin dan triterpenoid glikosida (Oktaviani, et al. 2015). Struktur kimia 

triterpenoid dapat dilihat pada Gambar 6. 

 
Gambar 6. Struktur kimia triterpenoid (Santoni, et al. 2010) 

2.2.5 Saponin 

Saponin termasuk kedalam golongan glikosida yang umumnya banyak 

ditemukan pada tumbuhan, memiliki karakteristik berupa buih, mudah larut dalam 

pelarut polar dan tidak larut dalam pelarut non polar. Senyawa saponin bersifat 

antioksidan dan radical scavenger dengan membentuk hidrogen peroksida 

sebagai senyawa antara dan dapat menyumbangkan hidrogen pada senyawa 

radikal DPPH sehingga mengakhiri reaksi rantai radikal (Dia, et al. 2016). 

Saponin diklasifikasikan menjadi 2 kelompok yaitu: saponin steroid dan 

saponin triterpenoid. Saponin steroid tersusun atas inti steroid (C-27) dengan 

molekul karbohidrat, dapat dihidrolisis menghasilkan saraponin yang digunakan 

sebagai anti jamur dan dapat berkonjugasi dengan asam glukoronida. Senyawa 

ini dapat digunakan sebagai bahan baku pada proses biosintesis obat 
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kortikosteroid. Contoh senyawa saponin steroid diantaranya adalah 

asparagosides (Asparagus officinalis), avenocosides (Avena sativa), disogenin 

(Dioscorea floribunda dan Trigonella foenumgraceum), Sedangkan saponin 

triterpenoid tersusun atas inti triterpenoid dengan molekul karbohidrat. Saponin 

jenis ini dapat dihidrolisis menghasilkan sapogenin. Sapogenin mudah dikristalkan 

melalui reaksi asetilasi sehingga dapat dimurnikan. Contoh senyawa saponin ini 

adalah turunan â-amyirine, sedangkan senyawa triterpensteroid adalah: 

Asiacosida (Centella asiatica), Bacoside (Bacopa monneira), Cyclamin (Cyclamen 

persicum) (Liem, et al. 2013). Struktur kimia saponin dapat dilihat pada Gambar 7. 

 

Gambar 7. Struktur kimia saponin (Liem, et al. 2013) 

2.3 Ekstraksi 

Ekstraksi merupakan metode pemisahan senyawa yang terkandung dalam 

suatu bahan tertentu. Prinsip dari ekstraksi ini adalah memisahkan komponen 

yang ada dalam bahan tersebut yang diekstraksi dengan menggunakan pelarut 

tertentu. Ekstraksi dengan pelarut dilakukan dengan mempertemukan bahan yang 

akan diekstrak dengan pelarut selama waktu tertentu, diikuti pemisahan filtrat 

terhadap residu bahan yang diekstrak (Septiana dan Asnani, 2012). 

Beberapa faktor yang mempengaruhi mutu ekstrak pada proses ekstraksi 

diantaranya yaitu faktor kimia seperti jenis dan jumlah senyawa kimia, metode 

ekstraksi dan pelarut yang digunakan (Arifianti, et al. 2014). Ditambahkan oleh 

Mukhriani (2014), terdapat berbagai macam metode ekstraksi antara lain 
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maserasi, sonikasi, perkolasi, reflux dan destilasi uap. Metode ekstraksi sonikasi 

merupakan salah satu metode ektraksi yang dapat meningkatkan rendemen 

ekstrak yang dihasilkan dengan waktu yang lebih cepat yaitu 15 menit sehingga 

lebih efisien. Selain dapat meningkatkan hasil rendemen, metode ekstraksi 

sonikasi juga efektif digunakan dalam emndapatkan antioksidan pada suatu 

sampel. Menurut penelitian Utami, et al. (2009), aktivitas antioksidan ekstrak daun 

simpur yang tertinggi terdapat pada ekstrak dengan metode sonikasi, yaitu 

sebesar 95,54% jika dibandingkan dengan metode esktraksi gelombang mikro 

(MAE) dan tekanan tinggi yang secara berturut-turut 92,55% dan 94,85%.  

Penggunaan pelarut yang berbeda juga dapat mempengaruhi hasil 

ekstrak. Pelarut yang digunakan berbeda berdasarkan tingkat kepolarannya 

karena suatu senyawa akan larut dengan pelarut yang sama tingkat polaritasnya. 

Perbedaan pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi buah lindur 

memberikan pengaruh yang berbeda terhadap aktivitas antioksidan yang 

dihasilkan (Jacoeb, et al. 2013). Selain itu lama waktu ekstraksi dapat 

mempengaruhi mutu ekstrak. Menurut Wahyuni dan Widjanarko (2015), pengaruh 

lama waktu dalam ekstraksi yaitu semakin lama ekstraksi maka semakin banyak 

pula senyawa yang akan ikut trekstrak. Salah satunya pada senyawa karotenoid 

yang terekstrak dalam sampel dengan lama waktu ekstraksi berbeda, hal ini dapat 

mempengaruhi nilai IC50 pada uji aktivitas antioksidan yang dihasilkan pada suatu 

ekstrak.  

2.3.1 Ekstraksi Maserasi 

Maserasi merupakan metode sederhana yang paling banyak digunakan. 

Cara ini sesuai, baik untuk skala kecil maupun skala industri. Metode ini dilakukan 

dengan memasukkan serbuk tanaman dan pelarut yang sesuai ke dalam wadah 

inert yang tertutup rapat pada suhu kamar. Proses ekstraksi dihentikan ketika 
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tercapai kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut dengan 

konsentrasi dalam sel tanaman. Setelah proses ekstraksi, pelarut dipisahkan dari 

sampel dengan penyaringan. Kerugian utama dari metode maserasi ini adalah 

memakan banyak waktu, pelarut yang digunakan cukup banyak, dan besar 

kemungkinan beberapa senyawa hilang. Selain itu, beberapa senyawa mungkin 

saja sulit diekstraksi pada suhu kamar. Namun di sisi lain, metode maserasi dapat 

menghindari rusaknya senyawa-senyawa yang bersifat termolabil (Mukhriani, 

2014). 

2.3.2 Ekstraksi Perkolasi 

Pada metode perkolasi, serbuk sampel dibasahi secara perlahan dalam 

sebuah perkolator (wadah silinder yang dilengkapi dengan kran pada bagian 

bawahnya). Pelarut ditambahkan pada bagian atas serbuk sampel dan dibiarkan 

menetes perlahan pada bagian bawah. Kelebihan dari metode ini adalah sampel 

senantiasa dialiri oleh pelarut baru. Sedangkan kerugiannya adalah jika sampel 

dalam perkolator tidak homogen maka pelarut akan sulit menjangkau seluruh area. 

Selain itu, metode ini juga membutuhkan banyak pelarut dan memakan banyak 

waktu (Mukhriani, 2014). 

2.3.3 Ekstraksi Soxhlet 

Metode ekstraksi Soxhlet dilakukan dengan menempatkan serbuk sampel 

dalam sarung selulosa (dapat digunakan kertas saring) dalam klonsong yang 

ditempatkan di atas labu dan di bawah kondensor. Pelarut yang sesuai 

dimasukkan ke dalam labu dan suhu penangas diatur di bawah suhu reflux. 

Keuntungan dari metode ini adalah proses ektraksi yang kontinyu, sampel 

terekstraksi oleh pelarut murni hasil kondensasi sehingga tidak membutuhkan 

banyak pelarut dan tidak memakan banyak waktu. Kerugiannya adalah senyawa 
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yang bersifat termolabil dapat terdegradasi karena ekstrak yang diperoleh terus-

menerus berada pada titik didih (Mukhriani, 2014). 

2.3.4 Ekstraksi Reflux dan Destilasi Uap 

Pada metode reflux, sampel dimasukkan bersama pelarut ke dalam labu 

yang dihubungkan dengan kondensor. Pelarut dipanaskan hingga mencapai titik 

didih. Uap terkondensasi dan kembali ke dalam labu. Destilasi uap memiliki proses 

yang sama dan biasanya digunakan untuk mengekstraksi minyak esensial 

(campuran berbagai senyawa menguap). Selama pemanasan, uap terkondensasi 

dan destilat (terpisah sebagai 2 bagian yang tidak saling bercampur) ditampung 

dalam wadah yang terhubung dengan kondensor. Kerugian dari kedua metode ini 

adalah senyawa yang bersifat termolabil dapat terdegradasi (Mukhriani, 2014). 

2.3.5 Ekstraksi Sonikasi 

Ekstraksi ultrasonik termasuk salah satu alternatif dari preparasi sampel 

padat, karena dapat mempermudah dan mempercepat beberapa langkah 

preparasi, seperti pelarutan, fusi dan leaching. Hal ini dikarenakan efek dari 

gelombang ultrasonik yang membentuk local high temperature dan gerakan 

mekanik antar muka zat padat dan zat cair, sehingga akan mempercepat laju 

perpindahan massa (Sani, et al. 2014). 

Salah satu sifat dari ultrasonik adalah non-destructive dan non-invasive, 

sehingga dengan mudah diadaptasikan ke berbagai aplikasi gelombang ultrasonik 

dapat merambat dalam medium padat, cair, dan gas. Penggunaan ultrasonik pada 

proses ekstraksi dengan menggunakan pelarut organik dapat lebih cepat, getaran 

ultrasonik dapat memecahkan dinding sel sehingga kandungan didalamnya dapat 

keluar dengan cepat (Sari, et al. 2012). 
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2.4 Pelarut 

Pemilihan pelarut yang akan dipakai dalam proses ekstraksi harus 

diperhatikan sifat kandungan senyawa yang akan diisolasi. Sifat yang penting 

adalah polaritas dan gugus polar dari suatu senyawa. Pada prinsipnya suatu 

bahan akan mudah larut dalam pelarut yang sama polaritasnya sehingga akan 

mempengaruhi sifat fisikokimia ekstrak yang dihasilkan. Pelarut yang dapat 

digunakan dalam ekstraksi, diantaranya etanol, metanol, etil asetat, heksana, dan 

air yang mampu memisahkan senyawa-senyawa yang penting dalam suatu bahan. 

Ekstraksi dapat dilakukan dengan satu tahap ekstraksi maupun bertingkat. Pada 

ekstraksi satu tahap hanya digunakan satu pelarut untuk ekstraksi, sedang pada 

ekstraksi bertingkat digunakan dua atau lebih pelarut (Septiana dan Asnani, 2012). 

Pelarut ideal yang sering digunakan adalah alkohol atau campurannya 

dengan air karena pelarut ini merupakan pengekstraksi yang baik untuk semua 

senyawa dengan berat molekul rendah, seperti saponin dan flavonoid. Jenis 

pelarut pengekstraksi juga mempengaruhi jumlah senyawa aktif yang terkandung 

dalam ekstrak, sesuai konsep like dissolve like, dimana senyawa yang bersifat 

polar akan larut dalam pelarut polar dan senyawa yang bersifat non polar akan 

larut dalam pelarut non polar (Arifianti, et al. 2014). Ditambahkan oleh Mukhriani 

(2011), jenis pelarut diantaranya pelarut polar (air, etanol dan metanol), pelarut 

semipolar (etil asetat dan diklorometan) dan pelarut nonpolar (n-heksan, petroleum 

eter dan kloroform).  

2.4.1 N-heksan 

Heksan merupakan senyawa hidrokarbon alkana. Heksan memiliki rumus 

kimia C6H14. Awalan heks- merujuk pada enam atom karbon yang ada pada 

heksan sedangkan akhiran -ana berasal dari alkana yang menunjukkan adanya 

ikatan tunggal penghubung atom-atom karbon. Pada keadaan standar, n-heksan 
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merupakan cairan tak berwarna yang tidak larut dalam air. Bobot molekul n-heksan 

sebesar 86,2 gram/mol. N-heksan memiliki titik lebur sebesar -95°C, titik didih 

69°C (pada 1 atm) dan densitasnya sebesar 0,6603 gr/ml pada 20°C. Pemilihan 

n-heksana sebagai pelarut, karena memiliki sifat stabil dan mudah menguap, 

selektif dalam melarutkan zat, mengekstraksi sejumlah kecil lilin serta dapat 

mengekstrak zat pewangi dalam jumlah besar (Munawaroh dan Handayani, 2010).  

N-heksana dibuat dari hasil penyulingan minyak mentah dimana untuk 

produk industrinya ialah fraksi yang mendidih pada suhu 65-70°C. Pelarut ini 

bersifat inert, memiliki titik didih yang rendah serta dapat melarutkan dengan cepat 

dan sempurna. Isomer heksana tidak reaktif dan digunakan secara luas sebagai 

pelarut inert dalam reaksi organik karena heksana bersifat sangat tidak polar (Azis, 

et al. 2014). 

2.4.2 Etil Asetat 

Etil asetat adalah senyawa organik yang merupakan ester dari etanol dan 

asam asetat. Etil asetat adalah pelarut polar menengah yang volatil, tidak beracun, 

dan tidak higroskokopis. Etil asetat sering digunakan sebagai pelarut ekstraksi 

karena etil asetat dapat menyaring senyawa-senyawa yang dapat memberikan 

aktivitas antibakteri diantaranya flavonoid pilohidroksi dan fenol yang lain (Mulyati, 

2009). 

Etil asetat adalah cairan jernih, tak berwarna, berbau khas yang digunakan 

sebagai pelarut tinta, perekat dan resin dibandingkan dengan etanol, etil asetat 

memiliki koefisien distribusi yang lebih tinggi dibanding etanol termasuk 

kelarutannya dalam gasoline. Etil asetat memiliki sifat fisika, diantaranya berwujud 

cairan bening, memiliki berat molekul 88,105 gr/mol, densitas 0,897 gr/ml, titik 

leleh sebesar -83,6 0C, titik didih sebesar 77,1 0C dan titik nyala -4 0C (Azura, et 

al. 2015). 
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2.4.3 Etanol 

Etanol disebut juga etil alkohol yang di pasaran lebih dikenal sebagai 

alkohol merupakan senyawa organik dengan rumus kimia C2H5OH. Dalam kondisi 

kamar, etanol berwujud cairan yang mudah menguap, mudah terbakar, tak 

berwarna. Etanol memiliki massa molekul relative sebesar 46,07 g/mol, titik leleh 

sebesar -114,3 0C, titik didih sebesar 78,32 0C, densitas pada 20 0C sebesar 

0,7893 g/cm3, kelarutan dalam air 20 0C sangat larut, viskositas pada 20 0C 

sebesar 1,17 cP dan kalor spesifik pada 20 0C sebesar 0,579 kal/g0C (Munawaroh 

dan Handayani, 2010). 

Etanol merupakan pelarut yang dapat digunakan dalam mengekstraksi 

bahan kering, daun – daunan, batang, dan akar. Pelarut etanol memiliki polaritas 

yang tinggi sehingga dapat menghasilkan persen yield lebih banyak dibandingkan 

menggunakan pelarut lainnya. Etanol juga mempunyai titik didih yang rendah dan 

cenderung aman, tidak beracun dan tidak berbahaya. Pelarut etanol memiliki dua 

sisi yang terdiri dari gugus -OH yang bersifat polar dan gugus CH2CH3 yang 

bersifat non polar, sifat non polar inilah yang membuat etanol mampu mengekstrak 

kandungan minyak atsiri, dan alkaloid di dalam daun salam India secara optimal 

(Azis, et al. 2014). 

2.5 Uji Fitokimia 

Fitokimia merupakan ilmu pengetahuan yang menguraikan aspek kimia 

suatu tanaman. Kajian fitokimia meliputi uraian yang mencangkup aneka ragam 

senyawa organik yang dibentuk dan disimpan oleh organisme, yaitu struktur 

kimianya, biosintesisnya, perubahan serta metabolismenya, penyebarannya 

secara alamiah dan fungsi biologisnya, isolasi dan perbandingan komposisi 

senyawa kimia dari bermacam-macam jenis tanaman (Putranti, 2013). 
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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 untuk dapat 

dikaitkan dengan aktivitas bioliginya sehingga dapat membantu langkah-langkah 

fitofarmakologi (Artini, et al. 2003). Hasil analisis dapat memberikan petunjuk jenis 

golongan metabolit sekunder, seperti alkaloid, flavonoid, fenolik, steroid dan 

triterpenoid (Astuti, et al. 2013). 

2.6 Uji Brine Shrimp Lethallity Test (BSLT) 

Uji Brine Shrimp Lethallity Test (BSLT) merupakan uji toksisitas untuk 

keamanan bahan pangan. Uji BSLT digunakan sebagai uji permulaan untuk 

mengetahui aktivitas dari suatu zat atau senyawa yang terkandung dalam suatu 

ekstrak atau suatu isolat murni. Uji tersebut merupakan metode alternatif 

menggantikan penelitian yang menggunakan hewan besar (Podungge, et al. 

2015).  

Penerapan uji BSLT untuk sistem bioaktivitas dengan menggunakan larva 

udang tersebut, antara lain untuk mengetahui residu pestisida, anastetik lokal, 

senyawa turunan morpin, mikotoksin, karsinogenik suatu senyawa dan polutan 

untuk air laut serta sebagai alternatif metode yang murah untuk uji toksisitas. 

Senyawa aktif yang dimiliki daya bioaktivitas tinggi diketahui berdasarkan nilai 

Lethal Concentration 50% (LC50) (Prawirodiharjo, 2014). 

2.7 Uji Total Fenol 

Pengujian aktivitas total fenol merupakan dasar dilakukan pengujian 

aktivitas antioksidan, karena diketahui bahwa senyawa fenolik berperan dalam 

mencegah terjadinya peristiwa oksidasi. Pengukuran total antioksidan bahan 

pangan asal tanaman dapat dilakukan dengan mengukur kadar total fenolik 
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menggunakan reagen Folin-ciocalteau. Hal ini karena sebagian besar antioksidan 

dalam bahan asal tanaman merupakan senyawa polifenol. Pengujian total fenol 

bertujuan untuk menentukan total senyawa fenolik yang terkandung di dalam 

sampel, sehingga diduga bila kandungan senyawa fenolik di dalam sampel tinggi 

maka aktivitas antioksidannya akan tinggi. Analisis ini menggunakan kurva standar 

yang dipersiapkan dengan menggunakan asam galat (Djapiala, et al. 2013). 

Metode Folin-Ciocelteu menurut Rorong (2015) ditentukan berdasarkan 

kemampuan senyawa fenolik dalam ekstrak sampel yang dapat bereaksi dengan 

asam fosfomolibdat-fosfotungstat dalam reagen Folin-Ciocalteu yang berwarna 

kuning akan mengalami perubahan warna menjadi warna biru. Kandungan total 

fenol pada suatu ekstral dinyatakan dalam Gallic Acid Equivalent (GAE). GAE 

merupakan acuan umum untuk mengukur sejumlah senyawa fenolik yang terdapat 

dalam suatu bahan karena asam galat merupakan senyawa fenolik yang banyak 

ditemukan pada tanaman. Penggunaan asam galat sebagai larutan standard 

dikarenakan senyawa asam galat mempunyai gugus hidroksil dan ikatan rangkap 

yang terkonjugasi pada masing-masing cincin benzene yang menyebabkan 

senyawa ini sangat efektif untuk membentuk senyawa kompleks dengan reagen 

Folin Ciocalteu, sehingga reaksi yang terjadi lebih sensitif dan intensif. 

2.8 Uji Aktivitas Antioksidan 

Radikal bebas yang biasa digunakan sebagai model dalam mengukur daya 

aktivitas antioksidan adalah 1,1-difenil-2-pikrihidazil (DPPH). DPPH merupakan 

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 (Tristantini, et al. 2016). Selain metode DPPH, macam-macam uji 

aktivitas antioksidan diantaranya, metode reducing power, metode uji kapasitas 
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serapan radikal bebas (ORAC), metode tiosianat, aktivitas penghambatan radikal 

superoksida dan aktivitas penghambatan radikal hidroksil (Ikhlas, 2013). Metode 

DPPH sering digunakan karena memiliki beberapa kelebihan antaranya 

sederhana, mudah, cepat, peka, serta memerlukan sedikit sampel. Larutan DPPH 

yang awalnya berwarna ungu setelah bereaksi dengan antioksidan alami akan 

membentuk warna kuning. Semakin tinggi kandungan antioksidan maka warna 

ungu pada larutan DPPH akan semakin berkurang dan membentuk warna kuning 

(Purwaningsih, 2012). 

Pengukuran aktivitas antioksidan dengan metode DPPH menggunakan 

prinsip spektrofotometer. Senyawa DPPH dalam metanol berwarna ungu tua 

terdeteksi pada panjang gelombang sinar tampak sekitar 515-517 nm. Parameter 

untuk menginterpretasikan hasil pengujian DPPH adalah dengan nilai IC50 

(Inhibitor Concentration). IC50 merupakan konsentrasi larutan substrat atau sampel 

yang mampu mereduksi aktivitas DPPH sebesar 50%. Semakin kecil nilai IC50 

berarti semakin tinggi aktivitas antioksidan. Secara spesifik suatu senyawa 

dikatakan sebagai antioksidan sangat kuat jika nilai IC50 kurang dari 50 ppm (IC50< 

50 ppm), kuat (50 ppm < IC50 < 100 ppm), sedang (100 ppm < IC50 < 150 ppm), 

lemah (150 ppm < IC50 < 200 ppm), dan sangat lemah (IC50 > 200 ppm) (Putranti, 

2013).  

2.9 Liquid Cromatography-Mass Spectometry (LC-MS) 

Liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) adalah suatu teknik 

analisis kimia yang mempunyai kemampuan pemisahan yang sangat bagus 

karena mempunyai sensitivitas dan spesifisitas yang sangat tinggi karena teknik 

ini menggunakan kombinasi tandem kromatografi cair dan spektroskopi massa. 

LC-MS sangat umum digunakan dalam studi farmakokinetika terutama dalam hal 

pengembangan obat. Disamping itu, LC-MS juga dapat digunakan untuk 
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dereplikasi bahan alam, skrining bioafinitas, skrining in vivo, stabilitas metabolit, 

identifikasi metabolit, identifikasi kemurnian suatu obat, identifikasi degradant, 

kualitas kontrol dan kuantitatif bioanalisis suatu obat (Khairan, et al. 2009). 

LC-MS merupakan perpaduan HPLC dengan MS (LC-MS). Analisa dengan 

metode LC-MS menggunakan fasa gerak atau pelarut untuk membawa sampel 

melalui kolom yang berisi padatan pendukung yang dilapisi cairan sebagai fasa 

diam. Analit selanjutnya dipartisi di antara fasa gerak dan fasa diam sehingga 

terjadi pemisahan karena adanya perbedaan koefisien partisi. Sampel yang telah 

dipisahkan dalam kolom diuapkan pada suhu tinggi, kemudian diionisasi. Ion yang 

terbentuk difragmentasi sesuai dengan rasio massa/muatan (m/z), yang 

selanjutnya dideteksi secara elektrik menghasilkan spektra massa. Spektra massa 

merupakan rangkaian puncak-puncak yang berbeda-beda tingginya (Hermiastuti, 

2013). 

 



3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Materi Penelitian 

3.1.1 Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun mangrove 

Bruguiera gymnorrhiza yang diperoleh dari Pantai Sendang Biru Kawasan 

Clungup Mangrove Conservation, Malang, Jawa Timur. Daun yang digunakan 

rata-rata memiliki panjang 17,5 cm dan lebar 5 cm (Dia, et al. 2005). Bentuk daun 

menjorong, ujung melancip, pangkal menirus, permukaan atas halus, permukaan 

bawah kasar, tepi mengutuh, pertulangan daun menyirip, jumlah cabang tulang 

daun 38-54, derajat kemiringan cabang tulang daun 450-620 (Irawan, et al. 2013). 

Bahan yang digunakan dalam penelitian uji aktivitas antioksidan ekstrak 

kasar daun Bruguiera gymnorrhiza antara lain, daun mangrove Bruguiera 

gymnorrhiza, kantong kresek, etanol, etil asetat, n-heksan, H2SO4 2 N, pereaksi 

Meyer, aquades, NaCl 10%, FeCl3 1%, larutan garam gelatin, metanol 95%, 

serbuk Mg, HCl 2 N, HCl 98%, kloroform, dan asam asetat anhidrat, air laut, kertas 

karbon, air, tisu, kertas saring dan kertas label. Pada pengujian total fenol 

menggunakan bahan diantaranya aquades, larutan Folin Ciocelteau, Na2CO3 7 %, 

plastic wrap, kertas saring, alumunium foil dan asam galat. Untuk pengujian 

aktivitas antioksidan menggunakan bahan antara lain methanol, DPPH, 

alumunium foil, dan asam askorbat. 

3.1.2 Alat Penelitian 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari alat-alat untuk ekstraksi 

sampel yang terdiri atas timbangan digital merk Acis, rotary evaporator, sonikator 

merk Branson 3510, gelas ukur, Erlenmeyer merk Iwaki Pyrex, beaker glass, botol 

kaca, spatula, oven merk Redline Binder dan corong. Alat untuk uji fitokimia yaitu 
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tabung reaksi, rak tabung reaksi 10 ml merk Iwaki Pyrex, beaker glass 100 ml, 

pipet tetes, pipet volume 1 ml, gelas ukur 100 ml, spatula, bola hisap dan 

timbangan digital. Pada pengujian total fenol menggunakan alat gelas ukur, labu 

ukur 100 ml, pipet volume 0,1 ml, timbangan analitik, spatula, botol vial dan 

spektrofotometer UV-Vis. Pada pengujian aktivitas antioksidan menggunakan alat 

gelas ukur, beaker glass, pipet serelogis, pipet volume, mikro pipet, pipet tetes, 

spatula, serta instrument LC-MS untuk uji pendugaan senyawa bioaktif pada 

sampel ekstrak yang memiliki aktivitas toksik dan antioksidan. 

3.2 Metode Penelitian 

Metode eksperimen digunakan untuk penelitian ilmiah dimana peneliti 

memanipulasi dan mengontrol satu atau lebih variabel bebas dan melakukan 

pengamatan terhadap variabel-variabel terikat untuk menemukan variasi yang 

muncul bersamaan dengan manipulasi terhadap variabel bebas tersebut. Variabel 

yang dimanipulasi disebut variabel bebas dan variabel yang yang akan dilihat 

pengaruhnya disebut variabel terikat. Eksperimen bertujuan untuk meneliti 

kemungkinan sebab akibat dengan mengenakan satu atau lebih kondisi perlakuan 

pada satu atau lebih kelompok eksperimen dan membandingkan hasilnya dengan 

satu atau lebih kelompok kontrol yang tidak diberi perlakuan (Setyanto, 2015).  

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen 

yang bersifat laboratoris. Penelitian dilakukan secara sengaja dengan cara 

memberikan perlakuan tertentu terhadap subjek penelitian guna membangkitkan 

sesuatu kejadian atau keadaan yang akan diteliti untuk diketahui bagaimana 

akibatnya (Jaedun, 2011).  
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3.2.1 Variabel Penelitian 

Variabel merupakan gejala yang dapat diukur menurut objektivitas, 

reabilitas dan validalitas ilmiah. Dilihat dari peran dan posisinya, variabel dibagi 

atas variable bebas dan terikat. Variabel bebas merupakan variabel penjelas, 

penentu dan penduga, sedangkan variabel terikat adalah variabel konsekuensi 

atau akibat (Suryana, 2010). 

Variabel bebas dari penelitian ini terdiri dari 2 variabel, yaitu jenis pelarut 

dan lama waktu ekstraksi sonikasi yang berbeda. Pelarut ekstraksi yang berbeda 

dengan pola ekstraksi bertingkat yaitu dari pelarut non polar (n-heksan), pelarut 

semi polar (etil asetat) dan pelarut polar (etanol). Sedangkan lama waktu ekstraksi 

sonikasi yaitu dari 15 menit, 25 menit dan 35 menit (Modifikasi Wahyuni dan 

Widjanarko, 2015) yang dilakukan pada penelitian pendahuluan untuk 

mendapatkan perlakuan lama waktu ekstraksi sonikasi yang terbaik. Perbedaan 

konsentrasi larutan ekstrak yang digunakan dalam penelitian ini tidak termasuk 

dalam perlakuan karena hasil paparan masing-masing konsentrasi untuk tiap 

pelarut diakumulasikan menjadi satu menghasilkan persentase nilai IC50. 

Variabel terikat pada penelitian pendahuluan terdiri dari rendemen, kadar 

air, fitokimia dan uji toksisitas, sedangkan variabel terikat dari penelitian utama 

terdiri dari nilai total fenol dengan menggunakan metode follinciocalteu (Ratnayani, 

et al. 2012), nilai IC50 yang diperoleh dari pengujian aktivitas antioksidan sampel 

dengan metode DPPH (Patra, et al. 2009) dan pengujian LC-MS (Lisdawati, et al. 

2007).  

3.2.2 Parameter Uji 

Parameter uji pada penelitian ini adalah parameter uji kuantitatif, yaitu 

berdasarkan data yang diperoleh dari hasil perhitungan nilai IC50
 dari masing-

masing ekstrak. Pada IC50 merupakan konsentrasi ekstrak (μg/ml) yang mampu 
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menyebabkan 50% aktivitas DPPH (Simorangkir, et al. 2013). Pada penelitian ini 

dilakukan juga pengujian nilai rendemen, fitokimia, kadar air, uji toksisitas pada 

penelitian pendahuluan untuk memperoleh perlakuan lama waktu ekstraksi 

terbaik. Selain itu dilakukan juga pengujian total fenol untuk mendukung dalam 

menentukan aktivitas antioksidan dan uji LC-MS untuk pendugaan senyawa yang 

berperan sebagai antioksidan. 

 
3.3 Penelitian Pendahuluan 

Rancangan penelitian pendahuluan yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah Rancangan Acak Lengkap faktorial (RAL faktorial). Rancangan acak 

lengkap faktorial digunakan untuk percobaan yang mempunyai media atau tempat 

percobaan yang seragam atau homogen. Data kemudian diolah menggunakan 

ANOVA (Analysis of Variance) pada taraf 5% dan 1%. Apabila nilai Fhitung > dari 

Ftabel maka dapat dilakukan uji lanjut, diantaranya dengan uji Tukey 

(Sastrosupadi, 2000).  

Penelitian pendahuluan dilakukan untuk mengetahui hasil uji rendemen, 

kadar air, fitokimia dan toksisitas dari ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza 

yang diekstrak dengan metode sonikasi secara bertingkat dengan menggunakan 

pelarut yang berbeda kepolarannya, yaitu dimulai dari pelarut non polar (n-

heksan), semi polar (etil asetat) dan polar (etanol) dengan lama waktu yang 

berbeda, yaitu 15 menit, 25 menit dan 35 menit. Menurut Harborne (1987), secara 

umum ekstraksi dilakukan berturut-turut mulai dari pelarut non polar, lalu 

kepolarannya menengah kemudian pelarut polar. Pada ekstraksi simplisia awal 

dengan pelarut non polar dimaksudkan karena pelarut non polar dapat 

menghidrolisis dan menarik senyawa terutama lemak (lipida) yang terdapat dalam 

serbuk saat ekstraksi, dengan adanya pemecahan lemak tersebut akan 

memudahkan dalam mengekstrak senyawa target. Sampel yang digunakan 
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adalah tepung daun. Pengujian terdiri dari 9 perlakuan dan setiap perlakuan 

dilakukan 3 kali pengulangan. Hasil uji ekstrak dari setiap perlakuan memlalui 

beberapa pengujian, diantaranya uji rendemen, uji kadar air, uji fitokimia dan uji 

toksisitas.  

Rancangan percobaan pendahuluan digunakan untuk mendapatkan 

perlakuan lama waktu ekstraksi terbaik dari setiap uji yang dilakukan, diantaranya 

uji rendemen, uji kadar air, uji fitokimia dan uji toksistas. Kemudian dilanjutkan ke 

tahap penelitian utama yang meliputi uji total fenol, uji aktivtitas antioksidan untuk 

menentukan nilai IC50 dari setiap perlakuan (perbedaan jenis pelarut) yang 

kemudian dilanjutkan dengan uji LC-MS pada ekstrak dengan perlakuan terbaik 

yang menunjukkan nilai IC50 terendah (perlakuan terbaik dari jenis pelarut yang 

berbeda) untuk mengetahui senyawa yang berperan sebagai antioksidan. Adapun 

rancangan penelitian pendahuluan dapat dilihat pada Tabel 1.  

Tabel 1. Rancangan Percobaan Penelitian pendahuluan 

Sampel 
Perlakuan Ulangan 

Total 
Rata-
rata Waktu Pelarut 1 2 3 

Tepung 
daun 

A 
A Aa1 Aa2 Aa3   
B Ab1 Ab2 Ab3   
C Ac1 Ac2 Ac3   

B 
A Ba1 Ba2 Ba3   
B Bb1 Bb2 Bb3   
C Bc1 Bc2 Bc3   

C 
A Ca1 Ca2 Ca3   
B Cb1 Cb2 Cb3   
C Cc1 Cc2 Cc3   

Keterangan : 

A : Lama ekstraksi 15 menit 
B : Lama ekstraksi 25 menit 
C : Lama ekstraksi 35 menit 

a : Ekstraksi dengan pelarut n-heksan 
b : Ekstraksi dengan pelarut etil asetat 
c : Ekstraksi dengan pelarut etanol 
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1.1.1. Prosedur Penelitian Pendahuluan 

 Preparasi Bahan Baku (Modifikasi Awaludin, et al. 2011) 

Preparasi bahan baku meliputi pencucian daun Bruguiera gymnorrhiza 

dengan air mengalir. Kemudian dilakukan pengecilan ukuran. Setelah itu 

dilanjutkan dengan proses pengeringan dengan oven suhu 45-50°C selama ±10 

jam hingga kandungan air bahan sekitar 15%. Menurut Winangsih, et al. (2013), 

pengeringan menggunakan oven pada suhu 50°C memiliki kadar air paling rendah 

jika dibandingkan dengan pengeringan sinar matahari langsung dan kering angin. 

Semakin rendah kandungan kadar air bahan maka semakin tinggi rendemen zat 

lain yang terekstrak. Pengeringan harus dilakukan dalam keadaan terawasi untuk 

mencegah terjadinya perubahan kimia yang terlalu banyak (Harborne, 1987). 

Setelah proses pengeringan dilanjutkan penghalusan sampel kering 

menggunakan mesin giling merk Honda kemudian diayak dengan ayakan ukuran 

60 mesh agar menjadi bentukan tepung. Menurut Maulida dan Guntarti (2015), 

ukuran partikel yang tersaring oleh 60 mesh merupakan ukuran partikel kecil. Hal 

ini dapat membuat serbuk simplisia memiliki permukaan untuk kontak dengan 

pelarut lebih luas dan akan memaksimalkan kesempatan pelarut untuk 

mengekstraksi senyawa aktif yang terkandung dalam simplisia. Skema kerja 

preparasi daun Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat pada Lampiran 1. 

 

 Ekstraksi Sampel (Modifikasi Sani, et al. 2014) 

Proses ekstraksi daun Bruguiera gymnorrhiza menggunakan metode 

sonikasi. Ekstraksi ini menjadi salah satu alternative karena membutuhkan waktu 

yang relative cepat. Pelarut yang digunakan pada ekstraksi ini dari pelarut non 

polar hingga ke pelarut polar yaitu, n-heksan, etil asetat dan etanol dilakukan 

secara bertingkat. Penggunaan pelarut dengan tingkat kepolaran yang berbeda 

bertujuan untuk menarik kandungan senyawa kimia yang terkandung dalam 
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sampel sesuai dengan sifat kepolarannya. Pelarut yang biasanya digunakan yaitu 

n-heksan (nonpolar), etil asetat (semi polar) dan etanol (polar). Syarat pelarut yang 

digunakan dalam ekstraksi, diantaranya pelarut organik, memiliki sifat selektif, titik 

didihnya rendah sehingga mudah diuapkan, memiliki titik didih yang seragam dan 

harga yang murah serta tidak mudah terbakar (Munawaroh dan Handayani, 2010). 

Perbandingan pelarut dalam ekstraksi yang digunakan yaitu 1:4 (b/v). Berat 

sampel yang akan diekstrak sebesar 200 gram, maka membutuhkan pelarut 

ekstraksi sebesar 800 ml. Perbandingan sampel dan pelarut harus sesuai, pelarut 

yang digunakan volumenya cukup untuk merendam sampel selama proses 

ekstraksi sehingga proses pengeluaran senyawa dalam sampel bisa berjalan 

secara optimal (Winata dan Yuanianta, 2015). Sedangkan perlakuan lama waktu 

ekstraksi yang digunakan yaitu 15, 25 dan 35 menit dengan menggunakan suhu 

20-250C pada frekuensi sebesar 42 KHz (Modifikasi Wahyuni dan Widjanarko, 

2015). Menurut Utami, et al. (2009), frekuensi 42 KHz digunakan karena dapat 

menghancurkan sel daun sehingga mempercepat proses perpindahan massa 

senyawa bioaktif dari dalam sel ke pelarut. Pada gelombang tersebut tergolong ke 

dalam intensitas yang rendah sehingga tidak merusak bahan. Ditambahkan oleh 

Sitrorus, et al. (2011), frekuensi gelombang ultrasonik terbagi menjadi 3 bagian, 

yaitu frekuensi rendah (20 - 100 KHz), frekuensi sedang (100 KHz - 2 MHz) dan 

frekuensi tinggi (2 MHz – 10 MHz). 

Hasil ekstraksi kemudian disaring menggunakan corong bounchner hingga 

didapatkan filtratnya. Residu yang dihasilkan diekstrak kembali secara bertingkat 

dilakukan dengan tiga kali pengulangan. Filtrat yang didapatkan kemudian 

diuapkan menggunakan rotary vacum evaporator sampai pelarut dalam filtrat 

habis dan didapatkan ekstrak kasar. Setelah itu dilakukan pengoptimalan ekstrak 

dengan penyemprotan gas nitrogen untuk menghilangkan sisa pelarut. Skema 
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kerja ekstraksi sonikasi sampel tepung daun Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat 

pada Lampiran 2. 

 

 Perhitungan Rendemen 

Perhitungan rendemen menunjukkan jumlah ekstrak sampel yang 

diperoleh dari setiap gram sampel yang diekstrak (% b/b) (Yulia, 2007). Nilai 

rendemen didapatkan dengan menghitung persen dari berat awal sampel dibagi 

dengan berat akhir sampel. Pada penelitian ini, berat awal sampel merupakan 

berat tepung daun Bruguiera gymnorrhiza yang sudah ditimbang sebesar 200 

gram, sedangkan berat akhir merupakan berat ekstrak kasar daun Bruguiera 

gymnorrhiza yang diperoleh. Rendemen dari ekstrak kasar daun Bruguiera 

gymnorrhiza dari masing-masing perlakuan dihitung dengan mengunakan rumus 

sebagai berikut: 

% Rendemen=
Berat akhir (g)

Berat awal (g) 
x 100% 

 Uji Kadar Air (Sumardi, et al. 1992) 

Kadar air merupakan jumlah air bebas yang terkandung dalam bahan yang 

masih dapat dipisahkan dengan cara fisis seperti penguapan dan destilasi 

(Sumardi, et.al. 1992). Analisa kadar air ini menggunakan metode 

thermogravimetri dengan cara menguapkan air yang ada dalam bahan pangan 

dengan jalan pemanasan kemudian menimbang bahan sampai berat konstan yang 

berarti semua air sudah diuapkan (Sulthoniyah, et al. 2013). Pengujian dilakukan 

minimal duplo (dua kali). Perhitungan pengujian kadar air dapat dilihat dibawah ini: 

% kadar air= 
(A+B)-C

B
 x 100% 

Keterangan:  

A = berat botol timbang kosong, dinyatakan dalam g. 

B = berat sampel awal, dinyatakan dalam g. 

C = berat botol timbang dan sampel kering/akhir, dinyatakan dalam g 
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 Uji Fitokimia 

Tahap selanjutnya dari penelitian ini yaitu uji fitokimia. Menurut Artini, et al. 

(2013), uji fitokimia penting dilakukan untuk mengetahui komponen bioaktif yang 

terkandung dalam suatu sampel tumbuhan yang sedang diteliti. Uji fitokimia yang 

dilakukan meliputi uji alkaloid, flavonoid, tanin, steroid dan triterpenoid, serta 

saponin. 

 Uji Alkaloid (Harborne, 1987) 

Senyawa alkaloid pada ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza masing-

masing perlakuan menggunakan prinsip mereaksikan ekstrak sampel dengan HCl 

dan pereaksi Meyer. Hasil positif uji alkaloid pada pereaksi Meyer apabila terdapat 

endapan putih. Skema uji alkaloid pada ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza 

dapat dilihat pada Lampiran 3.  

 Uji Flavonoid (Harborne, 1987) 

Uji flavonoid pada ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza masing-

masing perlakuan menggunakan pereaksi serbuk Mg dan HCl. Hasil uji sampel 

positif mengandung flavonoid jika terbentuk warna kuning sampai jingga. Skema 

uji flavonoid pada ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat pada 

Lampiran 4. 

 Uji Tanin (Agustino, et al. 2014) 

Uji tanin pada ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza masing-masing 

perlakuan diambil sampel sebanyak 1 ml dan dimasukkan dalam tabung reaksi, 

kemudian ditambahkan 3 tetes pereaksi FeCl3 1%. Adanya senyawa tanin ditandai 

dengan terbentuknya warna biru, hijau, merah, ungu atau hitam. Skema uji tanin 

pada ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat pada Lampiran 5. 
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 Uji Steroid dan Triterpenoid (Sangi, et al. 2008) 

Uji steroid dan triterpenoid pada ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza 

pada masing-masing perlakuan menggunakan pereaksi asetat anhidrat dan asam 

sulfat. Hasil positif mengandung triterpenoid ditandai dengan terbentuknya warna 

merah jingga atau ungu, sedangkan positif mengandung steroid ditandai dengan 

terbentuknya warna biru dan jika warna berubah menjadi hijau kebiruan maka 

positif sterol. Skema uji steroid dan triterpenoid pada ekstrak kasar daun Bruguiera 

gymnorrhiza dapat dilihat pada Lampiran 6. 

 Uji Saponin (Harborne, 1987) 

Pengujian saponin dilakukan dengan menggunakan metode Forth yaitu 

melihat ada atau tidaknya busa yang terbentuk dengan mereaksikan sampel 

dengan akuades. Hasil positif mengandung saponin ditandai dengan terbentuknya 

busa yang stabil dan tidak hilang saat ditambahkan satu tetes HCl. Skema uji 

saponin ekstrak kasar daun mangrove Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat pada 

Lampiran 7. 

 Uji Toksisitas Brine Shrimp Lethallity Test (BSLT) (Muaja, et al. 2013) 

 Penyiapan Larva Artemia salina Leach.  

Uji toksisitas menggunakan metode Brine Shrimp Lethallity Test (BSLT). 

Langkah awal dalam uji toksisitas dengan metode Brine Shrimp Lethallity Test 

(BSLT) yaitu penetasan larva Artemia sailina Leach. Telur Artemia salina Leach. 

diambil 1 gram untuk ditetaskan. Telur didapatkan dari Laboratorium Budidaya 

Ikan Divisi Reproduksi Ikan Universitas Brawijaya Malang. Telur direndam dalam 

air laut buatan yang sudah diaerasi ditetaskan selama 48 jam. Telur Artemia 

salina Leach. tersebut akan menetas menjadi nauplii yang berumur 48 jam dan 

siap digunakan sebagai hewan uji. Karena larva Artemia pada umur tersebut 
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memiliki kepekaan yang tinggi disebabkan dinding selnya masih lunak. Untuk 

menimbulkan efek toksik hanya diperlukan konsentrasi rendah dan waktu 

percobaan yang diperlukan lebih singkat (Purwantini, et al. 2002). Ditambahkan 

oleh Yuliani, et al. (2016), larva Artemia saline Leach. pada umur 48 jam 

merupakan tahap nauplii, dimana pada tahap tersebut selnya sangat mirip dengan 

sel manusia sehingga digunakan sebagai hewan uji. Skema kerja penetasan telur 

Artemia salina Leach. dapat dilihat pada Lampiran 8. 

 Penentuan Konsentrasi Larutan Ekstrak dan Uji Toksisitas Ekstrak 
Kasar Daun Bruguiera gymnorrhiza 

Penentuan konsentrasi larutan uji yang digunakan dimulai dari pembuatan 

larutan induk pada konsentrasi 2000 ppm yang dibuat dari melarutkan 40 mg 

ekstrak kasar daun  Bruguiera gymnorrhiza masing-masing perlakuan dalam 20 

ml air laut. Larutan induk tersebut kemudian di encerkan kembali hingga menjadi 

konsentrasi 1000, 500, 100, 50, 25, dan 12,5 ppm serta 0 ppm tanpa tambahan 

ekstrak sampel yang digunakan sebagai kontrol. Perhitungan untuk konsentrasi 

larutan uji dapat dilihat pada Lampiran 15. Uji toksisitas dilakukan dengan 

memasukkan 5 ml larutan masing-masing ekstrak ekstrak kasar daun Bruguiera 

gymnorrhiza yang sudah diencerkan pada tiap konsentrasinya ke dalam botol vial. 

Setelah itu, dimasukkan 10 ekor larva Artemia salina Leach. kedalam masing-

masing botol vial yang sudah berisi larutan dan diamati setelah 24 jam jumlah larva 

Artemia salina Leach. yang mati. Skema uji toksisitas dapat dilihat pada Gambar 

16. 

3.4 Penelitian Utama 

3.4.1 Prosedur Penelitian Utama 

Penelitian utama adalah menguji hasil ekstrak dengan perlakuan lama 

waktu ekstraksi dengan metode sonikasi terbaik dari penelitian pendahuluan 
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menggunakan rangkaian uji, diantaranya uji total fenol, uji aktivitas antioksidan dan 

uji LC-MS. Penelitian utama digunakan untuk menentukan perlakuan terbaik dari 

jenis pelarut yang berbeda dengan melalui tahapan pengujian yaitu uji total fenol, 

uji aktivias antioksidan dan didapatkan perlakuan jenis pelarut terbaik yang 

kemudian dilanjutkan pada uji LC-MS untuk mengetahui senyawa yang berperan 

sebagai antioksidan ada ekstrak. Rancangan yang digunakan pada penelitian 

utama yaitu RAL sederhana dengan 3 perlakuan dan setiap perlakuan dilakukan 

6 kali ulangan. Data kemudian diolah menggunakan ANOVA (Analysis of 

Variance) pada taraf 5%. Apabila nilai Fhitung > dari Ftabel maka dapat dilakukan 

uji lanjut menggunakan BNT (Beda Nyata Terkecil).  Rancangan percobaan 

penelitian utama dapat dilihat pada Tabel 2. 

 Tabel 2. Rancangan Percobaan Penelitian Utama 

Sampel Uji Pelarut 

Ulangan  

1 2 3 4 5 6 

Ekstrak  
a a1 a2 a3 a4 a5 a6 
b b1 b.2 b3 b4 b5 c6 
c c1 e2 e3 e4 e5 e6 

Keterangan : 
a  : Pelarut n – Heksan  
b : Pelarut Etil Asetat 
c : Pelarut Etanol 

 Pengujian Total Fenol (Ratnayani, et al. 2012) 

 Pembuatan Kurva Standard Asam Galat 

Pengujian total fenol dilakukan dengan menggunakan metode Folin 

Ciocelteu. Kandungan fenolik total pada suatu ekstrak dinyatakan dalam ekuivalen 

asam galat atau Gallic Acid Equivalent (GAE). GAE merupakan acuan umum 

untuk mengukur sejumlah senyawa fenolik yang terdapat dalam suatu bahan 

karena asam galat merupakan senyawa fenolik yang banyak ditemukan pada 

tanaman (Samin, et al. 2014). Penggunakan kurva standar asam galat pada 
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penelitian ini untuk menganalisis total fenol pada sampel ekstrak kasar daun 

Bruguiera gymnorrhiza. Larutan induk asam galat dibuat dengan cara melarutkan 

0,01 gram asam galat dengan aquades dalam labu ukur 100 ml hingga mencapai 

tanda batas. Larutan asam galat kemudian diambil beberapa ml sesuai dengan 

konsentrasi yang dibutuhkan. Larutan asam galat dari masing-masing konsentrasi 

direaksikan dengan reagen folin dan ditambahkan larutan Na2CO3. Kemudian 

diinkubasi selama 60 menit, setelah itu diukur serapannya dengan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 760 nm.  

Hasil absorbansi dialurkan dengan konsentrasi sehingga didapatkan kurva 

standar dengan persamaan regresi y = bx + a dengan koefisien determinasi. Kurva 

baku asam galat ditetapkan dengan menggunakan persamaan regresi linier, yang 

menyatakan hubungan antara konsentrasi asam galat dinyatakan sebagai x dan 

absorbansi asam galat dengan pereaksi Folin Ciocalteu dinyatakan sebagai y 

(Huliselan, et al. 2015). Sedangkan R2 merupakan koefisien determinasi yang 

didapatkan dari persaman regresi. Menurut Firmansyah (2015), koefisien 

determinasi merupakan angka yang nilainya berkisar antar 0 sampai 1 yang 

menunjukkan seberapa dekat nilai perkiraan untuk analisis regresi yang mewakili 

data yang sebenarnya.Skema kerja pembuatan kurva standar asam galat dapat 

dilihat pada Lampiran 10. 

 Penentuan Total Senyawa Fenol Ekstrak Kasar Daun Bruguiera 
gymnorrhiza 

Pada pengujian total fenol sampel ekstrak kasar daun Bruguiera 

gymnorrhiza pada masing-masing pelarut ditimbang untuk dilarutkan dengan 

pelarut metanol. Setelah itu dilakukan penyaringan dan diambil 0,5 ml untuk 

direaksikan dengan reagen folin. Lalu ditambahkan larutan Na2CO3 dan larutan 

tersebut didiamkan selama 60 menit dalam ruang gelap. Kemudian dilakukan 
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pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 760 menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis. Konsentrasi senyawa fenolat dalam sampel dapat 

ditentukan dengan mengalurkan absorbansi sampel pada kurva standar asam 

galat yang telah dibuat. Skema kerja pengujian total fenol ekstrak kulit batang 

Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat pada Lampiran 11. Total senyawa fenol dapat 

dihitung dengan menggunakan rumus: 

Total fenol =
C x V x FP

W
 

Keterangan:  
C  = konsentrasi (mgGAE/L)   V = volume (ml) 
FP = faktor pengencer    W = bobot sampel (g) 
 
  

 Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH (Patra, et al. 2009) 

 Penentuan Aktivitas Antioksidan Asam Askorbat 

Uji aktivitas antioksidan ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza 

dilakukan dengan mengunakan metode DPPH (1,1-diphenyl-2-pirycilhydrazil). 

Metode ini digunakan untuk mengetahui potensi senyawa aktivitas antioksidan 

dalam ekstrak berdasarkan prinsip adanya kemampuan menangkapan ion 

hydrogen dari radikal bebas (DPPH). Pada uji aktivitas antioksidan menggunakan 

asam askorbat (vitamin C) sebagai kontrol positif. Hal ini dikarenakan asam 

askorbat merupakan antioksidan yang biasa dikonsumsi sehari-hari. Tujuan 

pengujian asam askorbat pada penelitian ini adalah sebagai pembanding dari nilai 

aktivitas antioksidan ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza. Konsentrasi yang 

digunakan pada uji aktivitas antioksidan asam askorbat yaitu 2; 4; 8; 16 dan 32 

ppm. Larutan induk sampel sebesar 1000 ppm diambil 10 μL, 20 μL, 40 μL, 80 μL 

dan 160 μL untuk menghasilkan konsentrasi terserbut. Perhitungan konsentrasi 

larutan uji aktivitas antioksidan asam askorbat dapat dilihat pada Lampiran 16. 

Setelah itu diambil 1 ml dan ditambahkan larutan DPPH 0,1 mM. Kemudian 

diinkubasi selama 60 menit dan diukur absorbansinya dengan panjang gelombang 
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517 nm. Skema kerja uji aktivitas antioksidan asam askorbat dapat dilihat pada 

Lampiran 12. 

 

 Penentuan Aktivitas Antioksidan Ekstrak Kasar Daun Bruguiera 
gymnorrhiza 
 

Pada pengujian aktivtas antioksidan, sampel ekstrak kasar daun Bruguiera 

gymnorrhiza yang digunakan dilarutkan dalam pelarut metanol untuk membuat 

larutan induk sampel sebesar 1000 ppm. Larutan induk tersebut kemudian 

diencerkan dengan cara dipipet sebanyak 62,5 μL, 125 μL, 250 μL, 500 μL, 1000 

μL dan dimasukkan kedalam botol vial untuk mendapatkan konsentrasi 

diantaranya 0; 12,5; 25; 50; 100 dan 200 ppm kedalam botol vial. Perhitungan 

konsentrasi larutan uji aktivitas antioksidan esktrak kasar daun Bruguiera 

gymnorrhiza dapat dilihat pada Lampiran 16. Setelah itu masing-masing larutan 

sampel pada tiap sampel diambil 1 ml dan ditambahkan larutan DPPH dengan 

konsentrasi 0,1 mM sebanyak 2 ml. Untuk mendapatkan larutan DPPH 0,1 mM 

ditambahkan dengan pelarut metanol. Kemudian dihomogenkan dengan cara 

sedikit menggoyangnya dan diinkubasi pada suhu ruang selama 30 menit. 

Absorbansi sampel dilakukan dengan menggunakan spektofotometer UV-Vis 

pada panjang gelombang 517 nm. Skema kerja pengujian antioksidan ekstrak 

kasar daun Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat pada Lampiran 13. Setelah 

didapatkan nilai absorbansinya kemudian dilakukan perhitungan presentase 

peredamannya menggunakan persamaan berikut: 

(%)Peredaman =
A0-A1

A0
x100% 

Keterangan :  
A0  : absorbansi kontrol (metanol + DPPH) tanpa ekstrak  
A1  : absorbansi sampel uji (Ekstrak + DPPH). 
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2.4.1.3 Identifikasi Senyawa Bioaktif Menggunakan LC-MS (Liquit 
Cromatography-Mass Spectrophometry) (Modifikiasi Lisdawati, et al. 
2007) 

 
Analisis liquid chromatograph mass spectrofotometry (LC-MS) adalah metode 

yang digunakan untuk mengetahui senyawa dalam suatu bahan melalui berat 

molekulnya. Kelebihan dari metode ini adalah lebih sensitif dan selektif jika 

dibandingkan dengan menggunakan metode deteksi sinar UV biasa. Sampel 

ekstrak etanol dilakukan preparasi terlebih dahulu sebelum diuji LC-MS. Preparasi 

dilakukan dengan melarutkan sampel sebanyak 0,5 μL dalam pelarut air dan 

aseton nitril yang berfungsi sebagai fase gerak. Kemudian disaring menggunakan 

pompa vacum dan dilakukan degassing selama ±30 menit untuk menghilangkan 

gas-gas terlarut. Setelah itu sampel diambil 0,2 μL dimasukkan kedalam LC-MS 

dengan laju fase gerak 0,2 ml/menit pada suhu 500C. Dilakukan pemisahanb 

dengan UV detector sehingga berat molekul terdeteksi dan didapatkan 

spectramass. Dianalisa dengan softwere Masslynx kemudian dilakukan pencarian 

senyawa dengan database chemspider dan massbank. Skema analisis senyawa 

bioaktif menggunakan LC-MS dapat dilihat pada Lampiran 14. 



4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Penelitiam Pendahuluan 

4.1.1  Rendemen Ekstrak Kasar Daun Bruguiera gymnorrhiza   

Rendemen ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza didapatkan dengan 

menghitung persentase perbandingan antara berat akhir (berat ekstrak yang 

dihasilkan) dengan berat awal (berat tepung daun Bruguiera gymnorrhiza). Berat 

awal sampel merupakan berat sampel tepung daun Bruguiera gymnorrhiza 

masing-masing memiliki berat 200 gram. Berat akhir sampel merupakan berat 

ekstrak setelah dilakukan optimalisasi dengan hidrogen. Nilai rendemen yang 

didapatkan dari masing-masing perlakuan kemudian dilakukan analisis. Data hasil 

perhitungan rendemen ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat 

pada Lampiran 17.  

Nilai rendemen yang didapatkan dianalisis dengan uji ANOVA (Analysisis 

of Varience) dengan menggunakan rancangan percobaan rancangan acak 

lengkap faktorial (RAL faktorial). Berdasarkan uji ANOVA pada taraf kepercayaan 

95% didapatkan Fhitung > Ftabel, hal ini menunjukkan perlakuan perbedaan jenis 

pelarut dan lama waktu ekstraksi memberikan pengaruh yang nyata. Apabila hasil 

yang didapatkan berpengaruh nyata, maka dilakukan uji lanjut menggunakan uji 

Tukey. Nilai rendemen ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat 

pada Gambar 8. 
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Gambar 8. Nilai Rendemen Ekstrak Kasar Daun Bruguiera gymnorrhiza 

 

Berdasarkan hasil uji lanjut tukey, didapatkan perbedaan pada setiap 

interaksi perlakuan yang ditunjukkan dengan adanya notasi yang berbeda. Pada 

Gambar 8, menunjukkan perlakuan lama waktu ekstraksi yang berbeda dengan 

menggunakan pelarut yang berbeda memberikan pengaruh nyata terhadap nilai 

rendemen ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza. Akan tetapi pada ekstrak n-

heksan 15 menit dengan n-heksan 25 menit berpengaruh namun tidak nyata.  

Berdasarkan gambar tersebut, didapatkan pada perlakuan lama waktu 

ekstraksi 15 menit nilai rendemen tertinggi terdapat pada ekstrak etanol sebesar 

8,890±0,281%, sedangkan terendah pada ekstrak n-heksan yaitu sebesar 

1,057±0,155%. Pada perlakuan lama waktu ekstraksi 25 menit nilai rendemen 

tertinggi terdapat pada ekstrak etanol yang sebesar 11,775±0,396%, sedangkan 

terendah terdapat pada ekstrak n-heksan sebesar 1,617±0,080%. Begitu juga 

pada perlakuan lama waktu ekstraksi 35 menit ekstrak etanol memiliki nilai 

rendemen tertinggi sebesar 13,668±0,181%, sedangkan terendah terdapat pada 

ekstrak n-heksan sebesar 5,575±0,132%. 

1
,0

5
7
±
0
.1

5
5

a

1
,6

1
7

±
0
,0

8
0

a

5
,5

7
5
±
0
,1

3
2

d

3
,0

9
0
 ±

0
.0

9
5

b

4
,2

2
3
±
0
,0

9
9

c

6
,2

6
0

±
0
,2

3
7

e

8
,8

9
0
 ±

0
,2

8
1

f

1
1
,7

7
5
 ±

0
,3

9
6

g

1
3
,6

6
8
±
0
,1

8
1

h

0

2

4

6

8

10

12

14

16

15 Menit 25 Menit 35 Menit

R
e

n
d

e
m

e
n

 (
%

)

Perlakuan

N-Heksan

Etil Asetat

Etanol



41 
  

 
 

Apabila dilihat berdasarkan interaksi antara perlakuan lama waktu 

ekstraksi dan pelarut dari gambar tersebut, semakin lama waktu ekstraksi 

menunjukkan nilai rendemen yang semakin meningkat, baik pada ekstral n-

heksan, etil asetat dan etanol. Hal ini disebabkan karena semakin lama waktu 

ekstraksi maka semakin besar kontak pelarut dengan bahan sehingga senyawa 

yang terekstrak semakin banyak. Sejalan dengan Handayani, et al. (2013), 

semakin lamanya waktu ekstraksi maka kesempatan bahan untuk kontak dengan 

pelarut semakin besar sehingga hasilnya juga akan bertambah sampai titik jenuh 

larutan. Berdasarkan hal tersebut, hasil analisa rendemen berdasarkan faktor lama 

ekstraksi menunjukkan nilai rerata rendemen dengan penambahan lama waktu 

ekstraksi maka rendemennya meningkat. 

Ekstrak etanol memiliki nilai rendemen tertinggi dari semua perlakuan lama 

waktu ekstraksi. Hal ini membuktikan bahwa senyawa yang terkandung dalam 

daun Bruguiera gymnorrhiza sebagian besar bersifat polar. Pelarut etanol yang 

bersifat polar memiliki kepolaran yang sama dengan sebagian besar senyawa 

dalam daun Bruguiera gymnorrhiza. Menurut Sani, et al. (2014), pelarut Etanol 

70% dapat melarutkan senyawa fitokimia lebih maksimal karena etanol 70% masih 

mengandung air yang cukup banyak (30%) yang membantu proses ekstraksi 

sehingga sebagian senyawa tersebut ada yang dapat tertarik dalam etanol dan 

ada pula yang tertarik dalam air. Asam amino, gula, beberapa senyawa fitokimia 

seperti alkaloid, flavonoid, dan glikosida flavonoid serta klorofil terlarut dalam 

pelarut polar sehingga senyawa yang terekstrak dengan pelarut etanol 70% ini 

cukup banyak dan menghasilkan rendemen yang tinggi. 

Pada kedua perlakuan lama waktu ekstraksi dan pelarut yang berbeda 

didapatkan nilai rendemen tertinggi pada ekstrak, n-heksan, etil asetat dan etanol 

etanol dengan lama waktu ekstrasi 35 menit berturut-turut sebesar 5,575±0,132%, 
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6,260±0,237% dan 13,668±0,181%. Nilai rendemen ini lebih besar jika 

dibandingkan dengan Dia, et al. (2015), nilai rendemen pada ekstrak kasar daun 

Bruguiera gymnorrhiza pada pelrut n-heksan, etil asetat dan etanol dengan 

metode ekstraksi maserasi berturut-turut sebesar 2.85%, 5.97% dan 12.85%. Nilai 

rendemen pada metode ekstraksi sonikasi penelitian ini lebih tinggi dikarenakan 

pada metode ekstraksi sonikasi terjadi kavitasi akibat adanya perlakuan 

gelombang ultrasonik untuk memecah dinding sel bahan. Kavitasi adalah proses 

pembentukan gelembung-gelembung mikro (microbubbles) karena meningkatnya 

tekanan pada saat ekstraksi sebagai akibat dari adanya gelombang ultrasonik. 

Gelembung-gelembung ini tidak stabil sehingga mudah pecah ketika gelembung 

tersebut mencapai volume yang tidak cukup lagi menyerap energi. Pecahnya 

gelembung-gelembung ini melibatkan energi yang besar dan menghasilkan efek 

panas yang membantu kontak antara pelarut dan bahan dalam ekstraksi sehingga 

hasil ekstraksi lebih maksimal (Sani, et al. 2014).  

4.1.2  Kadar Air Ekstrak Kasar Daun Bruguiera gymnorrhiza 

Penentuan kadar air ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza 

menggunakan metode pemanasan dengan oven. Sampel ditimbang masing-

masing sebesar 1 gram kemudian ditempatkan kedalam wadah yang sebelumnya 

sudah ditimbang sehingga diketahui beratnya. Dihitung persentase penurunan 

berat kadar air sebelum dan sesudah pengovenan. Perhitungan kadar air ekstrak 

kasar daun Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat pada Lampiran 18. 

Nilai kadar air yang didapatkan dianalisis dengan uji ANOVA (Analysisis of 

Varience) dengan menggunakan rancangan percobaan rancangan acak lengkap 

faktorial (RAL faktorial). Berdasarkan uji ANOVA pada taraf kepercayaan 95% 

didapatkan Fhitung > Ftabel, hal ini menunjukkan perlakuan perbedaan jenis 

pelarut dan lama waktu ekstraksi memberikan pengaruh yang nyata. Kemudian 
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dilakukan uji lanjut dengan menggunakan uji Tukey. Nilai kadar air ekstrak kasar 

daun Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat pada Tabel 3. 

Tabel 3. Nilai Kadar Air Ekstrak Kasar Daun Bruhuiera gymnorrhiza. 

Perlakuan 
Kadar air (%) 

Waktu Ekstraksi Pelarut 

15 menit 
N-Heksan 9,84±0,20c 
Etil Asetat 8,64±0,44b 

Etanol 15,80±0,20e 

25 menit 
N-Heksan 5,63±0,19a 
Etil Asetat 10,35±0,05c 

Etanol 17,53±0,26f 

35 menit 
N-Heksan 6,09±0,07a 
Etil Asetat 6,39±0,38a 

Etanol 13,46±0,14d 

Berdasarkan hasil uji lanjut tukey, didapatkan perbedaan pada setiap 

interaksi perlakuan yang ditunjukkan dengan adanya notasi yang berbeda. Pada 

Tabel 3, menunjukkan kadar air ekstrak n-heksan 15 menit berpengaruh namun 

tidak nyata dengan ekstrak etil asetat 25 menit. Begitu juga pada ekstrak n-heksan 

25 menit yang berpengaruh namun tidak nyata dengan ekstrak n-heksan 35 menit 

dan ekstrak etil asetat 35 menit. Sedangkan pada ekstrak etil asetat 15 menit 

berpengaruh nyata dengan ekstrak lainnya. Hal ini sama dengan ekstrak 15 etanol 

menit, ekstrak etanol 25 menit dan ekstrak etanol 35 menit yang juga berpengaruh 

nyata dengan perlakuan lainnya.  

Nilai kadar air pada ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza dengan 

lama waktu ekstraksi sonikasi 15 menit didapatkan nilai kadar air tertinggi pada 

ekstrak etanol sebesar 15,80±0,20%, sedangkan kadar air terendah didapatkan 

pada ekstrak etil asetat sebesar 8,64±0,44%. Pada ekstrak dengan lama waktu 25 

menit juga didapatkan kadar air tertinggi pada ekstrak etanol dengan nilai 

17,53±0,26% dan terendah pada ekstrak n-heksan 5,63±0,19%. Begitu juga pada 

ekstrak dengan lama waktu ekstraksi 35 menit didapatkan nilai tertinggi pada 

ekstrak etanol sebesar 13,46±0,14% dan terendah pada ekstrak n-heksan sebesar 
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6,09±0,77%. Pelarut etanol memiliki kandungan air yang tertinggi karena dapat 

melarutkan senyawa-senyawa dalam tepung daun saat proses esktraksi termasuk 

golongan senyawa yang larut air, sehingga kadar air dalam ekstrak etanol 

cenderung tinggi. 

Berdasarkan gambar tersebut, dilihat dari kedua perlakuan pelarut dan 

lama waktu ekstraksi menunjukkan peningkatan kadar air ekstrak jika 

dibandingkan kadar air pada sampel tepung daun Bruguiera gymnorrhiza yaitu 

sebesar 2,75±0,14%. Kenaikan kadar air pada ekstrak tersebut dimungkinkan 

terjadi karena penggunaan pelarut n-heksan, etil asetat dan etanol dengan 

menggunakan pelarut teknis. Pelarut teknis memiliki konsentrasi kadar kemurnian 

kurang lebih 96% sehingga sisa 4% tersebut berupa air. Air dalam pelarut teknis 

tersebut dapat mempengaruhi kadar air ekstrak dengan menyumbang air sehingga 

kadar air pada ekstrak menjadi meningkat.  

Kadar air terendah dari kombinasi kedua perlakuan terdapat pada ekstrak 

n-heksan dengan lama waktu ekstraksi 25 menit sebesar 5,63±0,19%, sedangkan 

kadar air tertinggi didapatkan pada ekstrak etanol dengan lama waktu ekstraksi 25 

menit sebesar 17,530,26%. Ekstrak pada penelitian ini tergolong kedalam ekstrak 

kental. Menurut Irsyad (2013), Ada beberapa jenis ekstrak, yakni ekstrak cair, 

ekstrak kental dan ekstrak kering. Ekstrak cair jika hasil ekstraksi masih bisa 

dituang, biasanya kadar air lebih dari 30%. Ekstrak kental jika melebihi kadar air 

antara 5-30% sedangkan ekstrak kering jika mengandung kadar air kurang dari 

5%. Kadar air dalam ekstrak atau produk berhubungan dengan daya tahan ekstrak 

atau produk tersebut. Menurut Pardede, et al. (2013), produk dengan kadar air 

tinggi akan dapat menjadi media bagi mikroorganisme, sehingga produk dengan 

kadar air yang rendag relatif lebih stabil dalam penyimpanan jangka panjang jika 

dibandingkan dengan ekstrak atau produk yang memiliki kadar air yang tinggi. 
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4.1.3  Uji Fitokimia Ekstrak Kasar Daun Bruguiera gymnorrhiza 

  

Uji fitokimia digunakan untuk mengetahui senyawa metabolit sekunder 

yang terdapat pada suatu ekstrak. Pada penelitian ini dilakukan secara kualitatif 

dengan membandingkan kekuatan berdasarkan kepekatan warna dari setiap 

perlakuan. Hasil uji fitokimia ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza dapat 

dilihat pada Tabel 4. 

Tabel 4. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Kasar Daun Bruguiera gymnorrhiza. 

Keterangan : (-) = tidak terdeteksi; (+) = positif lemah; (++) = positif kuat (pekat);  
 (+++) = positif sangat kuat (sangat pekat) 

 

Berdasarkan Tabel 4. apabila dilihat dari interaksi kedua perlakuan 

menunjukkan pada lama waktu ekstraksi 25 menit terjadi peningkatan kepekatan 

warna terutama pada pelarut etil asetat dan etanol jika dibandingkan dengan lama 

waktu ekstraksi 15 dan 35 menit. Hal ini dikarenakan pada lama waktu ekstraksi 

25 menit merupakan waktu ekstraksi yang optimal untuk pelarut menarik senyawa 

metabolit sekunder dalam sampel. Sedangkan pada lama waktu ekstraksi 35 menit 

Jenis Uji 

Perlakuan Literatur 
Pembanding  
(Dia, et al. 

2015)  
Pelarut 

Lama Waktu 

15 menit  25 menit 35 menit 

Alkaloid 
N-heksan - - - - 
Etil asetat - - - - 
Etanol - ++ - - 

Flavonoid 
N-heksan + + + + 
Etil asetat + ++ + +++ 
Etanol ++ +++ ++ +++ 

Tanin 
N-heksan + + + - 
Etil asetat + + + + 
Etanol + ++ + + 

Triterpenoid 
N-heksan - - - + 
Etil asetat - - - + 
Etanol ++ +++ ++ + 

Steroid 
N-heksan + + + + 
Etil asetat + ++ + ++ 
Etanol - ++ - ++ 

Saponin 
N-heksan - - - - 
Etil asetat - - - + 
Etanol + + + + 
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sebagian besar mengalami penurunan karena proses ekstraksi sonikasi yang 

menggunakan pelarut dan pemanasan yang terlalu lama membuat senyawa 

metabolit tersebut menguap dan rusak akibat paparan panas yang terlalu lama. 

Menurut Yuliantari, et al. (2017), waktu ekstraksi yang lama serta melampaui batas 

waktu optimum dapat menyebabkan hilangnya senyawa-senyawa pada larutan 

karena penguapan, begitu juga sebaliknya jika waktu ekstraksi terlalu singkat akan 

menyebabkan tidak semua senyawa metabolit sekunder terekstraksi dari bahan 

dan menghasilkan rendahnya senyawa yang diperoleh. Diperkuat oleh Fitoni, et 

al. (2013), hampir semua senyawa terutama senyawa fenol mengalami kerusakan 

akibat suhu pemanasan 850C dengan lama pemanasan lebih dari 5 menit. 

 Hasil uji fitokimia senyawa alkaloid dari kedua perlakuan perbedaan lama 

waktu ekstraksi dan pelarut menunjukkan positif terdeteksi adanya alkaloid hanya 

pada ekstrak etanol 25 menit. Adanya senyawa alkaloid ditandai dengan 

terbentuknya endapan putih saat direaksikan dengan reagen Mayer. Menurut 

Arundhina, et al. (2014), endapan putih berasal dari reaksi pengendapan yang 

terjadi karena adanya penggantian ligan. Atom nitrogen yang mempunyai 

pasangan elektron bebas pada alkaloid dapat mengganti ion iodo dalam pereaksi-

pereaksi. Alkaloid pada umumnya ditemukan pada pelarut non polar. Akan tetapi, 

pada penelitian ini alkaloid teridentifikasi pada ekstrak etanol yang merupakan 

pelarut polar, sehingga alkaloid yang terkandung dalam ekstrak kasar daun 

Bruguiera gymnorrhiza bersifat polar. Menurut Handayani (2013), ditemukan juga 

senyawa alkaloid pada ekstrak kasar daun mangrove api-api pada pelarut polar. 

Alkaloid yang tergolong kedalam kelompok pseudoalkaloid dan protoalkaloid dapat 

larut dalam air yang merupakan senyawa polar. Hal ini menunjukkan ekstrak kasar 

daun Bruguiera gymnorrhiza tidak mengandung alkaloid yang sesungguhnya yang 

bersifat racun, akan tetapi hanya mengandung protoalkaloid dan pseudoalkaloid.  
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 Senyawa alkaloid hanya teridentifikasi pada ekstrak etanol dengan 

perlakuan lama waktu ekstraksi 25 menit. Senyawa alkaloid yang ditemukan ini 

sifatnya polar, namun pada lama waktu ekstraksi 15 menit dan 35 menit senyawa 

ini tidak teridenfitikasi. Hal ini diduga senyawa alkaloid baru bisa terekstrak pada 

lama waktu ekstraksi 25 menit. Akan tetapi, pada lama waktu ekstraksi 35 menit 

senyawa ini mengalami penurunan dikarenakan senyawa alkaloid yang mudah 

menguap yang diakibatkan proses ekstraksi sonikasi dengan menggunakan panas 

dan gelombang ultrasonik. Hal ini dikuatkan oleh Widodo (2007), seperti pada 

senyawa alkaloid yang merupakan senyawa mudah menguap. Dimungkinkan 

terjadi penguapan senyawa alkaloid karena suhu yang digunakan saat ekstraksi 

dan lama waktu yang lebih lama. 

Pada penelitian ini teridentifikasi senyawa alkaloid pada ekstrak etanol 25 

menit. Jika dibandingkan dengan penelitian Dia, et al. (2015), tidak teridentifikasi 

senyawa alkaloid pada semua ekstrak. Hal ini diduga karena metode ekstraksi 

sonikasi menggunakan gelombang ultrasonik yang mengakibatkan kavitasi untuk 

membantu dalam membuka membran sel sehingga memudahkan dalam 

mengekstrak senyawa yang ada dalam sampel, seperti senyawa alkaloid.  

 Hasil uji fitokimia ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza selanjutnya 

menunjukkan positif terdapat senyawa flavonoid pada semua perlakuan. Flavonoid 

diketahui sebagai senyawa khas yang terdapat pada tumbuhan hijau. Adanya 

kandungan senyawa flavonoid didapatkan dengan mereaksikan serbuk 

magnesium dan ditetesi HCl yang kemudian terjadi perubahan warna. Menurut 

Arundhina, et al. (2014), terbentuknya flavonoid karena adanya pemutusan ikatan 

glikosida melalui reduksi ikatan menggunakan serbuk Mg dan HCl pekat. 

Flavonoid yang sudah bebas, kemudian ditarik oleh amil alkohol, sehingga amil 

alkohol yang mulanya tidak berwarna menjadi berwarna pada akhir reaksi. 
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Flavonoid merupakan senyawa non polar yang dapat larut pada pelarut polar 

seperti etanol. Akan tetapi, flavonoid juga ditemukan pada ekstrak n-heksan yang 

sifatnya non polar. Selain itu senyawa flavonoid yang memiliki ikatan dengan 

gugus gula sehingga dapat larut dalam pelarut polar seperti etanol, metanol, 

aseton, dan lain sebagainya. Menurut Astarina, et al. (2013), aglikon yang bersifat 

kurang polar seperti isoflavon, flavanon, flavon serta flavonol cenderung lebih 

mudah larut dalam pelarut organik yang kurang polar seperti n-heksan dan etil 

asetat yang bersifat semi polar. Senyawa flavonoid pada penelitian ini 

teridentifikasi pada semua perlakuan.    

 Senyawa flavonoid yang teridentifikasi pada ekstrak n-heksan tidak 

mengalami perbedaan, akan tetapi pada ekstrak etil asetat dan etanol mengalami 

perbedaan kepekatan pada lama waktu ekstraksi 15, 25 dan 35 menit. Pada lama 

waktu ekstraksi 25 menit terjadi peningkatan kepekatan pada ekstrak etil asetat 

dan etanol, namun pada lama waktu ekstraksi 35 menit keduanya mengalami 

penurunan. Hal ini diduga senyawa flavonoid yang mengalami kerusakan akibat 

terkena paparan panas dan udara yang terlalu lama. Hal ini diperkuat oleh Rahayu, 

et al. (2015), senyawa flavonoid mudah teroksidasi pada suhu yang tinggi. Struktur 

flavonoid yang merupakan senyawa fenol memiliki ikatan glikosida yang akan 

rusak atau putus pada suhu tinggi. Selain itu, terdapatnya oksigen akan 

menguraikan senyawa flavonoid. 

Apabila dibandingkan dengan penelitian Dia, et al. (2015), senyawa 

flavonoid yang teridentifikasi menunjukkan kekuatan yang lebih pekat, baik pada 

pelarut n-heksan, etil asetat dan etanol. Hal ini diduga karena metode maserasi 

yang dilakukan selama 24 jam dapat memaksimalkan kontak pelarut dengan 

bahan. Selain itu metode ini tanpa menggunakan perlakuan panas yang tidak 
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merusak suatu senyawa, sehingga senyawa flavonoid yang terekstrak lebih 

banyak jika dibandingkan dengan metode ekstraksi sonikasi. 

 Hasil uji fitokimia menunjukkan positif terdapat senyawa tanin pada semua 

perlakuan yang ditandai dengan terbentuknya warna hijau kehitaman setelah 

ditambahkan FeCl3. Daun banyak mengandung senyawa fenolik, terutama dalam 

bentuk tanin. Pada penelitian ini tanin teridentifikasi pada pelarut n-heksan, etil 

asetat dan etanol yang bersifat polar, semi polar dan non polar karena tanin 

bersifat semi polar. Menurut Septiana dan Asnani (2012), tanin bersifat semi polar 

sehingga kemungkinan kurang terekstrak oleh pelarut non polar (heksana) 

maupun pelarut yang polar (air). Ditambahkan oleh Prabowo, et al. (2014), pada 

senyawa tanin terdapat banyak gugus OH sehingga menyebabkan sifatnya polar 

maka senyawa tanin dapat larut dalam pelarut polar. 

 Apabila dilihat dari perlakuan perbedaan lama waktu ekstraksi, pada 

ekstrak n-heksan dan etil asetat memiliki hasil yang hampir semuanya sama 

dengan indikator warna yang menunjukkan positif lemah. Akan tetapi, pada 

ekstrak etanol terjadi peningkatan tingkat kepekatan pada lama waktu ekstraksi 25 

menit. Akan tetapi terjadi penurunan kepekatan warna pada lama waktu ekstraksi 

35 menit. Hal ini diduga senyawa tanin tergolong senyawa fenol dapat mengalami 

kerusakan apabila mendapatkan paparan panas secara terus-menerus dalam 

jangka waktu yang lama. Menurut Ditambahkan oleh Sukardi, et al. (2007), 

kandungan tanin mengalami peningkatan pada saat ekstraksi hingga mencapai 

titik optimalnya. Seiring dengan semakin lamanya waktu ekstraksi kandungan 

senyawa tanin akan menurun yang disebabkan senyawa tanin yang rusak akibat 

proses pemanasan secara terus-menerus pada saat ekstraksi.  

 Pada penelitian ini, senyawa tanin terdeteksi pada semua perlakuan. Jika 

dibandingkan dengan penelitian Dia, et al. (2015), senyawa tanin terdeteksi pada 
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ekstrak etil asetat dan etanol, namun tidak teridentifikasi pada ekstrak n-heksan. 

Hal ini diduga metode ekstraksi sonikasi menggunaan gelombang ultrasonik yang 

membantu dalam memaksimalkan ekstraksi senyawa tanin dengan cara membuka 

membran sel pada bahan sehingga memudahkan senyawa tanin dapat terekstrak. 

 Hasil uji fitokimia menunjukkan positif terdapat senyawa triterpenoid hanya 

pada pelarut etanol. Terdapatnya senyawa triterpenoid ditandai dengan terjadinya 

perubahan warna menjadi merah bata setelah ditetesi H2SO4, sedangkan adanya 

senyawa steroid terdeteksi pada pelarut n-heksan, etil asetat dan etanol 25 menit 

ditandai dengan adanya perubahan warna biru menjadi hijau kebiruan. Menurut 

Gafur, et al. (2014), adanya kandungan senyawa steroid pada fraksi n-heksan dan 

etil asetat serta etanol pada lama waktu ekstraksi 25 menit yang ditandai dengan 

adanya perubahan warna coklat dan terbentuk cincin hijau steroid. Steroid 

tergolong kedalam senyawa triterpenoid yang merupakan salah satu jenis lemak 

sehingga dapat larut hanya pada pelarut non polar ataupun semi polar. Akan tetapi 

senyawa steroid juga terdeteksi pada pelarut etanol yang bersifat polar. Pada 

senyawa triterpenoid terdeteksi hanya pada pelarut etanol yang sifatnya polar. Hal 

ini dikarenakan terdapat beberapa senyawa triterpenoid memiliki struktur siklik 

yang berupa alkohol yang memilki gugus OH dan dapat terikat dengan gugus gula 

sehingga akan tertarik oleh pelarut yang bersifat semi polar ataupun pelarut polar 

(Astarina, et al. 2013).  

 Senyawa steroid yang terdeteksi pada pelarut n-heksan dan etil asetat 

dengan perlakuan lama waktu ekstraksi 15, 25 dan 35 menit menunjukkan tingkat 

kepekatan warna yang berbeda. Pada pelarut n-heksan dan etil asetat terjadi 

peningkatan kepekatan warna pada lama waktu ekstraksi 25 menit. Akan tetapi 

terjadi penurunan kepekatan warna pada perlakuan lama waktu ekstraksi 35 

menit. Hal ini diduga karena senyawa steroid dan triterpenoid yang tidak tahan 
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panas, mengalami kerusakan pada saat proses ekstraksi yang menggunakan 

paparan panas dengan waktu yang cukup lama. Menurut Maslukhah, et al. (2016), 

semakin lama waktu ekstraksi akan menyebabkan berkurangnya kontak pelarut 

dengan bahan yang telah berada dititik jenuh dan menyebabkan terjadinya 

kerusakan senyawa sehingga akan menurunkan tingkat kepekatan warna pada 

suatu senyawa.  

 Apabila dibandingkan dengan penelitian Dia, et al. (2015), senyawa 

triterpenoid teridentifikasi pada semua ekstrak yaitu n-heksan, etil asetat dan 

etanol, sedangkan pada penelitian ini hanya terdeteksi pada ekstrak etanol. Begitu 

juga pada senyawa steroid yang teridentifikasi pada semua ekstrak yaitu n-

heksan, etil asetat dan etanol, sedangkan pada penelitian ini teridentifikas pada n-

heksan, etil asetat dan etanol 25 menit. Hal ini diduga karena metode ekstraksi 

maserasi dapat memaksimalkan kontak pelarut dengan bahan yang dilakukan 

selama 24 jam tanpa menggunakan panas sehingga merusak senyawa. Maka dari 

itu, senyawa ini dapat terekstraksi secara maksimal. 

 Hasil uji fitokimia menunjukkan positif mengandung senyawa saponin pada 

ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza yang hanya terdapat pada ekstrak 

etanol. Menurut Prabowo, et al. (2014), saponin merupakan jenis glikosida yang 

umumnya banyak ditemukan pada tumbuhan, memiliki karakteristik berupa buih, 

mudah larut dalam pelarut polar dan tidak larut dalam pelarut non polar. Adanya 

kandungan senyawa saponin diindikasikan terdapatnya busa setelah ditambahkan 

aquades kemudian dikocok secara vertikal. Ditambahkan oleh Arundhina, et al. 

(2014), busa tersebut dihasilkan dari senyawa yang memiliki gugus polar dan non-

polar bersifat aktif permukaan, sehingga saat dikocok dengan air, saponin dapat 

membentuk misel. Pada struktur misel gugus polar menghadap ke luar, sedangkan 

gugus non-polarnya menghadap ke dalam, keadaan inilah yang tampak seperti 
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busa. Pada ekstrak etanol dengan perlakuan lama waktu 15, 25 dan 35 menit 

terdeteksi adanya busa sedikit sehingga yang tergolong kedalam tingkat 

lemahMenurut Dewi (2015), tingkat kekuatan senyawa saponin dipengaruhi oleh 

proses pemanasan, perendaman dan perebusan. 

 Jika dibandingkan dengan penelitian Dia, et al. (2015), senyawa saponin 

yang teridentifikasi pada semua perlakuan yaitu pelarut n-heksan, etil asetat dan 

etanol, sedangkan pada penelitian ini hanya teridentifikasi pada ekstrak etanol. Hal 

ini diduga karena metode senyawa maserasi membuat kontak pelarut dengan 

bahan selama 24 jam tanpa menggunakan panas yang dapat merusak suatu 

senyawa sehingga ekstraksi lebih maksimal. Maka dari itu, senyawa saponin dapat 

terekstrak hampi pada semua pelarut jika dibandingkan dengan metode ekstraksi 

sonikasi. 

Berdasarkan Tabel 4, pada perlakuan pelarut berbeda didapatkan 

senyawa metabolit sekunder pada ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza 

banyak terdeteksi pada pelarut etanol daripada pelarut n-heksan dan etil asetat. 

Selain itu, pelarut etanol juga memiliki tingkat kepekatan warna yang lebih pekat 

jika dibandingkan dengan pelarut lainnya. Hal ini dikarenakan pelarut etanol yang 

bersifat polar dapat melarutkan sebagian besar senyawa metabolit yang ada pada 

sampel. Menurut Susanti (2009), etanol mempunyai dua gugus hidroksil yang 

bersifat polar dan gugus akil yang bersifat nonpolar. Adanya kedua gugus tersebut 

dapat menarik senyawa-senyawa yang ada dalam suatu sampel dengan tingkat 

kepolaran yang berbeda. 

4.4  Uji Toksisitas Ekstrak Kasar Daun Bruguiera gumnorrhiza 

Uji toksisitas Ekstrak Kasar Daun Bruguiera gumnorrhiza dilakukan dengan 

menggunakan metode Brine Shrimp Lethallity Test (BSLT). Data yang didapatkan 

dari hasil pengamatan berdasarkan tingkat kematian larva Artemia salina Leach. 
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pada masing-masing perlakuan setelah 24 jam. Data tersebut dihitung dengan 

memasukkan kedalam persamaan regresinya sehingga didapatkan nilai LC50. Nilai 

LC50 yang didapatkan kemudian dianalisis. Data perhitungan hasil uji toksisitas 

ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat pada Lampiran 19. 

Nilai LC50 dianalisis menggunakan uji ANOVA (Analysis of Varience) 

dengan menggunakan rancangan acak lengkap factorial pada taraf kepercayaan 

95%. Hasil ANOVA menunjukkan nilai Fhitung > Ftabel, dapat dikatakan 

perbedaan pelarut dan lama waktu ekstraksi memberikan pengaruh nyata. Setelah 

didapatkan hasil yang menunjukkan pengaruh nyata kemudian dilakukan uji lanjut 

menggunakan uji Tukey. Nilai LC50 ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza 

dapat dilihat pada Gambar 9.  

 

Gambar 9. Nilai LC50 Ekstrak Kasar Daun Bruguiera gymnorrhiza 

Pada hasil uji lanjut tukey, didapatkan ekstrak etanol 15 menit dengan 

ekstrak etil asetat 25 menit, ekstrak etil asetat 25 menit dengan ekstrak etil asetat 

35 menit, ekstrak etil asetat 35 menit dengan ekstrak etil asetat 25 menit dan 

ekstrak etanol 35 menit dengan ekstrak etanol 25 menit menunjukkan berbeda 
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namun tidak nyata. Pada perlakuan lainnya menunjukkan berbeda nyata.  Nilai 

LC50 pada waktu ekstraksi 15 menit, ekstrak n-heksan memiliki nilai tertinggi yaitu 

2265.70±117,24 ppm dan terendah pada ekstrak etanol sebesar 1148.48±33,55 

ppm. Sedangkan pada lama waktu ekstraksi 25 menit didapatkan nilai tertinggi 

pada ekstrak n-heksan sebesar 1760.68±59,58 ppm dan ekstrak etanol memiliki 

nilai LC50 terendah sebesar 905.69±41,34 ppm. Begitu juga pada lama waktu 

ekstraksi 35 menit didapatkan ekstrak n-heksan memiliki nilai LC50 yang tertinggi 

yaitu sebesar 1951.16±35,34 ppm dan etanol memiliki nilai LC50 yang terendah 

sebesar 1027.69±42,37 ppm. Berdasarkan hasil tersebut didapatkan bahwa 

perbedaan pelarut yang digunakan mempengaruhi nilai LC50 yang dihasilkan.  

Sedangkan jika dilihat dari interaksi perlakuan perbedaan pelarut dan lama 

waktu ekstraksi menunjukkan pada lama waktu ekstraksi 25 menit memiliki nilai 

LC50 yang terendah sedangkan tertinggi pada lama waktu ekstraksi 15 menit baik 

pada pelarut n-heksan, etil asetat maupun etanol. Hal ini diduga pada lama waktu 

ekstraksi 25 menit memberikan waktu yang optimal untuk pelarut dalam ekstraksi 

daun Bruguiera gymnorrhiza. Jika dilihat dari hasil uji fitkokimia pada lama waktu 

ekstraksi 25 menit dapat menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang banyak 

jika dibandingkan dengan 15 menit dan 25 menit. Senyawa metabolit tersebut 

diduga dapat membunuh larva Artemia salina Leach. 

Apabila dilihat dari kedua perlakuan tersebut didapatkan nilai LC50 

terendah terdapat pada ekstrak etanol dengan lama waktu ekstraksi 25 menit yaitu 

sebesar 905.69±41,34 ppm. jika dibandingkan dengan hasil penelitian Budiyanto 

(2015), nilai LC50 ekstrak methanol daun Bruguiera gymnorrhiza sebesar 1372.52 

ppm. Begitupun dengan penelitian sebelumnya yang dilakukan Hamdi (2016), 

ekstrak kasar methanol daun Lindur menunjukkan nilai LC50 yang tidak toksik yaitu 

sebesar 1950.14 ppm. Nilai LC50 estrak etanol daun Bruguiera gymnorrhiza pada 
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penelitian ini lebih kecil dibandingkan dengan nilai LC50 penelitian sebelumnya. 

Akan tetapi, jika dilihat dari hasil nilai LC50 yang didapatkan pada ekstrak kasar 

daun Bruguiera gymnorrhiza dapat dikatakan tidak aktif atau tidak toksik karena 

memiliki nilai LC50 > 1000 ppm, hanya ekstrak etanol dengan lama waktu ekstraksi 

25 menit yang memiliki nilai LC50 kurang dari 1000 ppm. Tingkat toksik LC50 dapat 

dibagi menjadi berbagai tingkatan, 0-250 ppm menandakan senyawa tersebut 

sangat Toksik, 250-500 ppm bersifat Toksik, 500-750 ppm bersifat toksik sedang 

dan 750-1000 ppm bersifat tidak toksik (Aras, 2013). Ditambahkan oleh Anwar, et 

al. (2014), suatu ekstrak memiliki potensi sebagai antibakteri apabila memiliki nilai 

LC50 sebesar 30-200 ppm. 

Ekstrak etanol memiliki nilai yang LC50 tinggi karena mampu menarik 

senyawa metabolit sekunder dalam daun Bruguiera gymnorrhiza diantaranya 

alkaloid, flavonoid, tanin, triterpenoid, steroid dan saponin yang diduga memiliki 

sifat toksik. Mekanisme kematian larva Artemia salina Leach. berhubungan 

dengan fungsi senyawa alkaloid, flavonoid, triterpenoid, steroid, tanin dan saponin 

yang menghambat daya makan larva (antifedant). Senyawa tersebut bertindak 

sebagai stomach poisoning atau racun perut. Oleh karena itu, bila senyawa-

senyawa ini masuk ke dalam tubuh larva, alat pencernaannya akan terganggu. 

Senyawa ini akan menghambat reseptor perasa pada daerah mulut larva. Hal ini 

mengakibatkan larva gagal mendapatkan stimulus rasa sehingga tidak mampu 

mengenali makanannya dan akibatnya larva mati kelaparan (Vitalia, et al. 2016). 

Menurut Ginting, et al. (2014), kandungan senyawa flavonoida yang terkandung 

dalam suatu bahan dapat mengandung glikosida sehingga senyawa ini masih 

berperan menyumbang aktivitas sitotoksik. Dalam hal ini senyawa flavonoid 

diduga yang menyumbang keaktifan dalam menghambat pertumbuhan larva 

Artemia salina Leach. dengan cara merusak struktur dinding sel, menghambat 
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kerja enzim, menghambat fungsi membran sel, dan atau menghambat sintesis 

protein dan asam nukleat. Selain itu ditambahkan oleh Budiyanto (2015), senyawa 

steroid dan saponin dapat membunuh larva Artemia salina Leach. dengan 

merusak organ perasa sehingga menghentikan asupan makanannya. Sedangkan 

saponin menurut Vitalia, et al. (2016), mengandung glikosida dalam tanaman yang 

sifatnya menyerupai sabun dan dapat larut dalam air yang dapat menurunkan 

aktivitas enzim pencernaan dan penyerapan makanan. 

4.2 Penelitian Utama 

4.2.1  Uji Total Fenol Ekstrak Kasar Daun Bruguiera gymnorrhiza 

Perlakuan terbaik ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza dengan lama 

waktu ekstraksi 25 menit, dilakukan uji lanjut menggunakan pengujian total fenol. 

Uji kandungan total fenol pada penelitian ini menggunakan metode Folin-

Ciocelteu. Hasil pengukuran absorbansi pada setiap ekstrak dimasukkan kedalam 

persamaan regresi asam galat. Persamaan regresi kurva standard asam galat 

didapatkan dari hasil perhitungan standard asam galat, yaitu y = 0,0958x + 0.1808 

dengan koefisien determinasi (R2) = 0,9813. Kemudian dihitung menghitung kadar 

konsentrasi fenol dan total fenol dengan menggunakan rumus perhitungan total 

fenol. Kandungan fenolik total pada suatu ekstrak dinyatakan dalam ekuivalen 

asam galat atau Gallic Acid Equivalent (GAE). GAE merupakan acuan umum 

untuk mengukur sejumlah senyawa fenolik yang terdapat dalam suatu bahan 

(Samin, et al. 2014). Perhitungan nilai total fenol ekstrak kasar daun Bruguiera 

gymnorrhiza dapat dilihat pada Lampiran 21. 

Nilai total fenol yang didapatkan kemudian dianalisis menggunakan uji 

ANOVA (Analysis of Varience) dengan menggunakan rancangan acak lengkap 

pada taraf kepercayaan 95%. Hasil yang didapatkan berdasarkan uji ANOVA nilai 

Fhitung > Ftabel, maka dari perlakuan perbedaan pelarut memberikan pengaruh 
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nyata terhadap nilai total fenol ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza. 

Kemudian dilakukan uji lanjut menggunakan uji BNT (beda nyata terkecil) untuk 

mengetahui pengaruh perbedaan dari setiap perlakuan. Nilai total fenol ekstrak 

kasar daun Bruguiera gymnorrhiza dapar dilihat pada Gambar 10. 

 

Gambar 10. Nilai Total Fenol Ekstrak Kasar Daun Bruguiera gymnorrhiza 

Pada hasil uji lanjut BNT, didapatkan perbedaan pada setiap kombinasi 

perlakuan yang ditunjukkan dengan adanya notasi yang berbeda. Berdasarkan 

Gambar 10, menunjukkan perlakuan perbedaan pelarut yaitu n-heksan, etil asetat 

dan etanol dengan metode ekstraksi sonikasi berbeda dan berpengaruh nyata. 

Kandungan total fenol tertinggi terdapat pada ekstrak etanol sebesar 

467,310±5,171 mg GAE/100 g, sedangkan total fenol terendah terdapat pada 

ekstrak n-heksan sebesar 35,768±1,606 mg GAE/100 g. Pada ekstrak etanol 

didapatkan nilai total fenol yang tertinggi jika dibandingkan dengan ekstrak lainnya, 

hal ini disebabkan karena ekstrak etanol mengandung banyak senyawa-senyawa 

metabolit sekunder yang tergolong kedalam senyawa fenol. Menurut Ukieyanna 

(2012), perbedaan tingkat kepolaran pelarut menentukan struktur kimia senyawa 

fenolik yang terekstrak. Senyawa fenolik yang mempunyai gugus fungsi hidroksil 
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yang banyak atau dalam kondisi bebas (aglikon) akan menghasilkan kandungan 

fenolik total yang tinggi.  

Apablia dibandingkan dengan penelitian sebelumnya yang dilakukan Haq, 

et al. (2011), total fenol pada ekstrak methanol daun lindur dengan menggunakan 

metode maserasi sebesar 178.73 mg GAE/100 g, maka total fenol dengan 

menggunakan metode ekstraksi sonikasi lebih tinggi. Penggunaan pelarut dengan 

tingkat polaritas yang berbeda dapat mempengaruhi nilai total fenol pada suatu 

sampel. Kelarutan senyawa fenolik bergantung pada pelarut yang digunakan. 

Komponen polifenol memiliki spektrum yang luas dengan sifat kelarutan yang 

berbeda-beda. Hal inilah yang menyebabkan sulitnya prosedur ekstraksi yang 

cocok untuk mengekstrak fenolik pada tanaman (Samin, et al. 2014).  

Tingginya total fenol pada ekstrak etanol menandakan senyawa fenol pada 

ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza banyak larut dalam pelarut polar. Hal 

ini sesuai dengan Kasminah (2016), senyawa fenol cenderung larut dalam pelarut 

polar. Komponen fenol larut air pada umumnya dapat diekstrak dengan etanol, 

methanol, air, dan aseton. Etanol mempunyai polaritas yang mendekati polaritas 

fenol pada tanaman sehingga dapat digunakan sebagai pelarut pada ekstraksi. 

Selain itu etanol merupakan pelarut alkohol yang paling aman diantara yang lain 

karena diperoleh dari sumber bilogis dengan proses fermentasi dan termasuk 

dalam kategori GRAS (Generraly recognized as safe). 

 
4.2.2  Uji Aktivitas Antioksidan Ekstak Kasar Daun Bruguiera gymnorrhiza 

Uji aktivitas antioksidan ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza 

dilakukan dengan menggunakan metode DPPH (1,1-diphenyl-2-pirycilhydrazil). 

Data hasil absorbansi yang didapatkan dari absorbansi menggunakan 

spectrofotometr UV-Visible dengan panjang gelombang 517 nm kemudian dihitung 

menggunakan rumus persamaan regresi linier untuk mendapatkan nilai IC50. Nilai 
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IC50 yang didapatkan kemudian dilakukan analisis. Data perhitungan uji aktivitas 

antioksidan ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat pada 

Lampiran 22.  

Analisis nilai IC50 dilakukan dengan uji ANOVA (Analysis of Varience) 

dengan menggunakan rancangan percobaan rancangan acak lengkap (RAL) pada 

taraf kepercayaan 95%. Berdasarkan hasil analisis uji ANOVA didapatkan hasil 

niali Fhitung > Ftabel, hal ini menunjukkan perlakuan perbedaan pelarut 

memberikan pengaruh nyata terhadap nilai IC50 pada ekstrak kasar daun 

Bruguiera gymnorrhiza. Apabila hasil uji menunjukkan pengaruh yang nyata, maka 

diperlukan uji lanjut dengan menggunakan uji BNT (beda nyata terkecil). Nilai IC50 

ekstrak kasar Daun Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat pada Gambar 11. 

 

Gambar 24. Nilai IC50 Ekstrak Kasar Daun Bruguiera gymnorrhiza 

Pada hasil uji lanjut BNT, didapatkan perbedaan pada setiap kombinasi 

perlakuan yang ditunjukkan dengan adanya notasi yang berbeda. Berdasarkan 

Gambar 24. nilai IC50 pada setiap perlakuan pelarut yang berbeda menunjukkan 

pengaruh yang nyata. Nilai IC50 tertinggi dihasilkan pada ekstrak n-heksan sebesar 

295,489±2,620 ppm, sedangkan nilai LC50 terendah didapatkan pada ekstrak 

etanol dengan nilai IC50 sebesar 48,108±1,614 ppm. Nilai IC50 yang semakin 
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rendah menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan pada ekstrak tersebut semakin 

kuat. Nilai IC50 yang terendah terdapat pada ekstrak etanol sehingga ekstrak 

tersebut yang memiliki aktivitas antioksidan yang terbaik jika dibandingkan dengan 

pelarut n-heksan dan etil asetat. Hal ini dapat terjadi karena ekstrak etanol 

mengandung lebih banyak senyawa metabolit sekunder. Senyawa metabolit yang 

terdapat pada ekstrak etanol memiliki aktivitas antioksidan, sehingga dengan 

banyaknya senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan membuat nilai IC50 

semakin rendah. Menurut Nurjanah, et al. (2015), senyawa-senyawa yang 

biasanya memiliki aktivitas antioksidan adalah golongan senyawa fenolik yang 

memiliki golongan hidroksil tersubtitusi dalam posisi ortho menjadi –OH dan –OR 

seperti senyawa flavonoid. Senyawa flavonoid menurut Ridho (2013) merupakan 

senyawa perduksi yang dapat menghambat banyak reaksi oksidasi. Flavonoid 

memiliki kemampuan sebagai antioksidan karena dapat menstransfer sebuah 

elektron kepada senyawa radikal bebas, dimana R• merupakan senyawa radikal 

bebas, Fl-OH merupakan senyawa flavonoid sedangkan Fl-OH• merupakan 

radikal flavonoid. Sedangkan ekstrak n-heksan memiliki nilai IC50 yang cukup tinggi 

menurut Nurjanah, et al. (2015), dapat disebabkan pelarut n-heksan yang dapat 

menarik komponen non-polar seperti halnya minyak esensial, lemak dan lilin yang 

tidak berpotensi memiliki aktivitas antioksidan.  

 Pada penelitian ini juga menggunakan asam askorbat (vitamin C) untuk 

diuji aktivitas antioksidannya sebagai pembanding. Penggunaan asam askorbat 

sebagai pembanding dikarenakan asam askorbat merupakan salah satu 

antioksidan yang biasa digunakan oleh masyarakat. Pada pengujian asam 

aktivitas antioksidan asam askorbat dilakukan pada konsentrasi 2, 4, 8, 16 dan 32 

ppm. Nilai IC50 yang didapatkan dari asam askorbat sebesar 5,467±1,517 ppm. 
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 Ekstrak etanol daun Bruguiera gymnorrhiza memiliki nilai IC50 terbaik 

sebesar 48.108±1,61 ppm, jika dibandingkan dengan kontrol positif pada 

penelitian ini yaitu asam askorbat sebesar 34,720±1,517 ppm, maka IC50 asam 

askorbat jauh lebih rendah dari pada ekstrak etanol daun Bruguiera gymnorrhiza. 

Apabila dibandingkan dengan Dia, et al. (2015), ekstrak tepung daun Lindur yang 

diekstraksi menggunakan metode maserasi menghasilkan nilai IC50 sebesar 

34.2723 ppm, ekstrak etanol pada penelitian ini dengan metode ekstraksi sonikasi 

lebih lemah jika dibandingkan dengan metode maserasi. Hal ini disebabkan 

penggunaan metode ekstraksi yang berbeda membuat nilai IC50 yang dihasilkan 

juga berbeda. Pada metode ekstraksi maserasi dilakukan selama 24 jam membuat 

kontak pelarut dan sampel lebih lama. Hal ini juga dapat membuat penetrasi 

pelarut dalam mengekstrak senyawa yang ada pada sampel tersebut lebih 

maksimal. Sedangkan pada metode sonikasi diperlukan waktu yang singkat 

sehingga penetrasi pelarut dalam mengekstrak sampel kurang maksimal. Akan 

tetapi, jika dilihat dari tingkatan kekuatan aktivitas antioksidannya, ekstrak etanol 

daun Bruguiera gymnorrhiza tergolong sangat kuat. Sebuah senyawa dapat 

diklasifikasikan sebagai antioksidan sangat kuat ketika nilai IC50 <50 ppm, kuat 50-

100 ppm, sedang jika nilai IC50 100-150 ppm dan lemah ketika nilai IC50 diantara 

150-200 ppm (Nurjanah, et al. 2015). 

4.2.3  Hubungan Total Fenol dengan Aktivitas Antioksidan Ekstrak Kasar 
Daun Bruguiera gymnorrhiza 

 
Fenol merupakan senyawa alami terkandungan dalam tumbuhan yang 

memiliki kemampuan aktivitas antioksidan. Senyawa fenol dapat menghambat 

adanya radikal bebas. Menurut Firdiyani, et al. (2015), senyawa metabolit 

sekunder yang dikenal sebagai sumber radical scavenger adalah golongan 

senyawa fenol, misalnya flavonol, flavonon, flavon, fenil propanoid, antakuinon, 
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atau lignin, senyawa-senyawa alkaloid, saponin, dan flavonoid. Maka dari itu, 

terdapatnya keterkaitan hubungan antara senyawa fenol dan aktivitas antioksidan, 

sehingga dalam pengujian aktivitas antioksidan suatu ekstrak diperlukan juga 

pengujian total fenol dalam ekstrak tersebut. 

Hubungan antara aktivitas antioksidan dan total fenol dalam ekstrak kasar 

daun Bruguiera gymnorrhiza dengan nilai total fenol yang dinyatakan dalam 

mgGAE/100 g sampel, sedangkan aktivitas antioksidan yang dinyatakan dengan 

nilai IC50 dalam satuan ppm didapatkan hubungan yang berbanding lurus. Kurva 

hubungan total fenol dengan nilai aktivitas antioksidan ekstrak kasar daun 

Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat pada Gambar 12. 

 

Gambar 12. Kurva Hubungan Nilai Total Fenol dengan Aktivitas Antioksidan 
Ekstrak Kasar Daun Bruguiera gymnorrhiza 

Berdasarkan Gambar 12. Diketahi hubungan total fenol (mgGAE/100 g) 

dengan aktivitas antioksidan (IC50) pada ekstrak kasar daun Bruguiera 

gymnorrhuza berbanding lurus. Semakin tinggi nilai total fenol maka aktivitas 

antioksidannya juga semakin kuat yang ditunjukkan semakin rendahnya nilai IC50. 

Pada ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza penelitian ini, nilai total fenol 
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tertinggi terdapat pada ekstrak etanol sebesar 467,310±5,171 GAE/100 gram 

sampel yang juga memiliki nilai aktivitas antioksidan yang tertinggi ditunjukkan 

dengan nilai IC50 sebesar 48,964±1,614 ppm. Sedangkan nilai total fenol terendah 

terdapat pada ekstrak n-heksan sebesar 35,769±1,606 GAE/100 gram sampel 

yang juga memiliki nilai aktivitas antioksidan terendah ditunjukkan dengan nilai IC50 

sebesar 295,489±2,620 ppm.  

Perbedaan tingkat kepolaran pelarut menentukan struktur kimia senyawa 

fenolik yang terekstrak. Semakin tinggi nilai total fenol maka kandungan senyawa 

fenol dalam sampel tersebut semakin banyak sehingga aktivitas antioksidannya 

semakin kuat. Menurut Ukieyanna (2012), total fenolik sangat tergantung pada 

struktur kimianya. Senyawa fenolik yang mempunyai gugus fungsi hidroksil dalam 

jumlah banyak atau dalam kondisi bebas (dalam bentuk aglikon) akan 

menghasilkan kandungan total fenolik yang tinggi. Sifat pelarut polar mampu 

menarik senyawa fenolik dalam jumlah yang banyak. Hal ini dikarenakan senyawa 

fenolik yang bersifat polar dapat larut dalam pelarut polar memiliki aktivitas 

antioksidan yang tinggi.  

Tidak semua tingginya total fenol pada suatu ekstrak menunjukkan 

aktivitas antioksidan yang kuat. Menurut Ukieyanna (2012), kandungan fenol dari 

setiap ekstrak tidak selalu bersumber pada golongan senyawanya. Beberapa 

senyawa metabolit sekunder baik pada senyawa metabolit primer yang dihasilkan 

oleh tumbuhan dapat menjadi senyawa antioksidan ataupun senyawa 

pengganggu aktivitas antioksidan. Beberapa jenis fenolik dapat memiliki aktivitas 

antioksidan yang berbeda tergantung pada struturnya. Selain itu menurut Ridho 

(2013), adanya senyawa fenol yang terekstrak masih tidak murni. Seperti senyawa 

flavonoid yang juga tergolong senyawa fenol. Senyawa flavonoid yang masih 

dalam bentuk ekstrak tidak murni kemungkinan masih berikatan dengan gugus 
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glikosida. Gugus glikosida yang berikatan dengan flavonoid dapat menurunkan 

aktivitas antioksidan. Hal ini dikarenakan aktivitas antioksidan akan meningkat 

dengan bertambahnya gugus hidroksil dan akan menurun dengan adanya gugus 

glikosida. 

4.2.4  Identifikasi Senyawa Bioaktif dengan Uji Liquid Chromatograph Mass 
Spectrometry (LC-MS) 

Ekstrak kasar Daun Bruguiera gymnorrhiza yang terbaik yaitu ekstrak 

etanol yang memiliki aktivitas antioksidan terkuat dilakukan pengujian lanjut 

dengan menggunakan uji Liquid Chromatograph Mass Spectrometry (LC-MS). 

Pengujian Liquid Chromatograph Mass Spectrometry (LC-MS) berfungsi untuk 

menduga senyawa yang berperan dalam ekstrak tersebut. Identifikasi senyawa 

dilakukan melalui berat molekul pada senyawa tersebut sehingga didapatkan 

senyawa yang spesifik. 

 Liquid Chromatograph Mass Spectrometry (LC-MS) merupakan suatu 

teknik analisis kimia yang memiliki kemampuan pemisahan yang sangat baik 

karena memiliki sensivitas dan spesifisitas yang sangat tinggi. Hal ini dikarenakan 

penggunaan teknik kombinasi tandem kromatografi cair dan spektroskopi massa. 

Pada analisis LC-MS pola ionisasi spektroskopi massanya menggunakan pola 

ionisasi ESI (Electrospray Ionization). Pada ESI-MS, fragmentasi jarang terjadi, 

namun quassimolecular ion, seperti [M+H]+ sering terjadi (Khairan, et al. 2009). 

Interpretasi hasil dari uji LC-MS dilakukan dengan menggunakan softwere 

masslynx yang akan memunculkan data dalam bentuk kromatogram (spectra 

mass), kemudian data yang didapatkan dalam bentuk berat molekul dan rumus 

kimia senyawa. Kromatogram pada LC-MS diketahui normal apabila eritromisin-A 

standar diambil pada RT 5,56-6,20 menit, yaitu pada waktu eritromisin-A 

mengalami degradasi, maka spektogramnya-massanya menunjukkan adanya 
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fragmentasi ion. Setelah itu dilakukan pencarian nama senyawa menggunakan 

database pada aplikasi chemspider dan massbank untuk mengetahui senyawa 

yang didapatkan. Hasil identifikasi senyawa bioaktif ekstrak etanol daun Bruguiera 

gymnorrhiza dapat dilihat pada Lampiran 23. Kromatogram ekstrak etanol daun 

Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat pada Gambar 13. 

 

Gambar 13. Kromatogram Ekstrak Etanol Daun Bruguiera gymnorrhiza 

 Berdasarkan hasil kromatogram pada Gambar 13. dapat diketahui 

senyawa yang berhasil teridentifikasi pada ekstrak etanol daun Bruguiera 

gymnorrhiza pada menit ke 1,53; 2,45; 4,43; 4,83; 5,01; 5,41 dan 5,78. Senyawa 

yang teridentifikasi pada waktu tersebut sebagian besar terdapat pada puncak 

retensi waktu pada kromatogram. Namun pada waktu retensi menit ke 1,53; 4,43 

dan 4,83 terdeteksi senyawa 3,6-diazol[1,2,4]triazol[4,3-b]pyridazine dengan 

nomor massa 203,05, naphtylamine dengan nomor massa 144,08 dan 

swertiajaponin dengan nomor massa 463,12. Ketiga senyawa tersebut bukan 

termasuk senyawa yang dicari. Puncak yang dihasilkan pada masing-masing 

waktu retensi ekstrak etanol daun Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat pada 

Gambar 14. 
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a) Rt 2,45 

 

b) Rt 4,41 

 

c) Rt 5,01 

 

d) Rt 5,78  

 

Gambar 14. a) Spektrum Massa pada Waktu Retensi 2,45; b) Spektrum Massa 
pada Waktu Retensi 4,41; c) Spektrum Massa pada Waktu Retensi 
5,01; c) Spektrum Massa pada Waktu Retensi 5,78. 

Berdasarkan Gambar 14. ditemukan beberapa senyawa pada titik retensi 

waktu tertentu. Senyawa-senyawa tersebut diduga memiliki aktivitas antioksidan. 

Berikut adalah dugaan senyawa yang bersifat antioksidan pada ekstrak etanol 

daun Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat pada Tabel 5. 
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Tabel 5. Dugaan Senyawa yang Bersifat Antioksidan pada Ekstrak Etanol Daun 
Bruguiera gymnorrhiza 

Perlakuan Waktu 
Retensi 

Massa 
Senyawa 

Dugaan Senyawa Rumus 
Molekul 

Ekstrak 
Etanol Daun 

Brguiera 
gymnorrhiza 

2,45 578,14 Procyanidin C30H26C12 

5,01 
5,41 

462,12 
317,07 

Scoparin 
Isohamnetin 

C22H22O11 

C16H12O7 

5,78 610,15 Rutin C27H30C16 

5,78 302,04 Quarcetin C15H10O7 

5,78 316,06 Rhamnetin C16H12O7 

 Senyawa bioaktif yang teridenfikasi pada ekstrak etanol daun Bruguiera 

gymnoorhiza diantaranya adalah procyandin, scoparin, rutin, quarcetin dan 

rhamnetin. Senyawa-senyawa tersebut diduga memiliki kemampuan sebagai 

antioksidan. Sebagian besar senyawa yang didapatkan tersebut tergolong 

kedalam senyawa fenol yang larut dalam pelarut polar yaitu etanol. 

Procyanidin tergolong kedalam senyawa tanin. Procyanidin adalah 

senyawa tanin yang terkondensasi menjadi produk polimerasi flavan-3-ols dan 

flavan 3,4-diol atau campuran dua polimer yang disebut sebagai flavans (Ismarani, 

2012). Procyanidin menurut Wood, et al. (2001) lebih dikenal Procydin terdiri dari 

senyawa campuran golongan catechin, epicatechin dan golongan derivat lainnya 

yang sebagian besar memiliki ikatan ester O-gallat. Procyanidin memiliki jenis A 

dan Procyanidin B yang juga bersifat sebagai antioksidan. Procyanidin A memiliki 

kekuatan aktivitas antioksidan yang lebih baik jika dibandingkan dengan 

Procyanidin B. 

Scoparin merupakan senyawa yang termasuk kedalam flavonoid. 

Senyawa ini banyak ditemukan pada tumbuhan. Scoparin tergolong kedalam 

flavonoid jenin flavon C-glikosida yang terikat pada gugus gula. Senyawa ini 

memiliki kemampuan sebagai aktivitas antioksidan (Gattuso, et al. 2007). Selain 

itu menurut Venkatalakshmi, et al. (2016), scoparin pada tumbuhan katapa 

memiliki kemampuan sebagai antikanker. 
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Rutin termasuk kedalam jenis flavonoid alami yang terdapat pada 

tumbuhan. Rutin merupakan senyawa flavonoid yang termasuk kedalam golongan 

flavonol OH-3 terdistribusi dengan OH pada posisi atom C nomor 5’, 7’, 4’, 5’ 

(Wijono, 2003). Menurut Sabrina, et al. (2013), rutin menjadi salah satu senyawa 

terbesar dalam golongan flavonoid selain quarcetin, sehingga biasanya rutin 

digunakan sebagai standard penetapan total flavonoid pada suatu ekstrak. 

Quarcetin termasuk kedalam golongan flavonoid. Quarcetin adalah 

golongan flavonoid jenis flavonol yang banyak ditemukan dalam bunga maupun 

daun tumbuhan, namun hanya sedikit sekali yang dtemukan pada bagian tanaman 

yang berada dibawah permukaan tanah (Koirewoa, et al. 2012). Quarcetin 

Menurut Redha (2010), diketahui memiliki sifat sebagai antioksidan. Quarcetin 

sebagai antioksidan dapat melindungi LDL dari oksidasi. 

Rhamnetin tergolong kedalam flavonoid. Rhamnetin dapat diperoleh dari 

pemurnian senyawa flavonoid. Rhamnetin merupakan senyawa aglikom flavonoid 

yang ditemukan oaling besar dalam kandungan tumbuhan segar. Apabila 

dibandingkan dengan luteolin maka rhamnetin memiliki jumlah yang lebih banyak 

walapun sama-sama tergolong senyawa flavonoid (Saddiqe, et al. 2011). Selain 

itu menurut Touil, et al. (2009), rhamnetin memiliki kemampuan sebagai sitotoksik 

pada sel kanker.  



5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 
 

5.1  Kesimpulan 

 Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini adalah: 

 Jenis pelarut dengan metode sonikasi berpengaruh terhadap aktivitas 

antioksidan ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza dengan pelarut yang 

tepat yaitu etanol sebesar 48,964±1,614 ppm. 

 Lama waktu ekstraksi dengan metode sonikasi berpengaruh terhadap 

aktivitas antioksidan ekstrak kasar daun Bruguiera gymnorrhiza dengan lama 

waktu ekstraksi yang tepat yaitu 25 menit. 

 Interaksi jenis pelarut dan lama waktu ekstraksi dengan metode sonikasi 

menghasilkan aktivitas antioksidan paling kuat yaitu pelarut etanol dengan 

lama waktu ekstraksi 25 menit sebesar 48,964±1,614 ppm. Senyawa yang 

teridentifikasi diduga memiliki aktivitas antioksidan yaitu procyanidin, scoparin, 

isohamnetin, rutin, quarcetin dan rhamnetin. 

5.2  Saran 

Saran untuk penelitian ini diperlukan penelitian lebih lanjut seperti 

pengujian senyawa metabolit sekunder dan pemurnian senyawa untuk 

mendapatkan senyawa murni yang berperan sebagai antioksidan sehingga dapat 

diaplikasikan menjadi sebuah produk seperti suplemen.  
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