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Abstrak 

Senyawa radikal bebas merupakan suatu molekul yang mempunyai sifat reaktif dan 

tidak stabil, sehingga senyawa ini mampu menyebabkan kerusakan biomolekul dengan 

merusak integritas DNA, protein dan lipid. Kondisi ini memicu terjadinya stres oksidatif 

yang mengakibatkan timbulnya penyakit degeneratif. Manusia membutuhkan asupan 

antioksidan dari luar ketika antioksidan endogen tidak cukup untuk menangkal radikal 

bebas. Penelitian sebelumnya menunjukkan tingginya aktivitas antioksidan pada biji 

bakau. Potensi antioksidan dari kulit biji dan buah bakau masih belum dieksplorasi 

secara mendalam, baik dengan menggunakan metode DPPH maupun FRAP. Penelitian 

ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak kulit biji dan buah bakau 

(Xylocarpus granatum J.Koenig) menggunakan metode DPPH dan FRAP. Penelitian ini 

merupakan penelitian kuantitatif dengan metode pendekatan eksperimental 

laboratorium. Pengujian aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH dan FRAP. 

Asam galat digunakan sebagai standar pembanding aktivitas antioksidan. Hasil 

pengujian aktivitas antioksidan ekstrak etanol kulit biji, buah dan asam galat diperoleh 

nilai IC50 sebesar 10,83 g/mL, 4,91 g/mL dan 0,793 g/mL (DPPH) dan RP50 sebesar 

4.455,63 g/mL, 15.556,32 g/mL dan 34,04 g/mL (FRAP). Perbedaan metode uji dapat 

mempengaruhi aktivitas antioksidan dari masing-masing ekstrak, tergantung pada jenis 

radikal bebas, pelarut radikal bebas, aksesibilitas sterik dan pH pengujian. 

Abstract 

Free radical compounds are molecules that possess reactive and unstable properties, 

which can damage biomolecules by disrupting the integrity of DNA, proteins and lipids. 

This condition can trigger oxidative stress, which can result in degenerative diseases. 

Humans require antioxidant intake from external sources when their own endogenous 

antioxidants are insufficient to counteract free radicals. Previous studies have 

demonstrated the high antioxidant activity of mangrove seeds. However, the 

antioxidant potential of mangrove seed coats and fruits remains underexplored, 

particularly when assessed using the DPPH and FRAP methods. This study aims to 

evaluate the antioxidant activity of seed coat and fruit extracts of Xylocarpus granatum 

J. Koenig using the DPPH and FRAP methods. This research is quantitative research with 

laboratory experimental approach. Antioxidant activity testing using DPPH and FRAP 

methods. Gallic acid was used as a comparison standard for antioxidant activity. The 

results obtained from the antioxidant activity testing of the ethanol extracts of seed 

shell, fruit and gallic acid were IC50 values of 10.83 g/mL, 4.91 g/mL and 0,793 g/mL 

(DPPH) and RP50 of 4,455.63 g/mL, 15,556.32 g/mL and 34.04 g/mL (FRAP). It is 

acknowledged that discrepancies in testing methodologies can influence the 

antioxidant activity of each extract, contingent on the nature of the free radical, the 

solvent, steric accessibility, and the pH of the medium. 
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PENDAHULUAN  

Radikal bebas adalah molekul yang sangat reaktif dan tidak stabil karena memiliki satu atau lebih 

elektron tidak berpasangan. Dalam upaya mencapai stabilitas, radikal bebas cenderung sangat reaktif dalam 

menarik elektron dari molekul lain, sehingga mengakibatkan kerusakan pada biomolekul seperti lipid, protein, 

dan DNA. Hal ini dapat meningkatkan stres oksidatif dan memicu timbulnya penyakit degeneratif.1  

Penyakit degeneratif merupakan masalah kesehatan yang signifikan di Indonesia. Adapun contoh 

penyakit degeneratif meliputi gagal ginjal, diabetes melitus dan stroke. Prevalensi penyakit-penyakit ini terus 

meningkat dari waktu ke waktu. Menurut data dari Riskesdas, prevalensi stroke meningkat dari 7% pada tahun 

2013 menjadi 10,9% pada tahun 2018. Begitu pula, prevalensi gagal ginjal kronis naik dari 2% menjadi 4%, dan 

diabetes mellitus dari 1,8% menjadi 1,9% dalam periode yang sama. Pada masa pandemi COVID-19, prevalensi 

penyakit degeneratif diperkirakan akan semakin meningkat akibat dampak negatif yang meluas di berbagai 

bidang kehidupan, termasuk ekonomi, psikologis, sosial, spiritual, dan kesehatan, yang dapat memicu 

timbulnya penyakit degeneratif.2 Tubuh manusia membutuhkan antioksidan eksternal ketika produksi 

antioksidan internal tidak cukup untuk menangkal radikal bebas. Konsumsi makanan yang mengandung agen 

antioksidan dapat membantu mengurangi jumlah radikal bebas dalam tubuh.3 

Indonesia merupakan salah satu negara tropis, memiliki kekayaan tanaman obat yang telah lama 

dimanfaatkan secara tradisional untuk mengatasi berbagai penyakit. Salah satu tanaman yang digunakan 

sebagai obat oleh masyarakat Indonesia adalah bakau (Xylocarpus granatum J. Koenig). Secara tradisional, 

bakau digunakan untuk mengobati diabetes, asma, hepatitis, diare, penyakit kulit, infeksi dan penyakit mata.4 

Penelitian sebelumnya menunjukkan tingginya aktivitas antioksidan pada biji bakau dengan nilai IC50 sebesar 

7,94 ppm .5 Potensi antioksidan dari kulit biji dan buah bakau masih belum dieksplorasi secara mendalam, baik 

dengan menggunakan metode DPPH maupun FRAP Kulit biji dan buah bakau mengandung senyawa bioaktif 

yang memiliki aktivitas farmakologi. Bagian biji bakau mengandung tanin yang memiliki sifat antibakteri, 

sementara kulit bijinya kaya akan flavonoid yang berperan sebagai antioksidan, karena kulit biji dari X. 

granatum memiliki kandungan flavonoid.6 Flavonoid dikenal sebagai senyawa yang efektif dalam menangkal 

radikal bebas.7 Selain itu, kulit biji dan buah bakau juga mengandung senyawa limonoid, turunan triterpenoid 

yang memiliki aktivitas farmakologi beragam, termasuk sebagai antioksidan. 8 Senyawa fenolik dalam buah X. 

granatum juga memiliki aktivitas antioksidan.9 

Pengukuran aktivitas antioksidan dapat dilakukan melalui mekanisme transfer atom hidrogen (HAT) dan 

transfer elektron (ET). Metode HAT menilai kemampuan antioksidan dalam menangkap radikal bebas melalui 

donasi atom hidrogen, contoh TRAP, ORAC, -Caroten bleaching assay. Metode ET mengukur aktivitas 

antioksidan dalam mereduksi radikal bebas melalui transfer elektron, contohnya pada metode FRAP, DMPD, 

FIC, CUPRAC dan lain-lain. Beberapa metode, seperti DPPH dan ABTS, menggabungkan kedua mekanisme ini 

untuk hasil yang lebih komprehensif. Penelitian ini menggunakan metode DPPH dan FRAP untuk menentukan 

aktivitas antioksidan ekstrak kulit biji dan buah bakau.10 

Berdasarkan hal tersebut, penelitian mengenai pengujian aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol kulit 

biji dan buah bakau perlu dilakukan untuk mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak kulit biji dan buah bakau 

(X. granatum J.Koenig) menggunakan metode DPPH dan FRAP. 

 

METODE PENELITIAN  

Alat dan Bahan Penelitian.  

Alat. Alat yang digunakan yaitu timbangan analitik (Ohaus), gelas kimia (Pyrex), gelas ukur (Pyrex), labu 

ukur (Pyrex), kaca arloji, erlenmayer (Pyrex), tabung reaksi (Iwaki), corong kaca (Pyrex), batang 

pengaduk, spatula logam, pipet mikro, kertas saring, cawan porselin, penangas air, lampu bunsen dan 

instrumen yang digunakan yaitu spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV-Vis 1800), rotary evaporator (Buchi 

R-300), dan elmasonik (Elma), centrifuge (Ohaus), multichannel pipettor 200 µL (Rainin), microplate 

reader (Occuris). 
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Bahan. Bahan yang digunakan yaitu simplisia kulit biji dan buah bakau yang berasal dari Taman Hutan Raya 

(TAHURA) yang berlokasi di Balai Pengelolaan Hutan Mangrove Wilayah Pemongan, Kuta, Denpasar, etanol 

80% (Bratacem), metanol p.a. (Merck), baku DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (Sigma), aquadest (Sekawan 

Bali Sejahtera), HCl pekat (SAP Chemicals), reagen dragendroff (Nitra Kimia), pereaksi mayer (SAP 

Chemicals), FeCl3 1% (SAP Chemicals), kloroform (Merck), asam asetat anhidrat (Merck), asam sulfat 

pekat (SAP Chemicals), Fe (III) 6H2O, 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine (TPTZ) (Sigma), Sodium Asetat 

(Merck), Asam Asetat Glasial (Merck), Galic Acid (Sigma). 

 

Prosedur Penelitian  

Penelitian ini termasuk jenis eksperimental laboratorium yang dilakukan secara kuantitatif untuk 

menentukan aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol kulit biji dan buah bakau menggunakan metode DPPH 

dan FRAP. 

Ekstraksi 

Proses ekstraksi dilakukan berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Sholihah et al. (2017) 

dengan modifikasi. Serbuk simplisia kulit biji bakau ditimbang sebanyak 50 g dan dilarutkan dengan pelarut 

etanol 80% sebanyak 500 mL. Ekstraksi dilakukan menggunakan elmasonik selama 10 menit dengan suhu 40C. 

Filtrat disaring menggunakan kertas whatman dengan bantuan corong buchner (Filtrat 1). Filtrat yang 

diperoleh ditampung pada beaker glass dan ditutup dengan aluminium foil. Ekstraksi dilakukan sebanyak 3 

kali. Filtrat yang telah terkumpul dievaporasi pada suhu 40℃ hingga diperoleh ekstrak kental. 

Skrining fitokimia 

Skrining fitokimia pada ekstrak etanol kulit biji bakau meliputi skrining alkaloid, flavonoid, saponin, 

tanin, triterpenoid dan steroid. Pembuatan larutan uji ekstrak kulit biji bakau dilakukan dengan cara melarutkan 

500 mg ekstrak etanol kulit biji bakau (X. granatum) dalam 50 mL etanol 80%.12 Pemeriksaan alkaloid 

dilakukan dengan memasukkan larutan ekstrak uji sebanyak 2 mL ke dalam cawan porselin dan diuapkan di 

atas penangas air hingga menghasilkan residu. Residu tersebut selanjutnya dilarutkan dalam 5 mL HCl 2N. 

Larutan residu ini kemudian dibagi ke dalam tiga tabung reaksi. Pada tabung pertama ditambahkan HCl encer 

sebagai blanko, pada tabung kedua ditambahkan 3 tetes pereaksi Dragendorff, dan pada tabung ketiga 

ditambahkan 3 tetes pereaksi Mayer. Terbentuknya endapan jingga pada tabung kedua dan endapan kuning 

pada tabung ketiga menunjukkan adanya alkaloid.13 Pengujian flavonoid dilakukan dengan cara mengambil 

masing-masing larutan uji ekstrak kulit biji bakau sebanyak 2 mL kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi 

dan dipanaskan selama 5 menit, selanjutnya ditambahkan 0,1 g logam Mg dan 5 tetes HCl pekat. Jika larutan 

terbentuk warna kuning jingga hingga warna merah, maka positif mengandung flavonoid.14 Pemeriksaan 

saponin dengan cara, ekstrak ditambahkan 2 mL aquades kemudian dikocok kuat-kuat sampai terbentuk busa, 

selanjutnya diteteskan HCl 10%. Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya buih yang stabil.15 Pengujian 

tanin dilakukan dengan cara mengambil masing-masing sebanyak 2 mL larutan uji ekstrak kulit biji bakau 

dimasukkan ke dalam 2 tabung reaksi, tabung 1 sebagai kontrol dan tabung 2 dipanaskan ± 5 menit, 

selanjutnya ditambahkan 3 tetes FeCl3 1%. Jika larutan uji terbentuk warna biru kehitaman atau coklat kehijauan 

maka positif mengandung tanin.14 Pengujian kandungan steroid dan triterpenoid dilakukan menggunakan 

reaksi Lieberman-Burchard. Larutan ekstrak kulit biji bakau sebanyak 2 mL dimasukkan ke dalam cawan porselin 

dan diuapkan di atas penangas air hingga diperoleh residu. Residu tersebut kemudian dilarutkan dalam 0,5 mL 

kloroform dan ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat. Sebanyak 2 mL asam sulfat pekat ditambahkan secara 

perlahan melalui dinding tabung. Pembentukan cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan larutan 

menunjukkan adanya triterpenoid, sedangkan munculnya cincin biru kehijauan menunjukkan adanya steroid.12 

Pengujian Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH 

Prosedur pengujian dilakukan sesuai Blois (1988) dengan modifikasi.16 Larutan induk ekstrak etanol 

kulit biji dan buah bakau dibuat dengan konsentrasi 100 g/mL dengan menimbang 5 mg ekstrak kental 
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dimasukkan ke dalam labu ukur kemudian dilarutkan dengan metanol p.a. ad 50 mL, dikocok hingga homogen. 

Kemudian dibuat larutan standar dengan cara, larutan ekstrak etanol kulit biji bakau dibuat dengan konsentrasi 

2, 3, 4, 5, 6, 7 g/mL, larutan buah bakau dibuat dengan konsentrasi 2, 4, 6, 8, 10 dan asam galat dengan 

konsentrasi 0,0; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0 g/mL. Sebanyak 5 mg serbuk DPPH dimasukkan ke dalam labu 

tentukur 50 ml ditambahkan metanol p.a. ad 50 mL, dikocok hingga homogen, untuk membuat larutan baku 

induk DPPH konsentrasi 100 g/mL. Larutan baku DPPH tersebut kemudian dipipet sebanyak 8 mL dimasukkan 

ke dalam labu ukur 20 mL dan ditambahkan metanol p.a. sampai tanda batas, dikocok hingga homogen, untuk 

membuat larutan baku kerja DPPH konsentrasi 40 g/mL. Selanjutnya, larutan baku DPPH ini dipipet sebanyak 

4 mL dimasukkan ke dalam kuvet, diamati spektrum serapan pada panjang gelombang 400-800 nm dengan 

spektrofotometer UV-Vis. Metanol p.a. digunakan sebagai larutan blanko. Kurva serapan yang dihasilkan dapat 

digunakan untuk menentukan panjang gelombang maksimum. 

Larutan DPPH 40 g/mL dipipet sebanyak 2 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambah 2 mL 

metanol p.a., dikocok dan didiamkan selama 30 menit, selanjutnya dimasukkan ke dalam kuvet. Absorbansi 

diamati pada panjang gelombang maksimum 516 nm dengan spektrofotometer UV-Vis. Untuk pengukuran 

aktivitas perendaman radikal bebas, sebanyak 2 mL larutan DPPH 40 g/mL dipipet dan dimasukkan ke dalam 

tabung reaksi, kemudian ditambahkan sebanyak 2 mL larutan uji dari setiap konsentrasi yang berbeda. 

Campuran tersebut dikocok hingga homogen dan dibiarkan selama 30 menit. Absorbansi diukur pada panjang 

gelombang maksimum menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Absorbansi masing-masing larutan dicatat 

dan digunakan untuk menghitung persentase perendaman serta nilai IC50. 

Pengujian Aktivitas Antioksidan dengan Metode FRAP 

Pembuatan larutan sampel dilakukan dengan menimbang 100 mg ekstrak kental kulit biji dan buah 

bakau, kemudian dimasukkan ke dalam labu tentukur dan dilarutkan dengan metanol p.a. hingga volume 1 

mL, kemudian dikocok hingga homogen dengan konsentrasi 100.000 μg/mL. Selanjutnya, untuk pembuatan 

larutan standar, asam galat sebanyak 10 mg ditimbang dan dilarutkan dengan 10 mL aquadest. 

Untuk pembuatan reagen FRAP, larutan natrium asetat 300 nM dibuat dengan menimbang 0,19 g 

natrium asetat dan dilarutkan dengan 50 mL aquadest, kemudian ditambahkan 1,6 mL asam asetat glasial dan 

diaduk dengan aquadest hingga volume total 100 mL, disimpan pada suhu 80°C. Larutan TPTZ disiapkan 

dengan cara melarutkan 0,031 g TPTZ dalam 8 mL HCl 40 mM, kemudian ditambahkan HCl 40 mM hingga 

volume total mencapai 10 mL. Larutan Fe (III) dibuat dengan melarutkan 0,0541 g FeCl3.6H2O dalam 5 mL 

aquadest dan kemudian diaduk hingga volume total mencapai 10 mL. 

Untuk pengukuran aktivitas antioksidan, larutan sampel dan standar dipipet sebanyak 20 µL ke dalam 

96-well plate, dimulai dari konsentrasi terbesar hingga terkecil. Setiap konsentrasi dimasukkan ke dalam tiga 

well (triplo). Kemudian, larutan FRAP sebanyak 280 µL dimasukkan ke dalam well yang berisi larutan sampel 

dan standar. Proses penambahan larutan dilakukan dalam suasana gelap, kemudian well plate ditutup dengan 

aluminium foil dan diinkubasi selama 10 menit pada suhu ruang dalam keadaan gelap. Pembacaan dilakukan 

menggunakan microplate reader pada panjang gelombang 492 nm.17 

Pengolahan dan Analisis Data. 

Pengolahan dan analisis data dilakukan secara kuantitatif dengan menghitung aktivitas antioksidan 

pada ekstrak etanol kulit biji dan buah bakau. Parameter yang digunakan untuk menginterpretasikan hasil uji 

aktivitas antioksidan adalah IC50 (Inhibition Concentration 50%) untuk metode DPPH dan RP50 (Reducing Power 

50) untuk metode FRAP. IC50 merupakan konsentrasi larutan sampel yang mampu mengurangi aktivitas DPPH 

sebesar 50%. Untuk menghitung nilai IC50, data persentase perendaman digunakan dengan rumus berikut: 

% Inhibisi (peredaman) =  
(𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙−𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 )

𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 x 100%18 
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Aktivitas antioksidan pada ekstrak kulit biji dan buah bakau dianalisa dengan menggunakan 

persamaan regresi linear. Pada metode DPPH, persentase perendaman pada setiap konsentrasi digunakan 

untuk membuat kurva regresi, menghasilkan persamaan y = bx + a, dimana konsentrasi ekstrak (g/mL) 

sebagai sumbu x dan nilai persentase perendaman sebagai sumbu y, selanjutnya digunakan untuk menghitung 

IC50. Nilai IC50 yang lebih kecil menunjukkan aktivitas antioksidan yang lebih tinggi. Suatu senyawa 

dikategorikan mempunyai aktivitas antioksidan sangat kuat jika nilai IC50 < 50 g/mL, kuat jika IC50 antara 50-

100 g/mL, sedang jika IC50 antara 101-150 g/mL, dan lemah jika IC50 antara 151-200 g/mL.18 

Pada metode FRAP, kurva regresi dibuat menggunakan GraphPad dengan syarat R  0,95. Persen 

reducing power merupakan kemampuan sampel dalam mereduksi oksidan. RP50
 merupakan konsentrasi sampel 

yang mampu mereduksi oksidan sebesar 50%. Nilai Top absorbansi standar diperoleh dari nilai Top pada Best-

Fit Values menggunakan GraphPad yang dianggap nilainya setara dengan 100% reducing power. Adapun 

rumus persen reducing power sebagai berikut: 

% reducing power =  
(𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙−𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜 )

𝑇𝑜𝑝 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟
 x 100%17 

Nilai Top absorbansi standar diperoleh dari nilai Top pada Best-Fit Values menggunakan GraphPad yang 

dianggap nilainya setara dengan 100% reducing power. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

Hasil skrining fitokimia ekstrak etanol kulit biji dan buah bakau menunjukkan hasil positif terhadap senyawa 

alkaloid, flavonoid, saponin, tanin dan triterpenoid (Tabel 1). Identifikasi alkaloid menunjukkan hasil positif 

yang ditandai dengan pembentukan endapan jingga akibat reaksi dengan pereaksi Dragendorff. Proses ini 

melibatkan pertukaran ligan, dimana nitrogen pada alkaloid dengan pasangan elektron bebas membentuk 

ikatan kovalen koordinat dengan ion K⁺ dari kalium tetraiodobismutat, menghasilkan kompleks kalium-alkaloid 

yang mengendap. 19 Identifikasi flavonoid menunjukkan warna jingga hingga merah akibat reaksi flavonoid 

dengan logam Mg, yang membentuk garam flavilium berwarna khas.20 

Saponin teridentifikasi melalui pembentukan busa, yang terjadi karena keberadaan gugus glikosil polar 

dan gugus steroid atau triterpenoid nonpolar. Senyawa ini bersifat aktif permukaan dan membentuk misel 

ketika dikocok dengan air, di mana gugus polar menghadap keluar dan gugus nonpolar menghadap ke dalam, 

sehingga tampak berbusa.19 Identifikasi tanin menunjukkan hasil positif yang ditandai dengan perubahan 

warna menjadi biru kehitaman, mengindikasikan keberadaan tanin terkondensasi. 21 

Uji steroid dan triterpenoid menggunakan metode Liebermann-Burchard menunjukkan hasil yang khas, di 

mana reaksi triterpenoid menghasilkan warna merah-ungu kecoklatan, sedangkan steroid menghasilkan warna 

hijau-biru. Perbedaan warna ini disebabkan oleh variasi gugus pada atom C4 dalam struktur senyawa. 19 

Tabel 1. Hasil Pengujian Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol Kulit Biji dan Buah Bakau 

Metabolit 

sekunder 

Hasil 
Keterangan 

Reaksi Positif 

(Pustaka) Kulit Biji Buah 

Alkaloid Positif Positif Endapan jingga Endapan kuning-jingga13 

Flavonoid Positif Positif Warna kuning/jingga Warna kuning, jingga atau merah22 

Saponin Positif Positif Busa stabil Busa konsisten22 

Tannin Positif Positif Warna biru kehitaman Warna biru kehitaman23 

Triterpenoid/ 

Steroid 

Positif 

mengandung 

triterpenoid 

Positif 

mengandung 

triterpenoid 

Warna kecoklatan 

mengandung 

triterpenoid. 

Warna kehijauan 

mengandung steroid 

Cincin kecoklatan atau violet 

menunjukkan adanya triterpenoid. 

Cincin biru kehijauan menunjukkan 

adanya steroid24 
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Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH 

 Ekstrak etanol kulit biji dan buah bakau memiliki aktivitas antioksidan yang ditunjukkan dengan adanya 

perubahan warna dari ungu menjadi kuning pada uji dengan metode DPPH. Prinsip kerja dari metode DPPH 

(2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl) yaitu mengukur aktivitas antioksidan secara kuantitatif dengan cara 

pengukuran aktivitas peredaman radikal DPPH oleh ekstrak etanol kulit biji dan buah bakau sehingga diperoleh 

aktivitas peredaman radikal bebas, yang dinyatakan sebagai nilai IC50 (Inhibitory concentration).25 Inhibitory 

concentration merupakan konsentrasi sampel yang dibutuhkan untuk meredam radikal bebas DPPH sebanyak 

50%, semakin kecil nilai IC50 maka semakin besar aktivitas antioksidan suatu sampel.26 

Pengujian aktivitas antioksidan ekstrak kulit biji dan buah bakau dibuat beberapa variasi konsentrasi 

dan direaksikan dengan larutan DPPH selama 30 menit. Waktu efektif DPPH dan sampel uji bereaksi adalah 30 

menit, hal ini dikarenakan lama inkubasi tersebut telah memasuki tahapan propagasi. Senyawa antioksidan 

pada ekstrak akan bereaksi dengan radikal DPPH melalui mekanisme donor atom hidrogen sehingga 

membentuk senyawa (1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl (DPPH-H) dengan perubahan warna DPPH dari ungu 

menjadi berwarna kuning.27 Mekanisme reaksi peredaman pada metode DPPH dapat dilihat pada Gambar 1. 

 

Gambar 1. Mekanisme Peredaman Metode DPPH28 

 

Perubahan warna pada DPPH disebabkan oleh keberadaan atom nitrogen dengan elektron tidak 

berpasangan, yang menginduksi transisi elektronik jenis *n-π*. Dalam transisi ini, keadaan dasar memiliki sifat 

lebih polar dibandingkan keadaan tereksitasi. Perubahan intensitas warna tersebut mempengaruhi nilai 

absorbansi pada panjang gelombang maksimum DPPH, dimana peningkatan konsentrasi sampel berbanding 

terbalik dengan nilai absorbansi yang dihasilkan. 28 Pengukuran absorbansi dilakukan pada panjang gelombang 

maksimum 516 nm. Hasil persentase inhibisi dari masing-masing konsentrasi ekstrak dapat dilihat pada Tabel 

2. Absorbansi yang didapatkan digunakan dalam pembuatan kurva persamaan regresi linier dengan 

menghubungkan konsentrasi sampel uji dengan nilai % inhibisi sehingga didapatkan persamaan regresi linier 

dari ekstrak (Gambar 2).  

Berdasarkan persamaan regresi linier diperoleh nilai IC50 ekstrak etanol kulit biji bakau, buah bakau 

dan asam galat sebesar 10,83 g/mL, 4,91 g/mL dan 0,789 g/mL. Nilai IC50 asam galat pada penelitian yang 

dilakukan oleh Armin (2011) menunjukkan IC50 sebesar 0,4 g/mL.29 Uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol biji 

bakau (X. granatum J. Koenig) diperoleh nilai IC50 sebesar 7,94 ppm menggunakan metode DPPH. 5 Penelitian 

yang dilakukan oleh Hidayati (2025) menunjukkan ekstrak metanol buah bakau (X. granatum) yang diekstraksi 

dengan metode maserasi memiliki nilai IC50 sebesar 236.46 ppm melalui pengujian aktivitas antioksidan 

menggunakan metode DPPH.30 Perbedaan nilai IC50 yang diperoleh dari penelitian ini dengan penelitian yang 

dilakukan oleh Hidayati diduga akibat perbedaan pelarut dan metode ekstraksi. Semakin rendah nilai IC50 

menunjukkan semakin tingginya aktivitas antioksidan yang dimiliki sampel.26 Suatu senyawa dikatakan 

memiliki aktivitas sebagai antioksidan jika nilai IC50 < 50 g/mL tergolong sangat kuat, jika nilai IC50 sebesar 

50-100 g/mL tergolong kuat, jika IC50 bernilai 100-150 g/mL tergolong sedang, jika IC50 bernilai 150-200 

g/mL tergolong lemah, dan jika IC50 bernilai > 200 g/mL tergolong sangat lemah.18 Berdasarkan hasil yang 

diperoleh, aktivitas antioksidan ekstrak etanol kulit biji dan buah bakau dapat dikelompokkan dalam kategori 

sangat kuat dilihat dari nilai IC50< 50 g/mL. 
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(A)                                                           (B) 

 
(C) 

Gambar 2. Kurva Regresi Linier (A) Asam Galat, (B) Ekstrak Etanol Kulit Biji Bakau, (C) Ekstrak Etanol Buah 

Bakau 

 

Tabel 2. Hasil Pengujian Antioksidan Ekstrak Kulit Biji dan Buah Bakau menggunakan Metode DPPH 

No Sampel Konsentrasi (g/mL) % Inhibisi  SD 

1 Asam Galat 0,00 0,000,00 

0,50 30,680,26 

0,60 40,850,13 

0,70 45,290,45 

0,80 50,280,09 

0,90 56,750,17 

1,00 61,180,29 

IC50 = 0,793 g/mL 

2 Ekstrak Kulit Biji Bakau 2 10,68  0,56 

3 13,65  0,28 

4 21,07  0,19 

5 23,44  0,51 

6 28,93  0,49 

7 32,34  0,08 

IC50 = 10,83 g/mL 

3 Ekstrak Buah Bakau 2 22,500,36 

4 45,010,61 

6 59,630,17 

8 77,840,23 

10 92,120,46 

IC50 = 4,91 g/mL 

 

Analisis statistik persen inhibisi (peredaman) dari ekstrak kulit biji dan buah bakau menunjukkan data 

terdistribusi normal dengan nilai p>0,05. Hasil analisis Independent T-Test menunjukkan terdapat perbedaan 

bermakna (p<0,05) persen inhibisi antara ekstrak kulit biji bakau dengan ekstrak buah bakau dengan nilai p 

sebesar 0,001 dengan metode DPPH. 
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Aktivitas Antioksidan dengan Metode FRAP 

Pengujian aktivitas antioksidan dengan metode FRAP pertama kali dilaporkan oleh Benzie dan Strain31, 

merupakan salah satu metode berbasis transfer elektron.32 Prinsip kerja dari metode FRAP yaitu mengukur 

kemampuan antioksidan dalam mereduksi ion ferri (Fe³⁺) menjadi ion ferro (Fe²⁺). Reagen FRAP yang 

digunakan dalam penelitian ini adalah kompleks ferri 2,4,6-tripiridil-s-triazin [Fe³⁺-(TPTZ)₂]³⁺, yaitu garam besi 

yang dihasilkan dari campuran 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) dan FeCl₃ dalam medium asam. Kompleks ferri 

tak berwarna [Fe³⁺-(TPTZ)₂]³⁺ dapat direduksi oleh senyawa antioksidan menjadi kompleks ferro berwarna biru 

tua [Fe²⁺-(TPTZ)₂]²⁺ (Gambar 3).33 TPTZ merupakan suatu colorants dan Fe(III) merupakan radikal bebas. Proses 

pengujian dilakukan pada pH asam.34 Pengujian antioksidan pada metode DPPH dan FRAP memiliki 

karakteristiknya masing-masing.10,35 

 

 

Gambar 3. Reaksi Reduksi pada Metode FRAP33 

Ekstrak etanol kulit biji dan buah bakau memiliki aktivitas antioksidan yang ditunjukkan dengan nilai 

Reducing Power 50 (RP50) sebesar 4.455,63 g/mL dan 15.556,32 g/mL (secara berturut-turut) (Tabel 3), yang 

ditandai dengan adanya perubahan warna menjadi biru pada uji FRAP. Standar yang digunakan dalam 

pengujian ini adalah asam galat, dimana nilai RP50 yang dihasilkan sebesar 34,04 g/mL. Nilai Reducing Power 

merupakan nilai yang menunjukkan kemampuan aktivitas antioksidan dalam mereduksi kompleks ferri (Fe3+) 

dari 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine (TPTZ) menjadi kompleks ferro (Fe2+). Adapun kurva persen reducing 

power dari asam galat, ekstrak etanol kulit biji dan buah bakau dapat dilihat pada Gambar 4. 

Tabel 3. Hasil Pengujian Antioksidan Ekstrak Kulit Biji dan Buah Bakau menggunakan Metode FRAP 

No Sampel Konsentrasi (g/mL) % Reducing Power  SD 

1 Asam Galat 250,00 98,48  0,38 

125,00 93,24  0,89 

62,50 77,30  1,11 

31,25 45,16  0,20 

15,63 27,11  0,04 

7,81 17,80  0,14 

RP50 = 34,04 g/mL 

2 Ekstrak Kulit Biji Bakau 40.000 98,50 ± 1,26 

20.000 89,95 ± 1,31 

2.500 33,61 ± 1,85 

1.250 20,48 ± 0,67 

625 13,08 ± 0,16 

RP50 = 4.455,63 g/mL 

3 Ekstrak Buah Bakau 40.000 88,66 ± 0,78  

10.000 36,49 ± 0,96  

5.000 21,78 ± 0,56  

2.500 13,53 ± 0,04  

1.250 9,08 ± 0,25 

625 6,72 ± 0,17 

RP50 = 15.556,32 g/mL 
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Analisis statistik persen reducing power dari ekstrak kulit biji dan buah bakau menunjukkan data tidak 

terdistribusi normal dengan nilai p<0,05. Hasil analisis Mann Whitney menunjukkan terdapat perbedaan 

bermakna (p<0,05) persen reducing power antara ekstrak kulit biji bakau dengan ekstrak buah bakau dengan 

nilai p sebesar 0,047 dengan metode FRAP. 

Berdasarkan hasil pengujian aktivitas antioksidan ekstrak kulit biji dan buah bakau dengan metode 

DPPH dan FRAP menunjukkan bahwa perbedaan metode uji dapat mempengaruhi aktivitas antioksidan dari 

masing-masing ekstrak. Hal ini disebabkan oleh mekanisme reaksi setiap metode dalam meredam radikal 

bebas berbeda-beda, tergantung pada jenis radikal bebas, pelarut radikal bebas, aksesibilitas sterik dan pH. 

Metode DPPH dan FRAP memiliki kelebihan dan kekurangannya masing-masing.33 

 

 

  
(A)                   (B) 

 
(C) 

 

Gambar 4. Kurva Persen Reducing Power (A) Asam Galat, (B) Ekstrak Etanol Kulit Biji Bakau, (C) Ekstrak Etanol 

Buah Bakau 

 

Potensi Metabolit Sekunder Ekstrak sebagai Antioksidan 

Potensi aktivitas antioksidan ekstrak etanol kulit biji dan buah bakau disebabkan oleh adanya metabolit 

sekunder yang terkandung pada ekstrak. Hasil skrining fitokimia ekstrak kulit biji dan buah bakau menunjukkan 

adanya kandungan metabolit sekunder diantaranya senyawa flavonoid, alkaloid, tanin, saponin dan 

triterpenoid. Hal ini diperkuat oleh hasil penelitian yang dilakukan oleh Ansyori (2024) terkait uji aktivitas 

antioksidan pada ekstrak biji buah nyirih yang mana pada ekstrak tersebut mengandung senyawa metabolit 

sekunder yakni flavonoid, alkaloid, tanin, saponin yang menyebabkan ekstrak tersebut memiliki aktivitas 

antioksidan dengan kategori sangat kuat dengan nilai IC50 yang didapatkan yaitu sebesar 8,27 g/mL.36 

Flavonoid yang terkandung dalam ekstrak bakau merupakan suatu senyawa polifenol yang terdiri dari 

15 atom karbon dan memiliki mekanisme kerja sebagai antioksidan dengan menstimulasi enzim superoksida 
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dismutase (SOD) dan catalase (CAT) melalui peningkatan sintesis Nrf2 sehingga mengakibatkan berkurangnya 

jumlah radikal bebas. Mekanisme kerja lain dari flavonoid yaitu dengan menyumbangkan atom hidrogen yang 

berasal dari cincin aromatiknya ke radikal bebas sehingga mengurangi radikal bebas yang memiliki sifat toksik, 

kemudian menghasilkan radikal flavonoid yang lebih stabil dan tidak toksik. Potensi antioksidan ini terjadi 

karena senyawa flavonoid memiliki stuktur stabil yang memungkinkan untuk mengurangi radikal bebas yang 

sangat reaktif menjadi radikal aroksil yang kurang reaktif.37 

Selain mengandung flavonoid, ekstrak etanol kulit biji dan buah bakau juga mengandung alkaloid 

yang merupakan salah satu senyawa metabolit sekunder yang mengandng atom nitrogen. Senyawa alkaloid 

pada ekstrak bakau memiliki aktivitas antioksidan dengan mekanisme kerja menghambat sintesis protein dari 

enzim NADPH-oksidase (NOX), menurunkan ekspresi p47phox atau subunit NADPH-oksidase non-enzimatik 

lainnya dan meningkatkan sintesis Nrf2 yang menyebabkan terjadinya peningkatan eskpresi dari dismutase 

superoksida mitokondria (SOD2) dan katalase sehingga terjadi penurunan stres oksidatif.38  

Tanin termasuk golongan senyawa polifenol yang memiliki struktur senyawa stabil yang terdiri dari 

cincin benzena (C6) yang berikatan dengan gugus hidroksil (-OH). Senyawa tanin pada ekstrak bakau memiliki 

mekanisme kerja dengan menyumbangkan atom hidrogennya ke radikal bebas sehingga terjadi reaksi kimia 

yang menyebabkan senyawa yang semula radikal berubah menjadi non radikal.39 

Saponin yang terkandung dalam ekstrak bakau dapat mengurangi radikal superoksida melalui 

pembentukan intermediet hidroperoksida sehingga dapat mencegah kerusakan molekuler akibat adanya 

radikal bebas.40 Menurut penelitian Chen et al. (2014) senyawa saponin memiliki aktivitas antioksidan yang 

ditandai dengan peningkatan kadar SOD dan T-AOC yang menyebabkan terhambatnya pembentukan lipid 

peroksida pada tikus dengan kerusakan hati setelah pemberian ekstrak radix trichosanthis yang mengandung 

senyawa saponin.41 

Senyawa triterpenoid dapat menyumbangkan atom hidrogen (H) sehingga mengubah radikal bebas 

menjadi non reaktif. Senyawa triterpenoid mampu menghambat reaksi ROS, mereduksi ion logam dan 

memodulasi fosforilasi protein yang dihubungkan dengan penghambatan aktivitas enzim dan penghambatan 

peroksidasi lipid.39 

Keuntungan dan Kerugian Pengujian Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH dan FRAP 

Metode DPPH dan FRAP memiliki keunggulan dalam pengujian aktivitas antioksidan, seperti 

kesederhanaan prosedur, waktu analisis yang cepat, dan tidak memerlukan peralatan khusus. Namun, metode 

DPPH memiliki keterbatasan karena radikal DPPH hanya larut dalam pelarut organik, khususnya alkohol, 

sehingga kurang sesuai untuk mengukur antioksidan hidrofilik. Selain itu, radikal DPPH tidak menyerupai 

radikal peroksil yang berperan dalam peroksidasi lipid pada sistem biologis, sehingga kurang representatif 

untuk sampel tertentu. Penggunaannya pada sampel emulsi juga terbatas karena hasil pengujian dapat 

dipengaruhi oleh distribusi antioksidan dalam berbagai fase. Kendala lain pada metode ini adalah 

kemungkinan presipitasi protein dalam larutan alkohol, yang dapat mengganggu hasil pengujian.10,33,35 

Metode FRAP juga memiliki beberapa keterbatasan yang perlu diperhatikan. Senyawa dengan 

potensial redoks lebih rendah dari Fe³⁺/Fe²⁺ dapat berkontribusi pada nilai FRAP, sehingga menghasilkan 

kapasitas antioksidan yang lebih tinggi dari sebenarnya. Metode ini juga tidak dapat mendeteksi antioksidan 

dengan gugus –SH seperti glutation serta senyawa antioksidan yang bekerja melalui transfer hidrogen, seperti 

karotenoid dan beberapa protein. Uji FRAP membutuhkan pH 3,6 untuk menjaga kelarutan kation besi, yang 

dapat menyebabkan presipitasi protein. Keterbatasan lainnya adalah ketidakmampuannya dalam mengukur 

kapasitas antioksidan terhadap berbagai jenis radikal bebas karena tidak menggunakan radikal bebas dalam 

proses pengujiannya. Selain itu, Fe²⁺ dalam metode ini bersifat pro-oksidan dan dapat menghasilkan radikal 

bebas tambahan seperti OH• yang memicu reaksi oksidasi lebih lanjut. Interferensi juga dapat terjadi akibat 

adanya zat yang menyerap pada panjang gelombang pengujian, sehingga mempengaruhi akurasi pengukuran 

absorbansi. 10,33,35 
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SIMPULAN  

Ekstrak etanol kulit biji dan buah bakau (X. granatum) menunjukkan aktivitas antioksidan yang 

signifikan dengan nilai IC50 sebesar 10,83 g/mL dan 4,91 g/mL serta nilai RP50 sebesar 4.455,63 g/mL dan 

15.556,32 g/mL, hasil uji dari metode DPPH dan FRAP. Penggunaan kedua metode ini memberikan gambaran 

komprehensif tentang potensi antioksidan ekstrak, yang dipengaruhi oleh jenis radikal bebas, pelarut, dan 

kondisi pengujian. Hasil ini membuka peluang untuk pengembangan ekstrak bakau sebagai sumber 

antioksidan alami dalam produk kesehatan dan kosmetik.  
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