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Abstrak  

Radikal bebas yang berlebih dapat menyebabkan stres oksidatif yang memicu berbagai penyakit seperti 

kanker, diabetes, dan penuaan dini. Antioksidan berperan penting untuk menetralkan radikal bebas, salah 

satunya terdapat pada brokoli (Brassica oleracea). Penelitian ini menggunakan metode eksperimental 

laboratorium murni dengan melakukan pengamatan aktivitas antioksidan dari ekstrak sari murni brokoli pada 

beberapa durasi penyajjian perebusan dengan konsentrasi 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400 ppm, 500 ppm. 

Uji kualitatif dilakukan dengan pemeriksaan flavonoid dan uji kuantitatif dengan metode DPPH menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis dengan dilakukan 3 kali pengulangan. Sayur brokoli terbukti mengandung senyawa 

antioksidan dengan uji flavonoid positif dengan ditandai perubahan warna dari merah bata menjadi orange. 

Nilai IC50 sayur brokoli dengan penyajian perebusan dengan durasi 2 menit (363 ppm), durasi 4 menit (337 

ppm), dan durasi 6 menit (304 ppm). Aktivitas antioksidan sayur brokoli pada penyajian perebusan dengan 

durasi 2 menit dikategorikan lemah, durasi 4 menit dikategorikan lemah, dan durasi 6 menit dikategorikan 

lemah. 

Kata Kunci: Radikal bebas, sayur brokoli, antioksidan, flavonoid 

 

Abstract 

Excess free radicals can cause oxidative stress that triggers various diseases such as cancer, diabetes, and 

premature aging. Antioxidants play an important role in neutralizing free radicals, one of which is found in 

broccoli (Brassica oleracea). This study uses a pure laboratory experimental method by observing the 

antioxidant activity of broccoli pure juice extract at several boiling cooking durations with concentrations of 

100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400 ppm, 500 ppm. Qualitative tests were carried out by flavonoid examination 

and quantitative tests by the DPPH method using a UV-Vis spectrophotometer with 3 repetitions. Broccoli 

vegetables are proven to contain antioxidant compounds with a positive flavonoid test marked by a color 

change from brick red to orange. IC50 values of broccoli vegetables with boiling serving with a duration of 2 

minutes (363 ppm), a duration of 4 minutes (337 ppm), and a duration of 6 minutes (304 ppm). The 

antioxidant activity of broccoli vegetables in the serving of stew with a duration of 2 minutes was categorized 

as weak, the duration of 4 minutes was categorized as weak, and the duration of 6 minutes was categorized as 

weak. 
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PENDAHULUAN 

Radikal bebas adalah molekul yang 

memiliki satu atau lebih elektron tidak 

berpasangan di orbit terluarnya, dan tidak stabil 

serta sangat reaktif.(Pratama and Busman, 2020) 

Menyebabkan stres oksidatif  yang akan 

mengakibatkan berbagai penyakit seperti 

neurodegeneratif, diabetes, penyakit 

kardiovaskular, penuaan dini, dan bahkan 

kanker(Arnanda and Nuwarda, 2019)
 , 

(Yuslianti, 

2017). Beberapa radikal bebas bisa berasal dari 

luar tubuh dan bisa juga terbentuk di dalam tubuh. 

Di dalam tubuh terjadi pembentukan radikal bebas 

dari sisa metabolisme, dalam mitokondria terjadi 

fosforilasi oksidatif untuk menghasilkan energi 

pada sisa metabolisme yaitu ROS (reactive oxygen 

species) ini dapat dinetralisir oleh 

antioksidan.(Wibawa, Wati and Arifin, 2020) 

Antioksidan diproduksi secara alami di dalam 

tubuh (antioksidan endogen) dan ada pula yang 

berasal dari luar tubuh (antioksidan eksogen). 

Antioksidan alami yang terdapat dalam 

tubuh (endogen) berupa enzim contohnya katalase, 

peroksidase, glutathione, dismutase serta 

superoksida(Adiprahara Anggarani, Ilmiah and 

Nasyaya Mahfudhah, 2023). Antioksidan dari luar 

tubuh/antioksidan eksogen bisa bersumber dari 

buah-buahan, sayur-sayuran, atau kacang-

kacangan.(Nurkhasanah et al., 2023) Salah satu 

sayur yang mengandung antioksidan ialah brokoli 

(brassica oleracea), kelompok tanaman kubis yang 

banyak mengandung mikronutrien antara lain 

adalah flavonoid, fenol, vitamin E, zat besi serta 

kalsium.(A, 2020)
 , 
(Fitriana and Frisella, 2024) 

 

METODE  

Penelitian ini merupakan penelitian murni 

eksperimental di laboratorium yang dilakukan di 

laboratorium dengan mengamati aktivitas 

antioksidan dan pemeriksaan flavonoid pada sayur 

brokoli (Brassica oleracea) menggunakan 

spektrofotometri UV-Vis metode DPPH (2,2-

diphenyl-1-picrylhdrazyl).(Marthen, Mariwy and 

Untailawan, 2023) Penelitian ini dilaksanakan 9 

september – 27 september 2024.  

Dalam penelitian ini menggunakan sampel 

ekstrak murni brokoli (Brassica oleracea) dengan 

beberapa durasi perebusan dilakukan 3 kali 

pengulangan dengan mengukur serapan 

maksimum larutan DPPH kemudian mencari 

operating time untuk menentukan lama waktu 

pengukuran stabil sampel dalam mereduksi radikal 

bebas DPPH selama 30 menit.(ÖZER, 2021) 

Instrumen Penelitian 

Alat  

Alat-alat yang dipakai pada penelitian ini ialah 

bola hisap, kertas saring, kertas perkamen, gelas 

ukur, corong gelas, juice extractor, beaker glass, 

batang pengaduk, aluminium foil, labu ukur 5 mL; 

25 mL; 100 mL, spuit 1 mL; 3 mL, serbet, panci 

listrik goto electric multifunction minipan HOPO, 

spektrofotometri UV-Vis, cawan, spatula, tisu, 

pipet tetes, neraca analitik, matt 

pipet.(Ompusunggu and Daeli, 2024) 

 

Bahan 

Bahan yang dipakai pada pengujian ini ialah air 

panas mendidih, bubuk magnesium, amyll alkohol, 

HCl pekat, etanol p.a (pro analisis), methanol p.a, 

larutan DPPH (2,2- diphenyl-l-picrylhydrazyl), 

ekstrak sari murni sayur brokoli (Brassica 

oleracea). 

 

 
Gambar 1. Pembuatan ekstrak murni brokoli 

 

Klasifikasi Antioksidan 

Menurut lung dan destiani (2017) 

klasifikasi antioksidan IC50 dibagi menjadi:<50 

ppm (sangat kuat) 50-100 ppm (Kuat), 100-250 

ppm (Sedang), 250-500 ppm (Lemah), > 500 ppm 

(sangat lemah) (Ifa Nurhasanah, 

2022)
,
(Susiloningrum and Mugita Sari, 2021). 

Besarnya % peredaman DPPH dapat dihitung 

dengan: 

 

% Peredaman DPPH =  

 

Keterangan:  

Akontrol = Absorbansi tidak mengandung sampel  

Asampel = Absorbansi sampel 

 

 

 

 

absorbansi kontrol – absorbansi 

sampel x 100 
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Prosedur Kerja 

1. Mengurus surat izin penelitian dilaboratorium 

farmasi analisis USU 

2. Pencarian sayur brokoli di swalayan dan di 

pasar tradisional. 

3. Pembelian sayur brokoli yang berwarna hijau 

dan segar  

4. Pembersihan sayur brokoli yang harus bebas 

dari kotoran, hama, dan ulat yang bersembunyi 

di sela brokoli sehingga harus di rendam 

menggunakan air hangat selama 10 menit dan 

di bilas dengan air yang mengalir setelah itu 

ditiriskan.  

5. Persiapan sampel:  

a. Penyajian Mentah : sayur brokoli yang 

sudah dibersihkan, ditiriskan kemudian 

dipotong beberapa bagian dan dihaluskan 

dengan  juice extractor, ditimbang 500 

gram. 

b. Penyajian rebus: timbang terlebih dahulu 

sayur brokoli  sebanyak 500 gram, potong 

sayur brokoli hingga beberapa bagian lalu 

masuk kan kedalam air yang mendidih 

dengan suhu (100ºC).  

c. Pembuatan maserasi: sayur brokoli yang 

sudah di rebus menggunakan suhu (100ºC) 

lalu dicampurkan dengan etanol setelah itu 

sampel dihaluskan menggunakan juice 

extractor, kemudian dimasukkan kedalam 

wadah dan dimaserasi dan direndam 

dengan ethanol dengan waktu 2 kali 24 

jam dengan sesekali diaduk. Setelah itu 

saring menggunakan kertas saring dicawan 

lalu diuapkan hingga sedikit mengering 

tunggu selama 3 menit untuk mendapatkan 

filtratnya  

6. Pembuatan ekstrak etanol brokoli oleh peneliti 

dan tim laboratorium Farmasi Analisis USU. 

Setelah mendapatkan filtratnya lalu 

dimasukkan ke dalam labu ukur yang gelap 

dan tertutup agar kadar antioksidan tidak 

teroksidasi dengan cepat sebanyak 0,5 ml. 

7. Uji flavonoid: 

Campurkan 0,2 g logam Mg ke dalam 15 mL 

ekstrak etanol brokoli lalu ditetesi 2 tetes HCl 

pekat dan 3 tetes amy alkohol dan diaduk 

dengan kuat, jika terdapat perubahan warna 

kuning jingga atau merah jingga menunjukan 

adanya flavonoid. 

8. Uji aktivitas antioksidan: 

a. Pembuatan LIB I DPPH dengan 

konsentrasi 200 ppm 

Sebanyak 20 mg DPPH timbang kedalam 

labu ukur 100ml, dengan metanol 

dilarutkan dan cukup sampai garis tanda. 

Dan homogenkan sehingga memperoleh 

larutan DPPH dengan konsentrasi 200 

ppm. 

b. Pembuatan LIB II DPPH dengan 

konsentrasi 40 ppm 

Sebanyak 5 ml diambil larutan DPPH 

dengan konsentrasi 200 ppm, dan 

dimasukkan dalam labu ukur 25 ml, lalu 

ditambahkan metanol hingga garis tanda 

dan homogenkan (konsentrasi 40 ppm).  

c. Penentuan Panjang Gelombang Serapan 

Maksimun DPPH  

Larutan DPPH sebanyak 40 ppm 

konsentrasi yang dimasukkan kedalam 

kuvet ditempatkan pada spektrofotometer 

UV-Vis , Pada gelombang 400-800 nm.  

d. Penentuan waktu kerja (operating time) 

Larutan DPPH untuk konsentrasi 40 ppm 

masukkan ke dalam kuvet dan serapannya 

lalu diukur setiap menit selama 60 menit 

pada panjang gelombang 516 nm dan akan 

diamati waktu ketika larutan mulai 

menunjukkan serapan stabil, akan 

digunakan sebagai pengukuran waktu 

kerja (operating time) untuk prosedur 

selanjutnya. 

e. Pembuatan LIB sampel uji  

Terdapat 25 mg masing-masing ekstrak 

yang ditimbang lalu dilarutkan kedalam 

masing-masing labu ukur 25 mL dengan 

metanol dan volumenya dicukupkan 

metanol sampai garis tanda (konsentrasi 

1000 ppm). 

9. Uji aktivitas perendaman radikal bebas ekstrak 

etanol sayur brokoli 

Larutan induk akan dimasukkan dalam labu ukur 5 

mL dengan dipipet sebanyak 0,5 ml; 1 ml; 1,25 

ml; 1,5 ml (untuk memperoleh konsentrasi 100 

ppm, 150 ppm, 200 ppm, 250 ppm, 300 ppm), 

kemudian menambahkan 1 mL larutan DPPH 

dengan konsentrasi 200 ppm ke masing-masing 

labu ukur kemudian dicukupkan volumenya 

dengan metanol sampai garis tanda, diinkubasi 

selama 30 menit pada ruang gelap, lalu diukur 

serapannya pada panjang gelombang maksimum 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis. 

10. Mencatat hasil spektrofotometer dan 

melakukan konsultasi dari hasil pengolahan 

data dengan tenaga ahli untuk mendapat nilai 

IC50 dari setiap sampel. 
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HASIL DAN PEMBAHASAN  

Berdasarkan hasil penelitian bahwa 

penambahan pereaksi seperti bubuk Magnesium 

yang dapat mereduksi senyawa flavonoid 

kemudian pereaksi amyl alkohol dan HCl pekat 

akan menghidrolisis flavonoid menjadi aglikon 

sehingga terbentuk buih dengan intensitas yang 

banyak serta terjadi perubahan warna menjadi 

orange dari terbentuknya garam(Anugrah 

P.M.D.Kamoda1, Maria Nindatu2, 

2021)
,
(Suharyanto and Prima, 2020)

,
(Nurmila, 

Sinay and Watuguly, 2019). 

Pada uji  aktivitas antioksidan mengunakan 

spektrometri UV-Vis diperoleh hasil terbaik pada 

konsentrasi 500 ppm dengan durasi perbusan 5 

menit didapati hasil nilai absorbansi 0,20 mg ak/L 

dan % peredaman sebesar 70,06 %. Hal ini 

menunjukan kemampuan antioksidan yang 

terkadung dalam tomat dapat meredam 70,06% 

dari total radikal bebas. Perhitungan nilai IC50 

tomat pada durasi perbusan 2 menit (363 ppm),  

menit ke 4 (337 ppm) dan menit ke 6 (304 ppm). 

Hasil terbaik diperoleh pada perebusan brokoli 

menit ke 6 dengan aktivitas antioksidan kategori 

lemah. Dari hasil ini menunjukan bahwa 

perbedaan waktu dan suhu perebusan(Mahardani 

and Yuanita, 2021). 

Proses perebusan merupakan pengolahan 

sederhana yang banyak dilakukan, dengan teknik 

perebusan dapat membantu memecahkan dinding 

sel dan struktur jaringan tanaman. Pada penelitian 

yang dilakukan oleh Yuliani dkk, menyatakan 

bahwa untuk senyawa fenol dapat terdegradasi 

akibat pemanasan dengan durasi 5 menit pada suhu 

100
o
C(Aisyah, Rasdiansyah and Muhaimin, 

2014)
,
(Mahardani and Yuanita, 2021)

 
. Ketika 

dipanaskan melalui proses perebusan, suhu panas 

dari air yang mendidih akan menyebabkan 

kerusakan pada dinding sel dan membran plasma, 

sehingga air perebusan yang masuk ke dalam 

dinding sel dapat membuat pengurangan terhadap 

senyawa fenol, yang secara umum diketahui tidak 

tahan terhadap suhu tinggi, yaitu 100°C(Šola et al., 

2023). 

 

Hasil Penelitian 

Berdasarkan hasil uji flavonoid pada brokoli 

secara kualitatif dengan menambahkan prekasi 

bubuk magnesium, HCl pekat dan amyl alkohol 

pada brokoli terjadi adanya perubahan warna dari 

merah bata menjadi orange yang yang menyatakan 

positif mengadung flavonoid(Lutfiyati et al., 

2017). 

Berikut gambar hasil uji flavonoid yang 

menampilkan perubahan warna secara aktual di 

laboratorium. 

                          
(a)                               (b) 

 

Gambar 1. Hasil uji flavonoid 

 

 

Tabel 1. Data Uji Flavonoid 

 

 

 

Pada uji  aktivitas antioksidan mengunakan 

spektrometri UV-Vis diperoleh hasil terbaik pada 

konsentrasi 500 ppm dengan durasi perbusan 6 

menit didapati hasil nilai absorbansi 0,320 mg/L 

dan % peredaman sebesar 70,06 %. Hal ini 

menunjukan kemampuan antioksidan yang 

terkadung dalam tomat dapat meredam 70,06 % 

dari total radikal bebas. Perhitungan nilai IC50 

brokoli pada durasi perbusan 2 menit (363 ppm),  

menit ke 4 (337 ppm) dan menit ke 6 (304 ppm). 

Hasil terbaik diperoleh pada perebusan tomat 

menit ke 6 dengan aktivitas antioksidan kategori 

lemah. 

Berikut tabel hasil pengujian penelitian di bawah 

ini: 

 

Tabel 2. Nilai IC50 

Durasi 

(menit) ke 

Nilai 

IC50 

Rata-Rata 

nilai IC50 

Kategori 

 

2 

340 ppm  

363 ppm 

 

Lemah 370 ppm 

380 ppm 

 

4 

347 ppm  

337 ppm 

 

Lemah 330 ppm 

335 ppm  

 

6 

275 ppm  

304 ppm 

 

Lemah 347 ppm 

291 ppm 

Sampel 

Uji 

Flavonoid 

Kualitatif 

Pereaksi 

Perubahan 

Dengan 

Pereaksi 

Hasil 

UJi 

Flavonoid 

Sayur 

Brokoli 

Fotokimia Mg + 

HCl 

Pekat + 

Amyl 

Alkohol 

Merah 

bata  

Orange 

 

 

+ 
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SIMPULAN 

Berdasarkan hasil analisis dan 

pembahasan mengenai aktivitas antioksidan 

brokoli (Brassica oleracea) pada beberapa durasi 

perebusan dengan menggunakan metode DPPH 

(1,1-diphenil-2-picrylhydrazil), dapat disimpulkan 

bahwa brokoli pada uji flavonoid terkandung 

senyawa antioksidan yang ditandai positif 

flavonoid. Brokoli yang direbus dengan durasi 6 

menit memiliki aktivitas antioksidan sedikit lebih 

baik dari perebusan 2-3 menit.   
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