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Antioxidant Activity Test using DPPH Method on Extract Methanol Sponge 

SSL-060 from Bitung Waters, North Sulawesi 

Farah Dwi Ramadhan 

08061382025104 

ABSTRACT 

Humans have a body defense system in the form of innate antioxidants to fight 

free radical attacks. These radicals often trigger reactions that continue, and if 

they occur in the body, they will damage cells for a long time. This study aims to 

determine the phytochemical screening and characteristics of SSL-060 sponge 

methanol extract and determine antioxidant activity using KLT (dot-blot) and 

DPPH methods against extracts. SSL-060 sponge extraction was obtained by the 

Ultrasonic Assisted Extraction method using methanol solvent p.a., followed by 

evaporation with rotavapor. Based on the results of the study screening, the 

extract showed it had secondary metabolite compounds such as flavonoids, 

alkaloids, triterpenoids, and phenolics. The extract is made in several 

concentrations and tests for antioxidant activity. Antioxidant activity testing with 

an IC50 value for SSL-060 methanol extract showed antioxidant activity of 745,71 

ppm. The antioxidant ability of SSL-060 methanol extract is classified as very 

weak. The IC50 value for the positive control (vitamin C) obtained at 1,414 ppm 

indicates very strong antioxidant activity. The results of the independent T-test 

obtained a value on Sig.(2-tailed) of 0.000, which showed a significant difference 

in free radical capture between SSL-060 methanol extract and vitamin C. 

 

Keywords : antioxidant, DPPH, phytochemical, methanol, IC50 
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Uji Aktivitas Antioksidan dengan metode DPPH pada Ekstrak Metanol 

Sponge SSL-060 dari Perairan Bitung, Sulawesi Utara 

Farah Dwi Ramadhan 

08061382025104 

ABSTRAK 

Manusia memiliki sistem pertahanan tubuh berupa antioksidan bawaan untuk 

melawan serangan radikal bebas, radikal ini seringkali memicu reaksi yang 

berlanjut dan jika itu terjadi di dalam tubuh akan merusak sel secara 

berkepanjangan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui skrining fitokimia dan 

karakteristik ekstrak metanol sponge SSL-060, dan mengetahui aktivitas 

antioksidan menggunakan metode  KLT (dot-blot) dan DPPH terhadap ekstrak. 

Ekstraksi sponge SSL-060 diperoleh dengan metode Ultrasonic Assisted 

Extraction menggunakan pelarut metanol p.a lalu dilanjutkan dengan menguapkan 

dengan rotavapor. Berdasarkan hasil penelitian skrining ekstrak menunjukkan 

memiliki senyawa metabolit sekunder flavonoid, alkaloid, triterpenoid, dan 

fenolik. Ekstrak dibuat dalam beberapa konsentrasi dan uji aktivitas antioksidan. 

Pengujian aktivitas antioksidan dengan nilai IC50 untuk ekstrak metanol SSL-060 

menunjukkan aktivitas antioksidan sebesar 745,71 ppm. Kemampuan antioksidan 

pada ekstrak metanol SSL-060 tergolong kategori sangat lemah. Nilai IC50 untuk 

kontrol positif (vitamin C) didapatkan sebesar 1,414 ppm menunjukkan aktivitas 

antioksidan tergolong sangat kuat. Hasil uji Independent T-test diperoleh Nilai 

pada Sig.(2-tailed) sebesar 0,000 yang menunjukkan adanya perbedaan yang 

signifikan dalam penangkapan radikal bebas antara ekstrak metanol SSL-060 dan 

vitamin C. 

 

Kata kunci : antioksidan, DPPH, fitokimia, metanol, IC50 
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Endogen : Berasal dari dalam tubuh atau diproduksi oleh 

tubuh makhluk hidup 

Fenolik : Kelompok senyawa terbesar yang berperan 

sebagai antioksidan alami pada tubuh  

Filtrat : Larutan hasil penyaringan pada proses pemisahan 

Flavonoid : Senyawa yang terdiri dari 15 atom karbon dengan 

rumus kimia C₆C₃C₆ 

Glutathione Peroxide : Antioksidan enzim dapat menetralkan hidrogen 

peroksida dan lipid hidroperoksida dengan 

pengurangan glutation 

Konsentrasi : Pengukuran yang menyatakan banyaknya 

kandungan zat dalam campuran larutan yang 

dibagi dengan total volume larutan 

Kualitatif : Metode yang fokus pada pengamatan yang 

mendalam 

Oksidasi : Proses pelepasan elektron dari suatu senyawa 

Oksidator : Senyawa yang dapat menarik atau menerima 

elektron 

Operating Time : Waktu yang dibutuhkan senyawa dalam larutan 

untuk bereaksi sebelum terbentuk senyawa yang 

stabil 

Penyakit degeneratif : Kondisi Kesehatan saat tubuh penderitanya 

mengalami penurunan fungsi jaringan dan organ 

Peroksida : Suatu oksida dengan persentase oksigen yang 

lebih besar dalam molekul dan dua atom oksigen 
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yang terhubung satu sama lain 

Radiasi : Pancaran energi melalui materi atau ruang dalam 

bentuk panas, partikel atau gelombang 

elektromagnetik atau cahaya (foton) 

Radikal Bebas : atom yang tidak stabil dan sangat reaktif karena 

kehilangan satu buah elektron dari elektron 

bebasnya 

Replikasi : Suatu Teknik untuk pengulangan dalam studi 

Reduksi : Proses penangkapan elektron pada atom atau 

molekul 

Rendemen : Jumlah ekstrak yang dihasilkan dari ekstraksi 

dalam satu persen (%) 

Steroid : Senyawa organik lemak sterol tidak terhidrolisis 

yang didapat dari hasil reaksi penurun terpen atau 

skualen, dengan rumus dasar terdiri dari 17 atom 

karbon dan 4 buah cincin 

Stres Oksidatif : Ketidakseimbangan yang terjadi secara alami 

antara radikal bebas dan antioksidan di dalam 

tubuh 

Superoxide Dismutase : Pertahanan antioksidan terhadap stres oksidatif 

Exhaust : Jenis kipas angin yang menciptakan udara dan 

membantu sirkulasi udara di dalam ruangan tetap 

bersih dan segar 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

 Radikal bebas merupakan molekul atau atom yang memiliki elektron tidak 

berpasangan, sehingga bersifat sangat reaktif dan memerlukan elektron dari 

molekul lain untuk mencapai stabilitas (Nasution & Rahmah, 2014). Radikal 

bebas dalam jumlah yang wajar memiliki manfaat kesehatan, seperti melawan 

peradangan, membunuh bakteri, dan mengatur tonus otot polos pada pembuluh 

darah serta organ-organ dalam tubuh. Namun, ketika jumlah radikal bebas 

berlebihan, hal ini dapat menyebabkan stres oksidatif. Kondisi stres oksidatif 

terjadi ketika terdapat ketidakseimbangan antara radikal bebas dan antioksidan 

dalam tubuh. Ketidakseimbangan ini dapat menyebabkan kerusakan pada tingkat 

sel dan jaringan, serta berkontribusi pada proses penuaan dan perkembangan 

berbagai penyakit, termasuk diabetes mellitus, penyakit kardiovaskular, dan 

kanker (Yuslianti, 2018). 

Manusia memiliki sistem pertahanan tubuh berupa antioksidan bawaan 

untuk melawan serangan radikal bebas, radikal ini seringkali memicu reaksi yang 

berlanjut dan jika itu terjadi didalam tubuh akan merusak sel secara 

berkepanjangan. Seiring berjalan nya waktu, radikal bebas dapat meningkat 

karena gaya hidup manusia yang berubah dan menghasilkan lebih banyak radikal 

bebas. Faktor-faktor meningkatnya hal tersebut dapat terjadi karena asap rokok, 

stres, pencemaran lingkungan, dan radiasi. Akibatnya, pertahanan alami tubuh 
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terhadap radikal bebas menjadi tidak mencukupi, oleh karena itu tubuh 

membutuhkan lebih banyak antioksidan bersumber dari luar tubuh yaitu eksogen 

yang mampu menjaga reaksi dari radikal bebas (Wahdaningsih et al., 2011).  

Antioksidan berperan krusial dalam menetralkan radikal bebas, yang pada 

gilirannya melindungi manusia dari infeksi dan penyakit degeneratif  (Erlidawati 

et al., 2018). Antioksidan merupakan molekul yang dihasilkan oleh mekanisme 

pertahanan alami tubuh guna menetralisir radikal bebas yang terbentuk. Dengan 

demikian, kemampuan peroksida lipid dan antioksidan sangat penting untuk 

melindungi tubuh yang disebabkan oleh peningkatan radikal bebas (Khani et al., 

2017).  

Masyarakat Indonesia hanya mengetahui sumber antioksidan dari 

tumbuhan, sementara itu sumber antioksidan dari hewan laut belum banyak 

diketahui. Namun, dengan kemajuan teknologi dan pengetahuan, penggunaan 

antioksidan yang berasal dari biota laut juga semakin berkembang, salah satunya 

dengan memanfaatkan sponge laut (Mayefis et al., 2021). Pemanfaatan sumber 

daya biota laut di Indonesia, khususnya dalam bidang farmasi, belum mencapai 

tingkat optimal. Sejumlah penelitian telah berhasil mengisolasi senyawa-senyawa 

metabolit sekunder dengan aktivitas farmakologis dari sponge, namun potensi 

penuh dari sumber daya ini masih belum tergali sepenuhnya. 

Sponge menjadi salah satu hewan yang hidup menetap dan menempel, 

sponge sering ditemukan di perairan yang berarus tenang dan terkena sinar 

matahari (Sari et al., 2021), hal ini dapat dikatakan sponge bergantung pada 
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lingkungan perairan tempat tumbuhnya. Lingkungan sponge terpapar oleh stres 

oksidatif seperti radiasi ultraviolet dari sinar matahari, suhu, dan polusi. Keadaan 

tersebut berpotensi meningkatkan konsentrasi senyawa radikal, dalam mengurangi 

dampaknya atau melindungi diri, sponge menyesuaikan metabolisme mereka dan 

memicu produksi berbagai senyawa aktif. Salah satu sumber antioksidan alami 

yang berpotensi untuk penelitian lebih lanjut adalah sponge laut. Sponge laut 

termasuk dalam kelompok organisme biota yang hidup menetap di dasar perairan, 

dan dapat ditemukan di berbagai ekosistem, baik di laut maupun air tawar (Hadi, 

2018).  

Kandungan metabolit senyawa yang dapat ditemukan menurut Rumagit et 

al (2015) dalam jenis sponge Lamellodysidea herbacea berupa positif 

mengandung saponin, tanin, alkaloid, steroid, dan flavonoid yang bersifat sebagai 

antioksidan. Penelitian sebelumnya membuktikan bahwa sponge memproduksi 

senyawa antioksidan seperti pada Ekstrak etanol sponge Lamellodysidea herbacea 

memiliki IC50 85,10 µg/mL dengan kategori aktivitas antioksidan yang kuat 

(Rumagit et al., 2015). Ekstrak etanol 96% sponge Stylissa sp memiliki rata-rata 

IC50 sebesar 90,83% dengan kategori aktivitas antioksidan yang kuat 

(Sukmaningrum et al., 2021).  

Penelitian mengenai ekstraksi metanol dari sponge SSL-060 dilakukan 

menggunakan metode ekstraksi yang dibantu Ultrasound. Pendekatan ini 

memanfaatkan prinsip efek gelombang ultrasonik untuk meningkatkan 

kemampuan penetrasi cairan ke dalam dinding membran sel. Dengan demikian, 
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proses ini berkontribusi pada pelepasan komponen sel yang signifikan 

(Adhiksana, 2017). Pelarut yang dipilih untuk keperluan penelitian ini adalah 

metanol, dipilih karena berdasarkan analisis kebutuhan eksperimental, metanol 

dianggap sebagai pelarut yang paling sesuai. menurut Edison et al., (2020) pelarut 

ini mampu mengikat senyawa yang bersifat polar maupun nonpolar. 

Berdasarkan uraian tersebut, penelitian yang akan dilakukan ini dengan 

tujuan mengetahui pengkajian terkait ekstrak metanol sponge SSL-060 sebagai 

antioksidan. Maka dilakukan uji aktivitas antioksidan terhadap ekstrak metanol 

sponge SSL-060 yang diekstraksi menggunakan Ultrasound Assisted Extraction 

(UAE). Penelitian ini menggunakan pelarut metanol p.a. dalam prosesnya dan 

juga menjalankan analisis skrining aktivitas antioksidan dengan pendekatan 

metode dot-blot. Tujuan utama dari langkah ini adalah untuk mengevaluasi 

tingkat aktivitas antioksidan pada ekstrak metanol SSL-060. Metode yang dipilih 

untuk mengetahui aktivitas antioksidan adalah metode peredaman radikal bebas 

DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl). Sehingga pada penelitian ini diharapkan 

sponge SSL-060 dapat mempunyai potensi aktivitas antioksidan berdasarkan 

parameter nilai IC50. 

1.2 Rumusan Masalah 

1. Bagaimana skrining fitokimia dan karakterisasi pada ekstrak metanol 

sponge SSL-060? 

2. Bagaimana hasil uji skrining antioksidan ekstrak metanol sponge SSL-

060 dengan metode KLT dot-blot? 
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3. Bagaimana nilai IC50 ekstrak metanol sponge SSL-060 dan apakah 

memiliki potensi aktivitas antioksidan dengan metode DPPH? 

1.3 Tujuan 

1. Mengetahui skrining fitokimia dan karakterisasi pada ekstrak metanol 

sponge SSL-060  

2. Mengetahui hasil uji skrining antioksidan ekstrak metanol sponge 

SSL-060 dengan metode KLT dot-blot 

3. Mengetahui nilai IC50 terhadap ekstrak metanol sponge SSL-060 dan 

mengetahui potensi aktivitas antioksidan dengan metode DPPH 

1.4 Manfaat 

 Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat menjadi data penunjang, sumber 

ilmu dan memberikan informasi baik menambah wawasan bagi masyarakat umum 

maupun untuk penelitian selanjutnya dalam pengembangan mengenai aktivitas 

antioksidan Sponge SSL-060 dalam penangkalan radikal bebas. 
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