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ABSTRAK

Onchidid snail (Onchidium typhae) is a species in the gastropod class that can be found in the coastal areas
of Buton Island and also Madura and West Kalimantan. Onchidid snails are known to contain secondary
metabolites in the form of steroids which have potential as antioxidants. This study discusses antioxidant
activities in onchidid snails using the DPPH (1,1-diphenyl-2-pikrilhirazil) method using methanol as a solvent
and also screening tests for metabolic compounds in extracts using phytochemical tests on extracts which
include tests for steroids, alkaloids, and steroids. The test results showed that the onchidid snail methanol
extract contained secondary metabolic compounds from the alkaloid and steroid groups which were
characterized by a positive reaction. The results of the antioxidant test using the DPPH method with the
comparator compound vitamin C. The study showed that the antioxidant activity of the onchidid snail
methanol extract was expressed by an ICsy value of 92.045 which was categorized as a strong antioxidant.
Keywords: Onchidium typhae, DPPH, Phytochemical.

Abstrak

Siput Onchidid (Onchidium typhae) merupakan spesies dalam kelas gastropoda yang dapat
ditemukan di daerah pesisir pulau Buton dan juga Madura dan Kalimantan Barat.. Siput onchidid diketahui
memiliki kandungan metabolit sekunder berupa steroid yang dapat berpotensi sebagai antioksdian. Penelitian
ini membahas tentang uji antioksidan di dalam siput onchidid dengan metode DPPH (1,1- diphenil-2-
pikrilhirazil) dengan menggunakan pelarut methanol dan pengujian skrining senyawa metabolik ekstrak
dengan uji fitokimia pada ekstrak yang meliputi uji steroid, alkaloid, dan steroid. Hasil pengujian didapat
bahwa ekstrak metanol siput onchidid memiliki terdapat senyawa metabolik sekunder dari golongan alkaloid
dan steroid yang ditandai dengan reaksi positif. Hasil uji antioksidan dengan metode DPPH dengan senyawa
pembanding vitamin C. Penelitian menunjukkan besar aktivitas antioksidan ekstrak metanol siput onchidid
yang dinyatakan dengan nilai ICso sebesar 92,045 yang dikategorikan antioksidan kategori kuat.
Kata Kunci: Onchidium typhae, DPPH, Fitokimia.

1. PENDAHULUAN

Salah satu proses penuaan disebabkan proses foto oksidasi yang meliputi pelepasan Reactive Oxygen Species
(ROS) oleh kromofor yang menyerap sinar ultraviolet [1]. Peningkatan radikal bebas yang melebihi normal,
menyebabkan berkurangnya antioksidan yang berfungsi untuk menetralisir reactive oxygen species (ROS.
Antioksidan merupakan suatu substansi yang pada konsentrasi kecil secara signifikan mampu menghambat
atau mencegah oksidasi yang dapat menimbulkan kerusakan terhadap lemak, struktur sel, dan DNA [2][3].
Siput onhcidid dengan nama spesies onchidium typhae memiliki dalam cakupan Filum Mollusca, kelas
Gastropoda , ordo Systellommatophora, famili Onchidiidae, dan genus Onchidium memiliki habitat di
perairan air payau seperti wilayah brunei, kalimantan barat dan wilayah timur indo-pasifik [4]. Penelitian
sebelumnya yang membahas tentang siput onchidid ini menjabarkan bahwa senyawa metabolit yang dimiliki
ekstrak siput onchidid mengandung senyawa alkaloid [5]. Kandungan senyawa pada penelitian yang
membahas tentang moluska jenis spitu laut dengan spesies Discodoris. Sp juga telah menjabarkan adanya
kandungan steroid yang dikandung oleh hewan jenis siput laut dengan uji aktivitas dari kandungan metabolit
sekundernya [6]. Dalam sebuah karya ilmiah penelitian siput laut berdasarkan pengalaman empiris
masyarakat daerah pamekasan Madura dikenal dengan nama lokal “kok-okok” mempunyai manfaat sebagai
bahan pangan dan obat dalam penyembuhan penyakit borok, penyakit punggung dan dapat meningkatkan
stamina. Penelitian yang dilakukan Nurjannah mechidinyatakan adanya kandungan antioksidan dengan nilai
ICso dalam ekstrak siput laut jenis Discodorris. Sp terhadap DPPH sebesar 150,92 ppm [7]. Adapun dalam
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penelitian Hafilludin ekstrak siput laut jenis Discodorris. Sp memiliki kandungan antioksidan dengan
senyawa yang berperan sebagai antioksidan adalah skualen [6] dimana ekstraksi pada penelitian ini dilakukan
dengan metode maserasi untuk menghindari adanya kerusakan bahan dan senyawa yang disebabkan oleh
suhu tinggi sehingga memperoleh hasil ekstrak yang maksimal. Penelitian tentang aktivitas antioksidan siput
laut (Discodoris sp.) perairan pulau Buton menjabarkan pengujian aktivitas antioksidan dengan pelarut
metanol menggunakan metode DPPH dilakukan pada panjang gelombang rentang 520-560 nm [7].

2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Kandungan Senyawa Siput Laut

Nama spesies adalah Siput laut (Onchidium typhae) dengan klasifikasi Kingdom Animalia, Filum Mollusca,
Kelas Gastropoda, Ordo Systellommatophora, Famili Onchidiidae, Genus Onchidium , Spesies Onchidium
typhae [4].

Gambar 1. Siput Laut (Onchidium typhae)

Biota laut ialah berbagai macam tumbuhan serta binatang yang terdapat di laut. Indonesia adalah negara yang
mempunyai daerah bahari yang lebih luas dibandingkan dengan luas daratannya. Berdasarkan pengalaman
nyata siput laut telah sejak lama dipergunakan oleh masyarakat Indonesia khususnya di masyarakat yang
tinggal di wilayah pantai. Menurut masyarakat siput laut dipergunakan untuk bahan pangan, maupun obat
untuk menyembuhkan penyakit borok, dan dapat dipergunakan sebagai jamu untuk mengobati penyakit
punggung dan menambah stamina [8]. Penelitian ini menunjukkan bahwa pada uji khasiat serbuk kering siput
laut pada objek penelitian kelinci New Zealand White dengan kurun waktu 12 minggu siput laut dapat
menurunkan kadar kolesterol total, trigliserida, LDL, dan menambah HDL. Dalam disertasi ini disebutkan
bahwa siput laut berpotensi selain sebagai antioksidan juga berpotensi sebagai anti kolesterol [7]. Siput laut
diketahui berpotensi sebagai sumber protein, lemak dan mineral. Hasil rendemen ekstrak kasar terbesar pada
ekstrak etanol 5,08% (daging) dan 6,97% (jeroan) dengan senyawa kimia yang ditemukan yaitu : alkaloid,
steroid, saponin, molisch dan ninhidrin. Kandungan dengan aktivitas antioksidan (ICso) tertinggi pada daging
yang diekstraksi dengan etanol yaitu 150,92 ppm dan senyawa yang dianggap memiliki aktivitas antioksidan
yaitu skualen [6].

2.2. Mekanisme kerja Antioksidan

Mekanisme kerja antioksidan dengan cara menghambat lipid, dan akhirnya radikal bebas akan berubah ke
bentuk yang lebih stabil dan tidak perlu mengganggu senyawa lain [9]. Dikutip berdasarkan penelitian.
Mekanisme antioksidan dapat terjadi meliputi : 1) Pemutusan produksi radikal bebas, 2) Detensi radikal
bebas, 3) Konversi radikal bebas yang reaktif menjadi kurang reaktif, 4) Pemberhentian produksi metabolit
sekunder toksik serta mediator inflamasi, 5) Pemberhentian perpanjangan rantai yang berasal dari proses
oksidasi, 6) Perbaikan yang dilakukan kepada molekul yang rusak, dan 7) inisiasi dan menambah sistem
pertahanan tubuh dengan antioksidan endogen [10].
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2.3. Uraian Uji DPPH (1,1- diphenil-2-pikrilhirazil)

Metode pengujian aktivitas antioksidan yang paling banyak digunakan yaitu metode DPPH dimana senyawa
DPPH merupakan senyawa yang stabil di suku kamar. Tahapan yang terjadi yaitu DPPH berperan sebagai
radikal bebas dimana senyawa direndam dengan antioksidan dan membentuk senyawa 1,1 difenil-2-pikril
hidrazin [ 10]. Elektron yang tidak berpasangan dalam suatu senyawa DPPH dapat memberikan absorbsi yang
kuat dengan panjang gelombang A = 517 nm yang ditandai dengan terbentuknya warna ungu dan jika
senyawa DPPH direaksikan dengan suatu antioksidan dan akan memberikan warna kuning dan sifat
senyawanya stabil. Warna kuning yang dihasilkan pada saat direaksikan dengan antioksidan terjadi karena
antioksidan memberikan satu elektronnya pada senyawa DPPH dan intensitasnya dapat diukur dengan
spektrofotometri [11]. Reaksi tersebut dapat dijelaskan pada gambar berikut; Secara umum untuk mengukur
parameter yang dipakai dalam menunjukkan aktivitas antioksidan dengan menggunakan harga konsentrasi
koefisien atau Efficient Concentration (ECso) atau Inhibitory Concentration (ICs0). Untuk mengukur daya
antioksidan diantaranya dengan melihat nilai yang menggambarkan besaran konsentrasi dari ekstrak uji yang
berpotensi menangkap radikal bebas 50% (ICso) dengan menggunakan persamaan garis regresi linear yang
dapat menggambarkan hubungan antara aktivitas penangkap radikal bebas rata-rata (Y) dan konsentrasi
senyawa sampel (X) [12]. Antioksidan dapat dihitung aktivitasnya dalam penangkapan radikal DPPH dengan
perhitungan rumus sebagai berikut :

% perendaman = Absorbansi Blangko — Absorbansi Sampel x 100%

Absorbansi Blangko

Analisis data selanjutnya yaitu dihitung dengan menggunakan persamaan regresi linear dengan menggunakan
rumus Y=a + bX dimana hasil akhir yang didapat dapat diproses dalam mendapatkan nilai ICso [13]. Senyawa
DPPH selain memberikan keuntungan dalam hal kestabilan pada saat penyimpanannya dimana sangat stabil
dan dapat disimpan dengan jangka waktu yang lama, senyawa DPPH juga sangat mudah diamati
perubahannya [14].

2.4. Ekstaksi

2.4.1. Pengertian ekstraksi

Ekstraksi merupakan teknik pemisahan senyawa target dan zat sampingannya dimana ekstraksi dilakukan
berdasarkan perbedaan distribusi zat terlarut antara dua pelarut atau lebih yang saling bercampur. Secara
umum zat terlarut yang di ekstrak tidak larut atau sedikit larut dengan suatu pelarut namun mudah larut di
dalam pelarut yang lain. Metode ekstraksi secara umum dibedakan berdasarkan ada tidaknya dari suatu
tahapan proses pemanasan. Ekstraksi dingin yang tidak melalui proses pemanasan terbagi menjadi maserasi,
dan perkolasi sedangkan ekstraksi panas diantaranya yaitu reflux, soxhlet, dan infusa [15].

2.4.2. Maserasi

Maserasi merupakan metode ekstraksi sederhana dimana adanya proses perendaman serbuk simplisia dalam
cairan penyari. Maserasi dapat dilakukan secara berulang sehingga adanya keseimbangan konsentrasi antara
bagian luar sel dan bagian dalam sel. Adanya cairan penyari yang akan menembus sel dan masuk ke dalam
rongga sel yang mengandung zat aktif dimana zat aktif tersebut akan terlarut dikarenakan adanya perbedaan
konsentrasi antara larutan zat aktif di dalam sel dan di luar sel, maka larutan dengan kepekatan yang lebih
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besar akan terdesak ke luar sel sehingga terjadi pemisahan senyawa target (26). Penelitian sebelumnya
dengan simplisia siput laut dilakukan maserasi 1x24 jam dalam suhu ruang kemudian dilakukan penyaringan,
dan dihasilkan filtrate siput laut dan melalui proses evaporasi hingga menjadi ekstrak kental metanol siput
laut [6].

3. METODE PENELITIAN

3.1. Alat dan Bahan

3.1.1. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat gelas, ayakan, batang pengaduk, cawan evaporator,
hot plate (Lab Companion), kertas saring, kompor, mortar, neraca analitik (Ohaus Pioneer), oven (Modena),
pipet tetes, rotary evaporator (Buchi R-100), spektrofotometri UV-Vis, stamper, viskometer Brookfield
(Ametek).

3.1.2. Bahan

Beberapa formulabahan yang digunakan : Daging siput laut utuh, DPPH, HCI pekat, magnesium, metanol

3.2. Populasi Sampel

Metode simplex lattice design yang digunakan untuk optimasi formula pada berbagai jumlah komposisi Siput
laut (Onchidium typhae) diperoleh di daerah perairan yang ada di wilayah Kalimantan Barat.. Sampel yang
digunakan dalam penelitian ini adalah bagian daging utuh yang diduga memiliki aktivitas antioksidan.

3.3. Teknik Pengelolaan Sampel

3.3.1. Pengelolaan Serbuk Siput Laut

Sampel siput laut dicuci hingga beberapa kali pencucian hingga lendir pada permukaan luar siput laut hilang,
kemudian sampel dimasukkan dalam air mendidih selama 15 menit. Langkah selanjutnya siput laut
dipisahkan antara daging dan jeroannya kemudian dagingnya dicuci kembali untuk diproses lebih lanjut.
Daging siput laut kemudian diletakkan dalam wadah yang lebar dibawah sinar matahari langsung pada siang
hari, dan dimasukkan ke dalam oven pada saat malam hari di suhu 60-70°C hingga kadar air dalam daging
siput laut berkurang. Kemudian siput laut kering di blender hingga menjadi serbuk simplisia yang siap di
ekstraksi.

3.3.2. Pembuatan Ekstrak Metanol Siput Laut

Serbuk yang telah diproses kemudian ditimbang dan diekstraksi dengan metode maserasi, dilakukan dengan
proses perendaman sampel dengan metanol sebanyak 100 mL kemudian ditutup dan disimpan di dalam gelas
kaca selama 24 jam sambil sesekali diaduk. Ekstrak difiltrat menggunakan corong butchner dan dipisahkan
ampasnya kemudian dilakukan langkah maserasi hingga cairan penyari tak berwarna. Hasil ekstraksi
dievaporasi dengan suhu 70°C dengan kecepatan 70 rpm kemudian diuapkan.

3.4. Skrining Senyawa Metabolit Ekstrak

3.4.1. Uji Steroid

Pengujian dilakukan dengan cara mengabil masing-masing 2 mL sampel siput laut yang telah diekstaksi
dengan pelarut metanol. Kemudian ekstrak ditetesan dengan 3 etes HCI pekat dan 1 tetes H2SO4 pekat. Hasil
menunjukkan hasil yang positif menandung terpenoid jika campuran membentuk endapan minyak berwarna
warna hijau [16].

3.4.2. Uji Alkaloid

Uji flavonoid meggunakan 2 jenis pelarut yaitu perakis meyer dan dragendroff. Pengujian dilakukan dengan
cara mengabil masing-masing 2 mL sampel siput laut yang telah diekstaksi dengan pelarut metanol.
Kemudian ekstrak ditetesan dengan 5 tetespereaksi draendroff, hasil positif bila menghasilkan jingga. Uji
kedua dengan penambahan 2 mL ekstrak siput laut dengan HCl peka dan 5 tetes peeaksi meyer, hasil
menunjukkan hasil yang positif menandung alkaloid jika campuran membentuk endapan putih [17] .

3.4.3. Uji Flavonoid

Pengujian dilakukan dengan cara mengabil masing-masing 2 mL sampel siput laut yang telah diekstaksi
dengan pelarut metanol. Dipanaskan selama kurang lebih 5 menit dan selanjutnya ditambahkan 0,1 gram
logam Mg dan 5 tetes HCI pekat Hasil menunjukkan hasil yang positif menandung flavonoid jika campuran
membentuk kuning jingga sampai merah [18].
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3.5. Pengujian Aktivitas Antioksidan Dengan Metode DPPH

3.5.1. Preparasi variasi larutan uji ekstrak

Dibuat larutan induk ekstrak siput laut 500 ppm kemudian larutan diencerkan menjadi 200 ppm dan dibuat
seri konsentrasi 25, 50, 75, 100, 125, 150 ppm [17].

3.5.2. Pembuatan larutan DPPH 50 ppm

Pembuatan larutan DPPH 39,4 ppm (Mr DPPH=394,32) dilakukan dengan melarutkan sebanyak 3,94 mg
DPPH, dilarutkan dengan metanol 100 mL ditambahkan hingga tanda batas sehingga diperoleh larutan
dengan konsentrasi 39,4 ppm. Serapan larutan diukur secara spektrofotometri pada panjang gelombang
gelombang maksimum larutan DPPH 39,4 ppm [19].

3.5.3. Penetapan panjang gelombang maksimun

Tiga buah labu ukur 10 mL di preparasi dan ditambahkan dengan DPPH sebanyak 0,5; 1,0; dan 1,5 mL,
kemudian ditambah dengan metanol hingga tanda batas, sehingga dapat diperoleh konsentrasi larutan DPPH
sebesar 0,020; 0,040; dan 0,060 mM. Dilakukan 3 kali replikasi,, kemudian larutan diukur pada panjang
gelombang 400-600 nm [18].

3.5.4. Penetapan ekstrak sampel uji ICs

Tahap ketiga yaitu larutan sampel yang telah di filtrat sebanyak 3 mL ditamahkan dengan larutan DPPH
dengan perbandingan 1:1, selanjutnya campuran larutan diinkubasi selama 30 menit di dalam botol kaca
gelap, kemudian diukur serapannya dengan menggunakan spektrofotometri UV/Visible dengan panjang
gelombang maksimum DPPH. Formula krim dengan persen peredaman radikal bebas DPPH terbesar
digunakan untuk mencari nilai ICs, [18].

3.5.5. Pengukuran absorbansi larutan uji dan pembanding

Dibuat larutan induk ekstrak siput laut 500 ppm kemudian larutan diencerkan menjadi 200 ppm dan dibuat
seri konsentrasi 25, 50, 75, 100, 125, 150 ppm dengan menggunakan rumus pengenceran. Pada vitamin C
(pembanding) dibuat larutan induk vitamin C sebesar 20 ppm, lalu diencerkan menjadi 5 ppm. Seri
konsentrasi Seri Konsentrasi (ppm) dibuat pada dibuat dari 5 ppm menjadi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm, 10
ppm, dan 12 ppm. Dilakukan 3 kali replikasi untuk seri konsentrasi. Sampel masing-masing dipipet sebanyak
4 ml mL ditambahkan 4 mL DPPH kemudian diinkubasi dalam ruang tertutup pada suhu 37°C selama 30
menit. Perlakuan yang sama dilakukan terhadap kontrol negatif, kontrol positif dan blanko. Larutan dibaca
serapannya dengan menggunakan spektrofotometri UV/Vis pada panjang gelombang maksimum. Replikasi
dilakukan sebanyak 3 kali [20].

3.5.6. Estimasi aktivitas antioksidan dan pembuatan kurva baku

Berdasarkan prosedur diatas untuk krim ekstrak siput laut dan vitamin C kemudian dihitung nilai %IC. Nilai
absorbansi larutan uji dimasukkan ke dalam persamaan regresi linear kurva baku dengan sumbu x konsentrasi
larutan baku, sedangkan sumbu y adalah absorbansi sehingga diperoleh konsentrasi enzim yang kemudian di
konversi menjadi persen kadar peredaman. Peredaman terhadap DPPH (%IC) dapat dihitung dengan
mengguanakan persamaan berikut, Data aktivitas tersebut selanjutnya dianalisis dan dihitung nilai ICs,
menggunakan persamaan linear dengan sumbu x merupakan konsentrasi larutan uji dan pembanding,
sedangkan sumbu y adalah %IC [20].

4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Uji Fitokimia

4.1.1 Uji Steroid

Uji steroid dilakukan dengan menggunakan bahan pereaksi HCL pekat dan H2SO4 pekat, tahap pertama
disiapkan 2 mL sampel siput onchidid kemudian diteteskan dengan 3 tetes HCI pekat dan 1 tetes H2SO4
pekat. Pada penelitian ini menunjukkan hasil positif steroid, dapat dilihat pada gambar dibawah adanya cincin
biru kehijauan yang menandakan adanya kandungan steroid dalam ekstrak siput onchidid [21] . Pada uji
fitokimia menggunakan pereaksi Lieberman-Burchard terjadi adanya perubahan warna hijau kebiruan yang
disebabkan adanya reaksi oksidasi pada golongan steroid yang membentuk 39 ikatan rangkap terkonjugasi
(senyawa pentaenelik). Sedangkan pada penelitian sebelumnya dengan objek penelitian siput onchidid
(Onchididum typhae) menunjukkan hasil kandungan senyawa metabolit steroid yang bernilai negatif hal ini
dikarenakan preparasi sampel berbeda dengan penelitian ini, dimana pada penelitian ini jeroan siput Onchidid
dibersihkan terlebih dahulu sebelum dilakukan pencucian dan perendaman dengan air panas [22]. Tahapan
lain yang berbeda pada proses preparasi sampel yaitu pada penelitian sebelumnya siput onchidid mengalami
proses perebusan dengan nyala api selama 15 menit yang mana bertujuan untuk menghilangkan lendir bukan
dengan perendaman seperti pada penelitian ini, hal ini menunjukkan bahwa peningkatan suhu pada ekstrak



78
KLINIK Vol 2 No. 1 (2023) — ISSN : 2809-235X EISSN : 2809-2090

perlu diperhatikan karena pada suhu yang terlalu tinggi dapat menyebabkan kerusakan pada sampel yang
sedang di proses [22][23]. Hal ini terbukti pada penelitian ini dengan proses preparasi sampel dimana untuk
menghilangkan lendir siput onchidid hanya dengan perendaman saja tanpa proses perebusan, secara kualitatif
menghasilkan uji positif pada kandungan senyawa steroid.

4.1.2 Uji Alkaloid

Dua jenis pereaksi digunakan dalam uji alkaloid yaitu pereaksi meyer dan dragendroff. Pembuatan pereaksi
meyer dengan menggunakan bahan 1,358 g HgCL2 + 60 mL akuades sebagai campuran pertama dan larutan
5 g KI + 10 mL akuades sebagai campuran kedua. Dicampurkan kedua campuran hingga menjadi satu larutan
pereaksi meyer. Pembuatan pereaksi dragendroff yang terdiri dari 2 campuran, campuran pertama yaitu
dengan cara menimbang 8 g KI kemudian dilarutkan dalam 20 mL air suling, sedangkan campuran lain 0,85
40 g bismut sub nitrat dilarutkan dalam 10 mL asam asetat glasial dan 40 mL air suling. Kedua larutan
dicampurkan hingga menjadi satu larutan pereaksi dragendroff. Pereaksi dragendorff dan meyer disimpan
pada botol vial kaca gelap tujuannya untuk menghindari kerusakan zat akibat sinar uv dari matahari.
Pengujian dilakukan dengan cara mengambil masing-masing 2 mL sampel ekstrak metanol siput onchidid
kemudian ekstrak diteteskan dengan 5 tetes pereaksi dragendroff. Hasil penelitian menunjukkan adanya
kandungan alkaloid ditandai dengan adanya perubahan warna jingga. Uji alkaloid dengan pereaksi meyer
dengan penambahan 2 mL ekstrak metanol siput onchidid dengan HCI pekat dan 5 tetes pereaksi meyer, hasil
penelitian menunjukkan hasil yang positif mengandung alkaloid karena pada saat pencampuran membentuk
endapan putih. Proses pembentukan endapan putih pada pereaksi meyer ini terjadi karena nitrogen pada
senyawa alkaloid yang akan membentuk ikatan ion logam K+ dari kalium tetraiodomerkurat (II) yang
nantinya akan membentuk endapan putih [21] .

4.1.3 Uji Flavonoid

Pengujian uji fitokimia kandungan flavonoid dengan menggunakan bahan pereaksi yaitu logam Mg dan HCI
pekat. Pengujian dilakukan dengan cara mengabil masing-masing 2 mL sampel ekstrak metanol siput laut
kemudian dipanaskan selama kurang lebih 5 menit dan selanjutnya ditambahkan 0,1 gram logam Mg dan 5
tetes HCl pekat Hasil penelitian menunjukkan hasil negatif mengandung flavonoid karena tidak menunjukkan
perubahan jingga sampai merah [21]. Pada penelitian yang dihasilkan tidak adanya perubahan warna merah
atau jingga dimana reaksi ini dapat terjadi pada saat penambahan HCI pekat yang menghidrolisis flavonoid
menjadi senyawa aglikonnya, yaitu menghidrolissi O-glikosil dimana glikosil akan tergantikan oleh H+ dari
senyawa HCl karena sifat elektrofiliknya. Proses resukdi Mg dan Cl inilah yang akan menyebabkan senyawa
kompleks berwarna merah atau jingga pada senyawa flavonoid [19].

4.2 Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH

Senyawa DPPH DPPH (1,1- diphenil-2-pikrilhirazil) merupakan senyawa radikal bebas yang dapat bereaksi
dnegan antioksidan dan akan memberntuk senyawa 1,1 difenil-2- pikril hidrazin, adanya senyawa DPPH
yang merupakan electron berpasangan dalam suatu senyawa DPPH dapat memberikan absorbs panjang
gelombang dalam besaran A = 517 nm. Adanya reaksi antara DPPH dengan pelarut ditunjukkan dengan warna
ungu dan akan beraksi menjadi warna kuning jika beraksi dengan senyawa yang mengandung antioksidan
[10]. Beberapa keuntungan metode DPPH antara lain yaitu stabil dalam penyimpanan yang dapat disimpan
dalam waktu yang lama juga metode DPPH dapat dengan mudah diamati perubahannya [14]. Senyawa
antioksidan akan mendorong satu elektronnya pada radikal bebas yang tidak stabil sehingga radikal bebas ini
akan di netralkan dan tidak lagi mengganggu jalur metabolisme pada tubuh. Aktivitas antioksidan sendiri
dapat diketahui berdasarkan nilai ICs,, semakin kecil nilai ICs, maka aktivitas antioksidannya akan semakin
besar Perhitungan nilai ICs, ditentukan dengan persamaan regresi linier dengan persamaan y =bx + a, dengan
hubungan konsentrasi sampel (x) terhadap rata-rata persen inhibisi (y) [24]. Persen inhibisi dapat dihitung
menggunakan rumus [25] :
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9% Inhibisi = Abs.DPPH — Abs.sampel
Abs.DPPH X 100%

Persamaan tersebut dapat menyatakan nilai ICs, dengan menggunakan rumus[26] -

ICs0=(59-3) x 100%
b

Pada pengujian senyawa antioksidan pada ekstrak Dibuat larutan induk ekstrak siput laut 500 ppm kemudian
larutan diencerkan menjadi 200 ppm dan dibuat seri konsentrasi 25, 50, 75, 100, 125, 150 ppm dengan
menggunakan rumus pengenceran dan selanjutnya diujikan dengan menggunakan instrument
spektrofotometri UV/Vis. Tahap awal yaitu pengukuran panjang gelombang dan absorbansi DPPH dimana
nilai absorbansi DPPH untuk ekstrak lintah laut adalah 1.024 dan panjang gelombang yang terdeteksi yaitu
515,70 nm. DPPH diambil 3 mL kemudian direaksikan dengan ekstrak sebanyal 3 mL dengan perbandingan
1:1. Aktivitas antioksidan ditandai dengan nilai ICso yaitu besaran yang dibutuhkan untuk mneghambat 50%
radikal bebas DPPH. Nilai ICso pada ekstrak lintah laut dinyatakan pada tabel 10. Hubungan antara
konsentrasi ekstrak lintah laut dengan persentase inhibisi diperoleh, diperoleh nilai ICso yaitu 92,045.

70.000

65.000
=
= 55,000
X ' y =2.4356x+51.675

R?=0.9542
50.000
2.500 3.000 3.500 4.000 4.500 5.000 5.500

Ln Konsentrasi

Gambar 18. Grafik Regresi Linier Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Siput Laut Metode DPPH

Setelah uji yang dilakukan kepada ekstrak kemudian dilakukan pula vitamin C sebagai kontrol positif. Dibuat
larutan induk vitamin C sebesar 20 ppm, lalu diencerkan menjadi 5 ppm. Seri konsentrasi Seri Konsentrasi
(ppm) dibuat pada dibuat dari 5 ppm menjadi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm, 10 ppm, dan 12 ppm. Dilakukan
3 kali replikasi untuk seri konsentrasi. Nilai absorbansi DPPH untuk vitamin C adalah 1.024 dan panjang
gelombang yang terdeteksi yaitu 515,,80 nm. DPPH diambil 3 mL kemudian direaksikan dengan vitamin C
sebanyal 3 mL dengan perbandingan 1:1. Aktivitas antioksidan ditandai dengan nilai ICs yaitu besaran yang
dibutuhkan untuk mneghambat 50% radikal bebas DPPH. Nilai ICso pada vitamin C dinyatakan pada tabel
11. Hubungan antara konsentrasi vitamin C dengan persentase inhibisi diperoleh, diperoleh nilai ICso yaitu

55,930.
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Gambar 19. Grafik Regresi Linier Uji Aktivitas Antioksidan Vitamin C Metode DPPH

Uji korelasi bertujuan untuk menyatakan tingkat hubungan antara dua atau lebih variabel berbeda yang
digambarkan dengan ukuran koefisien korelasi. Koefisien korelasi adalah koefisien yang menggambarkan
hubungan antara dua atau lebih variable dimana besar koefisien korelasi menggambarkan hanya
menggambarkan hubungan linier antar variabelnya dan menunjukkan hubungan timbal balik sehingga tidak
akan menjadi masalah apabila dalam menentukan variabel bebas maupun terikat dalam sebuah penelitia [27].
Pedoman dalam memberikan penilaian kekuatan hubungan variabel terlihat pada Tabel 13 dibawah [28].

Tabel 13. Tingkat Hubungan pada Nilai Korelasi

Interval Koefisien Tingkat Hubungan
0,00-0,199 Sangat Rendah
0,20 - 0,399 Rendah
0,40 - 0,599 Sedang
0,60 - 0,799 Kuat

0,80 - 1,00 Sangat Kuat

Aktivitas antioksidan dapat dibagi menjadi kategori sangat kuat, kuat, sedang, lemah, dan sangat lemah.
Antioksidan kategori sangat kuat apabila memiliki nilai ICso kurang dari 50 ppm, antioksidan kategori kuat
memiliki nilai ICso berada pada kisaran 50 ppm hingga 100 ppm, antioksidan kategori sedang memiliki nilai
ICsp berkisar antara 100 ppm hingga 150 ppm, antioksidan kategori lemah memiliki kisaran 150 ppm hingga
200 ppm dan nilai ICso lebih dari 200 ppm tergolong memiliki antioksidan yang sangat lemah. Bila
dibandingkan dengan ICso pembanding vitamin C dengan nilai 55,930, dapat diketahui bahwa nilai ICso asam
askorbat atau vitamin C yang lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak siput onchidid, hal ini menunjukkan
bahwa senyawa antioksidan yang terkandung dalam siput onchidid lebih lemah jika dibandingkan dengan
vitamin C. Hasil penelitin diperoleh bahwa kedua sampel uji baik ekstrak siput onchidid maupun senyawa
pembandingnya vitamin C memiliki aktivits antioksidan yang baik dengan tingkat intensitas antioksidan yang
berbeda yang dapat disebabkan karena jenis senyawa dan jumlah kandungan senyawa antioksdian di dalam
kedua sampel uji yang berbeda dan menyebabkan perbedaan pada nilai ICsp.

5. KESIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan hasil penelitian yang didapat, dapat ditarik kesimpulan bahwa seyawa metabolit sekunder yang
terdapat di dalam siput onchidid yaitu senyawa steroid dan alkaloid namun memiliki hasil yang reaktif
negative pada uji fitokimia senyawa flavonoid. Pada ekstrak siput onchidid yang dilakukan pengujian
kandungan antioksidannya mengunakan instrument uji metode DPPH dengan pelarut yang digunakan yaitu
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methanol memiliki data ICso sebesar 92,045 dengan pembandingnya yaitu vitamin C dengan hasil ICsg sebesar
55,930.
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