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ABSTRAK 

Validitas suatu metode sangat penting dalam suatu penelitian, tidak terkecuali penentuan aktivitas 

antioksidan. Berdasarkan kategorinya pada USP XXXVII tahun 2014, pengujian antioksidan termasuk dalam 

penelitian kategori III dimana metode analisis digunakan untuk penetapan kinerja dan kualitas sediaan obat jadi. 

pada kategori III ini, parameter presisi wajib dikerjakan dan parameter lain mungkin dikerjakan. Pada penelitian 

ini bertujuan menguji validasi linieritas dari metode aktivitas atioksidan pada asam askorbat menggunakan DPPH 

dengan pelarut etanol sebagai pelarut pengujian antioksidan. Parameter linieritas ini diperlukan untuk menjamin 

hubungan linier antara konsentrasi terhadap aktivitas antioksidannya. Studi ini menggunakan sampel asam 

askorbat dengan pelarut etanol 96% p.a. Untuk membuktikan adanya aktivitas antioksidan dengan metode DPPH 

menggunakan spektrofotometri UV-Vis. Pengujian dilakukan dengan mengambil 10 mg asam askorbat dengan 

konsentrasi 1, 2, 3, 4, 5 ppm dan kemudian mengulanginya 3 kali. Data yang diperoleh dapat disimpulkan bahwa 

hasil absorbansi dari replikasi 1, 2, dan 3 tidak terlalu berbeda. Semakin besar konsentrasinya, semakin kecil 

absorbansi yang dihasilkan. Hasil % penurunan dari penelitian ini dapat dikatakan valid karena nilai r yang 

diperoleh mendekati 1, yaitu replikasi 1 = 0,9932, replikasi 2 = 0,9946, replikasi 3 = 0,9910.  

Kata kunci: validasi, linieritas, antioksidan, asam askorbat, DPPH. 

 

Validation Of Linerity Test Method For Determination Antioxidant 

Activity of Ascorbic Acid By DPPH Method Using Ethanol Solvent 

ABSTRACT 

 Method’s validatio is very important in research, including in the antioxidant activity test. Based on 

USP XXXVII 2014, antioxidant activity test is included in category III research where analytical methods are used 

to ensure the performance and quality of finished product. Precision is a must in this cathegory and other 

parameters may be needed. This research aims to test the validation of the linearity of the antioxidant activity 

method of ascorbic acid using DPPH with ethanol as the antioxidant testing solvent. This study used ascorbic acid 

samples with 96% p.a. ethanol solvent. The test was conducted by taking 10 mg of ascorbic acid with 

concentrations of 1, 2, 3, 4, 5 ppm and repeating it 3 times. The data obtained concluded that the absorbance 

results from replicates 1, 2, and 3 were not significantly different. As the concentration increased, the resulting 

absorbance decreased. The percentage decrease results from this research can be considered valid because the 

obtained r values are close to 1, namely replication 1 = 0.9932, replication 2 = 0.9946, replication 3 = 0.9910. 

Keywords: validation, linierity, antioxidant, ascorbic acid, DPPH. 

 

 

1. PENDAHULUAN 

Radikal bebas merupakan atom atau 

molekul yang hanya memiliki satu atau lebih 

elektron yang tidak berpasangan sehingga bersifat 

sangat tidak stabil. Radikal bebas pada tubuh dapat 

memicu seperti jantung, kanker,penuaan dini, dan 

penyakit degenerative lain. Untuk mengatasi 

radikal bebas tersebut, maka diperlukan suatu 

senyawa antioksidan yang dapat menangkap 

radikal bebas (1). 

Antioksidan merupakan senyawa yang data 

menghambat reaksi oksidasi, dengan mengikat 

radikal bebas dan molekul yang sangat reaktif, 

akibatnya kerusakan sel dapat dihambat. Berbagai 

metode pengujian aktivitas antioksidan secara in 

vitro bertujuan untuk mengetahui aktivitas suatu 

senyawa antioksidan dalam menghambat radikal 

Validasi Metode Uji Linieritas Pada Penentuan Aktivitas Antioksidan 

Asam askorbat Dengan Metode DPPH Menggunakan Pelarut Etanol 

p.a. 
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bebas. Metode yang sering digunakan untuk 

menghambat radikal bebas adalah metode DPPH 

(1,2).  

Prosedur analisi antioksidan yang 

tervalidasi menjadi faktor untuk pada 

pengembangan produk baru. Terlebih metode 

antioksidan berbeda dengan metode penetapan 

kadar pada umumnya. Perbedaan tersebut terletak 

pada absorbansi yang diamati pada antioksidan 

merupakan hasil penurunan absorbansi blanko 

DPPH. DPPH ini merupakan radikal bebas yang 

bisa bertindak sebagai indikator pada pengujian 

menggunakan spektrofotometri UV-Vis. Perbedaan 

lain adalah pada penetapan kadar umumya 

memiliki hubungan linieritas semakin tinggi 

absorbansi maka semakin tinggi kadar yang 

ditentukan. Sedangkan pada uji aktivitas 

antioksidan, semakin tinggi selisih absorbansi 

pengukuran dengan absorbansi blanko maka 

semakin tinggi aktivitas antioksidannya (2-5). 

Metode DPPH dengan spektrofotometri 

UV-Vis menjadi pilihan yang baik dikarenakan 

merupakan metode yang paling sederhana, biaya 

operasional yang rendah dan mudah dikerjakan 

namun hasil yag bagus. (3). Pada penelitian ini 

dilakukan uji validasi metode linieritas uji aktivitas 

antioksidan dengan metode DPPH dengan pelarut 

etanol p.a. (4,5). Parameter ini menjadi topik dalam 

penelitian ini karena  sejalan dalam proses 

penentuan nilai aktivitas antioksidan IC50. 

 

2. METODE PENELITIAN 

Penelitian ini adalah penelitian true 

eksperimental yang bertujuan mengetahui menguji 

linieritas uji aktivitas antioksidan menggunakan 

metode DPPH dengan pelarut etanol jika dilakukan 

pada asam askorbat.  Rancangan penelitian ini 

diawali dengan pembuata larutan DPPH 40ppm  

menggunakan pelarut etanol p.a. Uji aktivitas 

antioksidan menggunakan larutan DPPH dengan 

asam askorbat (konsentrasi 1, 2, 3, 4, 5 ppm) lalu 

diukur absorbansinya pada panjang gelombang 

maksimum yaitu 517 nm (1,2). 

 

2.1. Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini 

yaitu timbangan, beakerglass, tabung reaksi, 

batang pengaduk, gelas ukur, pipet volume, mikro 

pipet dan Spektofotometri Uv-Vis Thermo tipe 

Genesys 10S UV-Vis. Bahan yang digunakan 

adalah asam askorbat, etanol 96%, dan DPPH (4). 

 

2.2. Pembuatan larutan DPPH dan Blanko 

DPPH 

 

Larutan DPPH dibuat pada konsentrasi 40 

ppm menggunakan pelarut etanol 96% p.a. 

Blanko DPPH dibuat dengan menambahkan 2ml 

larutan DPPH dengan 2ml pelarut etanol etanol 

96% p.a.  (4). 

 

2.3. Cara Pengambilan Sampel 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini 

yaitu asam askorbat ditimbang sebanyak 10mg 

dan dilarutkan dalam etanol ad 100ml. Lalu 

diencerkan dengan etanol menjadi konsentrasi 1 

ppm, 2ppm, 3ppm, 4ppm, 5ppm (1,2). 

 

2.4. optimasi panjang gelombang maksimum 

Blanko DPPH yang telah dibuat dipayar 

dengan menggunakan spektrofotometri UV-Vis 

Thermo tipe Genesys 10S UV-Vis pada panjang 

gelombang 400-800nm. Panjang gelombang 

maksimum ditentukan dengan pnajang 

gelombang yang memiliki absorbansi tertinggi 

(6). 

 

2.5. Teknik Pengolahan Data 

Aktivitas antioksidan diukur dengan 

menghitung jumlah pengurangan intensitas warna 

ungu DPPH yang sebanding dengan pengurangan 

konsentrasi larutan DPPH menggunakan 

perhitungan (4): 

%perendaman =  𝐴 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜−𝐴 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙

𝐴 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜
𝑥 100% 

 

Nilai %perendaman kemudian digunakan 

dalam penetapan linieritas. Konsentrasi sebagai 

sumbu X dan %perendaman pada sumbu Y 

sehingga didapatkan rumus liniertitas (7). 

Y = bX + a 

 

Linieritas didapatkan dari nilai r pada 

perhitunganm regresi linier konsentrasi terhadap 

%perendaman (7). Perhitungan nilai IC50 

dilakukan dengan mengganti nilai Y pada rumus 

regresi linier yag didapatkan (6). 
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3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

Dilakukan uji linieritas untuk mengetahui 

hubungan linieritas antara konsentrasi asam askorbat 

yang direaksikan dengan DPPH, sehingga hasil 

perhitungan ini untuk mengetahui nilai linieritas pada 

penentuan aktivitas antioksidan dengan metode 

DPPH yang menggunakan pelarut etanol 96%. 

 

Tabel 1. hasil pengujian % peredaman antioksidan 

asam askobat 

Asam 

Askorbat 

Konsentrasi 

(ppm) 

Absorbansi % 

Peredaman 

Replikasi 

1 

1,03 0,565 8,8709 

2,06 0,513 17,2580 

3,09 0,459 25,9677 

4,12 0,420 32,2580 

5,15 0,390 37,0967 

Replikasi 

2 

1,01 0,539 13,0645 

2,02 0,510 17,7419 

3,03 0,469 17,7419 

4,04 0,421 32,0967 

5,05 0,398 35,8064 

Replikasi 

3 

1,02 0,537 13,3864 

2,04 0,486 21,6129 

3,06 0,456 26,4516 

4,08 0,413 33,3870 

5,10 0,374 44,0322 

Dari data absorbansi yang diperoleh 

kemudian dihitung nilai %peredaman dengan hasil 

pada tabel di atas. Dari hasil tersebut digunakan untuk  

mengetahui nilai regresi linear nya dengan 

memasukkan nilai konsentrasi asam askorbat sebagai 

nilai X dan % peredaman sebagai nilai Y (7). Data 

yang diperoleh dari persamaan regresi linear  tiap 

replikasi memenuhi syarat karena nilai koefisien 

korelasi mendekati 1 dengan hasil kurva regresi linear 

sebagai berikut (8,10). :  

 

Gambar 1 grafik linieritas konsentrasi terhadap 

aktivitas antioksidan asam askorbat menggunakan 

metode DPPH degan pelarut Etanol p.a. replikasi 1 

 

Gambar 1 grafik linieritas konsentrasi terhadap 

aktivitas antioksidan asam askorbat menggunakan 

metode DPPH degan pelarut Etanol p.a. replikasi 2 

 

 

Gambar 1 grafik linieritas konsentrasi terhadap 

aktivitas antioksidan asam askorbat menggunakan 

metode DPPH degan pelarut Etanol p.a. replikasi 3 

Hasil perhitungan uji liniertitas 

menunjukkan bahwa nilai r atau linieritas dari ketiga 

replikasi mendekati nilai 1, dengan r replikasi 1, 2, 3 

berturut-turut adalah 0,9932; 0, 9946; dan 0,9910. Hal 

ini menujukkan bahwa uji antioksidan yang dilakukan 

dengan metode DPPH dengan pelarut etanol p.a. pada 

penelitian ini memiliki linieritas yang bagus (11). 

Dari hasil grafik tersebut selanjutnya 

ditentukan nilai IC50 menggunakan persamaan regresi 

linier yang diperoleh. Hasil lC50 yang didapat 

penelitian ini sebagai berikut : 

Tabel 1. Tabel hasil perhitungan regresi linier dan 

nilai IC50 

replikasi Persamaan regresi 

Linier 

IC50 

1 y = 6,937x + 2,8548 

r = 0,9932 

6,79 

2 y = 5,9246x + 6,6613 

r = 0,9946 

7,31 

3 y = 7,1632x + 5,8548 

r = 0,9910 

6,16 

Rata-rata 6,75 

 Secara spesifik suatu senyawa dikatakan sebagai 

antioksidan sangat kuat jika nilai IC50 kurang dari 50 

ppm, nilai kuat 50-100 ppm, nilai sedang 101-250 

ppm, nilai lemah 250- 500 ppm, dan tidak aktif 
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apabila nilai IC50 diatas 500 ppm. Dari data pada 

penelitian ini nilai rata-rata IC50 yaitu 6,75 ppm yang 

berarti nilai IC50 kurang dari 500 ppm sehingga dapat 

disimpulkan senyawa antioksidannya sangat kuat 

(11).  

4. KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil dari data uji linieritas yang 

sudah diambil, maka dapat disimpulkan yang dimana 

nilai koefisien korelasi (r) pada penelitian ini sudah 

mendekati 1 atau diatas 0,990 sehingga dapat 

dikatakan valid atau sudah linier karena sudah 

memenuhi persyaratan kriteria validasi metode 

analisis uji linieritas. 
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