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ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian dengan judul analisis aktivitas antioksidan fraksi ekstrak daun mimba (Azadirachta indica A.Juss) dengan
metode DPPH. Tujuan penelitian ini adalah untuk menentukan aktivitas antioksidan fraksi n-heksan, fraksi etil asetat dan fraksi etanol
70% dari ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta indica A.Juss) dengan metode DPPH. Daun mimba diekstraksi dengan metode maserasi
menggunakan pelarut etanol 96%. Ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta indica A. Juss) di fraksinasi dengan tiga pelarut yang berbeda
kepolaran yaitu n-heksan, etil asetat dan etanol 70%. Masing-masing fraksi diuji aktivitasnya terhadap radikal bebas DPPH dan diukur
absorbannya menggunakan spektrofotometer visibel pada panjang gelombang 500 nm. Hasil analisis menunjukan bahwa fraksi n-heksan,
fraksi etil asetat dan fraksi etanol 70% daun mimba (Azadirachta indica A. Juss) memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai ICso masing-
masing 1420,25 pg/mL, 642,75 pg/mL dan 1007,34 pg/mL
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PENDAHULUAN

Radikal bebas dapat berasal dari dalam maupun dari luar tubuh. Radikal bebas yang berasal dari dalam tubuh, misalnya akibat proses
respirasi sel, proses metabolisme, proses inflamasi; sedangkan yang berasal dari luar tubuh dapat disebabkan oleh paparan asap rokok,
asap kendaraan bermotor, radiasi sinar matahari, makanan berlemak, kopi, alkohol, obat, minyak jelantah, bahan racun pestisida dan
masih banyak lagi yang lainnya. Selain itu radikal bebas juga dapat dipicu oleh stres atau olah raga yang berlebihan (Pham-Huy et al.,
2008). Tanpa disadari dalam tubuh kita secara terus-menerus terbentuk radikal bebas melalui peristiwa metabolisme sel normal,
peradangan, kekurangan gizi dan akibat respons terhadap pengaruh dari luar tubuh seperti polusi lingkungan, sinar ultraviolet dan asap
rokok. Akibat yang ditimbulkan oleh lingkungan tercemar, kesalahan pola makan dan gaya hidup, justru merangsang terbentuknya radikal
bebas (free radical) yang dapat merusak tubuh kita. Penelitian di bidang gizi pada tingkat sel membuktikan bahwa antioksidan mampu
melindungi jaringan tubuh dari efek negatif radikal bebas (Mega.l.,2012).

Antioksidan merupakan bahan atau senyawa yang dapat menghambat atau mencegah terjadinya oksidasi pada substrat yang mudah
teroksidasi. Antioksidan dikelompokkan menjadi dua berdasarkan sumbernya, yaitu antioksidan alami dan antioksidan sintetik. Tubuh
manusia memproduksi antioksidan secara alami, namun jika terjadi paparan radikal bebas yang berlebih, maka tubuh membutuhkan
antioksidan yang berasal dari luar tubuh (Muhilal, 1991).

Perkembangan ilmu pengetahuan dan teknologi membuat keingintahuan masyarakat terhadap khasiat dan manfaat tanaman obat
semakin berkembang. Informasi penggunaan tanaman obat berdasarkan pengalaman saja dinilai belum cukup, karena itu dibutuhkan
penjelasan berkaitan dengan hasil penelitian obat (Heyne, K., 1987).

Salah satu tanaman atau bahan alam yang dimanfaatkan oleh masyarakat sebagai bahan obat adalah tanaman mimba (Azadirachta indica
AJuss). Tanaman mimba (Azadirachta indica A.Juss) yang termasuk dalam family Meliaceae merupakan salah satu tumbuhan yang
memiliki manfaat sebagai obat berbagai macam penyakit, antara lain sebagai obat disentri, obat borok, obat malaria, meningkatkan selera
makan, obat lambung, anti bakteri. Daun mimba mengandung senyawa golongan terpenoid, flavanoid, alkaloid, saponin, tanin
(Biu et al,2009.,Sudarsono et al., 2002).

METODE PENELITIAN

Daun mimba (Azadirachta indica A.Juss) yang telah dikumpulkan, dicuci bersih kemudian dipotong-potong kecil dan dikeringkan dengan
cara diangin-anginkan tanpa terkena sinar matahari langsung sampai kering, setelah kering kemudian diserbukkan menggunakan alat

penggiling

Serbuk kering daun mimba (Azadirachta indica A.Juss) ditimbang sebanyak 100 g kemudian dimasukkan ke dalam bejana maserasi, lalu
ditambahkan sedikit etanol 96% untuk membasahkan, didiamkan beberapa menit hingga terbasahi semua, lalu ditambahkan etanol 96 %
hingga simplisia tersebut terendam dan dibiarkan selama 2x24 jam dalam bejana tertutup dan terlindung dari cahaya dan sekali-sekali
diaduk, lalu disaring. Perlakuan maserasi dilakukan sebanyak 2 kali dengan menggunakan pelarut yang sama. Ekstrak yang diperoleh
kemudian diuapkan pelarutnya menggunakan rotary evaporator sampai diperoleh ekstrak kental.

Ekstrak kering yang telah dihitung rendamennya, ditimbang sebanyak 5 gram. Ekstrak ini dimasukkan ke dalam gelas Erlenmeyer 250
mL dan ditambahkan pelarut n-heksan sebanyak 75 mL, dilarutkan dengan cara pengadukan menggunakan bantuan megnetik stirer
selama 15 menit. Setelah itu di sentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit. Kemudian dipisahkan ekstrak larut n-hexan
dan ekstrak tidak larut n-hexan. Perlakuan ini dilakukan sebanyak tiga kali. Ekstrak tidak larut n-hexan ditambahkan pelarut etil asetat
sebanyak 75 mL. Setelah perlakukan selesai, ekstrak yang tidak larut etil asetat ditambahkan etanol 70% sebanyak 75 mL. Perlakuan
kedua baik untuk etil asetat maupun untuk etanol 70% dilakukan sama dengan perlakuan pertama.

Larutan DPPH 0,4 mM dibuat dengan cara menimbang DPPH sebanyak 0,0157 gram dilarutkan dalam labu tentukur 100 mL
menggunakan etanol p.a hingga tanda batas.

Larutan blanko dibuat dengan cara memipet 1 mL larutan DPPH 0,4 mM kemudian dicukupkan volumenya hingga 5 mL dengan etanol
p-a. Setelah itu dibiarkan selama 30 menit ditempat gelap, diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 400-600 nm, diperoleh panjang gelombang 500 nm sebagai panjang gelombang maksimum.

DPPH 0,4 mM dibuat dengan cara dipipet 1 mL larutan DPPH dan dimasukkan dalam labu tentukur 5 mL yang dibungkus dengan
aluminium foil kemudian dicukupkan volumenya dengan metanol p.a hingga tanda batas, di diamkan selama 30 menit. Selanjutnya diukur
absorbansinya menggunakan spektrofotometeri visibel pada panjang gelombang 500 nm.

Ditimbang ekstrak n-hexan , etanol 70% dan etil asetat masing-masing 10 mg. Untuk membuat larutan stok 1000 ppm masing-masing
esktrak dilarutkan dengan pelarut etanol p.a dalam gelas kimia sambil dihomogenkan lalu dimasukkan ke dalam labu tentukur 10 mL

dan dicukupkun volumenya dengan etanol p.a hingga tanda batas.



Pengujian aktivitas ekstrak partisi daun mimba (Azadirachta indica A.Juss) sebagai antioksidan dilakukan dengan memipet larutan stok
1000 ppm. Untuk fraksi n- heksan, etanol 70% dan etil asetat dipipet masing-masing 0,1 mL, 0,2 mL, 0,3 mL, 0,4 mL, dan 0,5 mL
dimasukkan ke dalam labu tentukur 5 mL yang dibungkus dengan aluminium foil, lalu ditambahkan 1,0 mL DPPH 0,4 mM dan dicukupkan
volumenya dengan etanol p.a hingga tanda batas, diperoleh konsentrasi 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm dan 100 ppm. Didiamkan
selama 30 menit, selanjutnya absorbansinya diukur dengan spektrofotometer visibel pada panjang gelombang 500 nm.

Larutan Vitamin C 1000 ppm dibuat dengan cara menimbang sebanyak 10 mg Vitamin C dilarutkan dengan metanol p.a sambil
dihomegenkan, lalu dicukupkan volumenya dengan metanol p.a hingga 10 mL. Larutan vitamin C 1000 ppm kemudian diencerkan
menjadi 100 ppm. Untuk pengujian aktivitas antioksidan larutan vitamin C dilakukan dengan memipet larutan stok 100 ppm masing-
masing 0,005 mL, 0,01 mL, 0,015 mL, 0,02 mL dan 0,025 mL, dimasukkan kedalam labu tentukur 5 mL yang dibungkus dengan aluminium
foil, lalu ditambahkan 1 mL DPPH 0,4 mM, dicukupkan volumenya dengan metanol p.a hingga tanda batas, sehingga diperoleh konsentrasi
0,1 ppm, 0,2 ppm, 0,3 ppm, 0,4 ppm, dan 0,5 ppm. Ditutup dan didiamkan selama 30 menit. Selanjutnya absorbannya diukur dengan
spektrofotometer visibel pada panjang gelombang 500 nm

Data aktivitas antioksidan penangkal radikal bebas DPPH dapat dihitung dengan rumus :

( Absorbansi blanko—Absorbansi sampel)
Absorbansi blanko

x 100%

Aktivitas antioksidan =

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dengan menggunakan metode DPPH. Penggunaan metode DPPH karena memiliki beberapa
kelebihan antara lain sederhana, mudah, cepat, peka, dan hanya memerlukan sedikit sampel. Senyawa DPPH yang merupakan radikal
bebas akan bereaksi dengan hidrogen dari antioksidan yang menyebabkan perubahan senyawa DPPH dari warna ungu menjadi warna
kuning. Parameter yang digunakan untuk mengetahui aktivitas antioksidan adalah ICso yang didefinisikan sebagai konsentrasi senyawa
antioksidan yang menyebabkan hilangnya 50% aktivitas senyawa oksidan (Molyneux.P.,2004).

Ekstrak uji yang digunakan adalah ekstrak daun Mimba (Azadirachta indica A.juss) yang telah difraksinasi menggunakan dua pelarut yang
memiliki tingkat kepolaran berbeda hingga menghasilkan tiga fraksi yaitu fraksi n-heksan, fraksi etanol 70% dan fraksi etil asetat. Masing-
masing fraksi diuji aktivitasnya terhadap radikal bebas DPPH dan diukur menggunakan spektrofotometer visibel pada panjang gelombang
500 nm. Hasil analisis menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan fraksi n-heksan diperoleh nilai ICso sebesar 1420,25 pg/mL, fraksi etanol
70% diperoleh nilai rata-rata ICso sebesar 1007,34 pg/mL dan fraksi etil asetat diperoleh sebesar 642,75 pg/mL.

Pembanding yang digunakan sebagai kontrol adalah vitamin C, karena vitamin C mempunyai gugus hidroksi bebas dimana berfungsi
sebagai antioksidan sekunder yang mampu menangkap berbagai radikal bebas ekstraseluler dan mencegah terjadinya reaksi berantai
serta mempunyai gugus polihidroksi yang meningkatkan aktivitas antioksidan (Praptiwi et al, 2006).

Menurut Molyneux (2004), tingkat kekuatan antioksidan senyawa uji menggunakan metode DPPH dapat digolongkan berdasarkan nilai
ICso. Sangat kuat dengan 1Cso kurang dari 50 pg/mL, kuat dengan ICso 50-100 pg/mL, sedang dengan ICso 101-150 pg/mL, dan lemah
dengan ICso lebih besar dari 150 pg/mL. Aktivitas antioksidan hasil fraksinasi ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta indica A.Juzz)
yaitu fraksi n-heksan, fraksi etanol 70% dan fraksi etil asetat digolongkan sebagai antioksidan yang sangat lemah karena memiliki nilai
ICso masing-masing sebesar 1420,25 pg/mL, 1007,34 pg/mL dan 642,75 pg/mL. Nilai ICso sangat jauh dibandingkan dengan aktivitas
antioksidan pembanding vitamin C dengan nilai ICso sebesar 2,67 ug/mL. Nilai ICso ekstrak etanol daun Mimba (Azadirachta indica A.juss)
setelah di fraksinasi jauh lebih rendah dibandingkan dengan aktivitas antioksidan sebelum di fraksinasi dengan nilai ICso yaitu 59,68
pg/mL. Hal ini kemungkinan disebabkan karena pada saat ekstrak etanol daun Mimba (Azadirachta indica A.juss ) di fraksinasi dengan
pelarut n-heksan dan etanol menyebabkan pemisahan senyawa kimia yang terkandung di dalam ekstrak daun mimba, dimana hal ini
dapat mengakibatkan senyawa yang satu dengan yang lain tidak dapat bekerja secara maksimal karena tidak adanya sinergitas antara
senyawa yang satu dengan yang lainnya. Proses ekstraksi dan fraksinasi dengan pelarut organik yang berbeda tingkat kepolaran akan
mempengaruhi jenis dan kadar senyawa bioaktif serta aktivitas antioksidannya. Perbedaan aktivitas antioksidan terhadap suatu sistem
yang mengandung lebih dari satu jenis senyawa aktif sebabkan oleh adanya interaksi yang terjadi antara dua atau lebih senyawa aktif.
Interaksi ini dapat bersifat sinergis atau antagonis. Sinergisme adalah interaksi antara dua senyawa aktif yang mengakibatkan aktivitas
antioksidan ketika bersama akan lebih tinggi dibandingkan secara individu. Sedangkan antagonis merupakan interaksi antara dua
senyawa aktif yang justru mengakibatkan penurunan terhadap aktivitas antioksidan ketika bersama dibandingkan secara individu.
(Prieto, dkk, 2011).

KESIMPULAN

Berdasarkan tingkat kekuatan antioksidan dari table penelitian (Molyneux, 2004), maka dapat disimpulkan bahwa fraksi ekstrak n-
heksan dan fraksi ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta indica A.Juzz) memiliki aktivitas antioksidan yang sangat lemah karena nilai
ICso lebih besar 150 pg/mL, yaitu untuk fraksi n-heksan diperoleh nilai ICso sebesar 1420,25 pg/mL, fraksi etanol 70% diperoleh nilai
ICso sebesar 1007,34 pg/mL dan fraksi etil asetat diperoleh nilai 642,75 pg/mL.
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Lampiran Tabel
Tabel 1. Hasil Perhitungan Rendamen Ekstrak Daun Mimba (Azadirachta indica A.Juzz)

Bobot Jumlah Bobot Rendamen Ekstra
Sampel Metode Sampel pelarut Ekstrak k
(g) (mL) (g) (%)
Daun
Mimba Maserasi 100 1.600 9,80 9,80

Tabel 2. Hasil Pengujian Aktivitas Antioksidan Fraksi Ekstrak n-heksan Daun Mimba (Azadirachta indica A.Juzz) dengan metode DPPH

Replikasi 1
Konsentrasi Absorbansi Alft“"t,as Nilai I1Cso
(ppm) (nm) Antioksidan (ng/mL)
P (%)
20 0,414 1,19
40 0,413 1,43
60 0,408 2,63 1429,31
80 0,404 3,58
100 0,404 3,58
Blanko 0,419
Replikasi 2
Konsentrasi Absorbansi Alft“"t_as Nilai ICso
Antioksidan
(ppm) (nm) o (ng/ml)
(%)
20 0,413 1,43
40 0,408 2,63
60 0,405 3,34 1461,22
80 0,404 3,58
100 0,401 4,30
Blanko 0,419
Replikasi 3
Konsentrasi Absorbansi Alft“"t_as Nilai I1Cso
(ppm) (nm) Antioksidan (ng/mL)
PP (%) Mg
20 0,414 1,19
40 0,408 2,63
60 0,406 3,10 1370,22
80 0,404 3,58
100 0,401 4,30
Blanko 0,419

Tabel 3. Hasil Simpangan Baku Pengujian Aktivitas Antioksidan Fraksi Ekstrak n-heksan Daun Mimba (Azadirachta indica A.Juzz) dengan metode DPPH

Fraksi n-heksan Nilai ICso (ug/mL) Rata-rata(ug/ml)

+SD
Replikasi 1 1429,31
Replikasi 2 1461,22 1420,25 + 46,60
Replikasi 3 1370,22

Tabel 4. Hasil Pengujian Aktivitas Antioksidan Fraksi Ekstrak Etanol 70% Daun Mimba (Azadirachta indica A.Juzz) dengan metode DPPH

Replikasi 1

Konsentrasi Absorbansi AlfthI'.:aS Nilai I1Cso
(ppm) (nm) Antioksidan (ug/mL)
PP (%) Mg
20 0,388 5,37
40 0,385 6,10
60 0,379 7,56
80 0,376 8,29 1008,43
100 0,374 8,78

Blanko 0,410




Replikasi 2

Aktivitas

Konsentrasi Absorbansi N Nilai ICso
Antioksidan
(ppm) (nm) o (ng/mL)
(%)
20 0,392 4,39
40 0,389 5,12
60 0,385 6,10
80 0,379 7,56 1006,13
100 0,378 7,80
Blanko 0,410
Replikasi 3
Konsentrasi Absorbansi A'ft""t.as Nilai I1Cso
Antioksidan
(ppm) (nm) o (ng/mL)
(%)
20 0,388 5,37
40 0,385 6,10
60 0,378 7,80 1007,42
80 0,376 8,29
100 0,374 8,78
Blanko 0,410

Tabel 5. Hasil Simpangan Baku Pengujian Aktivitas Antioksidan Fraksi Ekstrak Etanol 70% Daun Mimba (Azadirachta indica A.Juzz) dengan metode DPPH

Fraksi etanol 70% Nilai ICso (pg/mL) Rata-rata(ug/mL)

+SD
Replikasi 1 1008,49
Replikasi 2 1006,13 1007,34+ 1,18
Replikasi 3 1007,42

Tabel 6. Hasil Pengujian Aktivitas Antioksidan Fraksi Ekstrak Etil Asetat Daun Mimba (Azadirachta indica A.Juzz) dengan metode DPPH

Replikasi 1
Konsentrasi Absorbansi Alft“"t_as Nilai I1Cso
(ppm) (nm) Antioksidan (ng/mL)
pp (%) He
20 0.416 0.72
40 0.411 1.91
60 0.4 4.53 627,67
80 0.395 5.73
100 0.39 6.92
Blanko 0,419
Replikasi 2
Konsentrasi Absorbansi AlftIVIt.aS Nilai I1Cso
(ppm) (nm) Antioksidan (ug/mL)
pp (%) Mg
20 0.406 4.02
40 0.404 4.49
60 0.4 5.44 777,66
80 0.398 5.91
100 0.383 9.46
Blanko 0,423
Replikas 3
Konsentrasi Absorbansi AlftIVIt.aS Nilai I1Cso
(ppm) (nm) Antioksidan (ug/ml)
PP (%) Hg
20 0.404 4.49
40 0.388 8.27
60 0.373 11.82 522,92
80 0.37 12.53
100 0.365 13.71

Blanko 0,423




Tabel 7. Hasil Simpangan Baku Pengujian Aktivitas Antioksidan Fraksi Ekstrak Etil Asetat Daun Mimba (Azadirachta indica A.Juzz) dengan metode DPPH

Rata-rata(ug/mL)

Fraksi etanol 70% Nilai ICso (pg/mL) +5D
Replikasi 1 627,67
Replikasi 2 777,66 642,75 + 128,03
Replikasi 3 522,92
Tabel 8. Hasil Pengukuran Aktivitas Antioksidan Vitamin C
Konsentrasi Absorbansi Alft“"t.as Nilai I1Cso
Antioksidan
(ppm) (nm) o (ng/ml)
(%)
0,1 0,371 2,37
0,2 0,368 3,16
0,3 0,357 6,05 2,67
0,4 0,351 7,63
0,5 0,344 9,47

Blanko 0,380




