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INTISARI 

Antioksidan dewasa ini sudah tidak asing lagi ditelinga masyarakat berbagai 

produk makanan, minuman, bahkan kosmetik menyebutkan bahwa dalam  produk  

tersebut mengandung antioksidan. Antioksidan diketahui memiliki pengaruh positif 

bagi kesehatan manusia terutama kemampuannya dalam menetralisir dampak negatif 

dari radikal bebas. Salah satu Antioksidan alami yaitu Daun kembang pukul empat 

(Mirabilis jalapa (L.)) dalam daun Mirabilis jalapa (L.) terdapat senyawa flavonoid, 

saponin dan tannin. Aktivitas antioksidan (IC50 ) pada penelitian ini dengan metode 

DPPH secara Spektrofotometri dengan baku pembanding Vitamin C. Hasil penelitian 

uji kuantitatif menunjukan bahwa ekstrak daun kembang pukul empat (Mirabilis 

jalapa (L.)) merah  mengandung antioksidan (IC50 ) dengan  kadar 0,4351 mg. 

 

Kata kunci     : Mirabilis jalapa L , Aktivitas Antioksidan (IC50), DPPH. 

 

PENDAHULUAN 

Antioksidan dewasa ini sudah 

tidak asing lagi ditelinga masyarakat 

Indonesia. Berbagai iklan produk 

makanan, minuman, bahkan kosmetik 

menyebutkan bahwa dalam produk 

tersebut mengandung antioksidan. 

Karena antioksidan memang diketahui 

memiliki pengaruh positif  bagi 

kesehatan manusia,  terutama 

kemampuannya dalam menetralisir 

dampak negatif dari radikal bebas. 

Menurut Sadikin, serangan radikal 

bebas terhadap molekul 

disekelilingnya akan menyebabkan 

terjadinya reaksi berantai yang 

kemudian menghasilkan senyawa 

radikal baru (Winarsi, 2007). 

Jenis  antioksidan  terdiri dari 

dua,  yaitu antioksidan alami dan 

antioksidan sintetik.  Antioksidan 

alami banyak terdapat pada tumbuh-

tumbuhan, sayur-sayuran dan buah-

buahan sedangkan yang termasuk 

dalam antioksidan sintetik yaitu butil 

hidroksilanisol (BHA), butil 

hidroksittoluen (BHT), propilgallat, 

dan etoksiquin (Cahyadi, 2006; 

Winarsi, 2007). Tumbuhan yang dapat 

menghasilkan antioksidan alami salah 

satunya adalah kembang pukul empat 

(Mirabilis jalapa L.). Bunga pukul 

empat mengandung saponin, 

flavonoid, dan tanin (Dalimartha, 

2006) Kembang pukul empat 

(Mirabilis jalapa L.) merupakan 

tanaman berasal dari Amerika Selatan 

yang termasuk suku kampah-

mailto:yanuartiga@gmail.com
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kampahan. Bunga yang banyak 

ditanam masyarakat sebagai tanaman 

hias dipekarangan atau sebagai pagar 

pembatas. Tanaman ini tumbuh 

didataran rendah maupun didaerah 

perbukitan yang cukup mendapat sinar 

matahari. Kemang pukul empat 

memiliki beberapa kandungan kimia, 

akar mengandung betaxanthins, 

trigonelline. Daun mengandung 

saponin, flavonoid, dan tannin  

(Dalimartha,  2006). 

Salah satu metode yang 

digunakan untuk uji aktivitas 

antioksidan adalah metode 1,1-difenil-

2-pikrilhidrazil (DPPH). Interaksi 

antioksidan dengan DPPH baik secara 

transfer elektron atau radikal hidrogen 

pada DPPH,  akan menetralkan 

karakter radikal bebas dari DPPH dan 

membentuk DPPH tereduksi. Jika 

semua elektron pada radikal bebas 

DPPH menjadi berpasangan, maka 

warna larutan berubah dari ungu tua 

menjadi kuning terang dan absorbansi 

pada panjang gelombang  525 nm 

akan hilang (Molyneux, 2003). 

Berdasarkan pada uraian tersebut 

peneliti ingin menguji kandungan 

antioksidan ekstrak daun pukul empat 

merah mengunakan metode DPPH. 

 

METODE PENELITIAN 

Alat dan Bahan 

Spektrofotometri UV-Vis, 

stopwatch, mikropipet, alat gelas dan 

bahan yang digunakan adalah ekstrak 

daun kembang pukul empat, etanol 

96%, etanol p.a, aquadest, vitamin 

C,dan DPPH (1,1–diphenyl-2-

picylhydrazyl). 

 

Prosedur Kerja Penelitian 

Pembuatan Ekstrak 

Serbuk daun kembang pukul 

empat ditimbang sebanyak 200 gram 

dan pelarut etanol 96% dimasukkan ke 

dalam botol gelap. Perendaman 

dilakukan selama 3 hari dan diaduk 

sehari tiga kali (setiap 8 jam) selama 5 

menit,  setelah itu lakukan 

penyaringan dan hasil  penyariangan 

dipekatkan menggunakan Rotary 

Evaporator pada suhu 50
o
C kecepatan 

80 rpm (Zhang et al., 2009). 

Uji Kualitatif 

a. Pembuatan Larutan Induk DPPH 

0,1 mM 

Larutan DPPH 0,1 mM disiapkan 

dalam etanol, dimana DPPH 

ditimbang sebanyak 1,97 gram 

dilarutkan dalam etanol p.a hingga 50 

mL. Lalu ditempatkan dalam botol 

gelap. 

b. Pembuatan Larutan Blanko 

Dipipet 1 mL larutan DPPH 0,1 
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mM dimasukkan ke dalam labu ukur 5 

mL, ditambahkan etanol hingga 5 mL, 

homogenkan dalam wadah gelap. 

Pembuatan Larutan Induk Sampel 

Pertama dibuat larutan induk 

yaitu dari 50 mg ekstrak daun 

kembang pukul empat dalam 50 mL 

etanol, sehingga diperoleh kadar1000 

ppm. Dari kadar 1000 ppm dibuat 

konsentrasi sebesar 50 ppm, 100 ppm, 

200 ppm, dan 400 ppm. 

Pembuatan Baku Vitamin C 

Vitamin C ditimbang sebanyak 5 

mg dilarutkan dalam etanol p.a lalu 

dimasukkan ke dalam labu ukur 50 

mL, volume dicukupkan 

menggunakan etanol p.a sampai tanda 

batas. Dari kadar ini dibuat seri 

konsentrasi sebesar 5, 10, 20, dan 40  

ppm. 

Uji Aktivitas Antioksidan dengan 

Metode DPPH 

Uji aktivitas antioksidan 

dilakukan dengan cara memipet 0,5 

mL larutan sampel dari konsentrasi 50 

ppm. Kemudian ditambahkan 3,5 mL 

DPPH, campuran larutan 

dihomogenkan dan dibiarkan selama 

30 menit ditempat gelap. Serapan 

diukur dengan spektrofotometer UV-

VIS pada λmaks525 nm (Brand 

Williams, 1995). Untuk kontrol positif 

digunakan antioksidan standar vitamin 

C dengan perlakuan yang sama seperti 

sampel. Penentuan Panjang 

Gelombang Maksimal Larutan DPPH 

0,1 Mm. 

Penentuan  Panjang  Gelombang  

Maksimal  Larutan  DPPH  0,1 mM 

Penentuan panjang gelombang 

dengan cara mengukur 4,0 mL larutan 

DPPH 0,1 mM pada spektrofotometer 

dengan panjang gelombang 400-600 

nm untuk mendapat absorbsi lebih 

kurang 0,2-0,8 (Nugraheni, 2007). 

Penentuan Operating Time Larutan 

DPPH 0,1 mM 

Penentuan operating time 

dilakukan dengan cara mereaksikan 50 

µL baku pembanding vitamin C 

ditambah 4,0 mL larutan DPPH 0,1 

mM, dihomogenkan selama 1menit 

dan diukur absorsinya pada menit ke  

0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 

55 dan 60 pada gelombang maksimal 

yang sudah diperoleh  

Analisis Data  

Aktivitas antioksidan sampel 

ditentukan oleh besarnya hambatan 

serapan radikal DPPH melalui 

perhitungan persentase inhibisi 

serapan DPPH dengan rumus sebagai 

berikut : 

% Aktivitas Antioksidan =   
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Data diolah menggunakan analisa 

dengan persamaan linier antara 

konsentrasi ekstrak daun kembang 

pukul empat dengan (%) aktivitas 

antioksidan. Kemudian dihitung nilai 

IC50 menggunakan persamaan linear (y 

= a+bx). 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Ekstraksi daun kembang pukul 

empat (Mirabilis jalapa L.) merah 

menggunakan metode maserasi 

dengan pelarut etanol 96%. 

Berdasarkan hasil Pengukuruan 

absorbansi ekstrak daun kembang 

pukul empat pada panjang gelombang 

antara 400 – 600 nm diperoleh serapan 

maksimum dengan panjang 

gelombang 525 nm

. 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Spektrum serapan Ekstrak (Mirabilis jalapa L.) 

 

Hasil Analisa Uji Aktivitas 

Antioksidan Pada Sampel 

Penentuan aktivitas antioksidan 

pada daun pukul empat ditentukan 

dengan metode DPPH (1,1-difenil-2-

pikrilhidrazil), yaitu berdasarkan 

kemampuan dari daun kembang pukul 

empat dalam mereduksi atau 

menangkap radikal DPPH. Metode 

peredaman radikal bebas DPPH 

didasarkan pada reduksi dari larutan 

metanol radikal bebas DPPH yang 

berwarna oleh penghambatan radikal 

bebas. Ketika larutan DPPH yang 

berwarna ungu bertemu dengan bahan 

pendonor  lektron maka DPPH akan 

tereduksi,  menyebabkan warna ungu 

akan memudar dan digantikan warna 

kuning yang berasal dari gugus pikril 

(Prayoga, 2013). 

Tabel I.  Hasil Analisa Kuantitatif Antioksidaan pada Mirabilis jalapa L secara 
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Spektrofotometri UV-Vis 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabel II. Nilai IC50  Ekstrak  Mirabilis jalapa (L.)  dan Vitamin C 
Sampel Dan Baku Pembanding 

Nilai IC50 

Ekstrak Mirabilis jalapa L 0,4351 mg 

Vitamin C 0,4178 mg 

 

Pada penelitian ini didapatkan 

nilai IC50 sampel lebih kecil 

dibandingkan nilai IC50 baku 

pembanding Vitamin C hal ini dapat 

dilihat bahwa semakin besar nilai IC50 

maka aktivitas antioksidan dalam 

sampel semakin kecil dibandingkan 

dengan vitamin C. Namun dalam 

penelitian ini nilai IC50 ekstrak daun 

kemang pukul empat dan vitamin C 

(0,4351 mg dan 0,4178 mg) termasuk 

dalam kriteria kategori aktivitas 

antioksidan yang lemah. Hal ini 

dikarenakan bahwa sifat vitamin C 

adalah mudah berubah akibat oksidasi 

namun stabil jika merupakan kristal 

(murni). 

Menurut Wills et al (1981) 

penyimpanan pada suhu rendah dapat 

mengurangi kegiatan respirasi dan 

metabolisme, memperlambat proses 

penuaan, mencegah kehilangan air dan 

mencegah kelayuan. Namun Linder 

(1992) menyebutkan bahwa walaupun 

dalam keadaan temperatur rendah dan 

kelembaban terpelihara, 50% vitamin 

C akan hilang dalam 3-5 bulan. 

Kesimpulan 

a. Terdapat kandungan antioksidan 

pada Ekstrak Daun Kembang Pukul 

Empat (Mirabilis jalapa L.) Merah 

b. Kadar  aktivitas antioksidan (IC50) 

yang diperoleh pada Ekstrak Daun 

Kembang Pukul Empat (Mirabilis 
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jalapa (L.) Merah adalah = 0, 4351 

mg. 
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