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Abstrak
        Beta karoten (Vitamin A), Asam Askorbat (Vitamin C) dan α-Tokoferol (Vitamin E) merupakan senyawa antioksidan alami yang digunakan sebagai senyawa pembanding dalam menguji aktivitas antioksidan ekstrak tanaman secara in vitro . Tujuan review artikel ini adalah untuk membandingkan aktivitas antioksidan antara Vitamin A,C,E. Pencarian artikel ilmiah telah menggunakan sumber internet dan didapati sebanyak 21 artikel. Metode yang digunakan untuk menguji aktivitas antioksidan secara in vitro adalah metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) dan secara in vivo dengan MDA/LPO assay pada aflatoxin B1 induced oxidative stress . Hasil yang didapati berupa frekuensi penggunaan senyawa pembanding, nilai IC50, Tingkat MDA dan karakteristik Metode in vitro yang digunakan. Vitamin C merupakan senyawa pembanding yang paling sering digunakan dibanding Vitamin A dan Vitamin E karena aktivitas antioksidannya yang sangat tinggi yaitu Nilai IC50 1,83 μg/mL, Manakala Vitamin E adalah vitamin yang paling effective untuk menurunkan Tingkat MDA dalam Aflatoxin B1 oksidatif stres pada limfosit manusia	Comment by dika: tujuan membandingkannya buat apa? utk lihat efeknya lbh bagus yg mna atau melihat efek samping, atau apa?	Comment by dika: gunakan bahasa yg benar....jangan pakai review tapi tujuan pembuatan artikel ini atau bahasa lain yg lbh bagus	Comment by dika: internetnya apa? blind search aja gtu? atau melalui web pubmed atau yg lain? kriteria jurnal yg dpilih apa?
Kata Kunci: Antioksidan, DPPH, senyawa pembanding, MDA assay, Vitamin A,C,E

Abstract
           Beta carotene (Vitamin A), Ascorbic Acid (Vitamin C) and α-Tocopherol (Vitamin E) are natural antioxidant compounds used as compounds to test the antioxidant activity of plant extracts in vitro. The purpose of this article review is to compare the antioxidant activity between Vitamins A, C, E. The search of scientific articles has used the internet source and found 21 articles. The method used to test antioxidant activity in vitro is the DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) method and in vivo with MDA / LPO assay in aflatoxin B1 induced oxidative stress. Results were found to be the frequency of use of comparable compounds, IC50 values, MDA levels and characteristics of in vitro methods used. Vitamin C is the most commonly used comparative compound compared to Vitamin A and Vitamin E because of its very high antioxidant activity, IC50 1.83 μg / mL, when Vitamin E is the most effective vitamin to decrease MDA levels in Aflatoxin B1 oxidative stress in lymphocytes human
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Pendahuluan
       Antioksidan didefinisikan sebagai senyawa yang dapat menunda, memperlambat, dan mencegah proses oksidasi lipid. Dalam arti khusus, antioksidan adalah zat yang dapat mencegah terbentuknya reaksi radikal bebas (peroksida) dalam oksidasi lipid. Antioksidan sintetik seperti BHA (butylated hidroxy aniline) dan BHT (butylated hidroxy toluen) telah diketahui memiliki efek samping yang besar antara lain menyebabkan kerusakan hati (Kikuzaki, dkk, 2002). Di sisi lain alam menyediakan sumber antioksidan yang efektif dan relatif aman seperti flavonoid, vitamin C, beta karoten dan Vitamin E. Hal tersebut mendorong semakin banyak penelitian dilakukan eksplorasi pada bahan alam untuk menjadi sumber antioksidan.
       Radikal bebas adalah suatu senyawa atau molekul yang mengandung satu atau lebih elektron  yang tidak berpasangan pada orbital luarnya. Adanya elektron tidak berpasangan menyebabkan senyawa tersebut sangat reaktif mencari pasangan, dengan cara menyerang dan mengikat elektron yang berada di sekitarnya sehingga dapat memicu timbulnya penyakit (Sunarni, et al, 2007).
       Vitamin C adalah makanan penting Antioksidan dan secara signifikan menurunkan efek samping spesies reaktif seperti reaktif oksigen yang dapat menyebabkan kerusakan dengan reaksi oksidatif pada makromolekul seperti lipid, DNA, dan protein, yang mana terlibat dalam penyakit kronis termasuk neurodegenerative penyakit (Halliwell dan Gutteridge, 1999; Packer, et al., 2002). Apalagi stres punya telah terbukti menyebabkan penurunan tingkat GSH dan vitamin C, yang melindungi tisu Dari kerusakan oksidatif (Levi dan Basuaj, 2000). Selain polifenol, terutama vitamin E, karotenoid dan vitamin C telah dikaitkan dengan Sifat antioksidan (Bonorden dan Pariza, 1994).
       Vitamin E adalah antioksidan lipida yang ampuh sistem biologis dengan kemampuan untuk langsung memadamkan radikal bebas dan berfungsi sebagai zat penstabil membrane (Cadenas dan Packer, 2001). Efek perlindungannya suplemen vitamin E melawan olah raga stres oksidatif pada manusia (Rokitzki, Et al., 1994) dan tikus (Kumar, et al., 1992; Goldfarb, Et al., 1996) telah dilaporkan. Sebagai tambahan, kekurangan vitamin E dapat meningkatkan produksi radikal bebas setelah latihan (Reddy, et al., 1998). 
       Vitamin A adalah pemadam alami yang paling efektif oksigen singlet dan molekul yang sangat berenergi (Foote, dkk, 1970). Vitamin A adalah pemulung radikal (Hojo, et al., 2000; James, 1996; Simic, 1993) dan antioksidan yang efektif untuk pemecahan masalah (Vandana, 2006). Tidak seperti antioksidan yang mencegah Inisiasi peroksidasi lipid (LPO), vitamin A adalah sebuah menghentikan reaksi berantai dengan menjebak radikal bebas.       
       Pengujian aktivitas antioksidan dapat dilakukan secara in vitro dengan metode DPPH (2,2 difenil-1-pikrilhidrazil). Metode DPPH memberikan informasi reaktivitas senyawa yang diuji dengan suatu radikal stabil. DPPH memberikan serapan kuat pada panjang gelombang 517 nm dengan warna violet gelap. Penangkap radikal bebas menyebabkan elektron menjadi berpasangan yang kemudian menyebabkan penghilangan warna yang sebanding dengan jumlah elektron yang diambil (Sunarni, dkk., 2007).
         Pengujian aktivitas antioksidan dapat dilakukan secara in vivo dengan metode Peroksidasi lipid (LPO). Tingkat Malondialdehyde (MDA) dijadikan parameter untuk menentukan tingkat peroksida lipid. Metode LPO dijelaskan oleh Ohkawa, dkk. (1979). LPO assay dapat memberi serapan kuat pada 532 nm.. Tingkat peroksida lipid dinyatakan sebagai μmol / l MDA.
       Dari uraian-uraian di atas maka review artikel dilakukan untuk membandingkan aktivitas antioksidan vitamin A,C,E dengan metode DPPH dan MDA assay	Comment by dika: yg dibandingkan aktivitasnya atau metodenya?




Metode
       Metode pencarian, identifikasi, dan mengunduh data artikel atau jurnal ilmiah menggunakan sumber internet dari database Indonesia One Search dengan studi systematic review dengan pendekatan meta-agregasi. Review jurnal ini berkaitan dengan pengujian aktivitas antioksidan secara in vitro dengan metode DPPH pada bulan August 2017, baik penerbit nasional maupun international. Penapisan dilakukan dengan kata kunci yaitu: “Vitamin C uji antioksidan DPPH” dapat 2120 artikel , “ Vitamin E uji antioksidan DPPH” 1950, “Beta karoten uji antioksidan DPPH”dapat 330 artikel dan “Beta carotene Vitamin C Vitamin E MDA” dapat 4 artikeldalam rentang 10 tahun terakhir dalam jumlah 4404 artikel. Pemilihan artikel berdasarkan aktivitas antioksidan senyawa pembanding dan prosedur uji antioksidan. Sebanyak 21 jurnal yang terpilih untuk tinjauan lebih lanjut.	Comment by dika: indonesia one search tuh drmna?	Comment by dika: artinya apa? pendekatan seperti apa?	Comment by dika: ini apa maksudnya? apa hubungannya dgn agustus 2017?	Comment by dika: dari ribuan jurnal knp hanya 21? apa kriteria inklusi dan eksklusinya?














Hasil
Tabel 1 Studi efek antioksidan Vitamin A,C,E dari 2007 hingga 2017
	No.
	Dapus
	Tipe Vitamin
	Cara Uji
	Parameter
	Hasil
	Keterangan

	1
	Warsi et al, 2013
	Vitamin A
	Metode DPPH
	IC50
	66,1
	Kuat

	2
	Warsi et al, 2016
	Vitamin A
	Metode DPPH
	IC50
	66,0
	Kuat

	3
	Yulianti et al , 2016
	Vitamin A
	Metode DPPH
	IC50
	5,18
	Sangat Kuat

	4
	Suparmi et al ,2012
	Vitamin A
	Metode DPPH
	IC50
	565,75
	Tidak aktif

	5
	Ika et al ,2012
	Vitamin C
	Metode DPPH
	IC50
	14,81
	Sangat Kuat

	6
	Naznin et al ,2009
	Vitamin C
	Metode DPPH
	IC50
	40.8
	Sangat Kuat

	7
	Rezki et al, 2017
	Vitamin C
	Metode DPPH
	IC50
	2,71
	Sangat Kuat

	8
	Adhikarimayum et al,2010
	Vitamin C
	Metode DPPH
	IC50
	17,84
	Sangat Kuat

	9
	Dina et al,2013
	Vitamin C
	Metode DPPH
	IC50
	3,9
	Sangat Kuat

	10
	Isnindar et al ,2016
	Vitamin C
	Metode DPPH
	IC50
	1,83
	Sangat Kuat

	11
	M. R. Saha et al ,2008
	Vitamin C
	Metode DPPH
	IC50
	58,94
	Kuat

	12
	Tina et al,2015
	Vitamin C
	Metode DPPH
	IC50
	20,14
	Sangat Kuat

	13
	Putrawan et al,2014
	Vitamin C
	Metode DPPH
	IC50
	9,898
	Sangat Kuat

	14
	Ni Kadeket al,2014
	Vitamin C
	Metode DPPH
	IC50
	40,27
	Sangat Kuat

	15
	Cheng et al,2011
	Vitamin E
	Metode DPPH
	IC50
	17,4
	Sangat Kuat

	16
	Abdul Rohman et al,2005
	Vitamin E
	Metode DPPH
	IC50
	8,27
	Sangat Kuat

	17
	Rosita et al, 2011
	Vitamin E
	Metode DPPH
	IC50
	12,55
	Sangat Kuat

	18
	Muhammad Da et al,2010
	Vitamin E
	Metode DPPH
	IC50
	12,50
	Sangat Kuat

	19
	Diniatik et al .2016
	Vitamin E
	Metode DPPH
	IC50
	57,114
	Kuat

	20
	Abdul Rohman et al,2007
	Vitamin E
	Metode DPPH
	IC50
	8,27
	Sangat Kuat

	21
	L Alpsoy et al, 2009
	Vitamin A,  Vitamin C, Vitamin E
	Metode  Lipid peroxidation
	Tingkat MDA 
	47,3
39
28,3
	Vitamin E paling kuat



Grafik 1 Frekuensi Penggunaan senyawa pembanding dalam jurnal
       

Tabel 2 Nilai IC50 Vitamin A,C,
	Sampel
	IC50 (μg/mL)
	Keterangan 

	Vitamin A (Beta Karoten)
	66,1 (Warsi, 2013)
	Kuat

	
	66(Warsi, 2016)
	

	
	5,18(Yulianti, 2016)
	

	
	565,76 (Suparmi,2012)
	

	Vitamin C
	14,81(Ika,2012)-
	Sangat kuat

	
	40,8(Naznin,2009)
	

	
	2,71(Rezki,2017)
	

	
	17.84(Adhikarimayum,2010) 
	

	
	3.9 (Dina,2013)
	

	
	1,83 (Isnindar,2016)
	

	
	58,92(M. R. Saha,2008)
	

	
	20,14 (Tina,2015)
	

	
	9,898 (Putrawan,2014)-
	

	
	40,27(Ni Kadek,2014)
	

	Vitamin E
	17,4 (Cheng,2011)
	Sangat kuat

	
	8,27 (Abdul Rohman,2005)
	

	
	12,55(Rosita, 2011)
	

	
	12,50(Muhammad Da,2010
	

	
	57.114 (Diniatik.2016)
	

	
	8,27 (Abdul Rohman,2007)
	





Tabel 3 Tingkat Kekuatan antioksidan (Jun M, 2006)
	Intensitas Antioksidan
	Nilai IC50 (μg/mL)

	Sangat Kuat
	<50

	Kuat
	50-100

	Sedang
	100-250

	Lemah
	250-500

	Tidak aktif
	>500



Tingkat MDA (L Alpsoy et al, 2009)
[image: ]

	Tipe Vitamin
	Nilai MDA

	Vitamin A
	47,3

	Vitamin C
	39

	Vitamin E
	28,3







Pembahasan 
Penggunaan Senyawa Pembanding
     Senyawa Pembanding dalam metode in vitro dibutuhkan sebagai kotrol positif aktivitas antioksidan. Senyawa pembanding yang seing digunakan adalah Vitamin A （Beta karoten）, Vitamin C dan Vitamin E. Ketiga-tiganya menwakili antioksidan alami. Vitamin A (Beta Karoten), Vitamin C dan Vitamin E bekerja sebagai antioksidan sekunder yang menghambat aktivitas radikal bebas dan mencegah terjadinya reaksi berantai.(Afriani S,2014) .Vitamin C lebih sering digunakan sebagai senyawa pembanding dibanding dengan vitamin A dan Vitamin E


Nilai IC50 Vitamin A,C,E
     Berdasarkan kekuatan aktivitas antioksidan pada Tabel 2. Vitamin C dan Vitamin E tergolong senyawa antioksidan yang sangat kuat manakala vitamin A (Beta Karoten) tergolong senyawa antioksidan yang kuat. Namun, dari hasil IC50 pada tabel 1 vitamin C mempunyai nilai yang paling kecil yaitu 1,83 μg/mL dibandingkan dengan Vitamin E dan Vitamin A (Beta Karoten). Hal ini menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan  vitamin C lebih kuat dibandingkan Vitamin A (Beta karoten) dan Vitamin E.	Comment by dika: dibahas mengapa vit. c bsa sprti ini?

Tingkat MDA
       Berdasarkan Hasil,Kelompok pasien diobati dengan AFB1 memiliki tingkat MDA yang jauh lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol. Manakala, Kelompok perlakuan vitamin A, C, dan E menunjukkan kecenderungan untuk menurunkan tingkat MDA dibandingkan kelompok yang diobati dengan AFB1. Penurunan kadar MDA ini berkorelasi dengan peningkatan konsentrasi vitamin. Vitamin yang paling efektif untuk menurunkan tingkat MDA adalah Vitamin E (α-Tocopherol）.	Comment by dika: bahas mengapa tingkat MDA harus diturunkan dan vitamin apa yg pnya aktivitas palg bagus utk menurunkan MDA dan mengapa?	Comment by dika: ini apa? tulis kepanjangannya dan utk apa?

Metode Antioksidan In Vitro
Metode DPPH 
      DPPH adalah radikal bebas yang stabil pada suhu kamar yang menerima elektron atau hidrogen, dan membentuk molekul yang stabil. Adanya serapan warna violet pada panjang gelombang 517 nm ditimbulkan oleh delokalisasi elektron. Ketika seluruh DPPH telah berikatan dengan senyawa antioksidan dalam ekstrak yang dapat memberikan atom hidrogen, maka larutan akan kehilangan warna ungu dan berubah menjadi warna kuning terang
[image: ]
Mekanisme penghambatan radikal DPPH (Sharma RJ,2010)

        DPPH berfungsi untuk mengevaluasi potensi antioksidan dalam meredam radikal bebas. Penentuan aktivitas antioksidan menggunakan 1 mL sampel yang ditambahkan 1 mL larutan DPPH (100 ppm). Campuran kemudian dihomogenkan dan didiamkan selama 30 menit di tempat yang gelap. Serapan diukur pada panjang gelombang 517 nm dengan spektrofotometer UV VIsible dan senyawa pembanding sebagai kontrol positif. Presentasi inhibisi serapan DPPH dihitung dengan rumus (Sugiat Sugiat D et al,2013) :
% inhibisi =



      Metode DPPH merupakan metode yang paling banyak digunakan. Hal ini dikarenakan metode ini hanya membutuhkan senyawa DPPH sebagai radikal bebas yang stabil dan larutan pembanding. Metode ini tidak memerlukan substrat, karena radikal bebas sudah tersedia secara langsung. Hal yang diamati hanya perubahan larutan dari ungu ke kuning terang (Nur Md A , 2013) Perubahan warna menunjukkan bahwa DPPH telah berikatan dengan senyawa antioksidan dan DPPH tidak memberikan serapan pada panjang gelombang 517 nm. Metode ini dapat melihat aktivitas peredaman radikal bebas dengan cepat dan akurat tanpa penggunaan substrat (Kalauw SLN et al,2014).


Mekanisme Reaksi Yang Terjadi Antara Vitamin C Dengan DPPH
1. Tahap Inisiasi：
[image: ]
      DPPH Hidrazin                DPPH Hidrazil (bentuk tereduksi)

2. Tahap Propagasi :
[image: ][image: ]
     Asam Askorbat             DPP Hidrazil        Asam Askorbat     DPP Hidrazin
3. Tahap Terminasi
[image: ][image: ]
Asam askorbat        DPP Hidrazin        Asam Dehidroaskorbat     DPP Hidrazin (Bentuk reduksi)
(Tina,2013)

Metode In Vivo
Lipid Peroxidation (LPO) assay
        LPO adalah proses autocatalytic, yang merupakan konsekuensi umum dari kematian sel. Proses ini dapat menyebabkan kerusakan jaringan peroksidatif pada pembengkakan, kanker dan toksisitas xenobiotik dan penuaan. Malondialdehyde (MDA) adalah salah satu produk akhir dalam proses peroksidasi lipid. Malondialdehyde (MDA) terbentuk selama degenerasi oksidatif sebagai produk radikal oksigen bebas, yang diterima sebagai indikator peroksidasi lipid.
      Tingkat MDA dapat ditentukan secara spektrofotometri sesuai dengan metode LPO yang dijelaskan oleh Ohkawa, dkk. (1979). Campuran natrium dodesil sulfat 8,1%, asam asetat 20%, asam thiobarbiturat 0,9% ditambahkan ke 0,2 mL sampel, dan air suling ditambahkan ke dalam campuran untuk menghasilkan volume total hingga 4 mL. Campuran ini diinkubasi pada suhu 95 ° C selama 1 jam. Setelah diinkubasi, tabung dibiarkan mendingin di bawah air dingin dan 1 mL air suling dengan 5 mL n-butanol / piridin (15: 1, v / v) ditambahkan, diikuti dengan pencampuran. Sampel disentrifugasi pada 4000 x g selama 10 menit. Supernatan dilepas, dan absorbansi diukur dengan blanko 532 nm. 1,1,3,3-Tetraetoxypropane digunakan sebagai standar. Tingkat peroksida lipid dinyatakan sebagai μmol / l MDA. 

Metode DPPH dan Metode LPO

       Metode DPPH dan Metode LPO merupakan metode yang paling sering digunakan untuk menguji  aktivitas antioxidant senyawa secara in vitro dan in vivo. Metode DPPH menggunakan parameter IC 50 untuk menentukan aktivitas antioxidant suatu senyawa manakala metode LPO menggunakan tingkat Malondialdehyde (MDA) sebagai parameter untuk menguji aktivitas antioxidant. Metode DPPH dapat menunjukkan serapan kuat pada 517nm manakala metode LPO akan menunjukkan  serapan kuat pada 532nm .  Metode DPPH  memberi informasi bahwa daya inhibisi senyawa terhadap radikal bebas. Manakala Metode LPO memberi informasi bahwa  daya inhibisi senyawa terhadap  peroksida lipid. 



Kesimpulan
1. Vitamin C adalah senyawa antioksidan alami yang paling banyak digunakan sebagai senyawa perbanding dalam pengujian antioksidan dengan metode DPPH. 
2. Dalam pengujian metode DPPH secara in vitro, aktivitas antioksidan Vitamin C lebih kuat dibanding vitamin A (Beta karoten) dan Vitamin E karena mempunyai nilai IC50 yang paling kecil yaitu 1,83 μg/mL
3. Dalam pengujian metode LPO secara in vivo, vitamin E adalah vitamin yang paling efektif untuk menurunkan tingkat MDA yaitu 28,3 μmol / l MDA. dalam Aflatoxin B1 oxidative stress pada limfosit manusia
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Figure 4 Effects of Aflatoxin By and vitamin A, C, and E on the
MDA levels. AFB,+VAL SuM AFB,+0.5)M vitamin A,
AFB, + VA2 SuM AFB, + 10 iM vitamin A, AFB, +VA3: 5uM
AFB, +1.5uM viamin A, AFB,+VCI: 5uM AFB, +25uM
vitamin C, AFB,+VC2: SuM AFB, +50pM viamin C,
AFB, +VC3: 5uM AFB, + 100 uM vitamin C, AFB, + VEI: 5uM
AFB, +50 M vitamin E, AFB,+VEX SuM AF B+ 100uM
vitamin E, AFB, + VE3: 5 M AFB, + 200 uM vitamin E. *P <0.001
in_comparison with control group. *P <0.001 in comparison with
AFB, group.
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