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Uji Flavonoid Total dan Aktivitas Antioksidan Daun Afrika (Vernonia
amygdalina) dengan Metode Pengeringan Simplisia yang Berbeda

Hanis Rahmawati, Evika Sandi Savitri, M. Mukhlis Fahruddin

ABSTRAK

Tumbuhan Daun Afrika (Vernonia amygdalina) diketahui memiliki senyawa
flavonoid yang berperan sebagai antioksidan untuk menetralisir radikal bebas.
Prosessing Daun Afrika (V. amygdalina) menjadi simplisia dapat dilakukan dengan
beberapa metode, dan perbedaan metode tersebut diduga berpengaruh terhadap
flavonoid total dan aktivitas antioksidan. Tujuan dari penelitian ini untuk mengetahui
flavonoid total dan aktivitas antioksidan serta kecenderungan hubungan keduanya
dari simplisia daun V. amygdalina dengan metode pengeringan yang berbeda.
Penelitian ini merupakan penelitian desktiptif dengan menggunakan obyek penelitian
simplisia daun V. amygdalina yang dikeringkan dengan metode kering oven, kering
angin, kering matahari langsung dan kering matahari tidak langsung. Uji flavonoid
total menggunakan metode AlICl; dilanjutkan dengan spektrofotometer UV-Vis, dan
uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH. Hasil penelitian menunjukkan
metode pengeringan simplisia dengan oven menghasilkan kadar flavonoid total dan
aktivitas antioksidan tertinggi sebesar 4,7919 mg QE/g serta 34,39 ppm. Terdapat
Kecenderungan hubungan positif antara kadar flavonoid total dengan aktivitas
antioksidan, yakni kenaikan flavonoid total akan diikuti dengan kenaikan antioksidan.

Kata Kunci: Daun Afrika (Vernonia amygdalina), simplisia, flavonoid total, aktivitas
antioksidan.

viii



Total Flavonoid and Antioxidant Activity Test of Bitter Leaf (Vernonia
amygdalina) with Different Simplicia Drying Methods

Hanis Rahmawati, Evika Sandi Savitri, M. Mukhlis Fahruddin

ABSTRACT

Bitter leaf (Vernonia amygdalina) are thought to have flavonoid compounds that
function as antioxidants to neutralize free radicals. The processing of Bitter leaf (V.
amygdalina) into simplicia can be several methods, and the differences in these
methods are thought to have an effect on total flavonoids and antioxidant activity.
The purpose of this study was to determine the total flavonoids and antioxidant
activity as well as the tendency of their relation from the simplicia of V. amygdalina
leaves with different drying methods. This research include a type of descriptive
research with the object of research is simplicia of V. amygdalina leaves which were
oven dried, air dried, dried with sun and dried with indirect sun. The total flavonoids
test using the AlCl; methode is continued using UV-Vis spectrophotometer, and the
antioxidant activity test using DPPH method. The result of the study showed the
hightest total levels of flavonoids and highest antioxidant activity on simplicia oven
extract of leaf V. amygdalina is 4,7919 mg QE/g and 34,39 ppm. There is a tendency
for a positive relation between total flavonoid levels and antioxidant activity, namely
an increase in total flavonoids will be followed by an increase in antioxidants.

Key words: Bitter leaf (Vernonia amygdalina), Simplicia, Total Flavonoid,
Antioxidant Activity.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

IImu pengetahuan dan teknologi berperan penting dalam perluasan
pemahaman Al-Qur’an bagi umat islam. Seseorang akan senantiasa mengakui
kebesaran Allah SWT ketika mempelajari secara mendalam, meneliti dan
mengkolaborasikan Al-Qur’an dengan sarana teknologi dan ilmu pengetahuan.
Sesungguhnya segala bentuk ciptaaan Allah SWT memberikan hikmah yang besar
bagi setiap makhluk-Nya (Wasito, 2008).

Allah SWT memberikan karunia berupa kekayaan alam yang bermanfaat bagi
manusia. Tumbuh-tumbuhan adalah bukti dari ciptaan Allah SWT yang punya
beberapa manfaat untuk kemaslahatan makhluknya, seperti pemanfaatannya sebagai
tumbuhan yang berkhasiat. Firman Allah SWT dalam Al-Qur’an Surat As-Syu’ara’

ayat 7 berikut ini:
DS 35 K or b BHF 2% 0y 35 35

Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?” (QOS.
Asy-Syu’ara’:7).

Menurut tafsir Abdullah (2004) bahwa sesungguhnya Allah SWT

mengingatkan tentang kebesaran serta keagungan kekuasaannya-Nya. Allah yang



maha kuasa, maha agung dan maha perkasa yang menciptakan bumi lalu
ditumbuhkan berbagai jenis tumbuh-tumbuhan yang baik dan bermanfaat. Menurut
tafsir Shihab (2012) bahwa kata ) pada awal ayat ini “ca>¥ 3 1353 A31 / apakah
apakah mereka tidak memperhatikan bumi”, memiliki maksud batasan akhir yang
mengandung makna untuk seruan kepada manusia untuk selalu berfikir tentang
berbagai macam ciptaan Allah, seperti jenis-jenis tanah, tumbuhan, dan keajaiban
ciptaan lainnya. Kata ~_X memiliki makna dalam penggambaran objek setiap sifat
yang baik bagi segala sesuatu. Tafsir ini memiliki makna bahwa tumbuhan yang
bermanfaat itu adalah tumbuhan yang baik.

Berdasarkan makna dari ayat diatas, dapat diketahui bahwa Allah SWT
memerintahkan kepada manusia untuk melakukan riset, eksplorasi dan memantfaatkan
ciptaan-Nya, seperti pada tumbuh-tumbuhan. Sesungguhnya penciptaan dari beraneka
ragam tumbuhan yang ada di muka bumi adalah bukti nyata adanya sang pencipta
yang maha kuasa. Hasil penelitian yang dilakukan akan semakin menambah
pemahaman pada kekuasaan dan kebesaran Allah SWT dalam penciptaan berbagai
jenis tumbuh-tumbuhan yang bermanfaat, sehingga nantinya tumbuh-tumbuhan
tersebut akan bermanfaat bagi manusia untuk kehidupannya. Salah satunya dengan
cara memanfaatkannya sebagai tanaman obat.

Tanaman obat dapat dimanfaatkan sebagai sumber terbaik untuk
menghasilkan berbagai macam obat. Bahan dasar yang alami merupakan keunggulan
dari tanaman obat sehingga dapat meminimalisir efek sampingnya (Utami &

Puspaningtyas, 2013). Obat tradisional yang diambil dari bahan alam memiliki



beberapa kelebihan jika dibandingan dengan obat modern. Selain efek samping yang
relatif rendah, dalam suatu ramuan dengan komponen yang berbeda memiliki efek
yang saling mendukung. Satu tanaman dapat memiliki lebih dari satu efek
farmakologis, serta lebih sesuai untuk penyakit-penyakit metabolik dan degeneratif
(Ningsih, 2016).

Salah satu komoditas biofarmaka yang berpotensi sebagai tanaman obat
adalah Daun Afrika (Vernonia amygdalina), hal tersebut karena siklus
pertumbuhannya yang cepat, daun yang lebat dan batang yang tinggi serta dapat
tumbuh subur pada daerah tropis maupun subtropis (Ma’rufah & Aziz, 2019). V.
amygdalina secara umum pada pengobatan tradisional digunakan untuk mengatasi
penyakit diare, antimalaria, demam, antivirus, antifungal, antikanker, analgesik,
diabetes, penyakit ginjal, dan cegukan (Yeap et al., 2010).

Khasiat yang ada pada berbagai tanaman obat karena adanya senyawa
metabolit sekunder (Amir & Bambang, 2017). Hasil analisis metabolit sekunder
menunjukkan bahwa Vernonia amygdalina positif mengandung senyawa saponin,
flavonoid, terpenoid, glikosida, alkaloid, tannin, dan fenol (Ogidi et al., 2019).
Senyawa metabolit sekunder tertentu dapat dimanfaatkan oleh manusia sebagai
antioksidan atau bahan baku obat, salah satunya yakni dari senyawa flavonoid
(Setyorini dan Yusnawan, 2016).

Antioksidan yang bersifat alami maupun sintetis dapat menghambat terjadinya
reaksi radikal bebas. Antioksidan alami sebagian besar bersumber dari tumbuhan,

salah satunya yakni dari senyawa flavonoid (Juniarti dkk., 2010). Flavonoid



merupakan senyawa penghambat reaksi oksidasi dan bersifat mereduksi. Flavonoid
akan mentransfer satu elektron yang kemudian berpasangan dengan radikal bebas
sehingga flavonoid dapat berperan sebagai antioksidan (Haeria dkk., 2016).

Kekuatan senyawa flavonoid dalam aktifitas antioksidan sangat bergantung
pada gugus —OH yang berperan untuk menetralkan radikal bebas dengan cara
mendonorkan elektron, sehingga flavonoid memiliki hubungan yang erat dengan
aktivitas antioksidan. Semakin tinggi nilai flavonoid maka semakin tinggi
kemampuan antioksidan dalam mendonorkan elektronnya untuk menetralikan radikal
bebas. Komponen flavonoid merupakan senyawa utama dalam peranan antioksidan
(Nur dkk., 2019).

Adanya manfaat yang dihasilkan dari Vernonia Amygdalina tidak terlepas dari
proses pengolahan bahan baku pasca panen yang tepat. Tahapan yang penting pada
pasca panen salah satunya yaitu pengeringan simplisia yang dapat mempengaruhi
kandungan senyawa berkhasiat (Purwanti dkk., 2018). Simplisia merupakan bahan
alam yang digunaan sebagai sediaan herbal yang telah mengalami proses pengeringan
(Endarini, 2016). Setiap tanaman mempunyai respon pengeringan yang berbeda,
beberapa tanaman dapat tahan terhadap suhu tinggi dan beberapa tanaman ada yang
mengalami kerusakan senyawa metabolit sekunder saat terpapar suhu tinggi (Manoi,
20006).

Pengeringan termasuk dalam pengolahan pasca panen yang penting karena
mampu mempengaruhi kualitas simplisia (Syafrida dkk., 2018). Pengeringan dengan

suhu terlalu tinggi dan waktu yang lama dapat merusak komponen zat aktif dan akan



menurunkan mutu simplisia (Priamsari dkk., 2019). Proses pengeringan berpengaruh
terhadap kestabilan dari kandungan flavonoid total dan aktivitas antioksidan dalam
suatu simplisia (Manoi, 2006).

Metode pengeringan simplisia terbagi menjadi dua yakni pengeringan alamiah
dan pengeringan buatan. Pengeringan alamiah terbagi menjadi kering angin,
pengeringan sinar matari tidak langsung, dan pengeringan sinar matahari langsung.
Sedangkan pengeringan buatan dilakukan menggunakan oven atau lemari pengering
(Utomo dkk., 2009). Pengeringan dengan sinar matahari langsung dapat dilakukan
dengan cepat dan mampu menekan biaya produksi jika dibandingkan dengan kering
oven. Namun suhu yang terlalu panas mampu mendegradasi senyawa kimia dalam
simplisia (Widarta & Wiadnyani, 2019). Sedangkan kering angin kurang efisien
dalam segi waktu namun mampu mempertahankan senyawa bioaktif. Disisi lain,
pengeringan yang lama pada suhu ruang juga berdampak terhadap penurunan kadar
senyawa bioaktif dalam simplisia (Winangsih dkk., 2013).

Penarikan senyawa metabolit sekunder pada simplisia dapat dilakukan dengan
metode ekstraksi. Ekstraksi senyawa flavonoid Vernonia amygdalina menggunakan
metode maserasi dengan pelarut polar etanol 70%. Etanol p.a dan etanol 70% adalah
pelarut yang aman dengan toksisitas rendah. Selain itu, rendemen dan konsentrasi
ekstrak yang tinggi dari senyawa flavonoid pada suatu tanaman dapat diisolasi
dengan aman menggunakan pelarut etanol 70% (Bimakra dkk., 2011).

Hasil penelitian dari Widarta & Wiadnyani (2019) menunjukkan bahwa kadar

flavonoid tertinggi yakni pada daun alpukat tua dengan pengeringan metode



pengovenan dengan nilai 12,07 mg/100 g, adapun kadar flavonoid terendah yakni
pada daun alpukat muda yang dikeringkan dengan metode kering angin dengan nilai
6,81 mg/100 g. Sedangkan hasil penelitian (Luliana dkk., 2016) menunjukkan bahwa
aktivitas antioksidan tertinggi yakni pada sampel ekstrak dengan pengeringan metode
kering angin sebesar 54,60 %, adapun aktivitas antioksidan paling rendah yakni
sampel segar dengan perolehan persen hambatan 35,79 %.

Uji flavonoid total dilakukan dengan metode AlCl;. Penambahan AlCl; dalam
sampel dapat membentuk kompleks antara aluminium klorida dengan kuersetin
menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 435 nm, metode ini
dapat mendeteksi adanya senyawa flavonoid golongan flavon dan flavonol
(Asmorowati & Lindawati, 2019). Sedangkan uji aktivitas antioksidan menggunakan
metode DPPH dengan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang maksimum
517 nm. Tingginya nilai antioksidan diukur dengan nilai ICs,, yakni besaran
konsentrasi larutan sampel yang dibutuhkan untuk menghambat 50 % radikal bebas
DPPH (Purwanto dkk., 2017).

Variasi suhu dan metode pengeringan akan berpengaruh terhadap kadar
flavonoid total dan senyawa antioksidan karena senyawa tersebut sensitif terhadap
panas dan cahaya. Degradasi senyawa aktif diakibatkan karena adanya reaksi oksidasi
gugus hidroksil dan pemutusan rantai molekul sehingga dapat menguapkan senyawa
aktif lebih cepat. Variasi suhu dan metode pengeringan yang optimal pada setiap

tumbuhan juga terdapat perbedaan (Syafrida dkk., 2018).



Kajian penelitian fitokimia dan farmakologis tumbuhan V. amygdalina
menunjukkan bahwa tumbuhan tersebut penting dalam pengobatan. Berdasarkan
manfaat yang dihasilkan dari V. amygdalina sebagai obat, maka standart keamanan,
mutu, dan kegunaannya perlu ditingkatkan melalui pengembangan penelitian. Salah
satunya yakni perlu dilakukan strandarisasi terhadap bahan bakunya seperti pada
proses pengeringan (Rivai dkk., 2010). Penelitian tentang tumbuhan V. amygdalina
yang dilakukan kali ini menggunakan sampel daun yang dikeringan dengan 4 macam
metode, meliputi pengeringan sinar matahari langsung, sinar matahari tidak langsung,
pengeringan oven, dan pengeringan dengan di angin-anginkan. Pemilihan perbedaan
metode pengeringan tersebut bertujuan untuk memperoleh informasi kadar flavonoid
total dan aktivitas antioksidan yang optimum. Berdasarkan latar belakang tersebut,
penelitian dengan judul “Uji Flavonoid Total dan Aktivitas Antioksidan Daun
Afrika (Vernonia amygdalina) dengan Metode Pengeringan Simplisia yang

Berbeda” ini penting untuk dilakukan.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut dapat dirumuskan permasalahan sebagai
berikut:
1. Bagaimanakah kadar flavonoid total Daun Afrika (V. amygdalina) dengan metode
pengeringan simplisia yang berbeda?
2. Bagaimanakah aktivitas antioksidan Daun Afrika (V. amydalina) dengan metode

pengeringan simplisia yang berbeda?



3. Bagaimanakah hubungan antara kadar flavonoid total dengan aktivitas
antioksidan Daun Afrika (V. amydalina) pada metode pengeringan simplisia yang

berbeda?

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Mengetahui kadar flavonoid total Daun Afrika (V. amygdalina) dengan metode
pengeringan simplisia yang berbeda.
2. Mengetahui aktivitas antioksidan Daun Afrika (V. amydalina) dengan metode
pengeringan simplisia yang berbeda.
3. Mengetahui hubungan antara kadar flvonoid total dengan aktivitas antioksidan

Daun Afrika (V. amydalina) pada metode pengeringan simplisia yang berbeda.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat yang dapat diambil dari penelitian ini diharapkan mampu
memberikan informasi tentang tanaman Daun Afrika (V. amygdalina) berdasarkan
pengukuran kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan dari ekstrak simplisia
Daun Afrika (V. amygdalina) pada berbagai metode pengeringan simplisia sehingga
nantinya dapat bermanfaat bagi studi pengembangan dasar bidang biologi, farmasi,

farmakologi dan kimia.



1.5 Batasan Masalah
Batasan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Sampel Daun Afrika (V. amygdalina) diambil dari UPT. Materia Medica Batu,
Malang Jawa Timur pada 875 mdpl.

2. Organ tanaman yang digunakan adalah bagian Daun V. amygdalina yang
berwarna hijau dan segar.

3. Metode pengeringan yang digunakan adalah kering oven, kering angin, kering
matahari langsung dan kering matahari tidak langsung.

4. Pelarut yang digunakan yaitu etanol 70%.

5. Larutan standart yang digunakan dalam penelitian kadar flavonoid total adalah
kuersetin.

6. Larutan peembangding yang digunakan untuk uji aktivitas antioksidan adalah
asam askorbat.

7. Uji kadar flavonoid total yakni dengan metode AICl;. Hasil nilai absorbansi
diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan ditentukan kadar flavonoid
total dalam mg QE/g ekstrak.

8. Metode untuk menguji aktivitas antioksidan menggunakan DPPH yang ditentukan

berdasarkan nilai ICgy.



BAB 11

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pemanfaatan Tumbuhan dalam Al-Qur’an

Allah SWT memberikan perintah kepada manusia untuk senantiasa berfikir.
Al-Qur’an merupakan petujuk untuk orang yang berakal, beriman, bertagwa untuk
selalu mempelajari segala ciptaan Allah SWT menggunakan akal pikirannya,
sehingga manusia memperoleh manfaat dari apa yang telah dilakukan, karena segala
ciptaan Allah SWT tidak ada yang sia-sia. Firman Allah SWT dalam Al-Qur’an surat

Ali-‘Imran ayat 190 berikut ini:

@I Y WG U ity 5V gl ge 3 )

Artinya: "Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan pergantian malam
dan siang terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi orang yang berakal” (QS.
Ali- 'Imran: 190)

Surat Ali-‘Imran ayat 190 tersebut menjelaskan bahwa tanda dari kebesaran
Allah SWT seperti dalam tatanan bumi dan langit, dalam silih bergantinya siang dan
malam. Semua ini tidaklah terjadi dengan sndirinya kecuali dengan seizin Allah.
Manusia sebagai makhluk yang berakal haruslah menggunakan akal pikirannya
dengan berfikir secara tajam (ulul albab) atas apa yang telah diciptakan Allah untuk

mengambil faedah, hidayah, dan menggambarkan keagungan Allah. Hasil yang
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didapat dari pemikiran tersebut, manusia hendaknya menganalisa setiap kejadian dan

merenungkannya sehingga nantinya membuahkan ilmu pengetahuan.
Tumbuh-tumbuhan yang diciptakan Allah SWT di muka bumi ini

memberikan manfaat dan berguna bagi kehidupan manusia. Sebagaimana Allah SWT

berfirman dalam Al-Qur’an surat Thaha ayat 53 berikut ini:

@52 DM 3 gl o sl ol Joall oo U5 Sl s K 8 s 5501 Jas ol

Artinya: “Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang
telah menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan, dan menurunkan dari langit air
hujan. Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-
tumbuhan yang bermacam-macam” (QS. Thaha:53).

Tafsir dari QS. Thaha:53 menurut Shihab (2012) bahwa sesungguhnya Allah

SWT telah menurunkan air hujan dan ditumbuhkannya berbagai jenis tumbuhan yang

bermacam-macam. Lafadz ii o & mengandung makna bahwa diciptakannya

tumbuhan yang bermacam-macam warna, jenis, bentuk, manfaat dan rasa. Manusia
yang berperan sebagai khalifah dimuka bumi harus dapat melestarikan dan
memanfaatkan segala ciptaan Allah SWT, salah satu pemanfaatannya yakni
tumbuhan sebagai tanaman obat. Manusia hendaknya senantiasa berfikir dan
memanfaatkan tumbuhan yang berkhasiat obat dari mulai daun, batang, hingga akar,
sehingga pemanfaatan tumbuhan yang berkhasiat obat akan semakin luas.
Pengobatan yang dilakukan manusia juga tidak lepas dari ridho Allah SWT,

sehingga manusia harus tetap berikhtiar dan berfikir positif sesungguhnya dengan
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seizin Allah SWT segala penyakit dapat disembuhkan. Sebagaimana Allah berfirman

dalam Al-Qur’an surat As-Syua’ra’ ayat 78-80 berikut ini:

EDoridh 3 by By @D sl sl 5 silly @D ey 58 85 Gl

Artinya: “(yaitu Tuhan) Yang telah menciptakan aku, maka Dialah yang menunjuki
aku (78), dan Tuhanku, Yang Dia memberi makan dan minum kepadaku (79), dan
apabila aku sakit, Dialah Yang menyembuhkan aku(80)” (Q.S Asy-Syu’ara: 78-80).

Menurut tafsir Abdullah (2004) bahwa Allah SWT maha menciptakan dan
menetapkan takdir serta menunjuki seluruh umat kepada-Nya. Allah SWT maha
memberi dan mengatur rizki kepada siapa saja yang telah ditetapkan-Nya, rizki
tersebut berupa turunnya air hujan dari langit dan kemudian akan ditumbuhkan
berbagai macam tumbuhan yang bermanfaat untuk makanan serta air untuk minum.
Tidak ada sesuatupun yang dapat mengingkari qadha dan gadar Allah SWT, segala
sesuatu haruslah disandarkan kepada-Nya karena tidak ada sesuatupun yang berkuasa
menyembuhkan suatu penyakit tanpa seizin Allah SWT.

Setiap tumbuhan memiliki sususan dan bentuk yang berbeda, sehingga
pemanfaatannya juga akan berbeda. Bentuk pemanfataan tumbuhan dapat diambil
mulai dari daun, akar, biji, rimpang, bunga, batang dan buah. Berbagai macam organ
tumbuhan tersebut dapat dimanfaatkan sebagai obat. Sebagimana penjelasan dari
hadist Nabi Muhammad SAW yang diriwayatkan oleh Imam Muslim dari Jabir Bin

Abdillah berkata bahwa Nabi bersabda:
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Artinya: “Setiap penyakit pasti memiliki obat. Bila sebuah obat sesuai dengan

penyakitnya maka dia akan sembuh dengan seizin Allah SWT” (HR. Muslim).

Hadist tersebut menjelaskan bahwa selain berdoa dan bertawakkal kepada
Allah SWT atas suatu penyakit yang menimpanya, maka manusia hendaknya
berikhtiar untuk berobat agar dapat menyembuhkan penyakitnya. Kesembuhan atas
suatu penyakit memanglah hanya atas seizin Allah SWT, namun manusia
diperintahkan agar sesalu berusaha mencari obat untuk kesembuhan. Salah satunya

yakni obat yang berasal dari tumbuh-tumbuhan.

2.2 Daun Afrika (Vernonia amygdalina)
2.2.1 Kilasifikasi Daun Afrika (Vernonia amygdalina)

Berikut klasifikasi berdasarkan (Audu et al., 2012):

Kingdom : Plantae

Division : Angiosperms

Classes : Dicotyledons

Order : Asterales

Family : Asteraceae

Genus : Vernonia

Species : Vernonia amygdalina

V. amygdalina disebut bitter leaf dalam bahasa Inggris, dalam bahasa lokal
Nigeria disebut onugbu (Igbo), etidot (Efik), ewuro (Yoruba), chusar duki (Hausa),
uzi (Ebira). Orang Malaysia menyebutnya sebagai South Africa leaf, Sedangkan

orang Afrika mengenal sebagai mululuza (Uganda), tuntwano (Tanzania) dan muop
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atau ndole (Cameroon). Tanaman ini oleh masyarakat Sumatera Barat dikenal dengan

daun Afrika Selatan dan daun insulin (Suryati dkk., 2016).

2.2.2 Morfologi Tumbuhan

V. amygdalina adalah tumbuhan yang berasal dari benua Afrika termasuk
Nigeria dan Zimbabwe, tumbuhan ini tumbuh secara liar atau sengaja ditanam di pada
daerah yang memiliki iklim tropis di sepanjang Subsaharan Afrika. V. amygdalina
ditanam di sekitar rumah sebagai tanaman pagar atau pot, dan juga ditanam di daerah
perkebunan di Ghana, Kamerun dan Nigeria (Aliero & Abdullahi, 2009). V.
amygdalina merupakan genus Vernonia yang tumbuh didaerah tropis dan secara luas
telah digunakan sebagi sayuran dan tanaman obat. Konsumsi daun V. amygdalina
dilakukan dengan merendam atau merebus daun terlebih dahulu agar rasa pahitnya
bisa sedikit berkurang (Yeap et al., 2010).

V. amygdalina adalah jenis tumbuhan semak yang memiliki tinggi mencapai
2-10 m dan masuk dalam famili Asteraceae. Tanaman ini biasanya tumbuh alami
disepanjang danau, pegunungan, sungai, danau, serta hutan. V. amygdalina juga
tumbuh di wilayah yang memliki curah hujan tahunan 750-2000 mm (Yeap et al.,
2010).

V. amygdalina mempunyai batang tegak, berkayu, kasar disertai titik hitam
dan berwarna hijau kecokelat. Daun V. amygdalina berbentuk elips, mempunyai
rambut lembut di bagian bawah, pertulangan daun menyirip, daun majemuk, anak

daun berhadapan, ujung runcing, pangkal membulat, berwarna hijau tua, berbentuk
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lanset, tepi bergerigi, dan memiliki bau yang khas dengan rasa pahit. Bunga V.
amygdalina berwarna putih, memiliki bau yang harum sehingga dapat menarik
perhatian lebah dan juga tumbuh pada musim tertentu. Akar V. amygdalina
termasuk akar tunggang (Gambar 2.1) (Kharimah dkk., 2016).

V. amygdalina memiliki batang yang dapat tumbuh tinggi, daun yang lebat,
dan pertumbuhannya cepat. Cara perbanyakan tanaman V. amygdalina dapat
dilakukan dengan cara stek batang yang diambil dari induk bagian pucuk/ujung

tanaman, tengah dan pangkal (Ma’rufah & Aziz, 2019).

Gambar 2.1 Morfologi V. amygdalina (Sumber foto: Yeap et al., 2010)

2.2.3 Kandungan Metabolit Sekunder pada Daun Afrika (Vernonia
amygdalina) dan Pemanfaatannya
Simplisia dan ekstrak etanol V. amygdalina terbukti mengandung senyawa
saponins, flavonoid, glikosida, sesquiterpene lactones (vernolida, vernoladol,
vernodalin, vernolepin and vernomygdin), steroids, alkaloids, tannins, polyphenols,

monoterpene, quinines, terpenoid dan luteolin (Kharimah dkk., 2016). V. amygdalina
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banyak mengandung senyawa kimia dan berbagai nutrisi, antara lain sebagai berikut:
karbohidrat 68,4%, besi 7,5 mg/100 g, lemak 4,7%, protein 19,2%, karotenoid 30
mg/100 g, asam askorbat 166,5 mg/100 g, serat 19,2%, kalsium 0,97 g/ 100 g,
natrium, tembaga, forfor, magnesium, zink, sulfur, kalium dan selenium (Ijeh &
Ejike, 2011).

Semua bagian V. amygdalina memiliki manfaat untuk digunakan sebagai
pengobatan, termasuk pada bagian daun, batang dan akar (Yeap et al., 2010). Akar
dan batang V. amygdalina di Nigeria dimanfaatkan untuk chewing stick (pembersih
gigi) (Adetunji et al., 2013). Akar dan daun V. amygdalina dalam pengobatan etno
dimanfaatkan untuk mengobati cegukan, demam, sakit lambung dan masalah ginjal

(Udochukwu et al., 2015).

2.3 Simplisia

Simplisia adalah bahan alamiah yang belum diolah kecuali hanya dikeringkan
dan dipergunakan untuk obat (Prasetyo & Inoriah, 2013). Simplisia digolongkan
menjadi simplisia pelikan (mineral), simplisia hewani, dan simplisia nabati. Simplisia
nabati adalah simplisia yang berupa bagian dari tumbuhan, tumbuhan utuh, atau

eksudat tumbuhan (Endarini, 2016).

2.3.1 Tahap Pembuatan Simplisia
Tahap pembuatan simplisia menurut Prasetyo dan Inoriah (2013) adalah

sebagai berikut:
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a. Sortasi basah

Sortasi basah dilakukan untuk memisahkan bagian yang rusak dan kotoran
yang menempel pada bahan simplisia, seperti tanah. Pembersihan simplisia dari tanah
dapat mengurangi jumlah mikroba karena tanah mengandung bermacam-macam
mikroba dalam jumlah yang tinggi (Pasetyo dan Inoriah, 2013).
b. Pencucian basah

Pencucian simplisia bertujuan untuk menghilangkan kotoran yang melekat
dan dapat dilakukan dengan air bersih yang mengalir. Pengunaan air pencucian dan
proses sortasi sangat berpengaruh terhadap jenis mikroba pada bahan simplisia.
Misalnya jika penggunaan air yang tidak bersih untuk pencucian simplisia akan
menimbulkan pertumbuhan mikroba yang cepat. Bakteri yang umum terdapat dalam
air adalah Micrococcus, Pseudomonas, Streptococcus, Proteus, Escherichia, dan
Bacillus (Pasetyo dan Inoriah, 2013).
c. Perajangan

Perajangan bertujuan untuk mempermudah proses pengeringan, penggilingan
dan pengepakan. Beberapa jenis simplisia perlu dilakukan proses perajangan karena
semakin tipis bahan yang dikeringkan maka akan semakin cepat proses penguapan air
sehingga mempercepat waktu pengeringan. Namun irisan yang terlalu tipis juga dapat
mempengaruhi senyawa yang berkhasiat dalam simplisia karena dapat menguap

(Pasetyo dan Inoriah, 2013).
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d. Pengeringan

Proses pengeringan bertujuan agar simplisia tidak mudah rusak, dapat tahan
lama dalam proses penyimpanan, dan menurunkan kadar air. Hilangnya kadar air
selama prses pengeringan akan menghentikan reaksi enzimatis sehingga penurunan
mutu simplisia dapat dicegah. Pengeringan simplisia dapat dilakukan dengan sinar
matahari atau menggunakan alat pengering. Proses pengeringan juga harus
memperhatikan suhu pengeringan, aliran udara, kelembaban udara, luas permukaan
bahan, dan waktu pengeringan (Pasetyo dan Inoriah, 2013).

Pengeringan dengan matahari langsung adalah pengeringan yang mudah
dilakukan dan ekonomis, namun dari kualitas pengeringan oven dapat menghasilkan
produk yang lebih baik. Hal tersebut karena sinar ultraviolet pada matahari
menimbulkan kerusakan pada bahan aktif dari bahan. Pengeringan oven dapat
dilakukan lebih cepat dan terkontrol hingga kadar air dapat diminimalkan. Namun
pengeringan oven juga akan meningkatkan biaya produksi. Disisi lain, pengeringan
angin dianggap lebih murah dan dapat mempertahankan senyawa aktif dalam
simplisia, namun karena waktu yang dibutuhkan sangat lama sehingga kurang efisien

(Winangsih, 2013).

2.4 Ekstraksi dengan Metode Maserasi
Estraksi adalah salah satu teknik kimia untuk menarik atau memisahkan satu
atau lebih komponen senyawa dari suatu sampel dengan kesesuaian pelarut yang

digunakan. Prinsip pemisaan pada ekstraksi berdasarkan dari kemampuan daya larut
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dari pelarut tertentu, sehingga penggunaan larutan yang tepat harus dipertimbangkan
supaya dapat menarik komponen senyawa pada sampel dengan maksimal (Leba,
2017).

Salah satu jenis teknik ekstraksi adalah maserasi. Proses maserasi termasuk
cara yang sederhana dengan perendaman sampel dalam pelarut tententu pada suhu
kamar. Perendaman sampel tumbuhan ini bisa lebih efektif dalam mengisolasi bahan
aktif, karena perbedaan tekanan antara luar sel dan dalam sel akan membuat dinding
sel dan membran sel tumbuhan pecah. Sampel sesekali diaduk untuk mempercepat
proses pelarutan senyawa dalam ekstrak. Kelebihan dari maserasi adalah
menggunakan cara dan alat yang relatif sederhana dan dapat digunakan untuk analit
yang tidak ataupun tahan panas. Kelemahannya adalah banyak menggunakan pelarut
(Leba, 2017).

Ekstrak/sari merupakan hasil penarikan material yang berasal dari simplisia
atau bahan kering menggunakan pelarut organik atau pelarut air. Hasil peyarian
kemudian diuapkan dengan alat evaporator sehingga akan diperoleh ekstrak yang
kental (Saifudin, 2014). Ekstrak kental yang didapat kemudian dilakukan perhitungan
rendamen yang berfungsi agar jumlah metabolit sekunder yang terbawa oleh pelarut

dapat diketahui (Aminah dkk., 2017).
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2.5 Jenis Pelarut pada Bahan Aktif Tumbuhan untuk Uji Total Flavonoid dan
Aktivitas Antioksidan

Faktor penting dalam proses ekstraksi salah satunya yakni menentukan jenis
pelarut. Pelarut yang cocok untuk digunakan yaitu pelarut yang mampu menarik
senyawa metabolit sekunder dalam tumbuhan saat proses ekstraksi (Leba, 2017).
Prinsip kelarutan yang digunakan adalah like dissolves like yang memiliki makna
bahwa pelarut akan cenderung melarutkan senyawa yang memiliki tingkat kepolaran
sama. Senyawa polar cenderung larut pada pelarut polar seperti metanol, air, butanol
dan etanol. Senyawa non-polar juga akan larut pada pelarut non-polar seperti n-
heksana, kloroform, dan eter (Verdiana dkk., 2018).

Flavonoid termasuk golongan senyawa polifenol yang berikatan dengan gula
dalam bentuk glikosida dan memiliki distribusi luas dalam organ tumbuhan, sehingga
flavonoid tergolong senyawa polar. Adapun contoh pelarut polar untuk melarutkan
senyawa flavonoid yakni etanol, aseton, metanol, aseton, isopropanol dan air
(Suryani dkk., 2015).

Ekstraksi V. amygdalina dapat dilakukan dengan cara maserasi, yaitu
merendam serbuk V. amygdalina kemudian dimaserasi hingga terjadi perubahan
warna hijau pekat. Etanol adalah pelarut yang digunakan untuk ekstraksi karena
mudah menguap, yang aman, mudah dalam menarik metabolit sekunder dari simplisi
tanpa pemanasan sehingga dapat mengurangi terurainya senyawa aktif (Nainggolan,

dkk., 2018). Oshim et al., (2016) menambahkan ekstrak etanol V. amygdalina lebih
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efektif dibandingkan ekstrak metanol, karena pelarut etanol cenderung lebih
maksimal dalam menarik senyawa metabolit sekunder didalam V. amygdalina.

Etanol adalah senyawa organik dengan rumus molekul C,H,OH yang
tersusun atas unsure karbon, hidrogen, dan oksigen dan memiliki titik didih 78°C
(Aziz dkk., 2009). Etanol 70% mampu melarutkan senyawa fitokimia lebih besar
pada V. amygdalina, karena mengandung 30% air untuk proses ekstraksi sehingga
sebagian senyawa tertarik ke dalam air dan sebagian tertarik ke etanol (Meidiawati

dkk., 2018).

2.6 Metabolit Sekunder

Beragan senyawa organik dapat diproduksi oleh tumbuhan yang sebagian
besar tumbuhan dan tidak berpengaruh langsung pada perkembangan dan
pertumbuhan tanaman. Metabolit terbagi menjadi dua, yaitu metabolit primer dan
metabolit sekunder. Metabolit primer adalah faktor penting dalam pertumbuhan
dalam jumlah terbatas. Sedangkan metabolit sekunder lebih banyak diproduksi saat
tumbuhan mengalami stress dan tidak digunakan untuk proses pertumbuhan
(Anggraito dkk., 2018). Biosintesis metabolit sekunder merupakan turunan dari
metabolit primer (gula, asam amino, nukleotida dan lemak). Pembentukan metabolit
sekunder pada tumbuhan dimulai dari hasil glikolisis glukosa fotosintesis berupa
asam piruvat dan asam shikimat (Gambar 2.2). Metabolit sekunder dapat disintesis
oleh organ-organ tertentu tumbuhan, seperti akar, daun, bunga, buah, dan biji

(Matsjeh, 2009).
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Gambar 2.2. Biosintesis Senyawa Metabolit Sekunder (Sumber foto: Anggraito,

2018)

Setiap metabolit sekunder memiliki fungsi yang berbeda. Fungsi metabolit
sekunder lebih banyak digunakan untuk pertahanan tanaman seperti cekaman dan
tidak memiliki peran secara langsung dalam pertumbuhan dan perkembangan. Selain
itu, metabolit sekunder tertentu yang dihasilkan tanaman dapat dimanfaatkan manusia
untuk antioksidan atau bahan obat (Setyorini & Yusnawan, 2016)

Metabolit sekunder aromatik adalah senyawa kimia organik hasil alam yang
mempunyai struktur aromatik seperti senyawa fenolat yang tersebar luas pada
tumbuhan. Senyawa inilah yang menjadi bahan dasar sintesis flavonoid. Contohnya
seperti metilsalisilat, eugenol, vanillin dan anetol (Matsjeh, 2009).

Antioksidan alami diperoleh dari flavonoid yang masuk dalam golongan

fenol. Senyawa flavonoid dihasilkan tanaman dan dianggap racun oleh organisme lain
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karena dapat mengganggu fungsi protein sel. Senyawa tersebut akan berintraksi
dengan DNA dan protein yang terlibat dalam pembelahan sel (Setyorini &

Yusnawan, 2016).

2.7 Uraian Flavonoid

Flavonoid tersebar luas pada berbagai konsentrasi dan merupakan kelompok
polifenol pada tanaman. Komponen flavonoid umumnya dalam keadaan terkonjugasi
atau terikat pada senyawa gula. Flavonoid merupakan gambaran dari deretan senyawa
kimia C6- C3-C6 (Gambar 2.3), yang artinya rantai alifatik karbon menyambungkan
kerangka karbon C6 (cincin benzene tersubsitusi) yang terdiri dari dua gugus

(Winarsi, 2007).

Gambar 2.3 Struktur Dasar Flavonoid (Sumber foto: Robinson, 1995)

Flavonoid memiliki beberapa subkelas, diantaranya adalah: falvon, flavanon,
flavonol, anthocyanidins, dan isoflavon. Pembagian subkelas dalam flavonoid
berdasarkan sifat-sifat struktural. flavon (ex-apigenin) dapat ditemukan pada
tumbuhan yang memiliki daun berwrna hijau, Flavanol (ex-catechins) dapat
ditemukan dalam anggur merah, isoflavon dapat ditemukan pada kedelai dan hampir
semua tumbuhan lainnya, flavanon (ex-narigenin) dapat ditemukan pada golongan

sitrus. Flavonoid asal katekin banyak ditemukan pada teh hitam, teh hijau, dan anggur
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merah, sedangkan antosianin ditemukan pada golongan buah beri (Arifin & Ibrahim,
2018).

Senyawa flavonoid yang terdapat dalam V. amygdalina adalah luteolin,
luteolin 7-O-B-glucoroniside, dan 7-O-B-glucosida. Aktivitas antioksidan yang
terbesar dari ketiga jenis flavon ini adalah luteolin (Farombi & Owoeye, 2011).
Flavonoid melindungi sel dari radikal bebas, aktivitas antioksidan dari V. amygdalina
tersebut dapat diperoleh dari cara ekstraksi menggunakan pelarut metanol dan etanol.
Luteolin memiliki aktivitas antioksidan terkuat pada V. amygdalina (Yeap et al.,
2010).

Tanaman obat dengan kandungan flavonoid memiliki aktivitas antialergi,
antiradang, antioksidan, antibakteri, antikanker dan antivirus. Tanaman dengan
kandungan flavonoid terbukti memberikan efek dalam penyembuhan diabetes militus
dengan mekanisme tolerasi glukosa dan mengurangi penyerapan glukosa yang
berlebih (Brahmachari, 2011). (Akah & Alemji, 2009) melaporkan bahwa adanya
aktivitas antidiabetes tanaman V. amygdalina disebabkan karena kandungan senyawa
flavonoid yang berperan merangsang sekresi insulin .

Kuersetin merupakan flavonol terbaik yang banyak ditemukan pada buah dan
sayuran, hal tersebut karena adanya konfigurasi aglycon dan struktur cincin berasal
dari kelompok hidroksil sehingga semakin kuat fungsinya sebagai antioksidan.
Kuersetin akan menangkal radikal bebas dan ion transisi lainnya sehingga akan
mencegah penyakit tertentu (Arifin & Ibrahim, 2018). Struktur kuersertin telah

ditunjukkan pada (gambar 2.4) berikut ini:
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Gambar 2.4 Struktur Kuersetin (Sumber foto: Silalahi, 2006)

Penggunaan kuersetin sebagai larutan standart karena kuersetin merupakan
flavonol terbaik yang banyak ditemukan pada buah dan sayuran (Arifin dan Ibrahim,
2018). Kuersetin mempunyai gugus keto pada C-4 dan memiliki gugus hidroksil pada
atom C-3 atau C-5 yang bertetangga dari flavon dan flavonol yang dapat membentuk
senyawa kompleks dengan adanya AlCl; (Aminah dkk., 2017).

2.7.1 Biosintesis Flavonoid

Sintesis flavonoid terbagi menjadi dua jalur yakni jalur fenil propanoid yang
biasa disebut jalur shikimat dan jalur poliketida yang merupakan reaksi serangkaian
kondendasi tiga unit asetat melonat. Jalur fenilpropanoid termasuk dari glikolisis
dengan hasil asam shikimat tanpa diperoleh asam piruvat dengan melibatkan
fosfoenol piruvat dan eritrosa. Asam shikimat yang dihasilkan kemudian
ditransformasikan menjadi suatu asam amino yaitu tirosin dan fenilalanin. Pelepasan
NH; dari fenilalanin akan menghasilkan asam sinamat sedangkan tirosin dengan
adanya subtitusi pada gugus benzenanya akan membentuk senyawa turunan asam

sinamat (Heliawati, 2018).
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Reaksi jalur poliketida diawali dengan reaksi antara asetil CoA dengan CO
dan dihasilkan malonat CoA. Kemudian reaksi dari malonat CoA dan asetil CoA
menghasilkan asetoasetil CoA. Asetoaseil CoA yang terbentuk akan bereaksi dengan
malonat CoA dan terus berlanjut hingga terbentuk poliasetil yang nantinya dapat
bereaksi dan berkondensasi dengan hasil dari jalur fenilpropanoid akan membentuk
suatu flavonoid. Bahan fenilpropanoid akan mempengaruhi jenis flavonoid yang

terbentuk (Heliawati, 2018).

2.8 Pengujian Kadar Flavonoid Total

Analisis kuantitatif bertujuan untuk mengetahui besarnya kadar pada suatu
ekstrak. Analisis kuantatitatif untuk uji kadar flavonoid total menggunakan pengujian
dengan spektrofotometri UV-Vis, hal tersebut karena pada daerah spektrum sinar
tampak dan spektrum sinar ultraviolet flavonoid menunjukkan pita serapan kuat yang
disebabkan kandungan sistem aromatik telah terkonjugasi (Harborne, 1987).

Larutan kontrol yang digunakan adalah larutan blanko yang berfungsi sebagai
pengkali nol (blank) senyawa yang tidak perlu dianalisis pada spektrofotometri UV-
Vis. Pengukuran kadar flavonoid total digunakan pereaksi AlCl; yang ditambahkan
pada larutan sampel, sehingga akan membentuk kompleks dengan berubahnya larutan
sampel menjadi kuning yang disebabkan adanya pergeseran panjang gelombang ke
arah visible (tampak) (Chang et a./, 2002). Reaksi peambentukan kompleks flvonoid

dengan AlCl; telah ditunjukkan pada (gambar 2.5) berikut ini:
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Gambar 2.5 Reaksi pembentukan kompleks Flvonoid dengan AICl; (Sumber foto:
Haeria dkk., 2016)

2.9 Radikal Bebas
2.9.1 Pengertian Radikal Bebas

Radikal bebas merupakan suatu gugus, atom, senyawa, atau molekul yang di
dalamnya ada mengandung satu atau beberapa elektron yang mampu berdiri sendiri
serta tidak berpasangan di orbit terluar. Molekul tersebut diantaranya yaitu molekul
oksigen, logam-logam transisi dan atom hidrogen. Hilangnya satu atau lebih
pasangan elektron menyebabkan molekul sangat reaktif dan mudah tertarik pada
suatu medan magnetik. Radikal bebas dapat tidak bermuatan (netral), bermuatan
negatif (anion) atau bermutan positif (kation) (Yuslianti, 2018).

Radikal bebas memiliki sifat destruktif bagi molekul sel lain yang telah
diambil elektronnya. Hal tersebut memicu terjadinya radikal bebas baru akibat reaksi-
reaksi berantai. Radikal bebas bereaksi dengan berbagai komponen sel, baik
komponen fungsional (DNA dan enzim-enzim) maupun komponen struktural
(molekul-molekul membran sel). Reaksi berantai ini akan terus berlanjut sampai

dapat dihilangkan dengan reaksi sistem antioksidan tubuh (Yuslianti, 2018).
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Reaksi oksidasi yang melibatkan radikal bebas ini dapat merusak membran sel
normal di sekitarnya dan merusak komposisi DNA sehingga dapat menyebabkan
terjadinya suatu mutasi. Mutasi atau kerusakan komposisi suatu DNA dapat
menyebabkan terjadinya beberapa penyakit degeneratif seperti kanker, jantung,
katarak, penuaan dini dan lain-lain. Senyawa 8-OHdG merupakan salah satu marker
yang menunjukkan terjadinya kerusakan DNA akibat radikal bebas yang berlebih
(Parwata, 2016).

2.9.2 Tahap Pembentukan Radikal Bebas

Tahap terjadinya radikal bebas melalui beberapa mekanisme reaksi. Reaksi
tersebut antara lain adalah sebagai berikut (Winarsi, 2011):

1. Inisiasi yang merupakan fase awal pembentukan radikal bebas, misalnya:

Fet* + H,0,Fet** — OH™ + «OH

2. Propagasi yang merupakan fase membentuk radikal bebas baru atau
perambatan, misalnya:

R3 H+R2s— R3«+R2 H

3. Terminasi atau penetralan yang akan mengubah radikal bebas menjadi tidak
reaktif atau stabil dengan cara penangkapan radikal, misalnya:

R2¢ +R2¢ — R2 R2
2.9.3 Sumber Radikal Bebas

Sumber radikal dapat berupa endogenus dan eksogenus. Sumber endogenus

dihasilkan dari auotoksidasi, transport elektron di mitokondria, fagositosis dalam
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respirasi, oksidasi enzimatik, oksidasi ion-ion logan transisi dan ischemik. Sedangkan
sumber eksogenus dihasilkan dari luar sistem tubuh, diantaranya asap rokok, senyawa
hasil pemanggangan, sinar ultraviolet (UV), senyawa kimia karbon tetraklorida,

radiasi, dan zat pewarna (Gambar 2.6) (Wulansari, 2018).
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Gambar 2.6 Sumber-sumber Radikal Bebas yang Menyerang DNA (Sumber foto:
Vasudevan, 2004)

Radikal bebas cukup banyak jenisnya tapi yang keberadaannya paling banyak
dalam sistem biologis tubuh adalah radikal bebas turunan oksigen atau reactive
oxygen species (ROS). Radikal-radikal bebas ini merupakan hasil pemecahan
homolitik dari ikatan kovalen suatu molekul atau pasangan elektron bebas suatu
atom. ROS merupakan bagian dari hasil metabolisme sel normal atau sel yang
terpapar zat-zat lain yang menyebabkan terjadinya inflamasi atau peradangan. ROS
sebagian besar merupakan hasil dari respon fisiologis (ROS endogen) yaitu hasil
metabolisme sel normal dan sebagian kecil merupakan hasil paparan dari luar tubuh
(ROS eksogen) yaitu oksigen reaktif yang berasal dari polutan lingkungan, radiasi,

infeksi bakteri, jamur dan virus (Parwata, 2016).
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ROS terdiri dari superoksida (*O2), hidroksil (*OH), peroksil (ROO¥),
hidrogenperoksida (H2032), singlet oksigen (102), oksida nitrit (NO¥*), peroksinitrit
(ONOO*), asam hipoklorit (HOCI), dan hasil oksidasi lemak pada makanan. Radikal
bebas yang paling banyak terbentuk di dalam tubuh adalah superoksida. Superoksida
ini akan diubah menjadi hidrogen peroksida (H202) . Hidrogen ini dalam tahap
propagasi akan diubah menjadi radikal hidroksil (*OH). Radikal hidrosil inilah yang
menyebabkan terjadinya peroksidasi lemak pada membran sel sehingga sel
mengalami kerusakan. Keadaan ini kalau dibiarkan terus akan menyebabkan
ketidakseimbangan antara radikal bebas dengan antioksidan endogen yang dikenal
dengan nama stres oksidatif (Parwata, 2016).

Tempat terbentuknya radikal bebas didalam sel hidup yakni pada mitokondria,
peroksisom, membran plasma, sitosol dan retikulum endoplasm melalui reaksi-reaksi
enzimatis yang berlangsung pada proses metabolisme secara normal. Radikal bebas
tersebut dapat bereaksi dengan konponen fungsional (enzim, DNA) dan komponen
struktural (molekul penyusun sel) sehingga reaksi biokimia sel mengalami inhibisi.
Kerusakan fungsi sel akibat radikal bebas akan memacu timbulnya beragam penyakit

(Widowati dkk., 2005).

2.10  Uraian Antioksian
2.10.1 Pengertian Antioksidan
Antioksidan adalah senyawa pendonor elektron atau senyawa reduktan. Berat

molekul yang kecil dari antioksidan akan menonaktifkan reaksi oksidasi sehingga
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dapat mencegah radikal bebas terbentuk. Antioksidan akan mencegah kerusakan sel
dengan menyumbangkan elektronnya ke radikal yang sangat reaktif sehingga reaksi
oksidasi akan terhambat (Winarsi, 2007).

Antioksidan dibutuhkan oleh tubuh untuk menghambat reaksi oksidasi dan
merupakan hasil dari produk sampingan dari proses pembentukan energi. Melalui
reaksi dengan senyawa reaktif radikal, antioksidan akan menstabilkan oksigen reaktif.
Proses tersebut menghasilkan radikal yang tidak reaktif dan lebih stabil (Arifin &

Ibrahim, 2018).

2.10.2 Manfaat Antioksidan

Fungsi utama antioksidan adalah untuk penangkapan radikal bebas yang dapat
menginisiasi penyakit degeneratif yang disebkan oksidasi DNA, lipid, protein, dan
asam nukleat. Antioksidan seperti flavonoid, polifenol dan fenol dapat menghambat
reaksi oksidasi dari radikal bebas seperti peroksida, peroksida lipid, dan
hidroperoksida (Sayuti & Yenrina, 2015).

Mengkonsumsi antioksidan dapat bermanfaat untuk menurunkan terjadinya
penyakit degeneratif seperti osteoporosis, kanker, kardiovaskuler, ateroskleresis, dan
lain-lain. Kecukupan konsumsi dari antioksidan diperlukan untuk semua kalangan
usia dengan menkonsumsi buah dan sayur yang mengandung flavonoid (antosianin,
isoflavon, isokatekin, katekin), vitamin C, vitamin E, dan betakaroten (Winarsi,

2007).
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2.10.3 Klasifikasi Antioksidan

Antioksidan berdasarkan sumbernya antioksidan terbagi menjadi dua, yaitu
antioksidan endogen dan antioksidan eksogen. Antioksidan endogen yakni
antioksidan yang berasal dari dalam tubuh dan dapat disintesis oleh tubuh, contohnya
adalah katalase, superoksidaddismutase (SOD), dan Glutationnperoksidase (GPx).
Katalase adalah senyawa dapat ditemukan pada tumbuhan dan hewan yang
merupakan senyawa hemotetramer dengan kofaktor Fe. Katalase menghasilkan
oksigen dan air dari proses katalis radikal bebas dan berbagai peroksida. SOD dapat
menjadi pembersih superoksida (¢O,-) dengan mengkatalis radikal bebas superoksida
menjadi (H,0,). Enzim Glutation peroksidase (GPx) pada sisi aktifnya mengandung
selentum (Se) yang bekerja dengan memecah H,0, serta berbagai lipid peroksida
dan direduksis menjadi H,O (Wulansari, 2018).

Antioksidan eksogen yakni antioksidan yang bersumber darilluar tubuh.
Antioksidan tersebut didapat dari buah-buahan, sayuran dengan kadungan vitamin (C,
E, A) dan mineral (Se, dan Zn). Antioksidan eksogen yang umum digunakan adalah
vitamin C (Wulansari, 2018).

Antioksidan berdasarkan fungsinya terbagi menjadi tiga, diantaranya adalah
antioksidan primer, antioksidan sekunder, dan antioksidan tersier. Antioksidan primer
berfungsi untuk mencegah terbentuknya radikal bebas baru dengan mengurangi
dampak yang ditimbulkan sebelum senyawa radikal bebas bereaksi. contohnya adalah

enzim katalase, Glutation Peroksidase (G-Px), dan superoksida dismutase (SOD).
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Beberapa mineral yang mempengaruhi kerja dari beberapa enzim tersebut seperti Se,
Cu, Zn, dan Mn. Sel-sel dalam tubuh akan terlindungi dari pengaruh kerusakan akibat
radikal bebas dengan adanya antioksidan primer (Sayuti & Yenrina, 2015).

Antioksidan sekunder mampu mencegah terjadinya reaksi berantai dengan
cara menangkap oksigen, mengikat ion-ion logam, menyerap radiasi UV, dan
mengurai hidroperoksida menjadi senyawa non radikal sehingga kerusakan yang
lebih parah dapat dicegah. Contoh antioksidan sekunder yakni vitamin C, vitamin E,
flavonoid, B-caroten, isoflavon, albumin, dan bilirubin. Antioksidan tersier dapat
memperbaiki kerusakan sel ataupun jaringan yang disebabkan oleh radikal bebas
(Sayuti & Yenrina, 2015).

Antioksidan berdasarkan cara perolehannya terbagi menjadi dua, yaitu
antioksidan alami dan sintetik. Perolehan antioksidan alami dapat diambil dari
tumbuhan dan tersebar di berbagai bagian seperti daun, kayu, bunga, rimpang, buah,
kulit, serbuk dan biji. Antioksidan sintetik dapat diperoleh dari luar tubuh, contoh
yakni ters-buthyl hidrogquinone (TBHQ), buthylated hydroxytoluene (BHT),
buthylated hidroksianisol (BHA) (Wulansari, 2018).

Antioksidan alami dalam tubuh terbagi menjadi antioksidan enzimatik dan
non enzimatik. Contoh antioksidan enzimatik adalah katalase, glutation peroksidase,
dan superoxide dismutase (SOD) yang bekerja untuk memperbaiki kerusakan sel
akibat superoksida. Antioksidan non enzimatik terbagi menjadi dua kelompok yaitu

antioksidan yang larut dalam lemak (contoh: falvonoid, karotenoid, quinon, bilirubin
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dan tokoferol), dan antioksidan yang larut dalam air (contoh: protein dan asam

askorbat) (Sayuti & Yenrina, 2015).

2.11 Pengujian Aktivitas Antioksidan

Pengujian aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH. Pemilihan
metode karena relatif sederhana, cepat, memerlukan sedikit sampel, mudah dan peka
(Lung & Destiani, 2018). DPPH merupakan radikal bebasiyang stabil pada suhu
kamar sehingga banyak digunakan untuk menguji aktivitas antioksidan pada suatu
sampel ekstrak yang berasal dari bahan alam (Molyneux P, 2004). Panjang
gelombang yang dapat menyerap kuat DPPH dalam bentuk teroksidasi yakni pada
517 nm. DPPH akan menerima elektron dari senyawa lain sehingga akan terbentuk

molekul yang stabil (gambar 2.7) (Parchin et al., 2015).

Gambar 2.7 Struktur Kimia DPPH (Sumber foto: Parchin et al., 2015)

Pengujian dengan metode DPPH akan didapatkan informasi tentang aktivitas
antioksidan berdasarkan nilai IC5y. Acuan nilai IC5, digunakan sebagi pengukur
besarnya aktivitas antioksidan dari konsentrasi senyawa yang digunakan untuk

peredaman sekitar 50% radikal bebas. Vitamin C adalah antioksidan yang biasa
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digunakan untuk pembanding dari data aktivitas antioksidan yang sudah didapat dari
suatu ekstrak (Wulansari, 2018). Apabila nilai IC5, yang didapat semakin rendah
maka senyawa uji tersebut memiliki aktivitas antioksidan yang semakin tinggi
(Molyneux, 2004). Hasil yang didapat kemudian dibuat kurva hubungan antara
persen inhibisi dan konsentrasi untuk menentukan nilai IC5, (Lung dan Destiani,
2018). Tingkat kekuatan aktivitas antioksidan telah disajikan pada (tabel 2.1) berikut
ni:

Tabel 2.1 Tingkat Kekuatan Antioksidan (Sumber Tabel: Molyneux, 2004)

Intensitas Antioksidan Nilai IC5¢ (ng/mL)
Sangat Kuat <50

Kuat 50-100

Sedang 100-250

Lemah 250-500

Tidak Aktifn >500

Prinsip dari pengujian aktivitas antioksidan dengan metode DPPH adalah
mengukur daya peredaman dari suatu ekstrak sampel terhadap radikal bebas DPPH.
Hasil uji tersebut akan dihasilkan perubahan larutan sampel menjadi kuning dan
berkurangnya warna ungu, karena ketika sampel ekstrak dicampurkan dengan larutan
DPPH maka akan dapat mendonorkan atom hidrogen dan dihasilkan bentuk tereduksi
DPPH (Molyneux, 2004). Perubahan warna yang dihasilkan akan menyebabkan
absorbansi gelombang maksimum DPPH pada spektrofotometer UV-Vis berubah,

sehingga nilai aktivitas peredaman radikal bebas (ICsy) akan diketahui (Rizkayanti
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dkk., 2017). Reaksi aktivitas antioksidan dan DPPH telah disajikan pada (gambar 2.8)

berikut ini:
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Gambar 2.8 Reaksi DPPH dan Antioksidan (Sumber Foto: Prakash et al., 2001)

Pemilihan metode DPPH karena metode tersebut cepat, mudah, dan sederhana
untuk skrining penangkapan radikal bebas. Panjang gelombang maksimal
spektrofotometer UV-Vis yang digunakan untuk pengukuran aktivitas antioksidan
dengan metode DPPH adalah 517 nm. Panjang gelombang maksimum akan
memberikan kepekaan yang paling besar dan serapan paling maksimal dari larutan uji
(Rizkayanti dkk., 2017). Persen (%) aktivitas antioksidan yang dihitung dengan

rumus berikut ini (Molyneux, 2004):

Abs Kontrol-Abs Sampel

X 0
Abs Kontrol 100%

% aktivitas antioksidan =

2.12 Spektrofotometri UV-Vis
Ilmu yang mempelajari penggunaan spektrofotometer disebut dengan
spektrofotometri. Spektrofotometer merupakan alat untuk mengukur energi secara

relatif jika energi tersebutn diemisikan, direfleksikan, atau ditransmisikan sebagai
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fungsi dari panjang gelombang. Spektrofotometer akan menghasilkan sinar dari
spektrum dengan panjang gelombang tertentu, adapun alat yang mengukur intensitas
cahaya yang telah ditransmisikan adalah fotometer (Neldawati, 2013).

Cara kerja dari spektrofotometri yaitu pada panjang gelombang tertentu akan
selektif mengabsorbansi atau menyerap radiasi, sedangkan radiasi lainnya akan
ditransmisikan atau diteruskan apabila radiasi dilewatkan melalui larutan berwarna.
Absorbansi adalah perbandingan intensitas sinar datang dengan intensitas sinar yang
diserap. Zat terkandung didalam sampel akan menentukan besar kecilnya nilai
absorbansi, nilai absorbansi yang besar diperoleh ketika zat pada suatu sampel uji
tinggi, hal tersebut karena pada panjang gelombang tertentu banyak molekul yang

menyerap cahaya (Neldawati, 2013).
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BAB III

METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini adalah deskriptif dengan menggunakan obyek penelitian
berupa simplisia Daun Vernonia amygdalina yang dikeringkan dengan beberapa
metode pengeringan. Simplisia V. amygdalina kemudian diuji kadar flavonoid total
dan aktivitas antioksidan. Kadar flavonoid total diuji dengan metode AlCl;sedangkan
aktivitas antioksidan dilakukan dengan pengujian metode DPPH. Selanjutnya
dilakukan analisis deskriptif kecenderungan hubungan antara kadar flavonoid total

dengan aktivitas antioksidan.

3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksankan pada bulan Oktober 2020 hingga Februari 2021.
Pengambilan sampel daun V. Amygdalina, proses pengeringan dan proses ekstraksi
dilaksanakan di UPT Materia Medica, JI. Lahor No. 87, Kota Batu, Kabupaten
Malang, Jawa Timur. Uji flavonoid total dan uji aktivitas antioksidan dilaksanakan di
Laboratorium Biokimia, Jurusan Biologi dan Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
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3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah gunting tanaman,
keranjang simplisia, oven, alat penggilingan, pisau, pipet tetes, mikro pipet, neraca
analitik, toples maserasi, botol vial, pengaduk kaca, spatula, rotary vacuum
evaporator, Spektrofotometri UV-Vis, kertas saring, corong kaca, alumunium foil,

gelas ukur, gunting, kertas label, tabung reaksi, rak tabung reaksi, kuvet.

3.3.2 Bahan Penelitian
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun V. amygdalina,
Etanol 70%, asam askorbat, akuades, kuersetin, DPPH, AICl; 10%, NaNO, 5%,

NaOH I M.

3.4 Pelaksanaan Penelitian
3.4.1 Preparasi Sampel dan Perlakuan Pengeringan Simplisia

Sampel segar daun V. Amygdalina dikumpulkan sebanyak 4 kg, kemudian
disortasi dari kotoran dan bagian yang rusak. Setelah disortasi daun ditimbang
masing-masing 1 kg untuk setiap perlakuan dan dicuci dengan air mengalir lalu
ditiriskan. Sampel dikeringan dengan 4 metode pengeringan yaitu pengeringan sinar
matahari langsung (ML), pengeringan sinar matahari tidak langsung (MTL),
pengeringan oven suhu 40°C, dan kering angin. Masing-masing sampel dikeringkan
sesuai dengan metode pengeringan hingga kadar air mencapai <10%. Menurut

Dharma dkk., (2020) bahwa karakteristik daun yang sudah kering akan mengalami
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perubahan warna yang signifikandan mudah hancur jika diremas serta memiliki nilai
kadar air mencapai <10%.

Pengeringan matahari langsung dilakukan dengan menjemur sampel dibawah
sinar matahari dengan suhu berkisar 27-33°C selama 5 hari. Pengeringan angin
dilakukan pada ruangan yang tidak terkena matahari secara langsung dengan suhu
ruang berkisar 24-30°C selama 12 hari. Pengeringan Matahari tidak langsung
dilakukan pada rumah kaca yang dapat menyimpan panas matahari dengan suhu
berkisar 35-40°C selama 4 hari. Pengeringan oven dilakukan pada suhu 40°C selama
2 hari.

Simplisia kering yang didapat selanjutnya diserbukkan menggunakan alat
penggiling hingga menjadi serbuk, setelah digiling serbuk simplisia ditimbang.
Tujuan dihaluskannya sampel hingga menjadi serbuk supaya permukaan sampel
menjadi luas serta lebih memudahkan bercampurnya pelarut dan sampel ketika
ekstraksi. Menurut Husni dkk., (2018) penghalusan simplisia akan memudahkan
tertariknya senyawa-senyawa dalam simplisia ketika proses ekstrasi karena
permukaan partikel dalam simplisia semakin luas dan memudahkan kontak penetrasi

dengan pelarut sehingga hasil ekstrak yang didapat lebih maksimal.

3.4.2 Pengujian Kadar Air Simplisia
Pengujian kadar air pada serbuk simplisia dilakukan dengan alat moisture
analyzer OHAUS. Masing-masing sampel serbuk V. mygdalina disiapkan sebanyak 2

gram, dipasang kabel atau stop kontak mesin kadar air dan ditekan tombol POWER
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hingga muncul angka 0,000 gram, ditekan tombol START sampai muncul tanda
panah kebawah (dipojok kanan), diletakkan sampel tepat ditengah dan ditutup alat
hingga tanda panah hilang, ditekan tombol start kembali hingga nyala lampu,
ditunggu sampai £10 sampai 15 menit atau sampai muncul tulisan END, kemudian
ditekan tombol stop sampai berbunyi, ditulis hasil kadar air yang diperoleh, dibuka
penutup dan dibuang sampel untuk dibersihkan lalu ditutup dan ditekan tombol EXIT,
ditekan tombol TARE hingga menunjukkan angka 0,000 gram lagi, dilakukan
perlakuan yang sama untuk sampel yang lain. Menurut Amanto dkk., (2015) bahwa
tahap pengeringan hingga penurunan kadar air yang rendah penting untuk dilakukan
untuk menghentikan reaksi enzimatis dan mencegah kerusakan karena tumbuhnya

mikroba dan jamur, adapun kadar air maksimal dari simplisia yaitu 10%.

3.4.3 Ekstraksi Sampel dengan Maserasi

Serbuk simplisia V. amygdalina pada masing-masing perlakuan ditimbang 50
gr, lalu dimasukkan ke dalam toples maserasi dan diekstrak dengan pelarut etanol
70% dengan perbandingan antara sampel dan pelarut yakni 1:10. Proses ekstraksi
dilakukan selama 2x24 jam pada suhu kamar dan kemudian disaring. Filtrat yang
diperoleh kemudian dikumpulkan dan dipekatkan dengan rotary vacuum evaporator
pada suhu 40°C sampai diperoleh ekstrak yang kental. Menurut Sukmawati dkk.,
(2018) penurunan tekanan uap pelarut saat proses ekstraksi dapat dilakukan dengan
bantuan rotary vacuum evaporator dengan tujuan untuk mendapatkan ekstrak yang

kental. Selanjutnya dihitung nilai rendemennya dengan rumus (Meidiawati dkk.,
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2018):

Bobot ekstrak yang
diperoleh (gram) 0
Bobot simplisia sebelum x 100%
diekstraksi (gram)

% Rendemen =

3.4.4 Penentuan Kandungan Flavonoid Total
3.4.4.1 Pembuatan Larutan Standart Kuersetin

Kuersetin ditimbang sebanyak 10 mg, kemudian dilarutkan dengan akuades
hingga volume akhir dicukupkan 10 ml dalam labu ukur dan didapatkan larutan
standart kuersetin 1000 ppm. Larutan standar kuersetin selanjutnya dibuat dengan seri
konsentrasi 25 ppm, 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm dan 250 ppm. Larutan
standar kuersetin sebanyak 1 ml ditambahkan 4 ml akuades dan 0,3 ml NaNO, 5%
kemudian di vortex dan diinkubasi 5 menit. Selanjutnya larutan ditambahkan 0,3 ml
AlCl; 10%, 2 ml NaOH 1 M dan ditambahkan akuades hingga volume total 10 ml,
kemudian divortex dan diinkuibasi selama 5 menit. Abosorbansi diukur dengan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum yaitu
349 nm (Syafitri dkk., 2014). Menurut Kartikasari (2019) bahwa tujuan divortex yaitu
untuk menghomgenkan campuran sampel, lalu inkubasi yang dilakukan sebelum
pengukuran bertujuan supaya didapat hasil intensitas warna yang maksimal dan

reaksi berjalan sempurna.

3.4.4.2 Pengukuran Serapan Larutan Blanko
Larutan blanko dibuat dengan mencampurkan 4 ml akuades dan 0,3 ml

NaNO, 5% kemudian di vortex dan diinkubasi 5 menit. Selanjutnya larutan

42



ditambahkan 0,3 ml AICl; 10%, 2 ml NaOH 1 M dan ditambahkan akuades hingga
volume total 10 ml, kemudian divortex dan diinkubasi selama 5 menit dan diukur

pada panjang gelombang maksimum 349 nm (Syafitri dkk., 2014).

3.4.4.3 Pengukuran Kadar Flavonoid Total pada Ekstrak Simplisia Daun V.

amygdalina

Masing-masing sampel ditimbang sebanyak 10 mg dan dilarutkan dalam 10
ml akuades hingga konsentrasi yang diperoleh adalah 1000 ppm. Masing-masing
larutan ekstrak dipipet sebanyak 1 ml, ditambahkan 4 ml akuades dan 0,3 ml NaNO,
5%, kemudian larutan divortex dan diinkubasi selama 5 menit. Selanjutnya larutan
ditambahkan 0,3 ml AICl; 10%, 2 ml NaOH 1 M dan ditambah akuades hingga
volume total 10 ml. Setelah itu larutan divortex dan diinkubasi selama 5 menit.
Absorbansi kemudian diukur pada panjang gelombang 349 nm. Kadar flavonoid
diperoleh sebagai mg ekuivalen kuersetin/g ekstrak (mg QE/g) (Syafitri dkk., 2014).

Hasil data absorbansi yang didapat lalu dibuat kurva baku y = ax+b antara
absorbansi dan konsentrasi larutan kuersetin. Tujuan dibuat kurva baku yakni untuk
mengetahui konsentrasi sampel dari hubungan antara nilai absorbansi dan konsentrasi
larutan. Hasil konsentrasi akan berbanding lurus dengan absorbansi yakni apabila
konsentrasi zat pada sampel semakin tinggi maka nilai absorbansi semakin tinggi

(Trinovita dkk., 2019).
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3.4.5 Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Simplisia Daun V. amygdalina dengan
Metode DPPH
3.4.5.1 Pembuatan Larutan Stok DPPH
DPPH sebanyak 0,8 mg dilarutkan pada 10 ml etanol 70% dalam labu ukur
sampai tanda batas hingga didapatkan larutan stok 1000 ppm, selanjutnya disimpan

pada tempat yang terhindar dari cahaya dan pada suhu ruang.

3.4.5.2 Pembuatan Larutan Kontrol

DPPH 0,2 mM sebanyak 1 ml ditambahkan 3 ml etanol, lalu ditutup
menggunakan alumunium foil, kemudian divortex hingga homogen dan diiklubasi
selama 30 menit pada tempat gelap dan suhu ruang, selanjutnya diukur serapan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang maksimum 517

nm.

3.4.5.3 Pengujian Aktivitas Antioksidan Sampel

Ekstrak simplisia daun V. amygdalina ditimbang 10 mg, kemudian dilarutkan
dengan etanol 70% hingga volume akhir 10 ml dalam labu ukur dan didapatkan
larutan stok 1000 ppm. Selanjutnya dibuat larutan induk II sebanyak 100 ppm dengan
cara dipipet 2,5 ml larutan induk I dan dimasukkan kedalam labu takar 25 ml,
kemudian ditambahkan etanol sampai tanda batas. Konsentrasi dibuat pada 5 ppm,

10 ppm, 15 ppm, 20 ppm dan 25 ppm.
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3.4.5.4 Pengukuran Aktivitas Antioksidan Menggunakan Spektrofotometer Uv-
Vis
Larutan uji masing-masing dipipet 3 ml, dimasukkan dalam tabung reaksi dan
ditambahkan 1 ml larutan DPPH 0,2 mM, kemudian divortex hingga homogen dan
diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruang dan tempat gelap, diukur serapan pada

panjang gelombang maksimum 517 nm Spektrofotometer UV-Vis.

3.4.6 Pembuatan Larutan Pembanding Asam Askorbat
3.4.6.1 Pembuatan Larutan Pembanding Asam Askorbat Menggunakan Etanol

70%

Asam askorbat ditimbang 10 mg dan dilarutkan dengan etanol 70% hingga
volume akhir sampai 10 ml dalam labu ukur dan didapatkan larutan stok 1000 ppm.
Konsentrasi dibuat dalam 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm, dan 5 ppm. Asam askorbat
adalah antioksidan yang digunakan sebagai kontrol positif yang larut dalam air.
Penggunaan asam askorbat pada uji aktivitas antioksidan bertujuan untuk mengetahui
besarnya potensi antioksidan yang ada pada ekstrak etanol simplisia daun

V.amygdalina jika dibandingkan dengan asam askorbat (Ridho, 2013).

3.4.6.2 Pengukuran Larutan Askorbat Menggunakan Spektrofotometri Uv-Vis
Konsentrasi asam askorbat dipipet 3 ml, dimasukkan dalam tabung reaksi dan

ditambahkan 1 ml larutan DPPH 0,2 mM, kemudian divortex hingga homogen dan

diiklubasi selama 30 menit pada tempat gelap dan suhu ruang, lalu diukur serapan

menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 517 nm.
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3.4.7 Penentuan Presentase Aktivitas Antioksidan dan Nilai IC5,

Masing-masing ekstrak yang sudah didapat data absorbansinya kemudian
dihitung nilai persen (%) antioksidannya. Jika nilai aktivitas antioksidan pembanding
mendekati atau sama dengan presentase aktivitas antioksidan (%) sampel, maka dapat
dikatakan jika sampel berpotensi dan berfungsi sebagai alternatif antioksidan.
Persentase aktivitas antioksidan pada sampel dapat dihitung menggunakan rumus
(Molyneux, 2004):

Abs Kontrol-Abs Sampel

% inhibisi = Abs Kontrol

x 100%

Keterangan:
Abskontrol : Absorbansi DPPH
AbSgampel : Absorbansi ekstrak

Hasil nilai % inhibisi yang sudah didapat, selanjutnya dilakukan perhitungan
nilai IC5, dengan memperoleh persamaan regresi menggunakan program “Graph Pad
prism 8 softwere, regression for analyzing dase-response data” yang menyatakan
hubungan antara log konsentrasi ekstrak (x) dengan % inhibisi (y). Semakin kecil
nilai IC5, yang diperoleh, maka kemampuan sampel sebagai antioksidan semakin

kuat.

3.5 Teknik Analisis Data
Teknik analisis data yang digunakan adalah analisis deskriptif. Data hasil dari
uji kadar flavonoid total dan uji aktivitas antioksidan pada berbagai jenis simplisia

daun V. amygdalina dibuat dalam bentuk diagram, kurva dan tabel lalu
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dideskripsikan. Data hasil perhitungan dan pengamatan selanjutnya dianalisis juga
menggunakan integrasi ayat Al-Qur’an dan hadist yang disesuaikan dengan
pandangan islam dan hasil penelitian. Analisis ini berguna sebagai petunjuk

penelitian bagi ilmuwan islam.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Kadar Flavonoid Total Daun Afrika (Vernonia amygdalina) dengan Metode
Pengeringan Simplisia yang Berbeda
Perhitungan kadar flavonoid total dari simplisia Vernonia amygdalina yang
dikeringan dengan metode pengeringan berbeda mulanya dihitung dari rerata
absorbansi kuersetin (Gambar 4.1). Setelah diketahui persamaan regresi linier dari

kurva baku maka perhitungan kadar flavonoid total pada sampel dapat dilakukan.

Kurva Serapan Kuersetin
1.2 4

‘% 0.8

506 - y=0.00427x - 0.09044

Soa R?=0.99554

o]

<0.2 -

O T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Konsentrasi (ppm)

Gambar 4.1 Kurva Baku Serapan Kuersetin pada Panjang Gelombang Maksimum
349 nm

Hasil penelitian pembuatan kurva baku menunjukkan bahwa semakin tinggi
konsentrasi larutan standart maka nilai absorbansi yang diperoleh akan semakin
tinggi. Berdasarkan hasil perhitungan didapatkan persamaan regresi linier = 0,00427x
+ 0,09044 (RZ = 0,99554). Menurut Mukhriani (2019) bahwa nilai R’ yang

mendekati satu menunjukkan bahwa persamaan regresi tersebut adalah linear.
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Perhitungan ini berdasarkan hukum Lambert-Beer yang menunjukkan hubungan
antara peningkatan kadar analit terhadap kenaikan absorbansi.

Perhitungan kadar flavonoid total menggunakan metode AlCl; yang akan
membentuk kompleks dengan kuersetin. Adapun kuersetin adalah flavonoid golongan
flavonol. Menurut Priamsari (2016) tentang prinsip penggunaan AlCl; sebagai
senyawa konjugasi karena bersama gugus hidroksi pada atom C-3 atau C-5 akan
membentuk senyawa kompleks dan gugus keto pada atom C-4 flavonoid golongan

flavon dan flavonol (Gambar 4.2).

Gambar 4.2 Struktur Kimia Kuersetin (Sumber foto: Asmorowati, 2019)

Perhitungan kadar flavonoid total pada sampel mulanya dilakukan absorbansi
sampel dan dibuat rata-rata. Hasil rata-rata yang didapat kemudian dimasukkan dalam
persamaan regresi linier dan rumus yang telah ditentukan, sehingga diperoleh kadar
flavonoid total pada sampel yang dinyatakan dalam bentuk satuan milligram
ekuivalen terhadap kuersetin tiap gram ekstrak (mg QE/g). Hasil kadar flavonoid total
daun V. amygdalina dengan metode pengeringan simplisia yang berbeda disajikan

pada (Tabel 4.1).
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Tabel 4.1 Hasil Penetapan Kadar Flavonoid Total Daun V. amygdalina dengan
Metode Pengeringan Simplisia yang Berbeda

Sampel Ekstrak Absorbansi Kadar Kadar Flavonoid
Rata-Rata Ekuivalen (ppm) Total (mg QE/g)
Kering Angin 0,2614 82,3981 3,2959
Kering Oven 0,4211 119,7986 4,7919
Matahari 0,2614 83,9672 3,3553
Langsung
Matahari Tidak 0,3826 110,7822 4,4224
Langsung

- Flavonoid Total
— 4.7919
85 4.4224
3]
'—
24 32959 3.3553
c
g3
L)
T2 -
(5]
®
2 17
0 L T 1
Kering Angin Kering Oven Matahari Matahari Tidak
Langsung Langsung
Sampel Ekstrak

Gambar 4.3 Diagram Hasil Flavonoid Total Daun V. amygdalina dengan Metode
Pengeringan Simplisia yang Berbeda

Berdasarkan (Tabel 4.1) diketahui bahwa pada ekstrak simplisia kering oven

daun V. amygdalina memiliki kadar flavonoid total tertinggi dengan nilai 4,7917 mg

QE/g, kemudian simplisia MTL dengan nilai 4,4224 mg QE/g, simplisia ML dengan

nilai 3,3553 mg QE/g, dan kadar flavonoid terendah pada simplisia kering angin

dengan nilai 3,2959 mg QE/g. Hal tersebut dikarenakan perbedaan variasi metode
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pengeringan dan suhu yang digunakan sehingga hasil kadar flavonoid total yang
didapat memiliki perbedaan. Menurut Bernard et al., (2014) bahwa berbagai metode
pengeringan seperti matahari langsung, kering angin dan kering oven akan
berdampak pada hasil total fenol, total flavonoid dan aktivitas antioksidan dari suatu
ekstrak tertentu.

Hasil flavonoid total tertinggi pada simplisia kering oven V. amygdalina
karena suhu pengeringannya relatif konstan yakni menggunakan suhu 40°C selama 2
hari sehingga kandungan metabolit sekunder yang ada dalam simplisia dapat
dipertahankan. Menurut Widarta & Wiadnyani (2019) bahwa pengeringan
menggunakan metode oven dapat menghasilkan berat kering konstan yang lebih cepat
dibandingkan dengan metode pengeringan lainnya. Bernald et al, (2014)
menambahkan bahwa pengeringan simplisia menggunakan metode oven lebih cepat
dan dengan suhu yang lebih tinggi serta dapat diatur sehingga akan mempercepat
proses inaktivasi enzim oksidasi dan kadar metabolit sekunder akan lebih tinggi. Hal
tersebut sesuai dengan hasil penelitian pada uji flavonoid total simplisia pengeringan
oven sehingga diperoleh hasil tertinggi yakni dengan nilai 4,7917 mg QE/g.

Pengeringan menggunakan sinar matahari tidak langsung (MTL) dilakukan
pada ruang pengering yang transparan. Hasil kadar flavonoid total yang didapat yakni
4,4224 mg QE/g, hasil tersebut lebih rendah dari simplisia oven dengan nilai 4,7917
mg QE/g. Menurut Kawiji dkk., (2010) bahwa pengeringan yang dilakukan dalam
ruang pengeringan akan menghalangi sinar matahari agar tidak langsung mengenai

sampel sehingga kerusakan metabolit sekunder karena cahaya, suhu dan oksigen
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penyebab oksidasi dapat diminimalkan. Wijayanti dan Harianti (2019) menambahkan
ruang pengeringan yang transparan seperti kaca berfungsi sebagai penyekat sehingga
energi panas yang masuk dapat meningkatkan suhu dalam ruangan.

Pengeringan menggunakan sinar matahari langsung (ML) memberikan hasil
nilai 3,3553 mg QE/g, nilai tersebut lebih rendah daripada simplisia oven dengan
nilai 4,4224 mg QE/g dan MTL dengan nilai 4,4224 mg QE/g. Pengeringan ML
dilakukan dibawah terik sinar matahari langsung selama 5 hari dengan suhu berkisar
27-33°C. Pengeringan ML relatif cepat dan mudah, namun hasil kadar flavonoid total
yang dihasilkan kurang optimal. Menurut Kawiji dkk., (2010) bahwa sinar UV yang
dihasilkan dari sinar matahari akan langsung mengenai bahan sehingga intensitas
kontak langsung antara sinar matahari dan bahan cukup tinggi. Sinar UV serta radiasi
dari matahari dapat menimbulkan kerusakan pada kandungan kimia bahan yang
dikeringkan, salah satunya yakni terhadap kandungan flavonoid (Darma dkk., 2020).
Masduqi dkk., (2014) menambahkan bahwa temperatur dan radiasi akan
mempengaruhi flavonoid total.

Kadar flavonoid total terendah yakni pada simplisia kering angin yang
dikeringkan selama 12 hari dengan suhu berkisar 24-30°C dengan nilai 3,2959 mg/g
QE, hal tersebut dikarenakan waktu yang relatif lama saat proses pengeringan
sehingga zat aktif yang terkandung dapat mengalami kerusakan. Purwanti dkk.,
(2018) menyatakan bahwa suhu dan lama proses pengeringan berpengaruh nyata
terhadap kadar flavonoid total, sehingga zat aktif yang terkandung dalam bahan akan

hilang. Hal tersebut dapat disebabkan karena terjadinya penguraian senyawa fenolat
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oleh bantuan enzim fenolase yang terdapat dalam tumbuhan sehingga dapat berdapat
pada aktivitas antioksidan yang rendah. Agassi dkk., (2015) menambahkan selain
waktu pengeringan yang lama, pengauapan air akan berjalan lambat karena suhu yang
rendah sehingga bahan akan rentan ditumbuhi kapang dan jamur karena kering tidak
maksimal. Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpukan bahwa paparan sinar

matahari serta lama pengeringan berpengaruh terhadap hasil flavonoid total.

4.2 Aktivitas Antioksidan

Uji aktivitas antioksidan pada berbagai macam simplisia daun V. amygdalina
dilakukan dengan metode DPPH. DPPH memiliki fungsi sebagai radikal bebas
dengan prinsip pengujian yakni mengukur daya peredaman dari suatu ekstrak sampel
terhadap radikal bebas DPPH (Molyneux, 2004). Larutan pembanding yang
digunakan dalam pengujian aktivitas antioksidan adalah vitamin C, serta penggunaan
larutan kontrol berupa larutan DPPH yang dilarutkan dalam etanol yang berfungsi
untuk pengukuran kapasitas antioksidan pada sampel.

Ekstrak beberapa jenis simplisia daun V. amygdalina diuji dengan variasi
konsentrasi 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm dan 25 ppm. Masing- masing
konsentrasi tersebut ditambahkan larutan DPPH, kemudian diinkubasi selama 30
menit pada suhu ruang agar reaksi berjalan sempurna dan ditandai dengan adanya
perubahan warna. Neti dkk., (2018) menyatakan bahwa inkubasi pada suhu ruang
selama 30 menit bertujuan agar reaksi antara DPPH dan sampel akan berjalan

sempurna. Perubahan reaksi selama proses inkubasi antara antioksidan dan DPPH
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ditandai dengan perubahan warna ungu pada DPPH menjadi kekuningan. Rahmawati
dkk., (2017) menambahkan perubahan warna terjadi karena ikatan rangkap
terkonjugasi pada DPPH akan berkurang karena senyawa antioksidan telah
menangkap satu elektron.

Setelah diinkubasi selama 30 menit maka sampel diuji aktivitas
antioksidannya menggunakan spektrofotometri UV-Vis dengan panjang gelombang
maksimum 517 nm. Panjang gelombang maksimum akan memberikan kepekaan yang
paling besar dan serapan paling maksimal dari larutan uji (Rizkayanti dkk., 2017).
Hasil pengukuran aktivitas antioksidan yang diperoleh yakni dari absorbansi kontrol
dan absorbansi sampel yang nantinya digunakan unruk menentukan persen (%)
aktivitas antioksidan. Hasil uji aktivitas antioksidan pada ekstrak beberapa simplisia

daun V. amygdalina telah disajikan pada tabel 4.2 berikut ini:
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Tabel 4.2 Hasil I1C5y Daun V. amygdalina dengan Metode Pengeringan Simplisia

yang Berbeda
No. Jenis Konsentrasi ~ Absorbansi Absorbansi Inhibisi  ICg
Ekstrak ~ Sampel (ppm) Kontrol Sampel (%) (ppm)
5 0,5487 0,4949 9,80
10 0,5460 0,4829 11,56
1. Kering 15 0,5459 0,4622 15,33 124.8
Angin 20 0,5457 0,4412 19,15
25 0,5514 0,4184 24,12
5 0,5448 0,4851 10,96
10 0,5437 0,4452 18,12
2. Kering 15 0,5430 0,3993 26,46 34,39
Oven 20 0,5410 0,3557 34,25
25 0,5414 0,3157 41,69
5 0,5419 0,5045 6,90
10 0,5399 0,4783 11,41
3. Matahari 15 0,5406 0,4561 15,63 70,86
Tidak 20 0,5400 0,4300 20,37
Langsung 25 0,5393 0,3983 26,15
5 0,5177 0,4915 5,06
_ 10 0,5166 0,4642 10,14
4. Matahari 15 0,5221 0,4456 14,65 79,68
Langsung 20 0,5170 0,4243 17,93
25 0,5246 0,4034 23,10
5 0,5179 0,4271 17,53
10 0,5194 0,3078 40,74
S. Asam 15 0,5193 02126 59,06 2317
Askorbat 20 0,5191 0,0928 82,12
25 0,5146 0,0892 82,67
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Tabel 4.3 Nilai IC5, dan Tingkat Kekuatan Antioksidan Daun V. amygdalina dengan
Metode Pengeringan Simplisia yang Berbeda

No. Sampel Ekstrak IC5q (ppm) Keterangan
1. Kering Angin 124,8 Sedang
2. Kering Oven 34,39 Sangat Kuat
3. Matahari Tidak Langsung 70,86 Kuat
5. Matahari Langsung 79,68 Kuat
6. Asam Askorbat 2,317 Sangat Kuat

140 Aktivitas Antioksidan
124.8

120

< 100
Qo

£ 30
]

£ 60
=

Z 40

20

0

Kering Angin Kering Oven Matahari  Matahari Asam
Tidak Langsung  Askorbat
Langsung
Ekstrak Sampel

Gambar 4.4 Nilai Aktivitas Antioksidan Daun V. amygdalina dengan Metode
Pengeringan Simplisia yang Berbeda

Berdasarkaan tabel 4.3 diketahui besarnya nilai absorbansi kontrol dan
absorbansi sampel pada setiap konsentrasi, sehingga dari data tersebut dapat dihitung
besarnya nilai inhibisi (hambatan) yang dinyatakan dalam persen (%). Nilai hambatan
tersebut menunjukkan kemampuan antioksidan dalam menghambat radikal bebas.

Jami’ah dkk., (2018) menyatakan bahwa semakin besar konsentrasi maka nilai
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aktivitasnya semakin tinggi yang ditandai dengan semakin besarnya nilai %
penghambatan. Latief dkk., (2013) menambahkan bahwa proses inhibisi terjadi ketika
radikal DPPH bereaksi dengan senyawa antioksidan melalui pengambilan ion
hidrogen.

Setelah diketahui hasil % nilai hambatan, penentuan nilai aktivitas antioksidan
dilakukan menggunakan nilai [Cs, (Inhibition Concentration 50%). 1Csg
didefinisikan sebagai konsentrasi senyawa antioksidan yang meredam 50% aktivitas
DPPH (Jami’ah dkk., 2018). Apabila nilai IC5, yang didapat semakin rendah maka
senyawa uji tersebut memiliki aktivitas antioksidan yang semakin tinggi (Molyneux,
2004). Perhitungan nilai 1Cs, menggunakan program “Graph Pad prism 8 softwere,
regression for analyzing dase-response data” yang menyatakan hubungan antara log
konsentrasi ekstrak (x) dengan % inhibisi (y).

Berdasarkan tabel 4.3 diketahui bahwa aktivitas antioksidan pada beberapa
jenis simplisisa V. amygdalina yang dikategorikan sangat kuat yakni pada sampel
simplisia oven dengan nilai ICg, sebesar 34,39 ppm, kemudian simplisia yang
dikategorikan memiliki aktivitas antioksidan kuat yakni pada sampel simplisia MTL
dan ML dengan nilai masing-masing 70,86 ppm dan 79,68 ppm, sedangkan simplisia
yang dikategorikan memiliki aktivitas antioksidan sedang adalah sampel simplisia
angin dengan nilai 124,8 ppm. Hal tersebut sesuai dengan pernyataan molyneux
(2004) klasifikasi antioksidan dibagi menjadi 5 yaitu, sangat kuat < 50 ppm, kuat 50-

100 ppm, sedang 100-150 ppm, lemah 150-200 ppm, dan sangat lemah > 200 ppm.
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Larutan pembanding yang digunakan dalam penelitian ini yaitu vitamin C.
Berdasarkan tabel 4.3 menunjukkan bahwa vitamin C memiliki nilai aktivitas
antioksidan yang tinggi yakni dengan nilai IC5y 2,317 ppm. Hal ini menunjukkan
bahwa vitamin C memiliki daya peredaman radikal bebas yang sangat kuat. Hal ini
menunjukkan bahwa vitamin C memiliki daya peredaman radikal bebas yang sangat
kuat apabila dibandingkan dengan nilai antioksidan simplisia yang dikeringkan
dengan metode pengeringan berbeda. Namun kategori antioksidan dari vitamin C
sama dengan sampel simplisia oven yakni sangat kuat. Sehingga dapat disimpulkan
bahwa sampel simplisia oven daun V. amygdalina adalah perlakuan yang terbaik

untuk dimanfaatkan sebagai antioksidan alami.

4.3 Hubungan antara Flavonoid Total dengan Aktivitas Antioksidan Daun V.
amygdalina pada Metode Pengerigan Simplisia yang Berbeda

Kecenderungan hubungan flavonoid total dengan aktivitas antioksidan Daun

V. amygdalina dengan metode pengeringan simplisia yang berbeda telah disajikan

pada (Gambar 4.5) sebagai berikut:
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Hubungan Kadar Flavonoid Total dan Aktivitas Antioksidan
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Gambar 4.5 Hubungan Antara Kadar Flavonoid Total dengan Aktivitas Antioksidan
(ICso) Daun V. amygdalina pada Metode Pengeringan Simplisia yang
Berbeda

Kecenderungan hubungan flavonoid total dengan aktivitas antioksidan Daun
V. amygdalina pada metode pengeringan simplisia yang berbeda, juga dapat

ditunjukkan dengan analisis korelasi pada (Gambar 4.6) sebagai berikut:

Korelasi Flavonoid Total dan Aktivitas Antioksidan
140 y =-41.85x + 243.42
120 - ¢ R?=0.7236
— 100 -
g
2 80 - * N
g 60 -
= 40 - .
20 -
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Flavonoid Total (mg/g QE)

Gambar 4.6 Korelasi Linier antara Kadar Flavonoid Total (x) dengan Aktivitas
Antioksidan (ICsy) (y) Daun V. amygdalina dengan Metode Pengeringan
Simplisia yang Berbeda
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Hasil dari regresi linier diatas menunjukkan bahwa terdapat korelasi positif
antara kadar flavonoid total (x) dengan aktivitas antioksidan ICg, (y) simplisia V.
amygdalina pada metode pengeringan yang berbeda dengan korelasi R? = 0,723 (y =
-41,85 + 243,4). Semakin tinggi nilai flavonoid maka semakin tinggi pula
kemampuannya sebagai antioksidan yang ditandai dengan semakin rendahnya nilai
IC5o. Hal inilah yang menyebabkan adanya hubungan korelasi positif antara
kandungan flavonoid dengan aktivitas antioksidan. (Nur dkk., 2019)

Ekstrak simplisia daun V. amygdalina mengandung berbagai macam
metabolit sekunder seperti senyawa saponins, glikosida, flavonoid, sesquiterpene
lactones (vernodalin, vernolepin, vernoladol, vernolida, dan vernomygdin), alkaloid,
tannin, pelifenol, steroid, terpenoid, monoterpen, quinines, dan luteolin (Kharimah
dkk., 2016). Keberadaan berbagai macam kandungan senyawa metabolit tersebut juga
menyumbang adanya kemampuan dalam aktivitas antioksidan.

Senyawa flavonoid seperti flavon dan flavonol dapat berperan sebagai
antioksidan. Aktivitas flavonoid tersebut sangat bergantung pada jumlah dan lokasi
gugus —OH yang berperan sebagai penetral radikal bebas dan berkaitan dengan
kemampuannya dalam mendonorkan elektron. Stabilitas radikal fenoksi flavonoid
(reactive oxygen) akan mengurangi kecepatan perambatan (propagasi) autooksidasi

reaksi berantai (Amin dkk., 2013).
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4.4 Kajian Hasil Penelitian Daun Afrika (Vernonia amygdalina) dalam
Perspektif Islam

Al-Qur’an dalam ayatnya memberikan seruan kepada manusia untuk
melakukan pengamatan dan selalu berpikir atas apa yang telah diciptakan Allah pada
alam semesta, sehingga manusia akan mengambil hikmah dari segala bentuk ciptaan
Allah (Rizal, 2020). Sebagaimana firman Allah dalam Q.S Ali-Imran ayat 191 berikut

ni:
AT Ol G Bl Yt 13h Edls B

Artinya: “..... Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia, Maha
Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka.” (Q.S Ali-Imran: 191)

Ayat diatas memaparkan tentang segala sesuatu ciptaan Allah tidak ada yang
sia-sia. Menurut tafsir Ibnu Katsir (2004) bahwa Allah menciptakan segala sesuatu
dengan sungguh-sungguh dan adil sehingga jauh dari kekurangan dan tidak ada kesia-
siaan. Alam semesta pada dasarnya merupakan suatu tatanan yang bekerja dengan
hukum alam serta memiliki potensi yang dianugerahkan Allah. Sebagaimana firman

Allah SWT dalam Q.S Al-Mulk ayat 3 berikut ini:

R 1% ol % \J,/ A o(% E PR ] BT Ve |- éf/ AT it

Artinya: “Yang menciptakan tujuh langit berlapis-lapis. Tidak akan kamu lihat
sesuatu yang tidak seimbang pada ciptaan Tuhan Yang Maha Pengasih. Maka
lihatlah sekali lagi, adakah kamu lihat sesuatu yang cacat?.”(Q.S AlI-Mulk:3)

Ayat diatas memaparkan tentang keseimbangan alam. Menurut tafsir Ibnu

Katsir (2004) menjelaskan bahwa Allah menciptakan langit yang bertingkat-tingkat
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dengan ciptaan yang sangat rapi dan sempurna tanpa ada tumpang tindih dan
keretakan (kecacatan). Allah memerintahkan manusia untuk melihat ciptaan Allah,
bahwa sesungguhnya dari cintaan Allah tidak ada sesuatu yang tidak seimbang.
Pelajaran yang dapat diambil dari makna keseimbangan dalam Q.S Al-Mulk
ayat 3 pada penelitian ini bahwasannya Allah menciptakan suatu senyawa radikal
bebas yang tidak memiliki keseimbangan karena kehilangan elektronnya, namun
radikal bebas tersebut dapat di seimbangkan atau dinetralkan dengan adanya senyawa
antioksidan. Keberadaan senyawa antioksidan tersebut dapat diperoleh secara alami
apa tumbuhan obat, salah satunya adalah daun Vernonia amygdalina yang berguna
untuk mengobati penyakit. Sesungguhnya Allah telah menyiapkan obat bagi setiap
penyakit. Sebagaimana Hadist Rasulullah yang diriwayatkan Iman Bukhori berikut
ini:
dls 4 Jgt ) a5 O

Artinya: “Allah tidak akan menurunkan penyakit melainkan obatnya juga.” (HR.
Bukhori)

Berbagai macam jenis tumbuhan yang telah diturunkan Allah ke bumi
memiliki manfaat dan fungsi masing-masing. Pemanfaatan tumbuhan tersebut
diantaranya dapat digunakan sebagai sayuran, bahan bangunan, serta dapat digunakan
sebagai pengobatan. Allah SWT berfirman dalam Q.S Lugman ayat 10 berikut ini:

401 é Wi T4 oW e L. B F ek o PR TR A R P o1 R RAR
o BT O ETS 87 e s 35 550 B O (g (251 3 AT W6 ek ik ot Gls

o 2 P Coeo Se oz A
£ 5 CE § J{ S g Lgiio B 2l oA
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Artinya: “Dia menciptakan langit tanpa tiang sebagaimana kamu melihatnya, dan
Dia meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi agar ia (bumi) tidak
menggoyangkan kamu, dan memperkembangbiakkan segala macam jenis makhluk
bergerak yang bernyawa di bumi. Dan Kami turunkan air hujan dari langit, lalu
Kami tumbuhkan padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik.” (Q.S
Lugman:10)

Ayat tersebut berisi tentang penciptaan hewan dan tumbuhan. Allah
menurunkan air hujan sehingga tumbuhlah berbagai macam tumbuhan yang baik
dengan subur serta memiliki manfaat bagi semua makhluk di bumi. Menurut tafsir
Abdullah (2004) dalam QS. Lugman ayat 10 bahwa segala macam tumbuh-tumbuhan
yang baik adalah tumbuhan yang indah dipandang. Al Qurthubi (2013)
menambahkan bahwa tumbuhan yang baik itu tumbuhan yang memiliki warna serta
bentuk yang bagus. Selain itu, tumbuhan yang baik dapat diartikan sebagai tumbuhan
yang bermanfaat serta memiliki potensi dijadikan sebagai obat. Salah satu tumbuhan
yang baik tersebut adalah Daun Afrika (Vernonia amygdalina).

V. amygdalina secara tradisional banyak dimanfaatkan untuk mengobati
berbagai macam penyakit, seperti obat kanker, pencegahan terhadap penyakit
jantung, menurunkan kolesterol, mencegah stoke, mengatur gula darah, gangguan
pencernaan, dan menurunkan berat badan (Kharimah, 2016). Adanya manfaat obat
dalam V. amygdalina karena terdapat kandungan senyawa metabolit sekunder seperti
flavonoid dan juga fungsinya sebagai antioksidan. Kebutuhan antioksidan meningkat
saat kadar radikal bebas dalam tubuh tinggi, sehingga tubuh memerlukan asupan

makanan dari luar yang mengandung antioksidan.

Manusia sebagai khalifah diperintahkan untuk berusaha menemukan,
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memahami dan menguasai hukum alam yang sudah digariskannya, sehinggai ia dapat
mengeksploitasikannya untuk tujuan yang baik. Manusia mempunyai tanggung jawab
penuh dalam menjaga keharmonisan dan kelestarian alam semesta ini (Rizal, 2020).
Maha suci Allah yang telah menciptakan alam semesta beserta seisinya,
sehingga manusia sebagai khilafah dibumi dapat menjadikan pembelajaran atas
segala ciptaan Allah, termasuk dalam meneliti tentang tumbuhan V. amygdalina.
Manusia hendaknya selalu bersyukur, memanfaatkan dengan baik serta bijaksana
dalam mengambil manfaat dari suatu tumbuhan agar kelestariannya tetap terjaga,
sehingga nantinya tumbuhan obat dapat dimanfaatkan secara terus-menerus demi

kemaslahatan umat manusia.
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BABV

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1.

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa:
Kadar flavonoid total tertinggi (4,7919 mg QE/g) didapatkan pada metode
pengeringan simplisia menggunakan oven. Kadar flavovoid total berikutnya
adalah simplisia matahari tidak langsung (4,4224 mg QE/g), simplisia matahari
langsung (3,3553 mg QE/g), dan simplisia kering angin (3,2959 mg QE/g).
Aktivitas antioksidan tertinggi (34,39 ppm) didapatkan pada metode pengeringan
simplisia menggunakan oven. Aktivitas antioksidan berikutnya adalah simplisia
matahari tidak langsung (70,86 ppm), simplisia matahari langsung (79,68 ppm),
dan simplisia kering angin (124,8 ppm).

Terdapat kecenderungan hubungan positif antara kadar flavonoid dengan aktivitas
antioksidan Daun Afrika (Vernonia amygdalina) dalam arti kenaikan flavonoid
total (semakin tinggi flavonoid total) akan diikuti dengan kenaikan aktivitas
antioksidan (antioksidan semakin kuat). Kecenderungan hubungan positif ini juga
ditunjukkan dengan koefisien korelasi sebesar memiliki korelasi positif sebesar

R?% =0,723.
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5.2 Saran
Saran yang dapat diambil dari penelitian ini adalah :
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut pada pengeringan metode oven dengan
beberapa variasi suhu.
2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang pengaruh metode pengeringan

simplisia pada organ selain daun, seperti pada batang dan akar.
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LAMPIRAN
Lampiran 1

LT 1 Preparasi Sampel
a. Proses Pengeringan Simplisia

Pengeringan atahari tiak
langsung

Kering oven

Kering Angin

b. Penyerbukan simplisia dan uji kadar air

P f MTL  Angin
Keterangan: (Uji kadar air)
a. kering oven b. kering angin | ¥ S
c. MTL, d. ML

(serbuk simplisia)
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c. Maserasi

8 2001006 vassaly
= Einl

ditimbang
serbuksimplisia 50 gr

Pemekatan ekstra .
dengan rotavakum 40°C Hasil ekstrak pekat

Penyaringan ekstrak

Lampiran 2

LG 1 Diagram kadar air simplisia simplisia daun V. amygdalina

Uji Kadar Air

505 9.18
9 8.77 :

8.5 -
g | 175

gl
7 T T T

Kering Oven  Matahari Matahari  Kering Angin
Tidak Langsung
Langsung

o
(6]
J

Kadar air (%)

Sampel simplisia
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Lampiran 3

LT 2 Hasil perhitungan rendemen ekstrak masing-masing simplisia daun V.

amygdalina
Jenis Simplisia Berat ekstrak (g) Rendemen (%)
Kering Angin 3,6 7,2
Kering Oven 6,2 12,4
Matahari Tidak Langsung 5,7 11,4
Matahari Langsung 5,2 10,2

Lampiran 4

LT 3 Uji Kadar Flavonoid Total

larutan standart kuersetin
25 ppm, 50 ppm, 100
1000 ppm ppm, 150 ppm, 200 ppm
dan 250 ppm

Pengukuran larutan

standart kuersetin

55
...}

Pengukuran absorbansi
pada gelombang 349 nm

Larutan ekstrak
sampel 1000 ppm

Sampel yang sudah
ditambah reagen
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LG 2 Diagram kadar flavonoid total ekstrak simplisia daun V. amygdalina

Flavonoid Total

6 -
— 4.7919
8> 4.4224
2
247 32059 3.3553
=
L2 -
4]
©
1 -
0 T T T 1
Kering Angin  Kering Oven Matahari  Matahari Tidak
Langsung Langsung
Sampel Ekstrak
LT 4 Pengukuran absorbansi kuersetin
Konsentrasi 25 50 100 150 200 250
(ppm)
Absorbansi  0.0998 0.1673 0.3141  0.5377 0.7706 0.9845
0.1001 0.1675 03127  0.5380 0.7688 0.9860
0.0980 0.1675 03129  0.5348  0.7683 0.9840
Rata-rata 0.0993 0.1674 0.3132 0.5368 0.7692 0.9848
LT 5 Pengukuran serapan senyawa flavonoid
Jenis Matahari Matahari Tidak Kering Kering
simplisia Langsung Langsung Angin Oven
Absorbansi 0.2687 0.3830 0.2627  0.4217
0.2678 0.3825 0.2620  0.4211
0.2679 0.3821 0.2595  0.4206
Rata-rata 0.2681 0.3826 0.2614  0.4211
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LP 1 Pengukuran flavonoid total berbagai jenis simplisia Daun V. amygdalina

A. Perhitungan konsentrasi kuersetin (C)
1. Simplisia matahari langsung (ML)
y=ax+b
=0,00427x — 0,09044
Ketetangan: y = rata-rata absorbansi (A)
x = konsentrasi (C)
y =0,00427x — 0,09044
0,2681 =0,00427x — 0,09044

© 0,2681+0,09044
a 0,00427

X = 83,9672 mg/L

2. Simplisia matahari tidak langsung (MTL)
y=ax+b
=0,00427x — 0,09044
Ketetangan: y = rata-rata absorbansi (A)
x = konsentrasi (C)
y =0,00427x — 0,09044
0,3826 =0,00427x — 0,09044

©0,3826+0,09044
a 0,00427

X =110,7822 mg/L

X

3. Simplisia kering angin
y=ax+b
=0,00427x — 0,09044
Ketetangan: y = rata-rata absorbansi (A)

x = konsentrasi (C)
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y =0,00427x — 0,09044
0,2614 = 0,00427x — 0,09044

© 0,2614+0,09044
©0,00427

X = 82,3981 mg/L

4. Simplisia kering oven
y=ax+b
=0,00427x — 0,09044
Ketetangan: y = rata-rata absorbansi (A)

x = konsentrasi (C)

y =0,00427x — 0,09044

0,4211 =0,00427x — 0,09044
0,4211+0,09044

* B 0,00427

X =119,7986 mg/L

B. Perhitungan kadar flavonoid total

Kadar flavonoid total ekstrak beberapa jenis simplisia daun V. amygdalina
dihitung menggunakan rumus:

. CxXV
Kadar flavonoid total (%) = o X fp

C = konsentrasi flavonoid pada sampel (mg/L)
V = volume ekstrak sampel (L)
m = berat sampel (g)
fp = faktor pengenceran
1. Simplisia matahari langsung (ML)
konsentrasi flavonoid pada sampel (C) = 83,9672 mg/L
volume ekstrak sampel (V) =1 mL /0,001 L
berat sampel (m) =100 mg /0,1 g
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faktor pengenceran = 4
. CxXV
Kadar flavonoid total (mg QE/g) = — X fp

83,9672 % X 0,001 L
= X 4
0,1g
=3,3553 mg QE/g

Simplisia matahari tidak langsung (MTL)

konsentrasi flavonoid pada sampel (C) = 110,7822 mg/L
volume ekstrak sampel (V) =1 mL /0,001 L
berat sampel (m) =100 mg /0,1 g

faktor pengenceran = 4
. CxXV
Kadar flavonoid total (mg QE/g) = — X fp

110,7822 % x 0,001 L

= X 4
0,1g

=4,4224 mg QE/g

Simplisia kering angin

konsentrasi flavonoid pada sampel (C) = 82,3981 mg/L
volume ekstrak sampel (V) =1 mL /0,001 L

berat sampel (m) =100 mg /0,1 g

faktor pengenceran = 4
. CXV
Kadar flavonoid total (mg QE/g) = —— X fp

82,3981 % X 0,001 L

= X 4
0,1g

=3,2959 mg QE/g

Simplisia kering oven

konsentrasi flavonoid pada sampel (C) = 119,7986 mg/L
volume ekstrak sampel (V) =1 mL /0,001 L

berat sampel (m) =100 mg /0,1 g
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faktor pengenceran = 4
. CxXV
Kadar flavonoid total (mg QE/g) = — X fp

119,7986 % X 0,001 L

= X 4
01g

=4,7919 mg QE/g

LP2 Pembuatan larutan uji
1. Perhitungan pembuatan AICl; 10%
AlCl; 10% =1 g serbuk AlICl; + 10 ml aquades
2. Perhitungan pembuatan NaNO, 5 %
NaNO, 5 % =1 gr serbuk NaNO, + 50 ml aquades

Berat ekstrak (mg) 10mg

3. Larutan stok uji 1000 ppm = Delarat (mD) ol

e Pembuatan konsentrasi 25 ppm

V1 xCl1 =V2xC2
V1 x 1000 ppm = 10 ml x 25 ppm
\ :10ml><25ppm
1000 ppm
=0,25 ml

e Pembuatan konsentrasi 50 ppm
V1 xCl1 =V2 xC2
V1 x 1000 ppm = 10 ml x 250 ppm

10 ml X 50 ppm
Vl e ————
1000 ppm

=0,5ml
e Pembuatan konsentrasi 100 ppm
V1 xCl1 =V2x(C2
V1 x 1000 ppm = 10 ml x 100 ppm

10 ml X 100 ppm
Vl B —————————
1000 ppm

=1ml
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e Pembuatan konsentrasi 150 ppm
V1 xCl1 =V2xC2
V1 x 1000 ppm = 10 ml x 150 ppm

10 ml X 25 ppm
\al =—T_—=FF
1000 ppm

=1,5ml
e Pembuatan konsentrasi 200 ppm
V1 xCl1 =V2xC2
V1 x 1000 ppm = 10 ml x 200 ppm

10 ml x 200 ppm
1000 ppm

=2ml

V1

e Pembuatan konsentrasi 250 ppm
V1 xCl1 =V2xC2
V1 x 1000 ppm = 10 ml x 250 ppm

10 ml x 250 ppm
1000 ppm

=2,5ml

Vi

Lampiran 5

LT 6 Uji aktivitas antioksidan

Pembuatan larutan sampel | Pembuatan larutan sampel Vitamin C

induk I 1000 ppm induk II 100 ppm

=1

Larutan standar sampel Larutan standat vit C + Larutan standar

DPPH sampel + DPPH
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LP 5 Perhitungan, pembuatan reagen dan larutan

1.

Pembuatan Larutan DPPH 0,2 mM
DPPH 0,2 mM dalam 10 ml etanol
Mr DPPH = 394,33 g/mol

Mol DPPH = 10 ml x 0,2 mM

0,2
=10 ml x —
1000

= (0,002 mmol

Mg DPPH = 0,002 mmol x Mr DPPH
= 0,002 mmol x394,33 g/mol
=0, 78866 mg

Pembuatan larutan uji

Berat ekstrak (mg) 10mg

Larutan stok uji 1000 ppm = Delarat (mD)

e Pembuatan larutan larutan 5 ppm
V1 xCl1 =V2xC2
V1 x 100 ppm=10 ml x 5 ppm

10 ml x5 ppm
\% =——~_PP7
100 ppm

=0,5ml
e Pembuatan larutan larutan 10 ppm
V1 xCl1 =V2 xC2
V1 x 100 ppm =10 ml x 10 ppm

10ml X 10 ppm
Vl e ————
100 ppm

=1ml
e Pembuatan larutan larutan 15 ppm
V1 x Cl =V2x(C2
V1 x 100 ppm= 10 ml x 15 ppm

10 ml X 15 ppm
Vl e ———
100 ppm
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=1,5ml
e Pembuatan larutan larutan 20 ppm
V1 x Cl =V2xC2
V1 x 100 ppm =10 ml x 20 ppm

10 ml X 20 ppm
\%! =—" P

100 ppm
=2ml

e Pembuatan larutan larutan 25 ppm
V1 xCl1 =V2xC2
V1 x 100 ppm= 10 ml %X 25 ppm

10 ml X 25 ppm
Vi =—D ~oFFR
100 ppm

=2,5ml
LP 6 Pembuatan larutan standart asam askorbat

Berat ekstrak (mg) 10mg

Larutan stok uji 1000 ppm = 1000 %

pelarut (ml) 10 ml
e Pembuatan larutan 1 ppm

V1 xCl1 =V2xC2

V1 x 100 ppm=10 ml x 1 ppm

10mlx1ppm
Vi =——"_FPP7
100 ppm

=0,1 ml
e Pembuatan larutan 2 ppm
V1 xCl1 =V2x(C2
V1 x 100 ppm =10 ml x 2 ppm

10ml X 2 ppm
\% =—"~“PP7
100 ppm

=0,2 ml
e Pembuatan larutan 3 ppm
V1 xCl1 =V2x(C2
V1 x 100 ppm= 10 ml x 3 ppm
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V1

__10mlx 3 ppm

100 ppm
=0,3 ml

e Pembuatan larutan 4 ppm

V1 xCl1

=V2x(C2

V1 x 100 ppm= 10 ml X 4 ppm

V1

__10ml x4 ppm

100 ppm
=0,4 ml

e Pembuatan larutan 5 ppm

V1 xCl1

=V2xC2

V1 x 100 ppm=10ml x5 ppm

Vi

__10mlx5ppm

100 ppm
=0,5ml

LT 7 Tabel hasil pengujian antioksidan ekstrak sampel dan vitamin ¢

No. Jenis Konsentrasi ~ Absorbansi Absorbansi Inhibisi ICqg,
Ekstrak Sampel (ppm) Kontrol Sampel (%) (ppm)
5 0,5487 0,4949 9,80
10 0,5460 0,4829 11,56
1. Kering 15 0,5459 0,4622 15,33 1248
Angin 20 0,5457 0,4412 19,15
25 0,5514 0,4184 24,12
5 0,5448 0,4851 10,96
10 0,5437 0,4452 18,12
2. Kering 15 0,5430 0,3993 26,46 34,39
Oven 20 0,5410 0,3557 34,25
25 0,5414 0,3157 41,69
5 0,5419 0,5045 6,90
10 0,5399 0,4783 11,41
3. Matahari 15 0,5406 0,4561 15,63 70,86
Tidak 20 0,5400 0,4300 20,37
Langsung 25 0,5393 0,3983 26,15
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5 0,5177 0,4915 5,06
_ 10 0,5166 0,4642 10,14
Matahari 15 05221 0,4456 14,65 79,68
Langsung 20 0,5170 0,4243 17,93
25 0,5246 0,4034 23,10
5 0,5179 0,4271 17,53
10 0,5194 0,3078 40,74
Asam 15 0,5193 0,2126 59,06 2,317
Askorbat 20 0,5191 0,0928 82,12
25 0,5146 0,0892 82,67
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LP 8 Perhitungan nilai IC50

Data Kering Angin
Comparison of Fits Can't calculate
Null hypothesis Different curve for each data set

Alternative hypothesis One curve for all data sets
P value

Conclusion (alpha = 0.05) Models have the same DF
Preferred model Different curve for each data set

F (DFn, DFd)

Different curve for each data set

Best-fit values
Bottom

Top

LoglC50

HillSlope

IC50

Span

95% CI (profile likelihood)
LogIC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

One curve for all data sets
Best-fit values

Bottom

Top

LoglC50

HillSlope

IC50

Span

95% CI (profile likelihood)
LoglC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R squared

= 0,000
=100,0
2,096
0,7640
124,8
=100,0

1,754 to 3,113
0,3609 to 1,282
56,73 to 1299

3
0,9330
9,003
1,732

Bottom =0
Top =100

= 0,000
=100,0
2,096
0,7640
124,8
=100,0

1,754 t0 3,113
0,3609 to 1,282
56,73 to 1299

0,9330
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2,096
0,7640
124,8

1,754 t0 3,113
0,3609 to 1,282
56,73 to 1299

3
0,9330



Sum of Squares
Sy.x
Constraints
Bottom

Top
LoglC50
HillSlope

Number of points
# of X values
#Y values analyzed

9,003

Bottom =0

Top =100
LoglC50 is shared
HillSlope is shared

()]
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Data Kering Oven

Comparison of Fits Can't calculate
Null hypothesis Different curve for each data set
Alternative hypothesis One curve for all data sets
P value

Conclusion (alpha = 0.05) Models have the same DF
Preferred model Different curve for each data set
F (DFn, DFd)

Different curve for each data set

Best-fit values
Bottom

Top

LoglC50

HillSlope

IC50

Span

95% CI (profile likelihood)
LoglC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

One curve for all data sets
Best-fit values

Bottom

Top

LoglC50

HillSlope

IC50

Span

95% CI (profile likelihood)
LoglC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R squared

Sum of Squares

= 0,000
=100,0
1,536
1,178
34,39
=100,0

1,475 to0 1,625
0,9382 to 1,450
29,8210 42,12

3
0,9916
5,051
1,298

Bottom =0
Top =100

= 0,000
=100,0
1,536
1,178
34,39
=100,0

1,475 to 1,625

0,9382 to 1,450
29,821042,12

0,9916
5,051
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0,9382 to 1,450
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3
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Sy.x
Constraints
Bottom

Top
LoglC50
HillSlope

Number of points
# of X values
#Y values analyzed

Bottom =0

Top =100
LoglC50 is shared
HillSlope is shared

o1 O,
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Data matahri tidak langsung

Comparison of Fits

Null hypothesis
Alternative hypothesis

P value

Conclusion (alpha = 0.05)
Preferred model

F (DFn, DFd)

Different curve for each data set

Can't calculate
Different curve for each data set
One curve for all data sets

Models have the same DF
Different curve for each data set

Best-fit values
Bottom

Top

LoglC50

HillSlope

IC50

Span

95% CI (profile likelihood)
LoglC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

One curve for all data sets
Best-fit values

Bottom

Top

LoglC50

HillSlope

IC50

Span

95% CI (profile likelihood)
LoglC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R squared

Sum of Squares

= 0,000
=100,0
1,850
1,045
70,86
=100,0

1,712 to 2,069
0,7743 to 1,363
51,53 to 117,2

3
0,9861
3,138
1,023

Bottom =0
Top =100

= 0,000
=100,0
1,850
1,045
70,86
=100,0

1,712 to 2,069

0,7743 to 1,363
51,5310 117,2

0,9861
3,138
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1,850
1,045
70,86

1,712 to 2,069
0,7743 to 1,363
51,53 to 117,2

3
0,9861
3,138



Sy.x
Constraints
Bottom

Top
LogIC50
HillSlope

Number of points
# of X values
#Y values analyzed

Bottom =0

Top =100
LoglC50 is shared
HillSlope is shared

o1 O,
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1,023



Data matahari langsung

Comparison of Fits

Null hypothesis
Alternative hypothesis

P value

Conclusion (alpha = 0.05)
Preferred model

Can't calculate
Different curve for each data set
One curve for all data sets

Models have the same DF
Different curve for each data set

F (DFn, DFd)

Different curve for each data set

Best-fit values
Bottom

Top

LoglC50
HillSlope

IC50

Span

95% CI (profile likelihood)

LoglC50
HillSlope

IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.x
Constraints
Bottom

Top

One curve for all data sets

Best-fit values
Bottom

Top

LoglC50
HillSlope

IC50

Span

95% CI (profile likelihood)

LoglC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares

= 0,000
=100,0
1,901
1,062
79,68
=100,0

1,806 to 2,025
0,8945 to 1,246
64,02 to 106,0

3
0,9951
0,9429
0,5606

Bottom =0
Top =100

= 0,000
=100,0
1,901
1,062
79,68
=100,0

1,806 to 2,025

0,8945 to 1,246
64,02 to 106,0

0,9951
0,9429
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1,901
1,062
79,68

1,806 to 2,025
0,8945 to 1,246
64,02 to 106,0

3
0,9951
0,9429



Sy.x
Constraints
Bottom

Top
LogIC50
HillSlope

Number of points
# of X values
#Y values analyzed

Bottom =0

Top =100
LoglC50 is shared
HillSlope is shared

o1 O,
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0,5606
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