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PENGARUH KETINGGIAN TEMPAT TUMBUH TERHADAP KADAR
FLAVONOID TOTAL DAN AKTIVITAS ANTIOKSIDAN EKSTRAK DAUN
KIPAHIT (Tithonia diversifolia)

Anah Ariskah, Kholifah Holil, Mujahidin Ahmad

Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRAK

Kipahit (Tithonia diversifolia) merupakan salah satu tumbuhan obat yang memberikan
efek antioksidan karena senyawa flavonoid yang dikandungnya. Kipahit dapat hidup
dari dataran rendah sampai dataran tinggi. Pertumbuhan dan perkembangan tumbuhan
sangat dipengaruhi oleh lingkungan termasuk ketinggian. Tujuan penelitian ini untuk
mengetahui pengaruh ketinggian tempat tumbuh terhadap kadar flavonoid total dan
aktivitas antioksidan ekstrak daun Kipahit (Tithonia diversifolia). Jenis penelitian
termasuk deskriptif dengan obyek daun Kipahit (Tithonia diversifolia) yang diperoleh
dari dua lokasi yaitu Kabupaten Pasuruan dan Kota Batu. Sampel diekstraksi maserasi
menggunakan pelarut 96%. Kadar flavonoid total diukur menggunakan metode
kolorimetri dengan spektrofotometri UV-Vis dengan standart kuersetin sedangkan
aktivitas antioksidan diukur menggunakan metode DPPH dengan standart Trolox.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar flavonoid total ekstrak daun Kipahit
Kabupaten Pasuruan sebesar 16,8414 mgGAE/g dan Kota Batu sebesar 8,4450
mgGAE/g. Aktivitas antioksidan pada ekstrak daun Kipahit Kabupaten Pasuruan
memiliki aktivitas lebih kuat daripada Kota Batu dengan nilai 1Csg sebesar 6,5377
png/mL sedangkan ekstrak daun kipahit Kota Batu memiliki nilai 1Cso sebesar 15,7831
pg/mL.

Kata kunci : Kipahit, Flavonoid, Antioksidan, DPPH



THE INFLUENCE OF HEIGHT PLACE OF GROWING ON TOTAL
FLAVONOID LEVELS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF KIPAHIT
LEAF EXTRACT (Tithonia diversifolia)

Anah Ariskah, Kholifah Holil, Mujahidin Ahmad

Biology Study Program, Faculty of Science and Technology, Maulana Malik Ibrahim
Islamic State University Malang

ABSTRACT

Kipahit (Tithonia diversifolia) is one of the medicinal plant that could give an
antioxidant effect due to the flavonoid compound inside. Kipahit is a plant that is able
to live on the lowland and the plateau. The growth and the development of a plant is
indeed influenced by the environment, including the heights. The purpose of this
research is to determine the influence the height of place growing on the total flavonoid
levels and the antioxidant extract of Kipahit leaves (Tithonia diversifolia). activities.
This is a descriptive research where the object is Kipahit leaves (Tithonia diversifolia).
that is obtained from two locations, are Pasuruan Regency and Batu City. The sample
Is being extracted maceration using a solvent on 96%. The total flavonoid level is
measured by using colorimeter method with spectrophotometer UV-Vis on a quercetin
standard. While the antioxidant activities are measured with DPPH method on a Trolox
standard. The result of this research exhibits that the total flavonoid level of Kipahit
leave’s extract from Pasuruan Regency is 16.8414 mgGAE/g and the one from Batu
City is 8.4450 mgGAE/g. The antioxidant activity of the Kipahit leaf extract in
Pasuruan Regency has a stronger activity than Batu City with an I1Csg value of 6.5377
g/mL, while the kipahit leaf extract in Batu City has an 1Cso value of 15.7831 g/mL.

Keywords: Kipahit, Flavonoid, Antioxidant, DPPH
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Alam adalah salah satu ciptaan Allah yang di dalamnya terdapat beranekaragam
jenis tumbuhan. Keanekaragaman jenis tumbuhan tersebut juga diikuti dengan
keanekaragaman manfaatnya bagi manusia, salah satunya sebagai obat-obatan.
Keanekaragaman tumbuhan baik jenis maupun manfaatnya ini telah dikemukakan oleh

Allah SWT dalam Al-Qur’an QS: Asy-Syu'ara [26]: 7-8 sebagai berikut:

m

%/ -2 s ~Z a Prd 7
%Ydj’buzu\v ,JJS,%SC)JSU,Q@LW\?&:U@U\&;
w‘}; r.bj;é\ Q\.{
Artinya: Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya Kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?. Sesungguhnya
pada yang demikian itu benar-benar terdapat suatu tanda kekuasaan Allah. Dan
kebanyakan mereka tidak beriman (QS: Asy-Syu’ara [26]: 7-8).
Al-Qurthubi (2009) menjelaskan maksud dari ayat tersebut adalah Allah
memperingatkan akan keagungan dan kekuasaaan-Nya jika mereka melihat dengan

hati dan mata, niscaya akan mengetahui bahwa Allah lah yang berhak disembah, karena

Maha Kuasa atas segala sesuatu. Menurut tafsir Jalalain (2009), kata i;5; 4 (Dan
apakah mereka tidak memperhatikan) maksudnya tidak memikirkan tentang := S
& &2l (bumi, betapa Kami tumbuhkan di bumi itu) alangkah banyaknya 228 e K o

5 (dari bermacam-macam tumbuh-tumbuhan yang baik) jenisnya. Menurut Shihab



(2002) kalimat .5 35 menunjukkan bahwa tumbuhan yang dimaksud adalah

tumbuhan yang baik yaitu tumbuhan yang bermanfaat bagi makhluk hidup.

Salah satu manfaat tumbuhan yaitu untuk mengobati penyakit. Potensi ini
dimungkinkan karena di dalamnya mengandung zat aktif yang dapat dimanfaatkan
untuk menyembuhkan penyakit, oleh karena itu disebut tumbuhan obat (Sada dan
Tanjung, 2010). Hal ini merupakan tanda kuasa Allah SWT yang harus dipelajari dan
dimanfaatkan sesuai perintah yang tertulis dalam Firman-Nya.

Secara umum kegunaan tumbuhan obat sebenarnya disebabkan oleh kandungan
senyawa yang dimilikinya. Kemampuan yang dimiliki suatu tumbuhan didukung dari
senyawa aktif yang terkandung di dalamnya. Senyawa aktif pada tumbuhan biasa
disebut sebagai metabolit sekunder. Metabolit sekunder ini merupakan molekul-
molekul kecil, bersifat spesifik dan mempunyai struktur yang bervariasi dimana setiap
jenisnya memiliki fungsi atau peranan yang berbeda-beda (Ergina, 2014). Salah satu
kelompok metabolit sekunder yang paling banyak ditemukan di dalam jaringan
tumbuhan adalah flavonoid (Rajalakshmi, 1985).

Flavonoid merupakan senyawa fenolik dengan struktur kimia Ce-C3-Ce.
Struktur ~ flavonoid dapat diidentifikasi menggunakan analisis  kualitatif
spektrofotometer UV-Vis dengan cara spektrum serapan ultra violet dan serapan
tampak, sedangkan untuk menentukan jumlah flavonoid pada suatu ekstrak dapat
menggunakan analisis kuantitatif spektrofotometer UV-Vis dengan cara mengukur
absorbansinya. Absorbansi sebagai analisis kuantatif dilakukan berdasarkan Hukum

Lambert-Beer. Absorbansi dengan kadar flavonoid memiliki hubungan yang linear



yaitu semakin tinggi absorbansi yang terukur maka kadar flavonoid yang terkandung
didalam suatu tumbuhan juga semakin tinggi (Neldawati, 2013).

Kadar flavonoid pada suatu tumbuhan memiliki kadar yang berbeda-beda.
Perbedaan ini dipengaruhi oleh beberapa faktor baik internal maupun eksternal. Faktor
internal seperti gen dan faktor eksternal diantaranya suhu, cahaya, kelembapan, dan
kandungan unsur hara didalam tanah (Sholekah, 2017). Malinkova (2013)
menambahkan bahwa dalam penelitiannya kadar flavonoid berhubungan erat dengan
faktor lingkungan seperti tempat tumbuh tanaman. Hal ini sesuai dengan hasil
penelitian yang dilakukan Sari (2015) yang menunjukkan ekstrak daun sirsak yang
berasal dari daerah dengan ketinggian paling rendah memiliki kadar flavonoid total
paling tinggi, sedangkan ekstrak daun sirsak yang berasal dari daerah dengan
ketinggian paling tinggi memiliki kadar flavonoid total paling rendah. Flavonoid pada
tanaman memerlukan gula dalam produksinya. Gula ini salah satunya diperoleh dari
fotosintesis di sel yang mengandung klorofil. Proses fotosintesis ini akan dipengaruhi
oleh intensitas cahaya. Intensitas cahaya ini juga akan dipengaruhi oleh ketinggian
tempat tumbuh dimana semakin tinggi tempat tumbuh maka intensitas cahaya akan
semakin kecil.

Senyawa flavonoid yang tersebar dalam tumbuhan diketahui mempunyai
beberapa peran salah satunya sebagai aktivitas antioksidan. Konate et al (2010)
menyatakan bahwa semakin besar kandungan senyawa golongan flavonoid maka
semakin besar aktivitas antioksidannya. Salah satu tumbuhan yang berpotensi sebagai
antioksidan adalah Kipahit (Tithonia diversifolia). Berdasarkan penelitian (Sasmita

dkk. 2017), tumbuhan Kipahit (Tithonia difersifolia) mengandung senyawa flavonoid



dan polifenol yang memiliki aktivitas sebagai antioksidan. Berbagai penelitian
mengenai antioksidan Kipahit telah dilaporkan yaitu dalam penelitian Anggresani
(2017) bahwa ekstrak etanol 70% daun kipahit dengan kadar flavonoid 0,00592667%
memiliki efek aktivitas antioksidan sedang. Gama (2014) menambahkan bahwa bunga
kering kipahit mengandung senyawa fenolik dengan ICso kuat.

Kurangnya penelitian lebih lanjut mengenai tumbuhan Kipahit, maka penelitian
ini perlu dilakukan untuk melengkapi penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh
Anggresani (2017). Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh ketinggian tempat
tumbuh terhadap kadar flavonoid serta aktivitas antioksidan pada daun Kipahit. Sampel
tumbuhan tersebut diambil dari lokasi dengan kondisi lingkungan yang berbeda. Lokasi
tumbuh yang pertama yaitu di daerah Batu yang merupakan dataran tinggi dengan suhu
rerata suhu 23°C-25°C setiap harinya sedangkan lokasi tumbuh yang kedua yaitu di
daerah Pasuruan yang merupakan dataran rendah dengan rerata suhu 27°C-33°C setiap
harinya. Penggunaan organ daun pada penelitian ini dikarenakan senyawa flavonoid
lebih banyak terdapat pada daun, hal ini dikarenakan adanya klorofil yang berperan
dalam fotosintetis sehingga menghasilkan gula untuk produksi senyawa flavonoid
(Sari, 2015).

Penentuan kadar flavonoid dan nilai aktivitas antioksidan pada penelitian ini
perlu dilakukan karena pada senyawa tersebut dalam kadar tertentu memiliki
komponen aktif yang dapat dimanfaatkan sebagai obat (Robinson, 1995). Senyawa
antioksidan pada penelitian ini diisolasi menggunakan metode ekstraksi. Ekstraksi
yang digunakan yaitu ekstraksi maserasi menggunakan pelarut etanol 96%. Pemilihan

pelarut etanol 96% didasarkan pada tingkat keamanan dan kemudahan saat diuapkan



serta sifatnya yang mampu melarutkan hampir semua zat, baik yang bersifat polar,

semipolar dan nonpolar serta dapat menarik senyawa flavonoid dan fenolik secara

optimum (Sulastri et al, 2015).

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah pada penelitian ini adalah :

1. Bagaimanakan pengaruh ketinggian tempat tumbuh terhadap kadar flavonoid total
ekstrak daun Kipabhit (Tithonia diversifolia)?

2. Bagaimanakah pengaruh ketinggian tempat tumbuh terhadap aktivitas antioksidan
dari ekstrak daun Kipahit (Tithonia diversifolia)?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan pada penelitian ini adalah :

1. Mengetahui pengaruh ketinggian tempat tumbuh terhadap kadar flavonoid total
ekstrak daun Kipabhit (Tithonia diversifolia).

2. Mengetahui pengaruh ketinggian tempat tumbuh terhadap aktivitas antioksidan dari
ekstrak daun Kipahit (Tithonia diversifolia).

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat pada penelitian ini adalah :

1. Memberikan informasi tentang kandungan senyawa flavonoid total dan aktivitas
antioksidan yang terdapat pada daun Kipahit (Tithonia diversifolia).

2. Memanfaatkan kandungan senyawa flavonoid yang terdapat pada daun Kipahit
(Tithonia diversifolia) sebagai antioksidan.

1.5 Batasan Penelitian

Batasan penelitian pada penelitian ini adalah



1. Sampel bahan yang digunakan yaitu daun Kipahit yang masih segar (tidak layu)
dan secara fisik masih utuh. Daun Kipahit yang diambil adalah daun bagian tengah
yakni mulai daun nomor 3 hingga daun nomor 7 dari pucuk tumbuhan. Sampel
tumbuhan diambil dari lokasi yang berbeda yaitu di Pasuruan dan Batu

2. Metode ekstraksi menggunakan maserasi dengan pelarut etanol 96%.

3. Uji kuantitatif yang dilakukan yaitu uji kadar flavonoid total menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dengan standart kuersetin dan uji Aktivitas antioksidan
menggunakan DPPH dengan standar Trolox.

4. Konsentrasi ekstrak, kuersetin dan Trolox yang digunakan adalah 2,4,6,8,10 dan 12
ppm.

5. Analisis data kadar flavonoid didapatkan dari persamaan regresi linier yang
diperoleh dari kurva kalibrasi pembanding kuersetin dari nilai absorbansi yang
didapat pada pengukuran dengan spektrofotometer UV-Vis sedangkan analisis data

aktivitas antioksidan diperoleh dari perhitungan 1Cso.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kajian Umum Kipahit (Tithonia diversifolia)

Kipahit (Tithonia diversifolia) merupakan tumbuhan asli Meksiko dan Amerika
Tengah. Tumbuhan ini telah diintroduksi ke sebagian besar negara-negara tropis
termasuk Indonesia dan negara lain di Asia Tenggara dengan habitat tumbuh pada
ketinggian 200 - 1500 m dpl (Setiawati, dkk. 2008). Menurut Lestari (2016) tumbuhan
Kipahit dapat tumbuh baik pada tanah yang kurang subur, sebagai semak di pinggir
jalan, lereng-lereng tebing atau gulma di sekitar lahan pertanian.

Di Indonesia tumbuhan Kipahit dikenal dengan sebutan kembang bulan atau
tumbuhan insulin (Amanatie dan Eddy, 2015) selain itu tumbuhan ini memiliki banyak
nama pada negara lain seperti Mexican Sunflower, Tree Marigold (English),
Guasmara, Jalacate (Spanish), Verschiedenblaettrige Fack elblume (Germany),
Daoruang-Yipun, Denchamat-Nam, Thantawan-Nu (Thailand) (Ramadani,dkk, 2018).
Tumbuhan Kipahit umumnya dimanfaatkan pada bagian daunnya, dari daun tersebut
banyak digunakan oleh masyarakat sebagai antimalaria (Nafiu, dkk. 2014),
antiinflamasi (Sijuade dkk. 2016), pengobatan perut kembung (Takahashi, 2005), obat
gatal-gatal, antidiabetes, antioksidan alami (Fitmawati dan Erwina, 2017). Tumbuhan
ini juga mengandung bahan insektisida dan nematisida dan umum digunakan sebagai
pupuk hijau, ditanam di lereng-lereng curam untuk mengendalikan erosi, selain itu

ditanam di sepanjang jalan dan diperkebunan teh. Di Pulau Jawa, kayunya



dikumpulkan untuk kayu bakar. Bunganya dapat digunakan sebagai obat luka atau luka
lebam (Setiawati, dkk. 2008).
Penggunaan tumbuhan sebagai obat-obatan telah dikemukakan oleh Allah

dalam Al-Qur’an QS:Az-Zumar [39]: 21 sebagai berikut:
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Artinya: Apakah kamu tidak memperhatikan, bahwa sesungguhnya Allah menurunkan
air dari langit, maka diaturnya menjadi sumber-sumber air di bumi kemudian
ditumbuhkan-Nya dengan air itu tanam-tanaman yang bermacam-macam warnanya,
lalu menjadi kering lalu kamu melihatnya kekuning-kuningan, kemudian dijadikan-
Nya hancur berderai-derai. Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar
terdapat pelajaran bagi orang-orang yang mempunyai akal. (QS: Az-Zumar [39]: 21).

Menurut tafsir Al munir (2020), Allah telah menurunkan air hujan untuk
diserap bumi dan menjadikannya bumi tersebut menumbuhkan tumbuhan dengan
beragam jenis dan warna. Setelah itu tumbuhan tersebut layu dan mengering. Pada yang
demikian itu terdapat pelajaran yang dapat dipetik oleh orang-orang yang berakal sehat
yaitu mengetahui bahwa keadaan kehidupan dunia seperti tumbuhan, sama-sama cepat
hilang dan sirna dari keindahannya, serta tidak ada leraguan pada mereka bahwa Allah
SWT berkuasa untuk melakukan ba’ats dan hasyr.

Menurut Quraish shihab dalam tafsir Al-Misbah (2002) menyebutkan bahwa
Allah telah menurunkan air dari langit lalu mengalirkannya dalam bentuk mata air di
dalam perut bumi kemudian menumbuhkan tumbuhan yang beragam dan Dia pula yang

menjadikannya terpecah, dalam proses perpindahan itulah dari satu kondisi ke kondisi

terdapat peringatan bagi orang-orang yang berakal. hal tersebut juga diungkapkan oleh



Jalaluddin as-Suyuthi dalam tafsir Jalalain (2009) bahwa Allah menjadikan sumber air
dalam bumi kemudian di tumbuhkannya tumbuhan lalu menjadikannya (tumbuhan) itu
hancur, pada yang demikian itu dapat diambil pelajaran untuk menyimpulkan keesaan
dan kekuasaan Allah.

Ayat tersebut menjelaskan bahwa banyak jenis-jenis tumbuhan yang mampu
tumbuh di bumi ini dengan adanya air hujan. Tumbuhan-tumbuhan yang hidup di muka
bumi ini banyak sekali macam-macam dan manfaatnya terutama untuk umat manusia
baik untuk kehidupan maupun untuk kesehatan.

Demikianlah Allah SWT memberitahukan kepada kita sebagai orang yang
berfikir agar dapat memanfaatkan segala yang Allah SWT telah ciptakan di muka bumi
yang merupakan tanda-tanda kebesaran dan kekuasaan-Nya. Kita sebagai manusia
harus bisa memanfaatkan hasil alam seperti tumbuhan yang kemudian dapat Kita olah
sebagai obat untuk menyembuhkan penyakit. Dengan banyaknya tumbuhan yang dapat
dimanfaatkan sebagai obat, maka Rasulullah SAW memerintahkan kita untuk berobat
ketika terkena suatu penyakit. Sebagaimana hadits yang diriwayatkan oleh Abu
Hurairah RA bahwa Rasulullah SAW bersabda:

(e ols)) slas & 3503 25 al 357 G

Artinya: “Tidaklah Allah menurunkan sebuah penyakit melainkan menurunkan pula
obatnya” (HR. Al-Bukhari N0.5354).
Diriwayatkan juga oleh imam Muslim :

Jas Ge Al o3 1o a0 21530 Cilial 136 <2153 615 JR1 Al de o s e

Artinya: “Setiap penyakit pasti memiliki obat. Bila sebuah obat sesuai dengan

penyakitnya maka dia akan sembuh dengan seizin Allah Subhanahu wa
Ta’ala.” (HR. Muslim)
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Hadits diatas menyebutkan bahwa kehidupan manusia tidak dapat dipisahkan
dari penyakit. Penyakit rohani dan jasmani adalah dua jenis penyakit yang diderita
setiap individu. Selain itu, tidak ada penyakit yang tidak dapat disembuhkan. Allah
SWT menurunkan penyakit serta pengobatannya (Abu Husain). Hadits tersebut juga
mengisyaratkan diizinkannya seorang muslim mengobati penyakit yang
dideritanya.jika obat yang digunakan tepat mengenai sumber penyakit, maka dengan
izin Allah SWT penyakit tersebut akan hilang dan orang sakit akan mendapatkan
kesembuhan.

Beberapa ayat dan hadits diatas dapat diketahui bahwa Allah SWT telah
memperlihatkan kekuasaannya sebagai pencipta alam menumbuhkan tanaman yang
memberikan banyak manfaat, salah satunya adalah sebagai bahan pengobatan. Sebagai
makhluk hidup, manusia tidak bisa lepas dari penyakit, penyakit yang diturunkan oleh
Allah SWT pasti ada obatnya, hanya saja diperlukan usaha (menuntut ilmu) untuk
menemukan bahan obatnya. Oleh karena itu, manusia harus senantiasa
mengembangkan ilmu pengetahuannya seperti ilmu yang membahas tentang obat-
obatan yang berasal dari alam, misalnya tumbuh-tumbuhan sehingga mampu
memecahkan penyakit.

2.1.1 Klasifikasi Kipahit (Tithonia diversifolia)

Tumbuhan Kipahit memiliki sistematik sebagai berikut : (USDA,2018)
Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta

Superdivisi : Spermatophyta
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Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida -Dicotyledons

Sub kelas : Asteridae

Ordo . Asterales

Familia : Asteraceae / Compositae
Genus : Tithonia Desf. ex Juss.
Spesies : Tithonia diversifolia (Hemsl)

2.1.2 Morfologi

Tumbuhan ini merupakan perdu dengan tinggi mencapai = 5 m dengan batang
berbentuk bulat, berkayu,batang bewarna hijau, tajuk tumbuhan ini mudah dipangkas
dan cepat tumbuh kembali. Tumbuhan ini mempunyai bunga yang majemuk dan
terletak di ujung ranting. Tangkai bunga ini berbentuk bulat dan kelopak bunga
berbentuk tabung serta memiliki bulu-bulu halus dengan warna kelopak bunga yang
hijau serta mahkota berwarna kuning terang. Buah berbentuk bulat sewaktu muda
berwarna hijau setengah tua coklat. Biji berbentuk bulat, keras, dan berwarna coklat.
Perakaran tumbuhan ini cukup dalam dan tumbuh cukup cepat sehingga biasa tumbuh
pada pekarangan sebagai tumbuhan hias serta tumbuhan obat (Hutapea, 1994).

Daun kipahit merupakan daun tunggal dengan ujung runcing, pertulangan
menyirip, panjang 26 - 32 cm, berwarna hijau cemerlang, tepi daun bertoreh dan
bergerigi, susunan daun berhadapan selangseling dengan jarak beragam 2-7 cm, dan
pada setiap ketiak daun terdapat tunas atau cabang yang akan mengeluarkan bunga.

Sepanjang batang 60-70 cm teratas memiliki dan 11-17 helai daun. Pada tajuk berdaun
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70 cm teratas mengandung unsur hara yang cukup tinggi yaitu 2,52% N; 1,97% K;

0,29% P; 0,51% Ca; dan 0,39% Mg (Hakim, dkk 2012).

(@) (b)

Gambar 2.1 (a) Daun Kipahit, (b) Bunga Kipahit (Amanatie dan Eddy, 2015)

2.1.3 Kandungan Kipahit

Tumbuhan Kipahit mengandung senyawa saponin, polifenol, dan flavonoid
pada bagian daun, kulit batang dan akarnya (Hutapea, 1994). Berdasarkan penelitian
Susanti dkk (2015) menyatakan bahwa hasil uji fitokimia tumbuhan Kipahit
mengandung komponen senyawa metabolit sekunder berupa alkaloid dan flavonoid.
Otusanya dan llori (2012) menambahkan hasil penelitiannya menyatakan bahwa hasil
skrining fitokimia dengan pelarut metanol dan air ekstrak Kipahit mengandung
flavonoid, tannin, glikosida, terpenoid, dan fenol, kemudian pengujian lebih lanjut
dengan pelarut metanol menunjukkan bahwa ekstrak Kipahit mengandung saponin dan
alkaloid.

Daun Kipahit mengandung sedikitnya 12 senyawa terpenoida. 14 senyawa
flavonoida, saponin dan gula yang biasa digunakan dalam ilmu kedokteran sebagai
obat diabetes dan lepra (Hendra dkk.,2013). Dalam bidang pertanian daun Kipahit

sedang dalam pengembangan sebagai pestisida botani menurut Widari (2005) hasil
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fitokimia simplisia daun Kipahit menunjukan terdapat senyawa kimia yang berperan
sebagai racun bagi serangga antara lain: flavonoid dapat menghambat atau
mengganggu sistem pernapasan serangga, Tanin dapat bereaksi dengan protein dan
menimbulkan masalah pada aktivitas enzim di dalam tubuh serangga sehingga semakin
tinggi tanin maka proses kerja dari enzim di dalam serangga semakin terganggu,
Saponin yang dapat merusak saraf serangga dan mengakibatkan nafsu makan
berkurang dan akhirnya mati.

2.2 Flavonoid

2.2.1 Pengertian Flavonoid

Metabolit sekunder pada tumbuhan telah diketahui memberikan efek
farmakologis, diantaranya antioksidan, sitotoksik, antimikroba dan antivirus
(Rahakbauw, 2016). Salah satu metabolit sekunder yang penting pada tumbuhan adalah
flavonoid yang merupakan turunan dari 2-phenyl-benzyl-y-pyrone dengan biosintesis
menggunakan jalur fenilpropanoid. Flavonoid pada tumbuhan berperan memberi
warna, rasa pada biji, bunga, dan buah serta aroma (Mierziak et al., 2014), serta
melindungi tumbuhan dari pengaruh lingkungan, sebagai antimikroba, dan
perlindungan dari paparan sinar UV. Dalam bidang kesehatan, flavonoid berperan
sebagai anti bakteri, antioksidan, antiinflamasi, dan antidiabetes (Panche et al., 2016).

Dalam perkembangannya, hingga tahun 2011 ditemukan lebih dari 9000
flavonoid dan telah digunakan untuk suplemen kesehatan (Wang et al., 2018).

Flavonoid dibagi menjadi beberapa sub kelompok berdasarkan substitusi karbon pada
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gugus aromatik sentral (C). Subkelompok tersebut adalah: flavon, flavonols, flavanone,
flavanol/ katekin, antosianin dan kalkon (Panche et al., 2016).

2.2.2 Struktur Flavonoid

Flavonoid merupakan kelompok polifenol dan diklasifikasikan berdasarkan
struktur kimia serta biosintesisnya (Seleem et al., 2017). Struktur dasar flavonoid
terdiri dari dua gugus aromatik yang digabungkan oleh jembatan karbon (C6-C3-C6)
(Uzel et al., 2005). Kerangka flavonoid terdiri atas satu cincin aromatik A, satu cincin
aromatik B, dan cincin tengah berupa heterosiklik yang mengandung oksigen dan
bentuk 17 teroksidasi cincin ini dijadikan dasar pembagian flavonoid kedalam sub-sub
kelompoknya. Sistem penomoran digunakan untuk membedakan posisi karbon

disekitar molekulnya (Redha, 2010).

Gambar 2.2 Struktur Umum Flavonoid (Harbone, 1987).
2.2.3 Biosintesis flavonoid

Senyawa flavonoid merupakan senyawa fenolik alam yang tersebar merata
dalam dunia tumbuh-tumbuhan, tidak terdapat pada mikroorganisme, bakteri, alga,

jamur dan lumut. Sebagian besar senyawa flavonoid dalam bentuk glikosida (gula dan
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aglikon) dan juga sebagai aglikon. Dalam bentuk glikosidanya flavonoid larut dalam
air dan sedikit larut dalam pelarut organik. Struktur senyawa flavonoid secara
biosintesis berasal dari penggabungan jalur sikimat C6-C3 (cincin A) dan jalur asetat
malonate. Menurut Hahlbrock (1980), Flavonoid yang dianggap pertama kali terbentuk
pada biosintesis ialah khalkon. Modifikasi lebih lanjut mungkin terjadi pada berbagai
tahap dan menghasilkan penambahan (pengurangan) hidroksilasi, metilasi gugus
hidroksil atau inti flavonoid; isoprenilasi gugus hidroksil atau inti flavonoid ;
metilenasi gugus orto-dihidroksil, dimerisasi (pembentukan biflavonoid) ;
pembentukan bisulfat dan yang terpenting, glikosilasi gugus hidroksil (pembentukan
O-glikosida) atau inti flavonoid (pembentukan flavonoid C-glikosida). Secara

lengkapnya biosintesis flavonoid dapat dilihat dalam skema atau gambar berikut ini:
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Gambar 2.3 Biosintesis Flavonoid (Parwata, 2016)
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Gambar 2.4 Biosintesis Flavonoid (Parwata, 2016)

2.2.4 Uji Flavonoid

Kandungan total flavonoid diukur berdasarkan keberadaan kuersetin didalam
ekstrak tumbuhan. Analisis kandungan flavonoid dilakukan dengan penambahan
pereaksi FeCls. Sebagai asam lewis, AICI3 akan membentuk ikatan kompleks dengan
gugus hidroksil dari senyawaan flavonoid. Perubahan ini diidentifikasi malalui
absorbansi pada daerah sinar tampak melalui alat spektrofotometer. Semakin banyak
kandungan senyawa flavonoid dalam suatu ekstrak maka secara visual warna kuning
yang terbentuk akan semakin pekat (Neldawati, 2013).

Prinsip dari metode AICIsyaitu pembentukan kompleks yang stabil dengan C-

4 gugus keto, serta pada C-3 atau C-5 gugus hidroksil dari flavon dan flavonol. Dalam
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penambahannya, aluminium klorida membentuk kompleks asam yang stabil dengan
gugus ortohiroksil pada cincin A- atau B- dari senyawa-senyawa flavonoid. Kuersetin
dipilih sebagai larutan pembanding karena merupakan salah satu senyawa golongan

flavonoid yang dapat bereaksi dengan AlCIz membentuk kompleks (Chang, 2002).
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Gambar 2.5 Reaksi pembentukan kompleks Flavonoid-AlICls (Haeria,
dkk. 2016)

Analisis  kualitatif flavonoid dapat dilakukan dengan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Spektrum serapan ultraviolet dan serapan tampak
merupakan cara tunggal yang paling bermanfaat untuk mengidentifikasi struktur
flavonoid. Flavonoid mengandung sistem aromatis yang terkonjugasi dan dapat
menunjukkan pita serapan kuat pada daerah UV-Vis. Metode tersebut juga dapat
digunakan untuk melakukan uji secara kuantitatif untuk menentukan jumlah flavonoid
yang terdapat dalam ekstrak yang dilakukan dengan mengukur nilai absorbansinya.
Absorbansi sebagai analisa kuantatif dilakukan berdasarkan Hukum Lambert-Beer.
Absorbansi dengan kadar flavonoid memiliki hubungan yang linear yaitu semakin
tinggi absorbansi yang terukur maka kadar flavonoid yang terkandung didalam suatu

tanaman juga semakin tinggi (Neldawati, 2013).

2.2.5 Faktor Yang Mempengaruhi Metabolit Sekunder
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2.2.5.1 Faktor Morfogenik

Faktor Morfogenik merupakan faktor yang mempengaruhi proses pertumbuhan
dan diferensial sel-sel individu menjadi jaringan kemudian organ dan akhirnya menjadi
organisme yang dapat dikenali. Tumbuhan memiliki beberapa jaringan yang berfungsi
sebagai penyimpanan, sekresi, pendukung dan penyokong. Jaringan-jaringan ini
dikelompokkan berdasarkan bahan yang diproduksi seperti madu, getah, resin, dan
minyak. Perbedaan jaringan ini juga menyebabkan perbedaan jalur metabolismenya
(Verma dan Shukla, 2015).
2.2.5.2 Faktor Genetik

Beberapa studi genetik menunjukkan bahwa produksi metabolit sekunder pada
tumbuhan terjadi dibawah control genetick. Ada ribuan gen yang ditemukan pada
genome tumbuhan yang diasumsikan sebanyak 15-25% gen yang berkontribusi pada
metabolit sekunder. Gen tersebut diatur oleh transcription factors (TF) yang berbeda
yang mempengaruhi perubahan metabolit dan ekspresi gen (Verma dan Shukhla,
2015).
2.2.5.3 Faktor Lingkungan

Kandungan metabolit sekunder pada suatu organisme dipengaruhi oleh faktor
lingkungan seperti cahaya, unsur hara yang tersedia, komposisi medium, perbedaan
morfologi, jaringan tumbuhan yang digunakan dan aktivitas biosintesa (Nurfitriani,
2016). Metusalach (2007) menambahkan bahwa pertumbuhan suatu biota dipengaruhi
fator eksternal dan internal. Faktor eksternal seperti habitat, musim, suhu perairan, jenis
makanan yang tersedia. Sedangkan faktor internal seperti umur, ukuran, dan faktor

biologis lainnya.
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Kandungan senyawa kimia dalam suatu tanaman sangat dipengaruhi oleh letak
geografis, suhu, iklim, dan kesuburan tanahnya. Komposisi komponen kimia bervariasi
dari satu daerah ke daerah lain pada tanaman yang sama (Agustina, 2016). Menurut
Astuti (2014), rimpang yang dibudidayakan di dataran rendah memiliki senyawa yang
lebih banyak dibandingkan rimpang yang ditanam di dataran tinggi, dan waktu panen
juga dapat mempengaruhi kadar metabolit sekunder pada tumbuhan.

Perbedaan kondisi lingkungan tempat tumbuh juga dapat menyebabkan
perbedaan jenis dan jumlah dari metabolit sekunder yang terkandung dalam tumbuhan
yang tumbuh di suatu daerah tertentu dengan daerah lainnya. Selain itu hal yang
menyebabkan perbedaan kandungan metabolit sekunder adalah waktu pengumpulan
(Katno, 2008). Menurut penelitian Hasan (2017) waktu panen berpengaruh terhadap
produksi dan kadar flavonoid total tempuyung. Panen daun secara bertahap dan
kemudian daun atas dipanen setelah bunga mekar menghasilkan bobot basah daun
bagian atas tertinggi, sebaliknya panen daun secara bersamaan saat kuncup bunga dan
bunga mekar menghasilkan kadar flavonoid total daun atas tertinggi.

2.3 Antioksidan

2.3.1 Pengertian Antioksidan

Antioksidan merupakan suatu senyawa yang dapat menunda dan mencegah
kerusakan yang di sebabkan oleh proses oksidasi. Antioksidan ini mampu mengubah
sel-sel tubuh menjadi pengaman untuk melawan radikal bebas sebagai penyebab
berbagai penyakit. Antioksidan dapat menghambat oksidasi melalui 2 jalur, pertama

yaitu melalui penangkapan radikal bebas (free radical scavenging). Anti oksidan jenis
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ini di sebut dengan antioksidan primer. Termasuk dalam jenis ini adalah senyawa-
senyawa fenolik seperti galat flavonoid. Jalur kedua tanpa melibatkan penangkapan
radikal bebas. Anti oksidan ini di sebut dengan antioksidan sekunder yang
mekanismenya melalui pengikatan logam dan menyerap sinar ultraviolet (Pokorny et
al., 2007).

Antioksidan merupakan zat yang dapat menetralkan radikal bebas, atau suatu
bahan yang berfungsi mencegah sistem biologi tubuh dari efek merugikan yang timbul
dari proses ataupun reaksi yang menyebabkan oksidasi yang berlebihan. Radikal bebas
adalah senyawa kimia yang mempunyai satu atau lebih elektron yang tidak
berpasangan, senyawa ini harus mencari elektron lain sebagi pasangan (Harnani, 2005).
Antioksidan mampu menghilangkan, membersihkan, menahan oksigen reaktif atau
radikal bebas dalam tubuh. Antioksidan ditujukan untuk mencegah dan mengobati
penyakit seperti aterosklerosis, stroke, diabetes, alzheimer, dan kanker (Aqil et al.,
2006).

Antioksidan dikelompokkan menjadi antioksidan enzim dan vitamin.
Antioksidan enzim meliputi superoksida dismutase (SOD), katalase dan glutathion
peroxidases (GSH.Prx). Antioksidan vitamin meliputi alfa tokoferol (Vitamin E), beta
karoten dan asam askorbat (Vitamin C). Antioksidan vitamin lebih populer sebagai
antioksidan dibandingkan enzim. Antioksidan yang termasuk ke dalam vitamin dan
fitokimia disebut flavonoid (Inggrid dan Santoso, 2014).

2.3.2 Mekanisme Kerja Antioksidan
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Antioksidan adalah pertahanan untuk menetralisir radikal bebas.
Ketidakseimbangan akan terjadi jika pembentukan radikal bebas melebihi sistem
pertahanan, sehingga radikal bebas tidak mampu didetoksifikasi (Saleh & Agarwal,
2002). Terjadinya perubahan keseimbangan karena berlebihnya ROS atau
berkurangnya antioksidan yang berfungsi menetralisir ROS, merupakan status positif
stres oksidatif. Kondisi tubuh yang berhubungan dengan stres oksidatif adalah penyakit
degeneratif (Langseth, 1995). Antioksidan ialah suatu inhibitor yang digunakan untuk
menghambat autooksidasi. Inhibitor radikal bebas menghambat suatu reaksi radikal
bebas dengan membentuk reaksi radikal bebas tak reaktif dan relatif stabil. Reaksi
berantai pada radikal bebas (tanpa ada antioksidan) terdiri dari tiga tahap, yaitu:

Tahap inisiasi  : RH — R* + H*
Tahap propagasi : R* + 02 — ROO*

ROO* + RH — ROOH +R*
Tahap terminasi : R* + R* - R-R

ROO* + R* — ROOR

ROO* + ROO* — ROOR + 02

Pada tahap inisiasi terjadi pembentukan radikal bebas (R*) yang sangat reaktif,
karena (RH) melepaskan satu atom hidrogen, hal ini dapat disebabkan adanya cahaya,
oksigen atau panas. Pada tahap propagasi, radikal (R*) akan bereaksi dengan oksigen

membentuk radikal peroksi (ROO*). Radikal peroksi selanjutnya akan menyerang RH
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(misalnya pada asam lemak) menghasilkan hidroperoksida dan radikal baru. Hidrogen
peroksida yang terbentuk bersifat tidak stabil dan akan terdegradasi menghasilkan
senyawa-senyawa karbonil rantai pendek seperti aldehida dan keton (Nugroho, 2007).

Tanpa adanya antioksidan, reaksi oksidasi lemak akan berlanjut sampai tahap
terminasi, sehingga antar radikal bebas dapat saling bereaksi membentuk senyawa yang
kompleks. Dengan adanya antioksidan, antioksidan memberikan atom hidrogen atau
elektron pada radikal bebas (R*, ROO¥), mengubahnya ke bentuk yang lebih stabil
RH. Sementara turunan radikal antioksidan (A*) memiliki keadaan lebih stabil
dibanding radikal semula R*. Reaksi penghambatan antioksidan terhadap radikal lipid
mengikuti persamaan reaksi sebagai berikut (Inggrid dan Herry, 2014)) :

Inisiasi ; R* + AH — RH + A*

Radikal lipida

Propagasi : ROO* + AH — ROOH + A*

2.3.4 Hubungan Flavonoid dengan Antioksidan

Salah satu sumber antioksidan alami berasal dari tumbuhan. Tumbuhan
mengandung senyawa yang mempunyai aktvitas sebagai antioksidan salah satunya
adalah senyawa flavonoid. Flavonoid merupakan senyawa pereduksi yang dapat
menghambat banyak reaksi oksidasi. Flavonoid memiliki kemampuan sebagai
antioksidan karena mampu mentransfer sebuah elektron kepada senyawa radikal bebas.

Flavonoid merupakan senyawa pereduksi yang dapat menghambat banyak

reaksi oksidasi. Flavonoid memiliki kemampuan sebagai antioksidan karena mampu
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mentransfer sebuah elektron kepada senyawa radikal bebas, dimana Re merupakan
senyawa radikal bebas, FI-OH merupakan senyawa flavonoid sedangkan FI-OHe
merupakan radikal flavonoid. Reaksi peredaman radikal bebas oleh senyawa flavonoid

seperti dalam gambar berikut:

ot (=l

i on Te tH f C

FI-C1H Fl-Cril e

Fl-CiHe Fl-O

Gambar 2.6 Mekanisme Peredaman Radikal oleh Flavonoid (Kandaswami dan
midelton, 1997)

2.3.4 Metode Analisis Antioksidan DPPH (2,2’-difenil-1-pikrilhidrazil)

DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) merupakan radikal bebas yang stabil
pada suhu kamar dan sering digunakan untuk menilai aktivitas antioksidan beberapa
senyawa atau ekstrak bahan alam. Interaksi antioksidan dengan DPPH baik secara
transfer elektron atau radikal hidrogen pada DPPH akan menetralkan karakter radikal
bebas dari DPPH. Prinsip uji DPPH adalah penghilangan warna untuk mengukur
kapasitas antioksidan yang langsung menjangkau radikal DPPH dengan pemantauan
absorbansi pada panjang gelombang 517 nm menggunakan spektrofotometer. Radikal

DPPH dengan nitrogen organik terpusat adalah radikal bebas stabil dengan warna ungu
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gelap yang ketika direduksi menjadi bentuk nonradikal oleh antioksidan menjadi warna

kuning (Yu, 2008)

e ,
e T

DPPH (radikal) DPPH (non radikal)

Gambar 2.7 Struktur kimia senyawa DPPH radikal dan non radikal
(Molyneux, 2004 )

Metode yang umum untuk mengukur aktivitas antioksidan adalah dengan
DPPH, DPPH adalah 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl. Pada metode ini antioksidan
(AH) bereaksi dengan radikal bebas DPPH dengan cara mendonorkan atom hidrogen,
menyebabkan terjadinya perubahan warna DPPH dari warna ungu menjadi kuning,
intensitas warna diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 517 nm.

Pada metode ini yang diukur adalah aktivitas penghambatan radikal bebas.
Metode ini tidak spesifik untuk komponen antioksidan tertentu, tetapi untuk semua
senyawa antioksidan dalam sampel. DPPH digunakan secara luas untuk menguji
aktivitas antioksidan makanan. Warna berubah menjadi kuning saat radikal DPPH
menjadi berpasangan dengan atom hidrogen dari antioksidan membentuk DPPH-H

(Inggrid dan Santoso, 2014).
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Gambar 2.8 Reaksi Penghambatan Radikal DPPH (Prakash, 2001)

Metode DPPH merupakan analisis untuk mengetahui aktivitas antioksidan
menggunakan DPPH (1,1 —diphenyl-2- picrylhydrazyl). Analisis dari DPPH digunakan
sebagai uji dalam mencari kemampuan menangkap radikal suatu senyawa dalam
ekstrak tumbuhan. DPPH adalah komponen yang berwarna ungu yang tidak
berdimerisasi dan berbentuk kristalin. Dalam metode ini, DPPH akan mentransfer
elektron atau atom hidrogen ke radikal bebas sehingga menyebabkan karakter radikal
bebas ternetralisasi. Intensitas warna dari larutan uji diukur melalui spektrofotometri
UV-Vis pada panjang gelombang sekitar 517 nm. Keuntungan metode DPPH adalah
lebih sederhana dan waktu analisis yang lebih cepat (Wulansari, 2018).

Metode ini tidak spesifik untuk komponen antioksidan tertentu, tetapi untuk
semua senyawa antioksidan dalam sampel. DPPH digunakan secara luas untuk menguji
aktivitas antioksidan makanan. Warna berubah menjadi kuning saat radikal DPPH
menjadi berpasangan dengan atom hidrogen dari antioksidan membentuk DPPH-H.
Aktivitas antioksidan dapat dihitung dengan rumus berikut ini.

(% Inhibisi ) =__AbsO —Absl x 100%

AbsO

%1 = % Hambatan
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Abs0 = Absorbansi blanko
Absl = Absorbansi sampel

Berdasarkan rumus tersebut, makin kecil nilai absorbansi maka semakin tinggi
nilai aktivitas penangkapan radikal. Metode DPPH menggunakan parameter 1Csg yaitu
menunjukkan konsentrasi uji yang mampu menangkap radikal bebas sebanyak 50%
yang diperoleh melalui persamaan regresi. Nilai ICso berbanding terbalik dengan
kemampuan antioksidan suatu senyawa yang terkandung dalam bahan uji. Semakin
kecil nilai 1Cso suatu senyawa uji maka senyawa tersebut semakin aktif sebagai
penangkal radikal bebas. Tingkat kekuatan antioksidan menggunakan metode uji

DPPH dapat diklasifikasikan sebagai berikut (Firdianny, 2013)



BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian yang bersifat deskriptif. Tahap penelitian
dimulai dengan ekstraksi daun Kipahit mengggunakan metode ekstraksi maserasi,
kemudian dilanjutkan tahap kedua yaitu analisis kuantitatif kadar flavonoid total dan
aktivitas antioksidan menggunakan Spektrofotometri UV-Vis. Pengujian kadar
flavonoid pada penelitian ini menggunakan metode AICIz dengan standar kuersetin,
sedangan pengujian aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH dengan standar
Trolox.
3.2 Waktu dan Tempat Pelaksanaan

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2021-Januari 2022.
Pengambilan sampel daun Kipahit dilaksanakan di 2 tempat. Sampel pertama diambil
dari Desa Ngadimulyo, Pasuruan dengan ketinggian 247 mdpl sedangkan sampel kedua
diambil dari Desa Sidomulyo, Batu dengan ketinggian 935 mdpl. Penelitian
dilaksanakan di Laboratorium Biokimia dan Laboratorium Fisiologi Tumbuhan,
Program studi Biologi dan Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam
Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
3.3 Alat dan Bahan Penelitian

3.3.1 Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah gunting, plastik, oven,

ayakan 40 mesh, toples masersi, toples kaca, spatula, rotary evaporator, labu ukur,
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labu takar, alumunium foil, timbangan analitik, pipet mikro, cuvet, gelas vial 2 ml,
erlenmeyer, tabung reaksi, rak tabung reaksi, vortex mixer, dan spektrofotometer UV-
Vis.

3.3.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah daun Kipahit (Tithonia
diversifolia) yang diambil dari 2 lokasi yang berbeda yaituDesa Ngaimulyo, Pasuruan
dan Desa Sidomulyo, Batu. Bahan lain yang digunakan adalah kertas label, tisu,
aquades, etanol 96%, etanol p.a, metanol p.a, AlCl310% , Kalium Asetat, Kuersetin,
DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) 0,1 mM, Trolox.

3.4 Pelaksanaan Penelitian

3.4.1 Preparasi Sampel

Sampel daun kipahit (Tithonia diversifolia) diambil dari Kecamatan Sukorejo
Kabupaten Pasuruan dan Kota Batu. Daun kipahit yang diambil adalah daun tumbuhan
yang masih segar (tidak layu) dan secara fisik masih utuh. Daun diambil pada bagian
tengah yakni mulai daun nomor 3 hingga daun nomor 7 dari pucuk tanaman. Menurut
Taofik et al (2010) daun paitan pada nomor 3 sampai 7 dari ujung tangkai atau batang
merupakan daun yang paling baik metabolismenya. Proses pembuatan simplisia
dimulai dari sortasi, pembersihan, pencucian, penirisan, perajangan, dan pengeringan
menggunakan oven. Sebanyak 1 kg daun Kipahit dicuci kemudian di angin-anginkan,
selanjutnya dimasukkan ke dalam oven dengan suhu 40°C selama 48 jam sampai kadar

air habis atau biasa disebut dengan simplisia kasar.
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Simplisia yang masih kasar tersebut ditimbang untuk kemudian diserbukkan
menggunakan blender. Hasil simplisia yang telah di blender kemudian diayak
menggunakan ayakan 40 mesh sehingga diperoleh serbuk simplisia halus untuk
kemudian ditimbang Kembali. Tujuan dilakukan penghalusan pada sampel hingga
menjadi serbuk simplisia yaitu agar memperluas permukaan sampel serta memudahkan
bertemunya pelarut dan sampel saat proses ektraksi. Hal ini sesuai dengan pernyataan
(Mutmainnah, 2015) bahwa semakin kecil ukuran bahan (sampel) yang digunakan
maka semakin besar pula luas permukaannya dan terjadinya interaksi antara sampel
dan pelarut dalam proses ekstraksi tersebut dapat berlangsung secara efektif.

3.4.2 Ekstraksi Maserasi

Disiapkan toples untuk maserasi. Tahap pertama yang dilakukan dalam
ekstraksi sampel yaitu penimbangan simplisia. Simplisia daun Kipahit sebanyak 300
gram diekstrak dengan perbandingan pelarut 1:3. Sampel dimaserasi dengan pelarut
etanol 96% lalu disimpan dalam suhu kamar selama 2x24 jam sambil sesekali
dilakukan pengadukan kemudian disaring. Filtrat hasil penyaringan kemudian
dipekatkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 40°C samai diperoleh ekstrak
kental.

3.5. Uji Kadar Flavonoid Total

3.5.1. Pembuatan Larutan Pereaksi

1) Pembuatan Kalium Asetat 1 M
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Kalium asetat 1 M dibuat dengan cara ditimbang 500 mg kalium asetat,
kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 5 mL dan dilarutkan dengan etanol p.a
sampai tanda batas lalu dihomogenkan.

2) Pembuatan AICIl310%

AICl3 10% dibuat dengan cara ditimbang 500 mg AICls, kemudian dimasukkan
ke dalam labu ukur 5 mL dan dilarutkan etanol p.a sampai tanda batas dan
dihomogenkan.

b) Pembuatan Larutan Stok Kuersetin

Ditimbang 25 mg kuersetin, dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL dan
dilarutkan dengan metanol sampai tanda batas lalu dihomogenkan (1000 ppm). Untuk
mendapatkan larutan standar kuersetin 100 ppm, dilakukan dengan cara dipipet 1 mL
larutan standar 1000 ppm, dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL dan dilarutkan
dengan etanol p.a sampai tanda batas (100 ppm).
¢) Penentuan Panjang Gelombang Maksimal Kuersetin

Penentuan Panjang gelombang maksimum menggunakan spektrofotometer
UV-Vis dengan pembanding kuersetin. Sebanyak 1000 L dari seri konsentrasi 6 ppm
ditambahkan AIClz 10% 200 pL dan 200 pL kalium asetat 1M. Dibaca pada
spektrofotometer UV-Vis pada range 400-500 nm.

d) Penentuan Waktu Inkubasi Optimum

Penentuan Panjang gelombang maksimum menggunakan spektrofotometer
UV-Vis dengan pembanding kuersetin. Sebanyak 1000 pL dari seri konsentrasi 6 ppm
ditambahkan AIClz 10% 200 pL dan 200 pL kalium asetat 1M. Dibaca pada

spektrofotometer UV-Vis pada Panjang gelombang 450 nm.
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e) Pembuatan Kurva Standar Kuersetin

Sebanyak 1000 pL dari seri konsentrasi 2,4,6,8,10, dan 12 ppm masing-masing
ditambahkan AICI3 10% 200 pL dan 200 pL kalium asetat 1M. Dibaca pada
spektrofotometer UV-Vis pada Panjang gelombang 450 nm dan operating time 30
menit.

Pengukuran absorban dibuat kurva antara konsentrasi larutan standar kuersetin
dengan nilai absorban yang diperoleh dan akan dihasilkan persamaan regresi linier (y
= bx + a). Persamaan regresi ini untuk menghitung kadar ekstrak (ppm) dengan
memasukkan absorban ekstrak sebagai nilai y ke dalam persamaan (Chang et al, 2002).
f) Penentuan Kadar Flavonoid Ekstrak Daun Kipahit

Sampel ekstrak etanol 96% daun Kipahit di pipet Sebanyak 1000 puL kemudian
ditambahkan AICI3 10% 200 pL dan 200 pL kalium asetat 1M. Dibaca pada
spektrofotometer UV-Vis pada Panjang gelombang 450 nm dan operating time 30
menit (replikasi 3x).

Absorban yang dihasilkan dimasukkan kedalam persamaan regresi dari kurva
standar kuersetin (Chang et al, 2002). Kemudian dihitung flavonoid total dengan

menggunakan rumus:

Kadar = ppm x volume x fp x 10®

Bobot simplisia- (bobot simplisia x % kadar air) x 100%
3.6 Uji Aktivitas Antioksidan Daun Kipahit

a) Pembuatan Larutan DPPH 0,1 mM
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Larutan DPPH 0,1 mM dibuat dengan cara menimbang 10 mg DPPH dan
dilarutkan dengan etanol p.a hingga 100 mL dalam labu ukur.
b) Pembuatan Larutan Blanko

Pembuatan larutan blanko dilakukan dengan cara memipet 1 mL larutan DPPH
0,1 mM kemudian dicukupkan volumenya hingga 5 mL dengan etanol p.a. Selanjutnya
larutan diinkubasi selama 30 menit ditempat gelap kemudian serapan larutan diukur
dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 280-600 nm.
c). Pembuatan Larutan Pembanding Trolox

Trolox sebanyak 10 mg dan dilarutkan dalam 25 mL etanol p.a sehingga
diperoleh konsentrasi 1000 ppm sebagai larutan induk, kemudian diencerkan menjadi
100 ppm. Dari larutan induk dibuat seri konsentrasi 2, 4, 6, 8,10 dan 12 ppm.
d) Pembuatan Larutan Uji

Ekstrak etanol 96% daun kipahit dibuat seri 2, 4, 6, 8,10 dan 12 ppm. Dari
larutan induk 500 ppm, di pipet dan ditambahkan etanol p.a dalam labu takar 5 ml
hingga tanda batas.
e) Penetapan Kurva Baku Trolox

Trolox pada masing masing seri konsentrasi 2, 4, 6, 8,10 dan 12 ppm. Dipipet 1
ml kemudian ditambahkan 4 ml DPPH, didiamkan selama operating time 30 menit,
kemudian dibaca absorbansi pada Panjang gelombang maksimum 515 nm (replikasi
3X)
f) Pengujian Aktivitas Antioksidan Ekstrak

Sampel seri konsentrasi 2, 4, 6, 8,10 dan 12 ppm dari ektrak etanol 96% daun

Kipahit dipipet 1 ml, kemudian ditambahkan 4 ml DPPH, didiamkan selama operating
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time 30 menit, kemudian dibaca absorbansi pada Panjang gelombang maksimum 515
nm (replikasi 3x).
g) Perhitungan I1Cso

Aktivitas antioksidan dinyatakan dengan 1Cso (50% Inhibition Concentration)
yaitu konsentrasi sampel yang dapat meredam radikal DPPH sebanyak 50%. Nilai IC50
dihitung berdasarkan presentase inhibisi terhadap radikal DPPH dari masing-masing

konsentrasi larutan sampel dengan rumus: (Valentao et al, 2001).

Abs0—Abs1

(% Inhibisi )= =2

x 100%
%1 = % Hambatan
AbsO = Absorbansi blanko
Abs1 = Absorbansi sampel

Setelah didapatkan persentase inhibisi dari masing-masing konsentrasi,
dilanjutkan dengan perhitungan secara regresi linier menggunakan persamaan vy
=A+Bx, dimana x adalah konsentrasi (ug/ml) dan y adalah presentase inhibisi (%).
Aktivitas antioksidan dinyatakan dengan Inhibition Concentration 50% atau 1C50 yaitu

konsentrasi sampel yang dapat merendam radikal DPPH sebanyak 50%. Nilai 1C50

didapatkan dari nilai x setelah mengganti y dengan 50.

Misalnya diperoleh persamaan y = 0.6345x - 18.75 maka :
y =0.6345x - 18.75

50 =0.6345x - 18.75
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X =50-18.75 =49,2
0.6345

Berdasarkan persamaan tersebut menunjukkan hasil nilai x = 49,2 atau nilai
ICso 49,2 yang artinya aktivitas antioksidan sampel tersebut termasuk sangat kuat
karena nilai 1Cso <50 (Tristantini, 2016).
3.7 Analisis Data

Data yang diperoleh selanjutnya dianalisis secara deskriptif kuantitatif. Nilai
ICso dianalisis dengan kategori sangat kuat apabila <50, 50-100 dikatakan kuat, nilai
ICs0 100-150 dikatakan sedang, 150-200 dikatakan lemah dan >200 dikatakan sangat

lemah.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Ketinggian Tempat Tumbuh Terhadap Kadar Flavonoid Total
Daun Kipahit (Tithonia diversifolia).

Tabel 4.1 Hasil penentuan total kadar flavonoid pada ekstrak daun Kipahi
berdasarkan ketinggian tempat tumbuh.

Nilai absorbansi
pada ulangan ke Absorbans Kadar Flavonoid
i rata-rata Total (mg/g QE)

Ketinggia
Ekstrak n
(Mdpl) 1 2 3

Pasurua 0,82 | 0,73 | 0,78

a
N 274 3 7 1 0,782 16,84144 pg/mL
Batu 935 0,35 0’33 O’fG 0,316 8,445045 pg/mL®

Pada tabel 4.1 menunjukkan bahwa hasil kadar flavonoid total Kipahit dari
Kabupaten Pasuruan lebih tinggi (16,84144 pg/mL) dibandingkan dengan hasil kadar
flavonoid dari Kota Batu (8,445045 pg/mL). Perbedaan ini dikarenakan beberapa
faktor yang mempengaruhi pertumbuhan suatu tumbuhan salah satunya yaitu
ketinggian tempat. Semakin tinggi suatu tempat kondisi lingkungan yang dihasilkan
juga berbeda, seperti suhu dan intensitas cahaya. Hal ini yang menyebabkan berbeda
pula aktivitas metabolisme pada tumbuhan daerah tersebut. Menurut Laily (2012)
ketinggian tempat merupakan salah satu faktor yang berpengaruh terhadap
pertumbuhan suatu tanaman. Sehingga diduga bahwa perbedaan ketinggian tempat
akan berpengaruh terhadap pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Akibatnya

serangkaian proses metabolisme pada tanaman tersebut juga akan terganggu seperti
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terjadinya cekaman sehingga senyawa yang dihasilkan dari proses tersebut akan
berbeda-pada setiap ketinggian tempat. Hal ini didukung Katuuk dkk (2019) pada
penelitiannya terkait pengaruh perbedaan ketinggian tempat terhadap kandungan
metabolit sekunder pada gulma babadotan (Ageratum conyzoides L.) yang
menunjukkan hasil bahwa ketinggian tempat dapat mempengaruhi kandungan
metabolit sekunder pada babadotan (Ageratum conyzoides L). Selain ketinggian
tempat, faktor lingkungan juga sangat mempengaruhi kadar flavonoid pada tumbuhan.

Perbedaan ketinggian tempat dapat menghasilkan perbedaan kondisi
lingkungan yang signifikan. Rahakbauw (2016) menambahkan bahwa keberadaan
senyawa flavonoid dalam tanaman dapat disebabkan oleh perbedaan kondisi
lingkungan tempat tumbuh, suhu, intensitas cahaya, hara, ketersediaan air dan kadar
CO- dalam atmosfer. Montesinos-Navarro et al (2011) menyebutkan bahwa kondisi
lingkungan akan membentuk suatu sistem yang dapat berpengaruh pada tumbuhan
yang tumbuh pada lingkungan tersebut. Kondisi lingkungan sangat berpengaruh pada
proses fisiologis tumbuhan baik berupa metabolisme primer maupun sekunder.
Metabolisme primer akan menghasilkan pertumbuhan yang dapat diamati dari
morfologi tumbuhan tersebut sedangkan metabolisme sekunder merupakan hasil akhir
dari metabolit primer yang dapat berupa mekanisme kimia yang terjadi dalam tubuh
tumbuhan.

Pada penelitian ini dilakukan pengukuran terhadap kondisi lingkungan seperti
temperatur, intensitas cahaya dan pH tanah. Menurut Ping et al (2013) Ketinggian

tempat dapat menghasilkan temperatur, kelembapan, intensitas cahaya, curah hujan
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dan kandungan nutrisi dalam tanah yang berbeda. Parameter lingkungan yang diambil
dari kedua lokasi tersebut disajikan pada tabel berikut

Tabel 4.2 Nilai Parameter Lingkungan di Lokasi Pengambilan Sampel

: Ketinggian o Intensitas
Lokasi (Mdpl) Suhu (°C) Cahaya (L) pH tanah
Pasuruan 274 26 °C 989x100Lux 6,8
Batu 935 23°C 857x100Lux 7,5

Berdasarkan tabel 4.2 menunjukkan bahwa lokasi pengambilan sampel dari
kabupaten Pasuruan memiliki suhu dan intensitas cahaya yang lebih tinggi daripada
kota Batu, sedangkan pH tanah pada kedua lokasi tidak jauh berbeda. Perbedaan
kondisi lingkungan ini dipengaruhi oleh ketinggian tempat. Menurut Sulistyono dalam
Nurnasari (2010) tinggi tempat berpengaruh terhadap temperatur udara dan intensitas
cahaya. Temperatur dan intensitas cahaya akan semakin kecil dengan semakin
tingginya tempat tumbuh. Cahaya matahari sangat berpengaruh pada proses
fotosintesis pada tumbuhan yang berkorelasi dengan kandungan metabolit baik primer
maupun sekunder. Abdullah et al (2006) menambahkan bahwa suhu yang tinggi akan
akan memberikan cekaman sebagai respon untuk melakukan adaptasi terhadap
lingkungan dengan memproduksi metabolit sekunder.

Pada penelitian ini intensitas cahaya dan suhu pada lokasi kabupaten Pasuruan
lebih tinggi dibandingkan dari Kota Batu. Hal ini dikarenakan suhu dan intensitas
cahaya yang tinggi berpengaruh pada pembentukan flavonoid melalui fotosintesis pada

tumbuhan. Flavonoid pada tanaman memerlukan gula dalam produksinya. Gula ini
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salah satunya diperoleh dari fotosintesis di sel yang mengandung klorofil. Proses
fotosintesis ini akan dipengaruhi oleh intensitas cahaya. Intensitas cahaya ini juga akan
dipengaruhi oleh ketinggian tempat tumbuh dimana semakin tinggi tempat tumbuh
maka intensitas cahaya akan semakin kecil. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian Sari
(2015) bahwa ekstrak daun sirsak yang berasal dari daerah dengan ketinggian paling
rendah dengan intensitas cahaya yang tinggi memiliki kadar flavonoid total paling
tinggi, sedangkan ekstrak daun sirsak yang berasal dari daerah dengan ketinggian
paling tinggi dengan intensitas cahaya rendah memiliki kadar flavonoid total paling
rendah. Ini menunjukkan bahwa intensitas cahaya dan ketinggian tempat berpengaruh
terhadap permbentukan flavonoid. Salim dkk (2016) menambahkan pada penelitiannya
mengenai kandungan hara tanah terhadap metabolit sekunder pada Duku menunjukkan
bahwa terdeteksinya senyawa flavonoid pada ekstrak dataran rendah dikarenakan
tingginya kandungan Ca dibandingan dengan dataran tinggi. Berdasarkan penelitian
Siswoyo (2016) diketahui bahwa pemberian kalsium yang tertinggi menghasilkan
kandungan flavonoid tertinggi pada daun Tabat Barito (Ficus deltoidea), hal ini
dikarenakan fungsinya sebagai pengaktif enzim terutama yang berhubungan dengan
protein sehingga akan lebih mendukung proses terbentuknya metabolit sekunder yang
merupakan reaksi spesifik.

Allah berfirman dalam Al-Qur’an QS: Al-A’raf [7] : 58 sebagai berikut :

VLIPS PN R IPRY PR e Bl 2y saier 352 5wt 5130
2 &2 sx -3t
oA U)M/fj'o'}%Y\

Artinya : Dan tanah yang baik, tanaman-tanamannya tumbuh subur dengan izin
Tuhan; dan tanah yang buruk, tanama-tanamannya yang tumbuh merana.
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Demikianlah Kami menjelaskan berulang-ulang tanda-tanda (kebesaran Kami) bagi
orang-orang yang bersyukur (QS. Al-A’raf [7] : 58).

Menurut tafsir Quraish Shihab (2002) menjelaskan maksud ayat ini, bahwa
tanah yang baik, tanamannya tumbuh subur dan hidup dengan izin Allah. Dan tanah
yang tidak subur, tidak menghasilkan kecuali sedikit tanaman yang tidak berguna,
bahkan menjadi penyebab kerugian pemiliknya. Sama hal nya menurut Ahmad
Musthafa Al-Maraghi dalam tafsir Al-Maraghi (1993) menjelaskan maksud ayat ini,
bahwa sesungguhnya bumi itu, di antaranya ada yang tanahnya baik yang pemurah,
yang tanaman-tanamannya keluar dengan mudah dan tumbuh dengan cepat. Dengan
demikian banyak hasilnya. Ada pula di antaranya yang tanahnya buruk, seperti tanah
hitam berbatu, dan tanah tandus yang tanam-tanamannya tidak tumbuh karena
jumlahnya tidak seberapa, kecuali dengan kesulitan.

Berbeda dengan Al-Maraghi, Al-Qurthubi (2008) menjelaskan bahwa kata
pada ayat ini maksudnya adalah tanah, dan sifat <.k menandakan bahwa tanah tersebut
baik dan subur. Dengankan sifat &:= menandakan bahwa tanah tersebut dipenuhi

dengan bebatuan dan kerikil, sehingga membuatnya tidak subur. Pendapat ini sama
sebagaimana yang dikemukakan oleh Al-Hasan. Ini adalah tanda-tanda, hujjah- hujjah,
dan dalil-dalil untuk menolak kemusyrikan. Dan Allah juga memberikan tanda-tanda

atas segala yang dibutuhkan oleh manusia.
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Dalam penentuan kadar flavonoid pada penelitian ini, hasil yang diperoleh pada
pengukuran kurva larutan standar yaitu semakin tinggi konsentrasi semakin tinggi nilai
absorbansinya. Hal ini sesuai dengan Neldawati (2013) bahwa absorbansi dengan kadar
flavonoid memiliki hubungan yang linear yaitu semakin tinggi absorbansi yang terukur
maka kadar flavonoid yang terkandung didalam suatu tumbuhan juga semakin tinggi.

Berikut grafik kurva larutan standar kuersetin yang telah didapatkan
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Gambar 3.1 Kurva larutan standar kuersetin
Berdasarkan gambar 3.1 menunjukkan konsentrasi larutan baku kuersetin dan
absorbansi yang didapatkan persamaan regresi linier yaitu y = 0,0555x + 0,1527
dengan nilai koefisien korelasi r yaitu 0,9905. Nilai r yang didapat dikatakan kuat,
sehingga hubungan linear antara absorbansi dan konsentrasi kuat. Hal ini ditujukan dari
hasil absorbansi yang naik dengan adanya peningkatan konsentrasi larutan baku
kuersetin. Menurut Riyanto (2015) Nilai r yang mendekati angka 1 membuktikan

bahwa persamaan regeresi linear tersebut linear
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4.2 Pengaruh Ketinggian Tempat Tumbuh Terhadap Aktivitas Antioksidan
Daun Kipabhit (Tithonia diversifolia).

Tabel 4.3 Hasil pengujian aktivitas antioksidan standart dan sampel
menggunakan DPPH

Standart dan sampel ICso Kategori Antioksidan
Trolox 3,9996 pg/mL Sangat kuat
Pasuruan 6,5377 pg/mL Sangat kuat
Batu 15,7831 pg/mL Sangat kuat

Berdasarkan tabel 4.3 menunjukkan hasil bahwa nilai aktivitas antioksidan
Trolox (3,9996) lebih tinggi dibandingkan ekstrak daun Kipahit Pasuruan (6,5377), dan
aktivitas antioksidan ekstrak daun Kipahit Pasuruan lebih tinggi dibandingkan ekstrak
daun Kipahit Batu (15,7831). Trolox dalam penelitian ini mempunyai antioksidan yang
tinggi karena trolox merupakan antioksidan hasil sintesis sebagai derivat vitamin E
yang secara stuktur serupa dengan a-tokoferol. mempunyai aktivitas antioksidan yang
lebih tinggi dibandingkan o-tokoferol, BHA, serta BHT. Hal ini didukung dengan
penelitian Deniati (2006) yang menyebutkan bahwa antioksidan sintetik trolox
mempunyai kekuatan antioksidan yang lebih besar dibandingkan dengan vitamin C dan
BHT dalam menangkal radikal bebas DPPH. Penggunaan Trolox sebagai kontrol
positif pada pengujian aktivitas antioksidan ini adalah untuk mengetahui seberapa kuat
potensi antioksidan yang ada pada ekstrak daun Kipahit jika dibandingkan dengan
Trolox. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ICso Kipahit sama atau mendekati nilai

ICso kontrol positif maka dapat dikatakan bahwa sampel daun Kipahit berpotensi
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sebagai salah satu alternatif antioksidan yang sangat kuat. Hal tersebut menandakan
dataran rendah dan dataran tinggi mampu mendorong proses metabolisme daun Kipahit
untuk memproduksi metabolit sekunder yang lebih tinggi. Menurut Kofidis dan
Bosabalidis (2008) ketinggian tempat yang berkaitan langsung dengan iklim adalah
suhu, intensitas cahaya matahari dan kelembaban. Yoana (2012) menambahkan pada
dataran rendah memiliki intensitas cahaya yang tinggi sehingga tumbuhan dataran
rendah dapat melakukan metabolisme secara optimal. Sedangkan pada dataran tinggi
memiliki kondisi lingkungan yang lebih ekstrim, hal ini menjadi salah satu faktor
pemicu peningkatan metabolisme sekunder pada tumbuhan untuk melakukan adaptasi

agar dapat bertahan hidup (Montesinos dan Navarro et al, 2011).

Hasil pengujian aktivitas antioksidan pada kedua ekstrak Kipahit yang diambil
di lokasi yang berbeda menunjukkan bahwa ekstrak daun Kipahit yang diperoleh dari
Pasuruan menghasilkan aktvitas antioksidan yang paling tinggi. Perbedaan ini dapat
terjadi karena kondisi lingkungan pada dataran rendah mendorong terbentuknya
metabolit sekunder lebih tinggi melalui intensitas cahaya yang dapat mempengaruhi
proses fotosintesis pada tumbuhan. Menurut Montesinos-Navarro et al (2011)
keberadaan senyawa antioksidan dalam organ tumbuhan merupakan salah satu produk
metabolisme tumbuhan. Ketinggian tempat memberikan pengaruh paling besar pada
metabolisme tumbuhan berkaitan dengan ketersediaan cahaya matahari, suhu
lingkungan dan nutrisi. Puspitasari et al (2013) menambahkan bahwa dataran rendah
secara umum memiliki kondisi tanah subur dengan ketersediaan air cukup serta

memiliki intensitas cahaya dan suhu udara yang cukup tinggi dengan curah hujan dan
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kelembaban yang rendah. Hal ini yang mengakibatkan tumbuhan pada dataran rendah

memiliki kandungan senyawa yang lebih tinggi daripada tumbuhan pada dataran tinggi.

Pengaruh ketinggian tempat terhadap tanaman berkaitan erat dengan faktor
lingkungan, misalnya suhu. Pada penelitian ini lokasi pengambilan sampel memiliki
suhu rata-rata 27-30°C dengan intensitas cahaya tinggi. Suhu udara pada dataran
rendah yang lebih tinggi menyebabkan kapasitas uap air meningkat, sehingga
kelembaban udara relatif berkurang terutama disiang hari. Selain itu juga faktor
intensitas cahaya matahari, rendahnya nilai intensitas cahaya matahari dapat
disebabkan karena adanya naungan seperti awan, pohon atau bentuk naungan
lainnya. Menurut Yuliani et al (2015), perbedaan suhu dan kelembaban pada
lingkungan sangat berpengaruh pada proses metabolisme tumbuhan yang berkaitan
dengan reaksi enzimatis sedangkan intensitas cahaya berpengaruh pada laju
fotosintesis, transpirasi dan respirasi tumbuhan. Mekanisme tersebut akan berpengaruh
pada produksi metabolit baik primer maupun sekunder. Hal ini didukung Utomo dkk
(2020) dalam hasil penelitiannya yang menyebutkan bahwa kondisi lingkungan
mempengaruhi kadar flavonoid, fenolik, dan aktivitas antioksidan pada daun
S.jamaicensis, Semakin tinggi cekaman suhu yang berada dalam lingkungan, maka

kadar flavonoid, fenolik, dan aktivitas antioksidan yang dihasilkan semakin tinggi.

Allah SWT berfirman dalam Al-Qur’an QS: Yasin [36]: 36 sebagai berikut:

/
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Artinya: Maha Suci Tuhan yang telah menciptakan pasangan-pasangan semuanya,
baik dari apa yang ditumbuhkan oleh bumi dan dari diri mereka maupun dari apa yang
tidak mereka ketahui (QS. Yasin [36] : 36).

Menurut Imam Suyuti dalam tafsir jalalain (2003) lafal ég;ﬁf dimaknai dengan
kata golongan. Kata _5{if ¢.26 2. @S berarti semua makhluk Allah baik tumbuhan dan
manusia mereka diciptakan berpasang-pasangan. Kata §,.55 025 menunjukkan arti

bahwa apa yang belum diketahui (makhluk-makhluk Allah yang belum diketahui) itu

juga berpasang-pasangan.
Imam Thobari dalam tafsir Ath Thobari (2008) menyebutkan bahwa kata .
ST e @is 'Cgfu’f sz 0 mempunyai arti suatu generasi tercipta karna adanya

berpasang-pasangan. Dan maksud Kkata 4,55 &35 mempunyai arti mensucikan zat
Allah yaitu mensucikan Allah dari sifat yang tidak pantas atau sifat yang tidak dimiliki
makhluknya (sifat berpasang-pasangan) karena Allah memiliki sifat berbeda dengan

makhluknya. sedangkan kata @;;\ST;,L; memiliki arti Allah menciptaan makhluknya

berpasang-pasangan tidak hanya untuk orang muslim namun juga untuk orang kafir.

Menurut Quraish Shihab di dalam tafsir Al-Misbah (2002) ayat tersebut
merupakan jawaban terhadap kedurhakaan orang kafir pada ayat 35. Ini mempertegas
bahwa Allah SWT Maha suci dan Dia adalah Tuhan yang mencipatakan segala
tumbuhan dan menumbuhan buah-buahan dengan cara mencipatakan pasangan bagi
masing-maisng. Dengan itu, maka Allah SWT Sang pencipta Maha Suci dari segala

kekurangan dan sifat buruk.
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Hasil uji aktivitas antioksidan yang didapat pada penelitian ini terhadap ekstrak
tumbuhan Kipahit didapatkan hasil antioksidan sangat kuat. Dengan begitu setelah
meneliti kandungan antioksidan pada tumbuhan Kipahit, peneliti menyadari bahwa
tidak ada satupun ciptaan Allah baik tumbuhan, dan apa saja yang terkandung
didalamnya diantaranya zat-zat bioaktif mempunyai peran dan fungsinya masing-
masing. Hal ini merupakan bukti bahwa tidak ada satupun ciptaan Allah yang sia-sia,

sebagaimana firmanNya dalam Al-Qur’an QS: Ali Imran [3]: 191 yang berbunyi :

.7;"’/ - P - ."1 . 7 55 1://, );‘) /// - 55/ S /5"7 5”” ~ .5,0
Ueubgiﬁl“““j‘@bgﬁdjji‘b‘f)f@f)&) j\)ﬂ)%ﬂ\djﬁ)ﬁ&.}”
a7 T \cwl Zleye 28 (N (52 - 212 |- |25
\ﬂ\JU\Q\J&@M%b\MCA;J&ub)

Artinya : (yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau
dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi
(seraya berkata): "Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia,
Maha Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka (QS: Ali Imran[3]: 191).



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan pada penelitian adalah:

1. Ketinggian suatu tempat berpengaruh terhadap kadar flavonoid ekstrak daun
Kipahit. Semakin tinggi suatu tempat, maka kandungan flavonoid pada tumbuhan
semakin rendah. Faktor yang mempengaruhi tinggi dan rendahnya kadar flavonoid
adalah suhu dan intensitas cahaya. Suhu dan intensitas cahaya pada Kabupaten
Pasuruan lebih tinggi, hal ini tumbuhan melakukan cekaman yang menghasilkan
metabolit sekunder seperti flavonoid sedangkan intensitas cahaya sangat
dibutuhkan pada proses fotosintesis.

2. Ketinggian suatu tempat berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan ekstrak daun
Kipahit. Semakin rendah tempat tumbuh maka semakin tinggi kadar flavonoid.
Flavonoid dengan kadar yang tinggi menyebabkan aktivitas antioksidannya juga
semakin tinggi.

5.2 Saran

Saran pada penelitian ini adalah :

1. Perlu adanya pemurnian/purifikasi untuk mengetahui golongan turunan flavonoid
yang terkandung pada daun Kipahit (Tithonia diversifolia)

2. Perlu adanya pengujian terhadap kandungan unsur hara di dalam tanah pada lokasi

pengambilan sampel.
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Lampiran 1 Dokumentasi Penelitian

5.2.1 Preparasi Sampel
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No. Perlakuan Keterangan

1. Sampel Daun Kipahit
2. Penyerbukan Simplisia
3. Pengayakan

4. Serbuk simplisia
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Proses maserasi

Penyaringan

Penguapan ekstrak menggunakan
rotary vacum evaporator

Ekstrak pekat




5.2.2 Parameter Lingkungan Lokasi Pengambilan Sampel
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No. Alat Keterangan

1 Mengukur suhu, ketinggian
' tempat dan kecepatan udara

2. Mengukur kelembapan tanah

3. Mengukur intensitas cahaya

Lux Meter
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5.2.3 Penentuan Kadar Flavonoid Total Ekstrak Daun Kipahit
(Tithonia diversifolia)

Perlakuan Keterangan
,l
_,‘Lfl Pembuatan Kalium Asetat 1 M
\.
4
L Pembuatan AICls 10%

\ Pembuatan larutan stok kuersetin
)
£

ot Pengenceran larutan stok
o — kuersetin

Penentuan Gelombang
7 Maksimum Kuersetin
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6.
Penentuan Operating Time
7. Pembuatan seri kuersetin
8. Penentuan kadar flavonoid total
5.2.4 Penentuan aktivitas antioksidan ekstrak daun Kipahit
(Tithonia diversifolia)
No. Perlakuan Keterangan

Pembuatan larutan DPPH
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Pembuatan larutan Trolox

Pembuatan larutan uji

Pembuatan seri Trolox

Pengujian Antioksidan Ekstrak

Perhitungan ICso
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Lampiran 2. Data Hasil Penelitian
2.1 Uji Kadar Flavonoid Total Ekstrak Daun Kipahit (Tithonia diversifolia)
2.1.1 Data Hasil Kuersetin

. A. Pengukuran )

Konsentrasi (ug/mL) 1 5 3 Rata-rata | A Quercetin
12 0,808 0,774 0,815 0,799 0,799
10 0,662 0,786 0,777 | 0,741667 | 0,7416667
8 0,346 0,796 0,59 0,577333 | 0,5773333
6 0,493 0,609 0,385 | 0,495667 | 0,4956667
4 0,464 0,26 0,418 | 0,380667 | 0,3806667
2 0,304 0,227 0,235 | 0,255333 | 0,2553333

Blanko 0 0 0 0

2.1.2 Kurva Standar Kuersetin

0,9
0,8 0
0,7 e
0,6 e
05 -

04 .

0,3 -

0,2
0,1

y =0,0555x + 0,1527
R%=0,9905

Absorbansi

0 5 10 15
Konsentrasi (ug/mL)

2.1.3 Data Hasil Kadar Flavonoid Total Ekstrak Daun Kipahit (Tithonia

diversifolia)
pengukuran rata2
ekstrak 1 2 3
Pasuruan 0,828 0,737 0,781 0,782
batu 0,35 0,337 0,261 0,316

2.1.2.1 Perhitungan KFT Ekstrak daun Kipahit Pasuruan
Didapatkan persamaan y=0,0555x+0,1527
Ulangan 1. Y = 0,0555+0,1527

_ 0,828-0,1527
0,555

X= 12,16757 pg/mL



Ulangan 2. Y = 0,0555+0,1527
— 0,737-0,1527

0,555

X= 10,52793 pg/mL

Ulangan 3. Y = 0,0555+0,1527
— 0,781-0,1527

0,555

X= 11,32072 pg/mL

2.1.2.2 Perhitungan KFT Ekstrak Daun Kipahit Batu
Didapatkan persamaan y=0,0555x+0,1527
Ulangan 1. Y = 0,0555+0,1527

_0,35-0,1527
~ 0,555
X= 3, 554955 pg/mL

Ulangan 2. Y = 0,0555+0,1527

x= 0337-0,1527
- 0,555
X= 3,320721 pg/mL

Ulangan 3. Y = 0,0555+0,1527

_0,261-0,1527

0,555
X= 1,951357 pg/mL
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2.1.2.3 Data Hasil Kadar Flavonoid Total Daun Kipahit (Tithonia diversifolia)

Kadar total flavonoid
rata2
ekstrak 1 2 3
pandaan | 12,16757 | 10,52793 | 11,32072 | 11,33874
Batu 3,554955 | 3,320721 | 1,951351 | 2,942342

2.3 Data Hasil Aktivitas Antioksidan Ekstrak Daun Kipahit (Tithonia

diversifolia)
2.3.1 Data Hasil Trolox + DPPH

) Pengukuran o

konsentrasi Rata-rata %inhibisi
1 2 3 In

2 0,36 0,386 0,387 | 0,377666667 | 0,693147 | 48,05135

4 0,316 0,35 0,347 | 0,337666667 | 1,386294 | 53,55342

6 0,483 0,209 0,236 | 0,309333333 | 1,791759 | 57,45071

8 0,279 0,292 0,321 | 0,297333333 | 2,079442 | 59,10133




10 0,242 0,235 0,279 0,252 | 2,302585 | 65,337
12 0,25 0,205 0,236 | 0,230333333 | 2,484907 | 68,31729
2.3.1.1 Perhitungan ICso Trolox
y =1,9762x + 44,802
50 — 50—44,802
1,976
X=2,630301 pg/mL
2.3.1.2 Kurva Standar Trolox
%inhibisi Trolox
80
0
Zo ....... R ?
T ¢
..... 'y reeeeen®

50 o

40

30 y =1,9762x + 44,802

R?=0,9829
20
10
0
0 2 4 6 8 10 12 14
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2.3.2 Data Hasil Aktivitas Antioksidan Ekstrak Daun Kipahit Pasuruan

Pengukuran
Konsentrasi Rata-rata | o/inhibisi1 | %inhibisi2 | %inhibisi3
1 2 3
2 0,584 | 0,577 | 0,58 | 0,580333333 | 0,693147 | 20,17423 | 20,17423
4 0,324 | 0,538 | 0,563 0,475 1,386294 | 34,663 34,663
6 0,39 | 0,43 | 0,471 | 0,430333333 | 1,791759 | 40,80697 | 40,80697
8 0,319 | 0,295 | 0,225 | 0,279666667 | 2,079442 | 61,53141 | 61,53141
10 0,248 | 0,295 | 0,246 0,263 2,302585 | 63,82393 | 63,82393
12 0,235 | 0,226 | 0,225 | 0,228666667 | 2,484907 | 68,54654 | 68,54654
2.3.2.1 Perhitungan ICsq Ekstrak Daun Kipahit Pasuruan
y =5,001x + 13,251
50 = 50—-13,251
5,001
X=7,348330334 pg/mL
2.3.3 Data Hasil Aktivitas Antioksidan Ekstrak daun Kipahit Batu
pengukuran
konsentrasi rata-rata %inhibisi | %inhibisi %inhibisi
1 2 3
2 0,761 0,715 | 0,741 0,739 0,693147 | 1,650619 | 1,650619
4 0,686 0,716 | 0,73 | 0,710666667 | 1,386294 | 2,246676 | 2,246676
6 0,658 0,67 | 0,674 | 0,667333333 | 1,791759 | 8,207244 | 8,207244
8 0,491 0,681 | 0,649 0,607 2,079442 | 16,50619 | 16,50619
10 0,591 0,572 | 0,61 0,591 2,302585 | 18,70702 | 18,70702
12 0,436 0,441 | 0,464 0,447 2,484907 | 38,51444 | 38,51444

2.3.3.1 Perhitungan ICso Ekstrak Daun Kipahit Batu
y = 3,4571x - 9,8945

_ 50-9,8945

50 =
X=17,32507015 pg/mL

3,4571
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