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Abstract: Benalu batu (Begonia medicinalis) from northern Morowali is empirically used as an 
anticancer. This study aims to determine the lymphocyte cell proliferation profi le of extract and fractions 
benalu batu as well as to measure the correlation of total fl avonoids content against stimulation index 
proliferation. Maceration is done using methanol. Liquid-liquid partitions are used in fractionation with 
hexane, ethyl acetate, and water solvents sequentially. Lymphocyte cell proliferation test is using the 
MTT reduction method with concentration series 10, 20, 50, and 100 μg/mL. The total fl avonoid content 
in extract and fractions are determined by the colorimetric method. The stimulation index is used in 
measuring the lymphocyte cell proliferation activity. Based on the results, all samples are increasing 
lymphocyte cell proliferation. The concentration of 100 μg/mL has the highest stimulation index and the 
stimulation index value of hexane fraction, ethyl acetate fraction, methanol extract, and water fraction 
are 10.12, 6.56, 4.82, and 4.17, respectively. Total fl avonoids content and stimulation index have very 
low correlation (r = 0.082) and concentration of 10 μg/mL have the highest correlation coeffi  cient (r2 = 
0.18). The results showed the hexane and ethyl acetate fractions can be developed as immunostimulant 
material.

Keywords: Begonia medicinalis, North Morowali, lymphocyte cell proliferation, stimulation index.

Abstrak: Benalu batu (Begonia medicinalis) asal Morowali Utara secara empiris telah digunakan 
sebagai obat antikanker. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui profi l proliferasi sel limfosit 
ekstrak dan fraksi benalu batu serta mengukur korelasi kadar fl avonoid total terhadap indeks stimulasi 
proliferasi sel limfosit. Ekstraksi simplisia dilakukan secara maserasi menggunakan metanol. Partisi 
cair-cair digunakan dalam fraksinasi dengan pelarut n-heksana, etil asetat, dan air secara berurutan. Uji 
proliferasi sel limfosit menggunakan metode MTT reduction dengan seri konsentrasi 10, 20, 50, dan 
100 µg/mL. Kadar fl avonoid total ekstrak dan fraksi ditetapkan berdasarkan metode kolorimetri. Indeks 
stimulasi digunakan dalam pengukuran aktivitas proliferasi sel limfosit. Hasil pengujian menunjukkan 
bahwa ekstrak metanol, fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dapat meningkatkan proliferasi sel limfosit 
pada seluruh konsentrasi uji. Konsentrasi 100 µg/mL memiliki indeks stimulasi tertinggi pada setiap 
sampel uji dan nilai indeks stimulasi dari fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, ekstrak metanol, dan 
fraksi air adalah 10,12; 6,56; 4,82; dan 4,17 secara berturut-turut. Kadar fl avonoid total dan indeks 
stimulasi memiliki korelasi yang sangat rendah (r=0,082) dan konsentrasi 10 µg/mL memiliki koefi sien 
korelasi tertinggi (r2=0,18). Hasil penelitian menunjukkan fraksi n-heksana dan fraksi etil asetat dapat 
dikembangkan sebagai bahan imunostimulansia meskipun memiliki korelasi yang sangat rendah 
terhadap kadar fl avonoid.

Kata kunci: Begonia medicinalis, Morowali Utara, proliferasi sel limfosit, indeks stimulasi.
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mengurangi resiko berbagai penyakit antara lain 
mengurangi reaksi infl amasi sampai kanker(9). 

Berdasarkan hal itu, sangatlah penting untuk 
mengetahui secara pasti bagaimana pengaruh 
pemberian suatu ekstrak/fraksi dari bahan alam 
terhadap respons imunitas tubuh melalui aktivitas 
proliferasi sel limfosit. Oleh karenanya penelitian 
ini bertujuan untuk melakukan eksplorasi aktivitas 
proliferasi sel limfosit dari ekstrak dan fraksi benalu 
batu secara in vitro serta mengukur korelasi kadar 
fl avonoid total terhadap indeks stimulasi proliferasi 
sel limfosit.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Media RPMI-1640 (Gibco, Amerika 
Serikat), hepes (N-2- hidroksietilpiperazin - N’-2 
- etansulfonat ) (Sigma-Aldrich, Jerman), natrium 
bikarbonat (Sigma-Aldrich, Jerman), fetal bovine 
serum (FBS) (Gibco, Amerika Serikat), penstrep 
(Sigma-Aldrich, Jerman),  fungison (Gibco, Amerika 
Serikat), sodium dodecyl sulfate (SDS) (Merck, 
Jerman),  Tween 80 (Merck, Jerman), MTT (3 - (4,5 - 
dimetiltiazol - 2 - il) - 2.5 -difeniltetrazolium bromida) 
(Merck, Jerman), vaksin hepatitis B (Havrix® Glaxo 
Smith Kline, Inggris), dapar tris amonium klorida 
(Merck, Jerman). 

Hewan Uji. Hewan uji yang digunakan adalah 
mencit jantan galur BALB/c usia 8-12 minggu dengan 
berat 20-30 g yang diperoleh dari Laboratorium 
Farmakologi Fakultas Farmasi Universitas Gadjah 
Mada.

METODE. Pembuatan Ekstrak Metanol. 
Sampel benalu batu asal Morowali Utara terlebih 
dahulu dilakukan pencucian dan perajangan lalu 
dikeringkan. Selanjutnya rajangan simplisia kering 
benalu batu dengan berat 168,84 g dimaserasi dengan 
pelarut metanol sebanyak 9 liter selama 3 x 24 jam 
dan dilakukan remaserasi satu kali. Sari metanol 
yang diperoleh diuapkan dengan rotary evaporator, 
kemudian ekstrak dikeringkan.

Partisi Ekstrak Metanol. Ekstrak metanol benalu 
batu (15 g) dibuat menjadi fraksi n-heksana, fraksi etil 
asetat, dan fraksi air dengan metode partisi cair-cair. 
Fraksi n-heksana dibuat dengan cara ekstrak metanol 
dilarutkan dengan metanol 70% lalu dimasukkan 
ke dalam corong pisah. Selanjutnya dilakukan 
partisi cair-cair menggunakan n-heksana dengan 
perbandingan 1 : 1 dengan cara dikocok secara terus 
menerus ± 10 menit, lalu didiamkan sampai terpisah 
sempurna antar kedua pelarut. Bagian n-heksana 
ditampung dalam cawan porselin dan bagian metanol 
dipartisi lagi dengan n-heksana secara berulang kali 

PENDAHULUAN

BENALU batu (Begonia medicinalis) adalah spesies 
baru dari familia Begoniaceae (Gambar 1). Tumbuhan 
ini secara empiris telah digunakan oleh masyarakat 
suku Wana di Kabupaten Morowali Utara Provinsi 
Sulawesi Tengah sebagai obat antikanker(1). Hasil 
penelitian menunjukkan bahwa ekstrak metanol 
benalu batu memiliki aktivitas sitotoksik terhadap 
sel kanker leher rahim dan sel kanker payudara(2). 
Hasil docking molekuler senyawa glikosida steroid, 
glikosida flavonoid, glikosida triterpenoid, dan 
senyawa alkaloid dari tumbuhan benalu batu terhadap 
ligan erlotinib memiliki potensi yang tinggi untuk 
dapat dikembangkan sebagai agen antikanker(3).

Berdasarkan hal tersebut, ekstrak atau senyawa 
aktif dari benalu batu memiliki potensi untuk dapat 
dikembangkan menjadi sediaan farmasi dalam 
pengobatan penyakit kanker. Namun di sisi lain, 
penggunaan ekstrak dalam suatu pengobatan dapat 
memberikan risiko menurunkan sistem imunitas 
tubuh(4). Efek ekstrak dalam menurunkan sistem 
imunitas tubuh merupakan efek yang tidak diharapkan 
dalam pengobatan penyakit kanker(5,6).

Hasil-hasil studi menyatakan bahwa penggunaan 
ekstrak atau fraksi dari suatu tumbuhan dapat 
mempengaruhi mekanisme pertahanan atau sistem 
imunitas tubuh baik berupa imunitas spesifi k maupun 
non spesifik. Pengaruh tersebut dapat bersifat 
meningkatkan respons imun (menstimulasi) atau 
bersifat menurunkan (mensupresi) respons imun(7). Hal 
ini juga didukung oleh penelitian yang menunjukkan 
bahwa subfraksi-subfraksi yang berasal dari ekstrak 
bahan alam yang sama (ekstrak etil asetat) dapat 
bersifat imunostimulator sedangkan subfraksi yang 
lainnya bersifat imunosupresor(8). Oleh sebab itu, 
banyak penelitian saat ini difokuskan pada tumbuhan 
yang memiliki efek dapat memodulasi respons imun 
yang jelas yang selanjutnya dapat digunakan untuk 

Gambar 1. Begonia medicinalis.
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sampai pada bagian n-heksana terlihat bening dan 
tidak menunjukkan sisa ketika diuapkan. Bagian 
yang larut n-heksana diuapkan hingga n-heksana 
menguap seluruhnya dan bagian ini disebut sebagai 
fraksi n-heksana. Partisi selanjutnya dilakukan dengan 
menggunakan pelarut etil asetat yang selanjutnya akan 
menyisakan (menghasilkan) fraksi air.

Pengujian Aktivitas Imunomodulator (in vitro). 
Kultur sel dilaksanakan di Laboratorium Parasitologi 
Fakultas Kedokteran Universitas Gadjah Mada. 
Metode isolasi sel limfosit serta uji proliferasi sel 
limfosit menggunakan metode MTT reduction(8,10).

Suspensi  Sampel Uji. Pembuatan suspensi induk 
dibuat dengan cara sebanyak 2 mg masing-masing 
sampel ditambahkan 1 mL larutan 0,5% Tween 80 
(dilakukan sentrifugasi panas dengan suhu 40-60oC). 
Selanjutnya diaduk sampai homogen kemudian 
ditambahkan 1 mL (1 mg/mL) dengan larutan RPMI 
komplit (mengandung FBS 10% v/v) dan divortex 
sampai homogen. Diperoleh konsentrasi suspensi 1 
µg/µL, disebut sebagai suspensi  induk. Kemudian 
dibuat suspensi dengan dosis 10, 20, 50 dan 100 µg/
mL.

Isolasi Sel Limfosit. Mencit yang dianestesi 
dengan ketamin : xylasin (10 : 1) secara intraperitonial 
sebanyak 100 µL, selanjutnya dilakukan dislokasi 
bagian leher (Rekomendasi Persetujuan Etik Nomor 
: 103/SR/KEPK/UA-FK/V/2017 oleh Komite Etik 
Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas 
Alkhairaat). Selanjutnya kulit bagian perut dibuka 
dan dibersihkan selubung peritoneumnya dengan 
alkohol 70%. Limpa diambil dan diletakkan dalam 
cawan petri diameter 50 mm yang berisi 10 mL media 
RPMI. Media RPMI dipompakan ke dalam limpa 
sehingga limfosit ikut keluar bersama media. Suspensi 
sel dimasukkan dalam tabung sentrifus 10 mL dan 
disentrifus pada 1.500 rpm 4 oC selama 10 menit.

Pelet yang diperoleh disuspensikan dalam 5 
mL dapar tris amonium klorida untuk melisiskan 
eritrosit. Sel dicampur hingga homogen dan didiamkan 
pada suhu ruang selama 15 menit atau sampai 
warnanya berubah menjadi agak kekuningan. 
Selanjutnya ditambahkan media RPMI hingga 10 
mL, disentrifugasi pada 1.500 rpm 4oC selama 10 
menit, kemudian supernatan dibuang. Pelet yang 
didapat dicuci 2 kali dengan media RPMI untuk 
menghilangkan eritrosit yang ada sehingga diperoleh 
pelet yang berwarna putih. Setelah itu, pelet yang 
mengandung sel limfosit disuspensikan dengan media 
RPMI komplit. Sel dihitung dengan hemositometer 
sehingga diperoleh 1,5x106 sel/mL. Sel limfosit siap 
untuk diuji aktivitasnya dan dikultur dalam inkubator 
CO

2
 suhu 37 °C. 

Uji Proliferasi Sel Limfosit dengan Metode 
MTT Reduction. Sebanyak 100 µL sel limfosit (1,5 
x106 /mL) didistribusikan ke dalam sumuran mikroplat  
96-wells sesuai dengan kelompok perlakuan, 
kemudian ditambahkan vaksin hepatitis B  sebanyak 
10 µL/sumuran dan diinkubasi selama 24 jam dalam 
inkubator CO

2
 dengan aliran 5% CO

2
 pada suhu 37oC. 

Setelah inkubasi ditambahkan sampel uji sebanyak 
10 µL/sumuran dengan masing-masing  konsentrasi, 
diinkubasi lagi selama 48 jam dalam inkubator dengan 
aliran 5% CO2 pada suhu 37 oC. Setelah inkubasi 48 
jam, setiap sumuran ditambahkan larutan 10 µL MTT 
5 mg/mL. Selanjutnya  diinkubasi lagi 4 jam pada 
suhu  37 oC. Sel yang hidup akan bereaksi dengan 
MTT membentuk kristal formazan. Reaksi dengan 
MTT dihentikan dengan menambah larutan SDS 10 % 
dalam asam klorida 0,01 N sebanyak 50 µL pada tiap 
sumuran. Selanjutnya diukur absorbansinya dengan 
mikroplat reader dengan panjang gelombang 550 nm. 
Data absorbansi kemudian dikonversi menjadi data 
indeks stimulasi (IS) proliferasi sel limfosit menurut 
persamaan berikut(11):

IS proliferasi =
Absorbansi (Sampel - Kontrol Medium)

Absorbansi (Kontrol Normal - Kontrol Medium)

Kadar Flavonoid Total dan Korelasinya dengan 
Indeks Stimulasi. Total fl avonoid dari ekstrak/fraksi 
dihitung berdasarkan metode kolorimetri(12). Kuersetin 
digunakan untuk membuat kurva kalibrasi. Dari 
larutan kuersetin induk (dalam metanol) dibuat seri 
konsentrasi 5, 10, 20, 40, dan 80 ppm. Larutan standar 
kuersetin selanjutnya diambil 1 mL lalu ditambahkan 3 
mL metanol; 0,1 mL AlCl

3
 10%; 0,1 mL kalium asetat; 

dan 2,8 mL akuadestilata. Larutan kemudian disimpan 
30 menit pada tempat gelap dengan suasana suhu 
kamar, absorbansinya diukur pada spektrofotometri 
UV-Vis dengan panjang gelombang maksimum (430 
nm). Metode yang sama digunakan untuk menentukan 
kadar fl avonoid total ekstrak/fraksi. Total fl avonoid 
sampel dihitung ekuivalen dengan gram kuersetin/100 
gram sampel. Data dibuat tiga kali replikasi. Korelasi 
antara kadar fl avonoid total dengan indeks stimulasi 
proliferasi sel limfosit dianalisis dengan menggunakan 
korelasi Pearson dan regresi(13).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstraksi dan Fraksinasi. Hasil maserasi simplisia 
benalu batu asal Morowali Utara yang telah 
teridentifi kasi sebagai Begonia spesies baru diperoleh 
ekstrak metanol seberat 22,77 g dengan persen 
rendemen sebesar 13,49%. Hasil partisi (ekstraksi 
cair-cair menggunakan corong pisah) ekstrak metanol 
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limfosit (imunostimulator) dan tidak ada yang bersifat 
mensupresi sel limfosit. 

Melalui grafi k pada Gambar 2, diketahui pada 
konsentrasi 10, 20, hingga 50 µg/mL fraksi etil asetat 
lebih cenderung memberikan stimulasi tertinggi 
pada sel limfosit jika dibandingkan sampel uji yang 
lainnya. Namun, pada konsentrasi 100 µg/mL fraksi 
n-heksana memberikan indeks stimulasi tertinggi 
diantara semua sampel uji. Hal ini menunjukkan 
bahwa pada konsentrasi tertentu (konsentrasi relatif 
lebih besar) memberikan stimulasi yang lebih baik 
yang dapat dikaitkan dengan semakin tingginya 
konsentrasi senyawa yang memberikan kontribusi 
terhadap aktivitas proliferasi sel limfosit, maka 
aktivitas peningkatan proliferasi juga semakin tinggi.

Kadar Flavonoid Total dan Korelasinya 
dengan Indeks Stimulasi. Penentuan kadar fl avonoid 
total sampel (ekstrak/fraksi) benalu batu mengikuti 
persamaan pada Gambar 3. Berdasarkan kurva 
kalibrasi tersebut, diperoleh kadar fl avonoid ekstrak 
dan fraksi benalu batu seperti pada Gambar 4. 
Berdasarkan Gambar 4, diketahui bahwa ekstrak 
metanol sebagai crude ekstrak memiliki kadar 

yang disuspensikan dengan metanol 70 % diperoleh 
fraksi n-heksana seberat 9,47 g dengan persen 
rendemen 63,13%, fraksi  etil asetat seberat 3,69 g 
dengan persen rendemen 24,6%, dan fraksi air seberat 
1,47 g dengan persen rendemen 9,8%.

Hasil perlakuan dengan menggunakan corong 
pisah tersebut diperoleh persen recovery sebesar 
97,53%. Hal ini menunjukkan bahwa hanya sedikit 
senyawa yang hilang dari proses partisi yang dapat 
dimungkinkan dari masih adanya pelarut ekstrak 
metanol tersisa dari ekstrak metanol yang dipartisi. 
Dari persen rendemen yang diperoleh dapat diketahui 
bahwa kecenderungan senyawa yang dikandung oleh 
Begonia medicinalis lebih larut ke dalam pelarut 
n-heksana. Ini menggambarkan Begonia medicinalis 
lebih banyak mengandung senyawa-senyawa yang 
bersifat nonpolar daripada yang polar. Hasil partisi 
dengan menggunakan pelarut n-butanol yang telah 
dilakukan (sebelumnya) menghasilkan sangat sedikit 
fraksi n-butanol sehingga akan menyulitkan dalam 
proses pengujian, maka fraksi tersebut digabung 
dengan fraksi yang larut ke dalam pelarut air.

Proliferasi Sel Limfosit. Profil aktivitas 
proliferasi masing-masing sampel uji dapat dilihat 
pada grafik (Gambar 2). Grafik indeks stimulasi 
proliferasi sel limfosit tersebut memberikan gambaran 
bahwa dengan menambahkan ekstrak metanol 
maupun fraksi n-heksana, etil asetat, dan fraksi 
air dapat memicu aktivitas proliferasi sel limfosit 
dengan r2 masing-masing 0,979; 0,962; 0,898; 
dan 0,996 secara berurutan. Semua aktivitas yang 
dihasilkan bersifat meningkatkan proliferasi sel 

Gambar 2. Grafi k hubungan konsentrasi sampel uji dengan 
indeks stimulasi.

Gambar 4. Diagram kadar fl avonoid total sampel 
(QE : Quercetin Equivalent).

Gambar 3. Kurva kalibrasi kuersetin.
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fl avonoid total yang lebih besar jika dibandingkan 
dengan hasil fraksinasinya. Kadar fl avonoid total 
fraksi n-heksana menunjukkan kadar fl avonoid total 
yang lebih besar jika dibandingkan dengan fraksi etil 
asetat dan fraksi air. Fakta ini menunjukkan adanya 
pengaruh pelarut metanol 70% dalam membantu 
melarutkan senyawa fl avonoid yang ada pada crude 
ekstrak(14). Meskipun hasil ini berbeda dengan hasil 
fraksinasi yang umumnya lebih banyak pada fraksi 
etil asetat(15). 

Korelasi antara kadar fl avonoid total dan indeks 
stimulasi untuk setiap konsentrasi uji dapat dilihat 
pada Gambar 5. Berdasarkan analisis, nilai korelasi 
Pearson yang diperoleh memiliki korelasi positif yang 
ditunjukkan dengan nilai r sebesar 0,082. Nilai ini 
menggambarkan korelasinya masuk dalam kategori 
yang sangat rendah atau bahkan cenderung dapat 
diabaikan(16,17). Hasil analisis regresi pada konsentrasi 
10 µg/mL memiliki koefisien korelasi 0,18. Hal 
ini menunjukkan bahwa 18% aktivitas proliferasi 
sel limfosit adalah hasil kontribusi dari senyawa 
fl avonoid, sedangkan 82% lainnya hasil kontribusi 
dari senyawa lain selain fl avonoid(18). 

Koefisien-koefisien korelasi pada konsentrasi 
20, 50, dan 100 µg/mL adalah sebesar 1%; 0,9%;  
dan 7,1% secara berturut-turut. Hasil ini sejalan 
dengan penelitian Chiang et al. (2003), senyawa 
fl avonoid dengan konsentrasi di bawah 20 µg/mL 
dapat memberikan efek meningkatkan proliferasi sel 
limfosit(19). Hal ini berbeda dengan Ilina et al. (2019) 
yang menyatakan bahwa ekstrak dengan kandungan 
fl avonoid tertinggi memberikan aktivitas yang tinggi 
terhadap proliferasi sel limfosit(20).

Aktivitas proliferasi sel limfosit dari sampel uji 
dipengaruhi oleh kandungan kimia yang terdapat dalam 
setiap sampel (ekstrak/fraksi). Pada fraksi n-heksana 
hasil uji komponen kimia secara kromatografi  lapis 
tipis menunjukkan hasil yang positif mengandung 
golongan senyawa steroid dan fl avonoid (data KLT 
tidak ditampilkan), sedangkan pada fraksi etil asetat 
dengan cara yang sama, positif mengandung senyawa 
terpenoid dan fl avonoid (data KLT tidak ditampilkan). 
Senyawa triterpenoid pentasiklik seperti asam 
oleanolat (asam 3-hidroksi, 12(13)-en, 28-oleanolat) 
dengan rumus molekul C

30
H

48
O

3
 dapat menstimulasi 

peningkatan proliferasi sel limfosit(21,22). Selain itu, 
hasil penelitian Cholakova et al. (2002) menyatakan 
bahwa senyawa terpenoid dan flavonoid dapat 
meningkatkan proliferasi sel limfosit(23). 

Disisi lain, terdapat golongan senyawa triterpen 
yang memiliki aktivitas yang kuat dalam menghambat 
proliferasi sel limfosit manusia serta mengurangi 
pertumbuhan kanker pada manusia(3,24,25). Fakta ini 
mengindikasikan secara kuat untuk mempelajari lebih 
lanjut mengenai aktivitas subfraksi (hasil fraksinasi 
lanjutan dari fraksi) dan isolat yang berasal dari 
Begonia medicinalis guna mengidentifi kasi senyawa 
yang memiliki efek toksik pada sel kanker dan efek 
sitoprotektif dalam sel normal serta yang bertanggung 
jawab terhadap stimulasi proliferasi sel limfosit yang 
ditunjukkan pada hasil penelitian ini.

Berdasarkan kajian literatur, senyawa fl avonoid 
baicalin dan baicalein dapat memberikan efek 
meningkatkan proliferasi sel limfosit, namun 
senyawa fl avonoid lain seperti luteolin justru bersifat 
menghambat proliferasi sel limfosit(26). Flavonoid 

Gambar 5. Diagram hubungan kadar fl avonoid total sampel vs  indeks stimulasi.
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dapat mempengaruhi aktivitas protein tirosin kinase, 
tetapi protein tirosin kinase dari sumber seluler 
yang berbeda tidak secara seragam dipengaruhi oleh 
berbagai fl avonoid(27). Selain itu, senyawa fl avonoid 
dapat menekan aktivitas mTOR (mechanistic target of 
rapamycin) dalam sel Th (sel T helper)  dengan cara 
menginduksi sel Treg sehingga justru dapat menekan 
respons imun. 

Secara umum senyawa flavonoid dapat 
memodulasi respons imun, meskipun mekanisme 
molekuler yang tepat yang terlibat dalam perubahan 
ini belum dipahami dengan baik(28,29). Peran yang 
berbeda juga ditunjukkan oleh  senyawa steroid seperti 
cucurbitacin yang lebih bersifat imunosupresif baik 
secara in vitro maupun in vivo, namun mekanisme 
yang mendasarinya belum sepenuhnya dipahami(30,31).

SIMPULAN

Ekstrak metanol, fraksi n-heksana, etil asetat, dan 
air Begonia medicinalis memberikan peningkatan 
terhadap proliferasi sel limfosit (imunostimulator) 
dan tidak ada yang bersifat mensupresi sel limfosit. 
Ekstrak dan fraksi pada konsentrasi 100 µg/mL 
memberikan indeks stimulasi tertinggi. Kadar 
fl avonoid total dan indeks stimulasi memiliki korelasi 
yang sangat rendah (r=0,082) dan konsentrasi 10 µg/
mL memiliki koefi sien korelasi tertinggi (r2=0,18).
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