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ISOLASI, IDENTIFIKASI,%AN PENETAPAN KADAR TOTAL
FLAVONOID DARI FRAKSI ETIL ASETAT DAUN JINTEN
(Coleus amboinicus Lour.) DENGAN METODE
SPEKTROFOTOMETRI UV-VIS

Marinus Kurniawan Adi Widiarto

ABSTRAK

Daun jinten (Coleus amboinicus Lour.) mengandung berbagai senyawa kimia
yang terbukti memberikan banyak khasiat, salah satunya sebagai antioksidan. Khasiat
(@scbut diketahui dari adanya senyawa flavonoid yang terkandung dalam daunnya.
Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi, mengidentifikasi, dan menetapkan kadar
total flavonoid dari fraksi etil asctat daun jinten. Isold#l senyawa flavonoid diawali
dengan ekstraksi ultrasonik dengan variasi suhu (45, 60, dan 75°C) dan waktu ekstraksi
(105, dan 20 menit), kemudian dilakukan analisis rendemen, uji skrining fitokimia,
dan uji kadar total flavonoid. Ekstrak d@EBan kadar total flavonoid tertinggi kemudian
dilakukan pemisahan dengan fraksinasi menggunakan pelarut n-heksan, etil getat, dan
air. Flavonoid pada fraksi etil asetat kemudian dilakukan pemisahan KL T preparatif
dengan eluen r-butanol : asam asetat : air (4 : 1 : 5). Identifikasi flavonoid
menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan baku pembanding kuersetin. Hasil
kadar total flavonoid fraksi etil asetat daun jinten sebesar 208,96 mQE/gram, uji KLT
preparatif menunjukkan terdapat satu noda yang sama dengan baku kuersetin. Noda
tersebut berwarna kuning kehijauan berada pada Rf 073 hampir sama dengan noda
baku kuersetin Rf 0,667. Hasil identifikasi isolat dapat diduga bahwa senyawa
flavonoid terselfffit merupakan golongan flavonol dengan rentang panjang gelombang
berada diantara 350 — 385 nm (pita I) dan 250 — 280 nm (pita II).

Kata kunci: Coleus amboinicus Lour., flavonoid, ekstraksi ultrasonik,
spektrofotometri UV-Vis




ISOLATION, IDENTIFICATION, ANIHDETERMINATION OF
TOTAL FLAVONOID CONTENT FROM THE ETHYL
ACETATE FRACTION OF CUMIN LEAVES (Coleus amboinicus
Lour.) USING UV-VIS SPECTROPHOTOMETRY METHOD

Marinus Kurniawan Adi Widiarto

ABSTRACT

Cumin leavea(Coleus amboinicus Lour.) contain various chemical compounds
proven to provide many benefits, one of wiggh is as an antioxidant. These properties
are known from the presence of flavonoid compounds contained in the lea@gs. This
study aims to isolate, identify, and determine the total levels of flavonoids from the
ethyl acetate fraction of cumin leaves. Isolation of flavonoid compounds was stagal
by ultrasonic extraction with variations in temperature (45, 60, and 75°C) and
extraction time () 15, and 20 minutes), then carried out yield analysis, phytochemical
screening tests, and total flavonoid content tests. TheBtract with the highest total
flavonoid content was then separated by fractionation using n-hexane, ethyl acet§,
and water as solvents. Flavonoids in the ethy! acetate fraction were then separated by
preparative TLC with the eluent n-butanol : acetic acid : water (4 : 1 : 5). Identification
of flavon@#ls using a UV-Vis spectrophotometer with quercetin as a reference
standard. The results of the total flavonoid content of the ethyl acetate fraction of
cumin leaves were 208.96 mQE/gram, the preparative TLC test showed that there was
one spot that was the same as the quercetin standard. The stain is greeggh yellow at
Rf 0.673, almost the same as the standard quercetin stain at Rf 0.667. The results of
the identification of isolates can be suspectedghat the flavonoid compound is a
flavonol group with a wavelength range between 350 — 385 nm (band I) and 250 — 280
nm (band II).

Keywords: Coleus amboinicus Lour., flavonoid, ultrasonic extraction, UV-Vis
spectrophotometry




BAB1

PENDAHULUAN
I.1 Latar Belakang

Indonesia terkenal kaya akan sumber daya alam dan berpotensi sebagaiémah
terhadap tanaman obat. Hal ini dapat dibuktikan dengan ditemukannya 40.000
tanaman obat yang tersebar di seluruh dunia, sekitar 30.000 jenis tanaman obat
diantaranya terdapat di Indonesia (Ichsani et al., 2021). Namun, baru diperkirakan
sekitar 7.500 jenis tanaman obat yang telah teridentifikasi khasiat dan aktivitas
farmakologinya (Rahmawati et al., 2020). Beberapa tahun belakangan ini, ada
kecenderungan masyarakat dunia untuk kembali ke alam atau back to nature. Studi
melaporkan bahwa lebih dari 80% penduduk dunia mengandalkan pengobatan
tradisional daripada pengobatan kimia (sintetis) untuk menjaga kesehatan mercka
(Jamshidi-Kia et al., 2018; Pertiwi et al., 2020).

Daun jinten (Coleus amboinicus Lour.) merupakan salah satu dari sekian banyak
tanaman yang terbukti memberikan banyak khasiat, diantaranya sebagai antibakteri,
antikanker, antioksidan, antidiabetes, dan antikolesterol. Hal tersebut dikaitkan dengan
senyawa kimia, salah satunya seperti flavonoid yang terkandung di dalamnya. Hal ini
dapat dibuktikan dengan kadar flavonoid sebesar 421 + 0,39% (b/b) dalam ekstrak
etanol daun jinten (Rahmawati et al., 2021).

Senyawa flavonoid dapat diperoleh dengan metode ekstraksi, salah satunya
adalah metode ultrasonik. Metode ultrasonik merupakan metode yang menggunakan
gelombang ultrasonik dengan frekuensi lebih éesar dari 20 — 2000 kHz (Endarini,
2016). Prinsip metode ultrasonik melibatkan prinsip kavitasi akustik yang mampu
merusak dinding sel dari matriks tumbuhan sehingga melepaskan senyawa bioaktif ke
media ekstraksi (Medina-Torres et al., 2017). Metode ini memiliki kelebihan daripada
metode konvensional diantaranya, waktu ekstraksi cukup singkat, pelarut yang
dibutuhkan lebih sedikit, dan energi yang digunakan juga lebih rendah (Endarini,
2016).

Senyawa flavonoid yang terkandung dalam ekstrak dapat dipisahkan secara
fraksinasi dengan metode ekstraksi cair-cair menggunakan pelarut etil asetat karena

berdasarkan sifat kepolarannya etil asetat termasuk ke dalam pelarut semi polar,




dengan indeks polaritas yaitu 0,228, yang pada umumnya menarik senyawa flavonoid.
Selanjutnya fraksi yang mengandung flavonoid diisolasi menggunakan metode
kromatografi lapis tipis preparatif (KLT preparatif) dan isolat diidentifikasi
menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis (Mamahit et al., 2023). Namun,
hingga kini penelitian mengenai isolasi senyawa flavonoid dari fraksi etil asetat daun
jinten dan uji kadar total flavonoid dalam ekstrak daun jinten dengan ekstraksi
ultrasonik masih sedikit. Berdasarkan uraian di atas, peneliti tertarik melakukan
penelitian mengenai isolasi, identifikasi, dan penetapan kadar total flavonoid dari
fraksi etil asetat daun jinten (Coleus amboinicus Lour.) dengan metode
spektrofotometri UV-Vis.
I.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas maka dapat diambil rumusan masalah sebagai
berikut:
1. Berapakah rendemen tertinggi yang dihasilkan dari ekstrak daun jinten dengan
metode ekstraksi ultrasonik?
2. Berapakah kadar total flavonoid dari hasil fraksi etil asetat daun jinten?
3. Bagaimana pemisahan senyawa flavonoid dari fraksi etil asetat daun jinten
menggunakan metode kromatografi lapis tipis preparatif?
4. Bagaimana identifikasi golongan senyawa flavonoid dari fraksi etil asetat daun
jinten menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis?

1.3 Tujuan Penelitian
L.3.1 Tujuan Umum

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui isolasi, identifikasi, dan
penetapan kadar total flavonoid dari fraksi etil asetat daun jinten dengan metode

spektrofotometri UV-Vis.

1.3.2 Tujuan Khusus
1. Mengetahui rendemen tertinggi yang dihasilkan dari ekstrak daun jinten

dengan metode ekstraksi ultrasonik.




2. Mengetahui kadar total flavonoid dari hasil fraksi etil asetat daun jinten.

3. Mengetahui apakah senyawa flavonoid dari fraksi etil asetat daun jinten dapat
dipisahkan menggunakan metode kromatografi lapis tipis preparatif.

4. Mengetahui golongan senyawa flavonoid dari fraksi etil asetat daun jinten
menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis.

1.4 Manfaat Penelitian

I.4.1 Manfaat Teoritis
Penelitian ini diharapkan mampu memberikan informasi mengenai isolasi,
identifikasi, dan penetapan kadar total flavonoid dari fraksi etil asetat daun jinten

dengan metode spektrofotometri UV-Vis.

I.4.2 Manfaat Praktis

a. Bagi Institusi Pendidikan
Menambah pengetahuan mengenai isolasi dan identifikasi senyawa flavonoid
dalam daun jinten serta dapat menjadi acuan dalam mengembangkan
penelitian yang berkaitan dengan tanaman jinten.

b. Bagi Masyarakat
Memberikan informasi dan wawasan kepada masyarakat yang menggunakan
daun jinten sebagai salah satu pengobatan alternatif.

c. Bagi Peneliti
Meningkatkan wawasan peneliti mengenai isolasi dan identifikasi senyawa
tlavonoid dalam daun jinten serta meningkatkan keterampilan peneliti dalam

menyusun karya tulis ilmiah.




BABII

TINJAUAN PUSTAKA

II.1 Landasan Teori
II.1.1 Tanaman Jinten
II.1.1.1 Sinonim

Tanaman jinten (Coleus amboinicus Lour.) merupakan tanaman herba yang
dapat ditemukan di berbagai belahan dunia mulai dari Asia hingga Amerika. Tanaman
ini memiliki beberapa nama dari berbagai negara, diantaranya daun jinten (Indonesia),
Indian Borage/Mexican mint (USA), Karpooravalli (India), Sak dam ray (Kamboja),
Da shou xiang (China), Latai (Filipina), Hom duan huu suea (Thailand), Can day la
(Vietnam) dan lain-lain (Arunﬁam et al., 2016). Di Indonesia, tanaman ini memiliki
nama yang beragam seperti Daun Kambing (Madura), Daun Iwak (Bali), Daun
Bangun-Bangun atau Torbangun (Sumatera Utara) (Nasution et al., 2017). Coleus
amboinicus Lour. pun memiliki beberapa sinonim, diantaranya Plectranthus

amboinicus (Lour.) Spreng., Plectranthus aromaticus Roxb., dan Coleus aromaticus

Benth. (Arumugam et al., 2016).

I1.1.1.2 Taksonomi

Menurut Plantamor (2022), berikut adalah taksonomi dari tanaman jinten:
Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta

Superdivisi  : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Subkelas : Asteridae

Ordo : Lamiales

Famili : Lamiaceae

Genus : Plectranthus

Spesies : Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng

Sinonim : Coleus amboinicus Lour., Coleus aromaticus Benth.




II.1.1.3 Deskrispi Tanaman

Coleus amboinicus Lour. merupakan tanaman herba sukulen yang tumbuh di
daerah beriklim tropis dan hangat (Hiba et al., 2021). Tanaman jinten mampu tumbuh
mencapai satu meter bahkan lebih. Daun tanaman jinten memiliki warna hijau muda,
berbentuk bulat telur, tebal, tepi beringgit, berambut, dan memiliki bau harum seperti

oregano (Punet Kumar & Kumar, 2020).

Sumber: Dokumentasi pribadi; Rollando, 2019

Gambar 1 Tanaman jinten (Coleus amboinicus Lour.)
(Keterangan: (A) daun & batang; (B) bunga)

Berdasarkan Gambar 1, tanaman yang termasuk kedalam famili Lamiaceae ini
memiliki batang berwarna hijau hingga merah muda, berdaging dan berambut yang
tumbuh sekitar 30 — 90 cm, memiliki karakter aromatis dan rasa sedikit pahit hingga
pedas (Aziz, 2013). Akarnya berwarna coklat dan memiliki aroma serta rasa yang
aromatis. Bunga tanaman jinten yang terdapat pada Gambar 1 bersifat majemuk
berwarna keunguan dalam kumpulan yang padat, berbentuk tandan, mahkota
berbentuk mangkok, dan bertangkai pendek dengan panjang 3-4 mm. Bijinya
berbentuk pipih bulat, berwarna coklat, dan bertekstur halus (Arumugam et al., 2016).




I1.1.1.4 Daun Jinten
A. Morfologi

(A) (8)

Sumber: tramil.net, 2017
Gambar 2 Morfologi daun jinten

(Keterangan: (A) permukaan atas; (B) permukaan bawah)

Berdasarkan Gambar 2, daun jinten memiliki warna hijau teralg dan berambut
dengan tepi berkontur kasar dan bergerigi, sangat aromatis, berasa agak pahit hingga
pedas dengan panjang maksimal 6.5 cm dan lebar maksimal 6 cm. Permukaan atas dan
bawah daun memiliki trikoma, namun kutikula hanya terdapat pada permukaan atas

daun (Rahmawati et al., 2021).

B. Kandungan Kimia

Tanaman jinten dilaporkan memiliki banyak senyawa kimia yang terkandung di
dalamnya baik pada daun, batang, maupun akarnya (Jimmy, 2021). Menurut Silalahi
and Lumbantobing (2021), beberapa senyawa dalam daun jinten, salah satunya adalah
minyak atsiri. Minyak atsiri (volatile oil) merupakan bagian dari kelompok senyawa
terpenoid yang sifatnya mudah menguap, berbau wangi, memiliki rasa getir, dan
bernilai ekonomis. Berdasarkan Gambar 3, senyawa-senyawa minyak atsiri daun
jinten, diantaranya timol, karvakrol, sabinen, p-cymene, limonen, spatulenol, -

terpinen, kariofilen oksida, u-pinen, dan lain-lain (Dathar, 2019).
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Gambar 3 Beberapa senyawa volatil dalam daun jinten

Selain mengandung banyak senyawa minyak atsiri, daun jinten dilaporkan juga
memiliki beberapa senyawa aktif seperti alkaloid, saponin, tanin, steroid dan beberapa
senyawa non-volatil, diantaranya senyawa fenol, flavonoid, terpenoid, dan ester

(Gambar dapat dilihat pada Gambar 4) (Arumugam et al., 2016).
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Gambar 4 Beberapa senyawa non-volatil dalam daun jinten
Penelitian dari Tafzi et al. (2017) membuktikan bahwa analisis fitokimia dari
ekstrak metanol daun jinten mengandung senyawa saponin dan tanin. Selain itu,

Sulaiman et al. (2018) melaporkan bahwa senyawa fenolik, flavonoid, dan tanin paling

tinggi terdapat pada ekstrak etanol daun jinten dengan metode sokletasi dibandingkan




ekstrak aseton dan n-butanol. Penelitian dari El-Hawary et al. (2012) juga
menambahkan bahwa kadar total fenolik, flavonoid, alkaloid dan saponin pada ekstrak
daun jinten secara berturut-turut scbear fenolik sebesar 19,62 + 0,83, flavonoid
sebesar 421 + 0,39, alkaloid sebesar 4,3 £ 0,74, dan saponin 2,09 £ 0,33 (%b/b).
Senyawa fenolik memiliki banyak manfaat, diantaranya sebagai antioksidan,
antikarsinogenik, antibakteridan lain-lain (Diniyah & Lee, 2020).écnyawa fenolik
yang paling sering ditemui pada daun jinten adalah asam rosmarinat (0,0573 mg), asam
kafeat (0,056 mg), asam kumarat (00746 mg) (Shubha & Bhatt, 2015). Senyawa
flavonoid yang paling banyak terdapat pada ekstrak metanol daun jinten adalah

kuersetin (3.99 mg) (Bhatt et al, 2013).
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Gambar 5 Beberapa vitamin dalam tanaman jinten

Daun jinten juga memiliki berbagai kandungan mineral seperti kalium, kalsium,
magnesium, besi, dan seng (Iwansyah et al., 2017). Berdasarkan Gambar 5, daun
jinten dilaporkan mengandung beberapa vitamin seperti asam askorbat, a-karoten, p-
karoten, tokoferol, retinol, kalsiferol. vitamin B kompleks (seperti tiamin, piridoksin,

riboflavin, niasin, sianokobalamin, dan asam folat) (El-Hawary et al., 2012).




C.Manfaat

Daun jinten merupakan tanaman dari famili Lamiaceae yang banyak digunakan
sebagai obat tradisional dan telah diteliti secara luas. Sebagai obat tradisional, daun
jinten dapat mengobati luka serta mampu menyembuhkan penyakit seperti nyeri
kepala, nyeri telinga, anoreksia, kejang, demam, dan malaria. Selain itu, daun jinten
juga dapat digunakan untuk mengobati penyakit gangguan pernapasan seperti batuk
kronis, asma, bronkitis, dan sakit tenggorokan (Arumugam et al., 2016).

Daun jinten dilaporkan memiliki berbagai aktivitas farmakologi, diantaranya
sebagai antibakteri, antioksidan, antikanker, antidiabetes, antikolesterol, analgetik, dan
antiinflamasi. Hal tersebut dikaitkan dengan senyawa minyak atsiri yang terkandung
dalam daun jinten seperti karvakrol, timol, B-kariofilen, a-humulen, y-terpinen, dan p-
selinen yang terkandung didalamnya (Rahmawati et al., 2021).

Daun jinten memiliki aktivitas antibakteri dengan mekanisme kerja menganggu
integrasi membran lipid bakteri. Senyawa antibakteri merupakan senyawa yang dapat
menghambat pertumbuhan mikroorganisme. Minyak esensial dari daun dan batang
jinten memiliki aktivitas antibakteri terhadap Streptococcus mutans, Lactobacillus
acidophilus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, E. coli, dan Klebsiella
preumoniae (Maulana et al., 2020).

Daun jinten juga memiliki aktivitas sebagai antifungi. Penelitian El-Hawary et
al. (2013) menunjukkan bahwa minyak atsiri dari daun jinten mampu menghambat
pertumbuhan Candida albicans, Candida parapsilosis, Aspergillus niger, dan
Aspergillus flavus. Minyak atsiri daun jinten juga menunjukkan aktivitas antiketombe
terhadap jamur C. albicans dan C. tropicalis dengan zona hambat masing-masing
sebesar 20,0 + 0,58 dan 17,0 = 1,73 mm (Erny et al., 2014).

Sebagai antiinflamasi, daun jinten mampu mengurangi pembengkakan dan
kemerahan pada penyakit kulit seperti psoriasis dan eksim. Senyawa timokuinon
dalam daun jinten memiliki aktivitas antiinflamasi pada rheumatoid arthritis dengan
mekanisme kerja menghambat aktivitas TNF- o (Chen et al., 2014). Penelitian dari
Muniroh et al. (2013) menunjukkan bahwa 5 senyawa aktif, diantaranya flavonoid,
polifenol, saponin, terpen, dan antrakuinon mampu menurunkan kadar monosodium

urat (MSU) secara nyata (p<0,05) pada tikus gout arthritis.
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Daun jinten dilaporkan memiliki efek antihiperglikemik. Hal tersebut dibuktikan
dari penelitian Suryowati et al. (2015) yang melaporkan bahwa ekstrak daun jinten
mampu mengembalikan keseimbangan metabolisme lipid dan karbohidrat pada tikus
diabetic yang diinduksi streptozotocin. Senyawa steroid seperti B-sitosterol, karvakrol,
dan stigmasterol dalam daun jinten memiliki kemampuan untuk menstimulasi sel
dalam pelepasan insulin dan meningkatkan kadarnya (Rahmawati et al., 2021).

Ekstrak etanol daun jinten juga dilaporkan memiliki aktivitas antioksidan yang
tinggi dilihat dari nilai konsentrasi hambat 50% kurang dari 200 pg/mL dalam
menghambat senyawa radikal bebas, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (Manurung et al.,
2020). Sebagai bumbu masakan, daun jinten berperan sebagai bahan penyedap utama
pengganti daun sage atau oregano karena memiliki bau yang khas dan memiliki rasa
yang sedikit pedas (Jimmy, 2021).

I1.12 Ekstraksi

I1.1.2.1 Definisi Ekstraksi
Ekstraksi merupakan metode pemisahan suatu zat berdasarkan pelarut yang
sesuai, baik pelarut organik maupun anorganik, dimana semua komponen terlarut

dalam campuran dipisahkan dari komponen yang tidak larut dalam pelarut (Tambun

et al., 2016).

I1.1.2.2 Metode Ekstraksi

Berdasarkan ada atau tidaknya proses pemanasan, metode ekstraksi terbagi
menjadi 2 yaitu ekstraksi cara dingin dan panas. Pemilihan metode ekstraksi dilakukan
berdasarkan sifat bahan dan senyawa, pelarut yang digunakan, serta kesediaan alat
(Syamsul et al., 2020; Wijaya et al., 2022). Pentingnya pemilihan metode ekstraksi
karena hasil ekstraksi akan mencerminkan tingkat keberhasilan metode tersebut dalam
mengeluarkan komponen kimia bahan alam ke dalam pelarut ekstraksi (Maslukhah et

al., 2016).

A. Ekstraksi Cara Dingin

Ekstraksi cara dingin merupakan teknik ekstraksi yang digunakan untuk bahan

alam yang mengandung senyawa kimia yang tidak tahan panas dan memiliki tekstur
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yang lunak seperti daun dan bunga (Kiswandono, 2017). Keuntungan ekstraksi cara
dingin adalah sederhana, relatif murah, dan tidak membutuhkan peralatan yang rumit,
sedangkan kerugian ekstraksi cara dingin, diantaranya membutuhkan pelarut ekstraksi
dalam jumlah banyak dan proses ekstraksi yang cukup lama. Ekstraksi cara dingin

meliputi metode maserasi dan perkolasi (Novitasari & Jubaidah, 2018).

1. Maserasi

Maserasi merupakan metode ekstraksi dengan teknik perendaman terhadap
bahan yang akan diekstraksi dan dilakukan pengadukan beberapa kali pada suhu ruang
dan dibiarkan selama waktu yang ditentukan. Prinsip metode maserasi yaitu dengan
memasukkan serbuk simplisia ke dalam wadah tertutup rapat kemudian direndam
bersama pelarut organik, dimana dengan adanya perendaman sampel tumbuhan dalam
pelarut akan memecah dinding dan membran sel sehingga senyawa metabolit sekunder
yang terkandung dalam sampel akan terlarut dalam pelarut (Yulianingtyas &
Kusmartono, 2016).

Kelebihan dari metode maserasi, diantaranya cara pengerjaan dan peralatan yang
dibutuhkan sederhana, biaya operasional yang relatif murah, dan menghindari
kerusakan senyawa yang bersifat termolabil (tidak tahan pemanasan) (Savitri et al.,
2017). Kekurangan metode ini adalah waktu pengerjaan biasanya paling cepat 3 x 24
jam dan pelarut yang dibutuhkan tidak efektif dan efisien (Suharsanti et al., 2020).

2. Perkolasi

Metode perkolasi merupakan metode ekstraksi dingin sehingga tidak merusak
senyawa kimia dalam bahan, menggunakan pelarut yang selalu baru, dan umumnya
dilakukan pada suhu ruang (Andhiarto et al., 2020). Prinsip metode ini adalah dengan
menempatkan serbuk simplisia pada suatu perkolator yang dibawahnya diberi sekat
berpori (Handayani et al., 2018). Kelebihan metode perkolasi yaitu tidak terjadi
kejenuhan dan pengalirannya meningkatkan difusi, sedangkan kekurangan metode ini
adalah memerlukan cairan penyari yang banyak dan meningkatkan risiko tercemar

mikroba karena dilakukan secara terbuka (Foudubun, 2019).
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B. Ekstraksi Cara Panas

Ekstraksi cara panas merupakan teknik ekstraksi yang digunakan untuk bahan
yang mengandung senyawa kimia yang tahan terhadap pemanasan dan memiliki
tekstur keras seperti akar, kulit, dan biji (Kiswandono, 2017). Keuntungan metode
ekstraksi cara panas, diantaranya waktu esktraksi yang lebih cepat dan pelarut yang

dibutuhkan lebih sedikit (Mutiara & Wildan, 2020).

1. Refluks

Menurut Kiswandono (2017), prinsip metode ini yaitu cairan penyari dipanaskan
lalu uap tersebut dikondensasikan oleh pendingin balik, sehingga mengalami
kondensasi menjadi molekul-molekul cairan dan jatuh kembali ke dalam labu alas
bulat sambil menyari simplisia, Proses tersebut biasanya berlangsung 3 kali dalam

waktu 4 jam.

2. Sokletasi

Metode sokletasi merupakan ekstraksi yang menggunakan pelarut yang selalu
baru dan umumnya dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi kontinu
dengan jumlah pelarut yang konstan dengan adanya pendingin balik (Depkes RI,
2000). Kelebihan metode ini yaitu waktu ekstraksi yang lebih cepat dan pelarut yang
digunakan lebih sedikit (Nurhasnawati et al., 2017). Untuk kekurangannya yaitu dapat
merusak komponen kimia yang tidak tahan panas karena pemanasan ekstrak dilakukan

secara terus-menerus ( Yulinar & Suharti, 2022).

3. Digesti

Metode digcstiﬁ:rupa}:an maserasi kinetik (dengan pengadukan kontinu) pada
temperatur ruangan (kamar), yaitu secara umum dilakukan pada temperatur 40-50°C
(Depkes RI, 2000). Keuntungan metode ini yaitu kemampuan cairan penyari untuk

melarutkan zat lebih besar seiring dengan kenaikan suhu (Azhar, 2021).
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4. Infusa

Metode infusa merupakan ekstraksi dengan pelarut air pada temperatur penangas
air (bejana infus tercelup dalam penangas air mendidih, temperatur terukur 96-98°C
selama waktu tertentu (15 — 20 menit) (Depkes RI, 2000). Kelebihan metode ini
diantaranya waktu ekstraksi lebih singkat, alat dan bahan yang digunakan tidak terlalu
banyak, sedangkan kekurangannya pada pelarut yang digunakan yaitu air yang
menyebabkan kemungkinan zat aktif tersari tidak sempurna (Wahyuningsih &

Wiryosoendjoyo, 2019).

5. Dekok
Metode dekok merupakan metode ekstraksi yang menyerupai metode infusa
dengan waktu ekstraksi selama 30 menit, suhu yang digunakan hampir mencapai titik

didih air yaitu 90 — 100°C (Rohmatika & Putri, 2019).

I1.1.3 Metode Ekstraksi Ultrasonik
Ekstraksi ultrasonik atau Ultrasound Assisted Extraction (UAE) merupakan
metode ekstraksi dengan menggunakan gelombang ultrasonik dengan frekuensi > 20

kHz (Yuswi, 2017).

Waterbath

GT SOMmc

—

(—@® ¢
Pengatur frekuensi Pengatur suhu Timer
gelombang ultrasonik ekstraksi ekstraksi

Sumber: Dokumentasi pribadi, 2023

Gambar 6 Ekstraksi ultrasonik
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Berdasarkan Gambar 6, peralatan ekstraksi ultrasonik berupa bejana ekstraksi
yang dilengkapi dengan pengatur frekuensi gelombang ultrasonik, waterbath, serta
pengatur suhu dan waktu ekstraksi. Prinsip ekstraksi ultrasonik yaitu adanya
gelombang ultrasonik menyebabkan dinding sel dari sampel tanaman pecah akibat
terbentuknya gelembung kavitasi. Hal ini meningkatkan pori-pori dinding sel lalu
pelarut terpenetrasi ke dalam sel tanaman sechingga senyawa kimia di dalamnya dapat

keluar dengan mudah (Rodsamran & Sothornvit, 2019).

Tabel 1 Perbandingan Metode Ekstraksi Ultrasonik dengan Ekstraksi Sokletasi

dan Maserasi

No. Deskripsi Ultrasonik Sokletasi Maserasi
I. | Lama ekstraksi 10-60 menit 3-48 jam 12-48 jam
2. | Ukuran sampel 1-30 gram 1-30 gram 1-60 gram

Pelarut yang 30-200 mL 100-500 mL 100-400 mL
> digunakan

Sumber: Soni et al., 2010

Berdasarkan Tabel 1, ekstraksi ultrasonik lebih unggul dibandingkan dengan
ekstraksi konvensional dimana waktu ekstraksi dan energi yang digunakan lebih
efektif dan efisien (Yuliantari et al., 2017). Selain itu menurut Feng et al. (2015),
pelarut yang dibutuhkan pada ekstraksi ultrasonik juga relatif sedikit dibandingkan
dengan metode konvensional. Namun, kelemahan dari ekstraksi ultrasonik yaitu

prosesnya membutuhkan biaya yang besar (Endarini, 2016).

II.1.4 Rendemen

Rendemen merupakan perbandingan antara berat ekstrak kental yang diperoleh
dengan berat simplisia awal yang digunakan. Hasil rendemen dari suatu sampel
diperlukan untuk mengetahui banyaknya ckstrak yang diperoleh selama ekstraksi.
Nilai rendemen berkaitan dengan banyaknya kandungan senyawa kimia dalam suatu

sampel (Dewatisari et al., 2017). Semakin tinggi nilai rendemen menandakan nilai
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ekstrak yang dihasilkan semakin banyak (Novitasari & Jubaidah, 2018). Persentase
rendemen ekstrak dihitung berdasarkan perbandingan berat akhir (berat ekstrak yang

dihasilkan) dengan berat bahan baku dikalikan 100% (Chairunnisa et al.,2019).

I1.1.5 Faktor-Faktor yang Memengaruhi Hasil Ekstraksi

Berikut adalah faktor-faktor yang memengaruhi hasil ekstraksi, diantaranya
yaitu:
A.Ukuran Bahan

Hasil ekstraksi dikatakan optimal jika bahan yang diekstrak memiliki luas
permukaan yang besar schingga kontak antara bahan dengan pelarut semakin mudah.
Luas permukaan suatu bahan dapat diperluas dengan proses perajangan atau

penghalusan agar ukuran bahan menjadi kecil (Maslukhah et al.,2016).

B. Waktu Ekstraksi

Semakin lama waktu kontak antara pelarut ekstraksi dengan bahan, maka
semakin besar rendemen yang dihasilkan (Ningsih et al., 2016). Namun, proses
ckstraksi yang terlalu lama dapat menyebabkan kerusakan senyawa yang terckstrak

(Al Hazmi & Harijono, 2019).

C. Suhu Ekstraksi

Suhu yang tinggi juga akan mempercepat waktu ekstraksi karena suhu panas
dapat meningkatkan permeabilitas dinding sel, meningkatkan kelarutan, dan
mengurangi viskositas pelarut. Namun, hal tersebut dapat mengakibatkan beberapa

komponen kimia bahan mengalami kerusakan (Julian, 2011).

D. Jenis dan Jumlah pelarut

Pelarut yang digunakan dalam ekstraksi harus mempunyai daya larut yang tinggi
dan tidak berbahaya/beracun. Pelarut yang sering digunakan yaitu aquades, etanol,
metanol, dan etil asetat. Semakin banyak jumlah pelarut yang digunakan, maka

semakin banyak rendemen yang dihasilkan. Hal ini terjadi karena distribusi partikel
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dalam pelarut semakin menyebar sehingga permukaan kontak semakin luas (Sultana

et al., 2009).

I1.1.6 Fraksinasi

Fraksinasi merupakan teknik pemisahan senyawa-senyawa kimia pada ekstrak
menjadi berbagai fraksi berdasarkan tingkat kepolaran pelarutnya (Riskiana & Vifta,
2021). Fraksinasi senyawa kimia salah satunya dapat dilakukan dengan metode
ekstraksi cair-cair (Abubakar & Haque, 2020).

Ekstraksi cair-cair (Liquid-Liquid extraction) merupakan proses pemisahan
sekelompok senyawa kimia dalam sebuah ekstrak dalam dua pelarut yang tidak saling
bercampur dan memiliki polaritas yang berbeda. Kelebihan ekstraksi cair-cair yaitu
prosesnya sederhana, waktu pemisahan fasa yang lebih singkat & praktis, biaya murah,

dan tanpa menggunakan pemanasan atau perubahan tekanan (Satria et al., 2022).

Analit
dengan pelarut

* Corong pisah
* Cairan berdensitas rendah

Lapisan —»Cairan berdensitas tinggi

» Keran corong pisah

» Gelas kimia

Sumber: Targuma et al., 2021 dengan modifikasi

Gambar 7 Ekstraksi cair-cair

Berdasarkan Gambar 7, prinsip ekstraksi cair-cair didasari oleh hukum like
dissolve like dimana senyawa polar akan larut dalam pelarut polar, sedangkan senyawa
non polar akan larut dalam pelarut non-polar. Solut atau senyawa organik akan
terdistribusi ke dalam fasenya masing-masing bergantung pada kelarutan terhadap fase

tersebut, lalu akan terbentuk dua lapisan (lapisan atas dan bawah) berdasarkan
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perbedaan polaritasnya (Dalimunthe et al., 2016). Perbedaan polaritas dari masing-

masing pelarut dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2 Contoh Pelarut dan Tingkat Polaritasnya

No. Pelarut Polaritas
1. | n-Heksan 0,009
2. | Petroleum eter 0,117
3. | Dietil eter 0,117
4. | Etil asetat 0,228
5. | Kloroform 0,259
6. | Diklorometana 0,300
7. | Aseton 0,355
8. | n-Butanol 0,586
9. | Etanol 0,654
10. | Metanol 0,762
11. | Air 1,000

Sumber: Abubakar & Haque, 2020

Berdasarkan Tabel 2, pelarut yang biasa digunakan adalah n-heksan sebagai
pelarut senyawa non-polar, etil asetat sebagai pelarut senyawa semi polar, dan air

sebagai pelarut senyawa polar (Nuraeni & Kodir, 2021).

I1.1.7 Kromatografi

Kromatografi merupakan suatu proses pemisahan yang mana analit-analit dalam
sampel terdistribusi antara 2 fase, yaitu fase diam (adsorben) dan fase gerak (eluen).
Menurut Rohman (2009), adsorben dapat berupa bahan padat atan bentuk cairan yang
dilapiskan pada pendukung padat, dan atau dilapiskan pada dinding kolom, sedangkan
eluen dapat berupa gas atau cairan. Prinsip kromatografi yaitu pemisahan senyawa

kimia dalam suatu sampel berdasarkan perbedaan interaksi sampel dengan fase diam

dan fase gerak (Rubiyanto, 2017).
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I1.1.7.1 Kromatografi Lapis Tipis Preparatif

Kromatografi Lapis Tipis preparatif (KLT preparatif) merupakan metode untuk
mengidentifikasi senyawa yang terdapat dalam campuran secara kualitatif dan juga
dapat memisahkan senyawa campuran menjadi senyawa murni, salah satunya senyawa
flavonoid (Sherma & Rabel, 2018; Primadiamanti et al., 2018). Keuntungan metode
KLT preparatif, diantaranya teknik analisis yang sederhana, hemat biaya, dan proses
pengerjaan lebih mudah dibandingkan dengan beberapa jenis kromatografi yang ada
(Jangnga et al., 2018).

Prinsip kerja KLT preparatif diantaranya, adsorpsi, desorpsi, dan elusi. Adsorpsi
adalah proses di mana suatu analit bergerak melintasi lapisan adsorben di bawah
pengaruh eluen (Syahmani et al., 2017). Desorpsi adalah peristiwa ketika senyawa
kimia yang teradsorpsi pada adsorben didesak oleh eluen, sedangkan elusi adalah

peristiwa ketika senyawa kimia ikut terbawa oleh eluen (Kamar et al., 2021).

| | I
- - - -
Setelah Setelab
s  oo—— ® e ||
l b
8 menit 16 envenit . . |
L | al
- . - b - . |
L |
| |
- 4 - 4 - - 1

Sumber: Aryal, 2022 dengan modifikasi

Gambar 8 Kromatografi lapis tipis preparatif

Analisis KLT preparatif yaitu dengan melihat nilai Rf yang terbentuk. Nilai Rf
(Retardation factor) merupakan perbandingan jarak yang ditempuh noda dengan jarak
yang ditempuh eluen/pelarut (Samosir et al., 2018). Nilai Rf menunjukkan perbedaan
sifat senyawa dan dapat digunakan untuk identifikasi senyawa. Dalam
mengidentifikasi noda-noda dalam plat KLT preparatif menggunakan nilai Rf yang

didefinisikan sebagai berikut:
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Rf = Jarak yang ditempuh oleh noda /senyawa
- Jarak yang ditempuh oleh pelarut

Berdasarkan Gambar 8, (a) adalah jarak yang ditempuh oleh noda/senyawa,
sedangkan (b) adalah jarak yang ditempuh oleh pelarut. Nilai Rf suatu senyawa kimia
dikatakan baik jika nilainya berkisar antara 0,2 — 0,8 (Kamar et al., 2021).

Salah satu keberhasilan analisis KLT preparatif yaitu pada saat pemilihan eluen.
Pada umumnya, kemampuan pelarut untuk menggerakan senyawa pada suatu
adsorben berhubungan dengan polaritas pelarut. Semakin polar suatu senyawa fase
gerak, semakin besar partisi ke dalam fase diam gel silika, maka semakin sedikit waktu
yang dibutuhkan fase gerak untuk bergerak melalui plat. Kemampuan ini disebut
kekuatan elusi dan urutan kekuatan elusi beberapa pelarut yaitu air > metanol > etanol
> aseton > etil asetat > kloroform > metilen diklorida > benzene > heksan > petroleum
eter (Atun, 2014). Adsorben @da analisis KLT preparatif adalah silika gel dengan
berbagai variasi ukuran plat (20 x 20 cm atau 20 x 10 cm) dengan tebal 1 mm. Plat
KLT preparatif dapat dibuat sendiri atau dapat dibeli dengan plat yang sudah terlapisi
adsorben (Endarini, 2016).

Isolasi senyawa dengan metode KL T preparatif dimulai dari menotolkan sampel
pada plat. Plat yang mengandung cuplikan dimasukkan ke dalam chamber yang telah
dijenuhi oleh eluen (campuran pelarut). Lempeng dibiarkan terelusi sempurna
kemudian plat diangkat dan dikeringkan. Ketika eluen ditarik ke atas plat melalui aksi
kapiler, pelarut mengembang naik sepanjang permukaan lapisan plat dan membawa
senyawa-senyawa kimia yang terdapat dalam sampel. Nilai Rf dan warna noda yang
diperoleh pada kromatogram sebagai hasil dari elusi plat dapat memberikan identitas
senyawa yang terkandung. Identifikasi senyawa yang telah terpisah dilakukan dengan
menggunakan reaksi penampak noda maupun dideteksi menggunakan lampu UV (254
nm atau 365 nm) untuk senyawa-senyawa yang dapat menyerap warna (Kumalasari,

2015).
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I1.1.8 Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometri UV-Vis merupakan metode analisis yang menggunakan
panjang gelombang ultraviolet dan visible (sinar tampak) sebagai area serapan untuk
menentukan jenis kromofor, ikatan rangkap yang terkonjugasi dan auksokrom dari
suatu senyawa organik, menjelaskan informasi dari struktur berdasarkan panjang
gelombang maksimum suatu senyawa, dan mampu menganalisa senyawa organik
secara kuantitatif dengan menggunakan hukum Lambert-Beer. Kelebihan
spektrofoton&ri UV-Vis, diantaranya prosedur kerja yang sederhana untuk
menetapkan kuantitas zat yang sangat kecil dan hasil kerja yang akurat dimana angka
yang terbaca langsung dicatat oleh detektor dan menampilkannya dalam bentuk angka
digital maupun grafik yang telah diregresikan (Hidayatullah et al., 2022).

Spektrofotometer UV-Vis dapat digunakan untuk analisis kualitatif dalam
mengidentifikasi senyawa flavonoid dengan mengetahui adanya gugus yang dapat
mengabsorbsi sinar UV-Vis (Astutiningsih et al., 2012). Senyawa flavonoid
digolongkan dalam dua kelompok absorbsi, yang pertama dalam range panjang
gelombang 300-400 nm (pita I) dan yang kedua dalam 240-285 nm (pita II). Pita 1
menunjukan hasil absorpsi dari sistem sinamoil cincin B dan pita Il merupakan hasil
serapan dari sistem bcnzﬁcincin A. Rentang serapan spektrum UV-Vis dari beberapa

jenis senyawa flavonoid dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3 Rentang Serapan Spektrum UV-Vis Golongan Flavonoid

Pita I (nm) Pita Il (nm) Jenis Flavonoid
310 - 350 250 - 280 Flavon
330 - 360 250 - 280 Flavonol (3-OH tersubtitusi)
350 - 385 250 - 280 Flavonol (3-OH bebas)
310 - 330 245 - 274 Isoflavon
300 - 330 275 -1295 Flavanon dan dihidroflavonol
340 - 390 230 - 270 Khalkon
380 - 430 230 -270 Auron
465 - 560 270 - 280 Antosianidin dan antosianin

Sumber: Awouafack et al., 2017
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Berdasarkan Gambar 3, proses identifikasi struktur senyawa flavonoid
menggunakan spektrum serapan ultraviolet dan sinar tampak karena flavonoid
memiliki sistem aromatis yang terkonjugasi dan dapat menunjukkan pita serapan kuat
pada daerah UV-Vis. Selain itu, spektrofotometer UV-Vis juga digunakan untuk
analisis kuantitatif senyawa flavonoid menggunakan reagen alumunium klorida
(AICl3) yaitu dengan mengukur nilai absorbansinya yang dilakukan berdasarkan
hukum Lambcrt-BecaSatria et al., 2022).

Berikut adalah hal-hal yang harus diperhatikan dalam analisis spektrofotometri
UV-Vis:

1. Penentuan panjang gelombang maksimum
Panjang gelombang yang digunakan untuk analisis kuantitatif adalah panjang
gelombang dimana terjadi serapan maksimum. Untuk memperoleh panjang
gelombang serapan maksimum, dilakukan dengan membuat kurva hubungan antara
absorbansi dengan panjang gelombang dari suatu larutan baku pada konsentrasi

tertentu.

2. Pembuatan kurva baku
Dibuat seri larutan baku dari zat yang akan dianalisis dengan berbagai
konsentrasi. Masing—masing absorbansi larutan dengan berbagai konsentrasi
diukur, kemudian dibuat kurva yang merupakan hubungan antara absorbansi
dengan konsentrasi. Bila hukum Lambert-Beer terpenuhi maka kurva baku berupa

garis lurus.

3. Pembacaan absorbansi sampel atau cuplikan
Absorbansi sampel yang terbaca pada spektrofotometer hendaknya antara 0.2
sampai 0.8. Anjuran ini berdasarkan anggapan bahwa pada kisaran nilai absorbansi
tersebut kesalahan fotometrik yang terjadi paling minimal (Gandjar & Rohman,

2007).
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I1.1.9 Flavonoid

Flavonoid merupakan salah satu senyawa metabolit sekunder yang tersebar
melimpah di alam khususnya di semua tumbuhan hijau baik dalam daun, buah, akar,
maupun batang (Karak, 2019). Pada tumbuhan, senyawa ini memiliki peran dalam
mengatur pertumbuhan sel, menarik serangga penyerbuk, dan melindungi dari tekanan
biotik dan abiotik serta berperan dalam memberi pigmen warna (merah, biru, oranye,
dan ungu) pada daun, bunga, dan buah (Rodriguez De Luna et al., 2020). Pada
manusia, senyawa ini memiliki berbagai manfaat bagi kesehatan, diantaranya sebagai

antioksidan, antiinflamasi, antibakteri, antikanker, antifungi, dan antivirus (Jucd et al.,

2020).

C

Sumber: Ballard & Junior, 2019

Gambar 9 Struktur dasar flavonoid

Berdasarkan Gambar E’lavcnoid termasuk ke dalam senyawa polifenol yang
mengandung 15 atom karbon dﬁm inti dasarnya yang tersusun dalam konfigurasi C6-
C3-C6, yaitu 2 cincin benzen (A dan B) yang dihubungkan oleh cincin piran 3 karbon
(C). Flavonoid merupakan senyawa polar yang memiliki gugus hidroksil atau gula
yang larut dalam pelarut polar, diantaranya etanol, metanol, butanol, etil asetat, dan
air. Flavonoid memiliki sifat mudah teroksidasi dan termolabil (tidak tahan terhadap
pemanasan) (Satria et al., 2022).

Menurut Arifin & Ibrahim (2018), senyawa flavonoid memiliki beberapa
subkelas, diantaranya flavanol, flavanon, flavon, flavonol, antosianidin, dan
isoflavon%Berikut ini penjelasan mengenai subkelas flavonoid berdasarkan struktur

kimianya yang dapat dilihat pada Tabel 4.
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Flavonoid memiliki banyak sifat farmakologi, hampir semua subkelas flavonoid
memiliki aktivitas antioksidan. Hal ini paling banyak ditemukan pada subkelas flavon
dan katekin yang berfungsi sebagai pelindung tubuh terhadap ROS (Reactive Oxygen
Species). ROS dapat menyebabkan peroksidasi lipid (meningkatkan malonaldehid
(MDA)), merusak molekul DNA (kanker), membran fosfolipid, dan protein (Niemann
et al., 2017). Aktivitas antioksidan flavonoid tergantung pada gugus hidroksil
fungsional yang dapat memediasi efek antioksidan dengan mekanisme penekanan
pembentukan ROS, baik menghambat enzim maupun mengkhelat elemen yang terlibat
dalam pembentukan radikal bebas (Wen et al., 2017).

Flavonoid juga dilaporkan memiliki aktivitas antiinflamasi dengan menghambat
produksi zat/enzim proinflamasi, seperti faktor nekrosis tumor o (TNF-u),
siklooksigenase (COX), dan lipoksigenase (LOX) yang mengerahkan fungsi
metabolisme asam arakidonat dan berpartisipasi dalam respon inflamasi (Marunaka,
2017). Menurut Juca et al. (2020), sianidin dikenal memiliki aktivitas antiinflamasi
dengan menekan produksi interleukin proinflamasi. Selain itu, senyawa katekin dalam
teh hijau juga memiliki mekanisme aksi antiinflamasi dalam penhambatan enzim
COX-2 dan lipoksigenase.

Flavonoid juga memiliki aktivitas antibakteri dengan mekanisme kerja yang
beragam, diantaranya menghambat pembentukan biofilm bakteri, sintesis asam
nukleat, rantai transport elektron, dan sintesis ATP. Katekin, epikatekin, epikatekin
galat, dan kuersetin bekerja dengan meningkatkan produksi ROS schingga
meningkatkan permeabilitas dan merusak membran bakteri. Apigenin bekerja dengan
mengacaukan struktur membran lipid sehingga merusak membran (Gorniak et al.,
2019). Flavonoid krisin, naringenin, kaemferol, kuersetin, daidzein, dan genistein
bekerja dengan mengganggu pembentukan biofilm, sedangkan kuersetin, luteolin, dan
mirisetin bekerja dengan menghambat replikasi DNA bakteri (Juca et al., 2020).

Selain itu, flavonoid dilaporkan memiliki aktivitas antikanker dengan
mekanisme menonaktifkan karsinogen, menginduksi apoptosis, memicu penghentian
siklus sel, dan menghambat angiogenesis (Terahara, 2015). Ginwala et al. (2019)
melaporkan bahwa flavonoid mampu menghambat proliferasi sel tumor dengan

menghambat pembentukan ROS dan represi enzim xanthin oksidase, COX-2, 5-
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lipoksigenase, yang terlibat dalam perkembangan tumor. Flavonoid isorhamnetin dan
akasetin dapat menghambat proliferasi kanker payudara manusia. Kuersetin
dilaporkan mampu menginduksi penghentian siklus sel dan menghambat pertumbuhan
sel tumor ganas secara in vitro, seperti sel kanker pada usus besar dan ovarium (Kumar
& Pandey, 2013).

Flavonoid juga berperan secbagai antifungi dengan mekanisme menganggu
membran plasma, disfungsi mitokondria, menghambat pembentukan dinding sel,
RNA, dan sintesis protein (Al Aboody & Mickymaray, 2020). Beberapa golongan
isoflavon, seperti glabridin menghambat sintesis dinding sel jamur, B-glukan, dan
kitin. Cassetta et al. (2017) melaporkan senyawa apigenin bekerjadengan mengganggu
siklus sel jamur sedangkan mirisetin, kaemferol, luteolin, naringenin, dan genistein
bekerja dengan menghambat sintesis DNA, RNA, dan protein. Aktivitas antifungi
pada baikalein mampu melawan jamur C. albicans, C. tropicalis, dan C. parapsilosis
(Serpa et al., 2012).

Senyawa flavonoid juga memiliki aktivitas sebagai antivirus dengan mekanisme
memblokir pengikat dan penetrasi virus ke dalam sel, mengganggu replikasi, dan
mencegah pelepasan virus (Lalani & Poh, 2020). Senyawa apigenin telah terbukti
melawan beberapa virus seperti Herpes Simpleks tipe 1 dan 2, virus Hepatitis B dan
C, virus African Swine Fever (ASF) dengan menekan sintesis protein virus. Selain itu,
senyawa kuersetin, kaemferol, dan epigalokatekin galat dilaporkan juga memiliki

aktivitas antivirus terhadap virus Influenza (Wu et al ., 2015).




(STA- AN Mawol0jonyads)
PIOUOAR[J ISENJNUSPT SPOIRA
(Un2sIoNy) PIOUOAR[]
emeAuas Surpuequiad nyeg
(s1dn sidey

JRIS0JRUIONY) ISB[OST 9POIRJA]

erunyoy Suruinys 1hn eduepy

((Z : ) euesy2y-1/ : WLIOJOIOY)
ueeunsip Suek uon|g
ISBUISYeI}

apojouwr eAuepe Yepry,

1B13SE 132

ISYR1J [£10) TePEY 1N BPE YT,
plouoaeyj

[e10) Jepey 1in epe yepry,

(%56 [oue1d)

1SYeNsy2 Inrefod 1Senuasuoy]
(1serasew

ISYBNSYI) 1SHEnsYD oI
(133uens

uow?| yenq yensya) ueyeunsip

(7 wowy
. sn4117)) 133Ueng uowa|
qeng n7 [ouel ensyq

PIOUOAR[,] BMEBAURS

Suek uvweue) Yensyg e ISENIJIUSP] UBP ISET[OS] €207 e 30 NYeWepy 1
UBBUIBSId ] ueepaIqIdJ mpnf unyeq, NIOUdJ BUIBN ‘ON
WD L, UBDIPUA] S PYEL,
eI I, uenIpuag 711

LT




(yesid
Su0100 UBRSUDP ITRD-ITED

ISYRIISIO) ISRUISYRI] 9POIDJA

(1serasew
ISYBOSYI) ISYRISYI IPOIIN

(pewny

(1 porpur
PIMOPT) Jewny une(

(908 unep yensya) ueyeunsip WEe(] PIOUOAR]] BMBAUSS
[OURID) ISYRIISYD INIB[o] Suek uswreue) yensyg ISEYLINUSP] UBD ISB[OS] 6102 rudayg
1813SE [1}2 ISYRIJ
uep Yensye eped prouoaeyy
(STA-A N Mawolojonyads) 12101 repey 1n epe yepiL
ISEYJNUSPT 9p0IR N (%08 [0ueI)
(unasiany) ploucAey] 1SYensy? nrefad 1Senuasuoy
emeAuas Surpuequiad nyeqg BTWIYO]
(1) Suruinys 1 epe yepry,
ITe : JeJoSe Wese : [ouring ISYRISYa Njyesm
-11) ueyeunsIp Suek uan[g uep nyns 1sewndo epe Yepr],
(meredard vﬂ.u srdef (1se1osewr
JRISOJRWOLY) ISB[OST 2POIDJA ISYRISYI) ISYRNSYD IPOIIA] (1 poiput
(yesid (seunjaq payon)4) sejunRg uned
3u0J0D ue3UAp IED-I1TED unep yensy2) ueyeunsip WER(] PIOUOAR[] BMBAUSS
1SEINSY2) ISEUISYEI] P01 Suek uswreue] Yensyg ISEYLJIJUAP] UBD ISB[OS] 10T "2 19 ROMDIIOY

8¢




eruRony

Sururys 1n eAuepy

(rusw 0z ‘S1

‘O1) 1SYensSyD nyem ISELIeA
(ymosenn

I1SYRISY2) ISYRNSY2 9POoIa]A]
urSue

Surray Yiuye) ueyeuns3usw

ersijduwrs ueSurraguag

1n jodures

we[ep PIOUOAE[] ISEYIUSPI
Uep ISejOST Bpe epL],

AUQOM.

‘09 ‘06) 1SYensya nyns ISBLIEA
(%0L

Jouela) nrefad 1sENUISUOY
(I0[2Y unep Yensya) ueyeunsIp

Sue£ ueweue)] Yensyg

JIUOSEN)(] 2POIIN
uesud(J "we  n2fia]o
p3uLIopy UNe( 1SYeNSNg
eped prouoae]q e10],
IBpEY UBP UQWAPUIY
depeyio) npyepy uep

nyng Isere A ynesudg

020t

oMoqeId P eryTd

(STA- AN THowojojonyads)
PrOUOAR[J ISENNUSPT P01
(unasiany) ueyeunsip

Suef Surpuequiad nyeg
(s:1

I ) ITe : Je)OSe WESE : Joueing

-u) ueyeunsIp Suek uanyg

PIOUOAR[] BMBAUDS
Surpuequiad nyeq epe yepry,
1813SE [1}2 ISYRIJ

uep Yensye eped prouoaeyy
[e10) Jepey 1in epe yepry,
(Jreredard seyioy
1JRISOJBWOIY) ISB[OST 9POIAA
BIUIy 01y

Sutuinys 1fn epe yepr,

3

6¢




PIOUOAE[}
[e10) 1epey 1n euepy
BUOIY

Sururrys 1n eluepy

1ln jodwres

wiefep emeAuds ISeINUIPT

uep 1Se[0SI BpR YepL],

(%96

Jouela) nrefad 1sENUISUOY

(I1seI1asew) 1SYRNSYD 9pOIdA
(enuemasas

unep yensya) ueyeunsip

Sue£ ueweue] Yensyg

‘Knewolojonosadg
SIA-AN SUIs() POYIRW
UONBIEIA IA (PITA

SUDASD.LL] WIPUIPO.I2]D))
JeoT BNUBAMISIS

1oBNXH [ouRylg

JO S[OAT PIOUOAR[]

[R10], JO UOTIRUTULIDN(]

020t

‘e 12 unideg

0t




I1.3 Kerangka Teori

i Tanaman Jinten |}
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Ekstrak Eranol Daun Jinten

'

Rendemen
Uji Skrining Fitokimia

!

+ Semyawa Flavonosd

Uji kadar total Mavonoid dergan Spektrofotometri UV-Vis

Kadar flavonoid tertinggi
'

Fraksmasi senyawa flavonoid dengan ekstraksi cair-car

}

Uji kadar total flavonoid dengan Spektrofotometri UV-Vis
Noda dan nalai Rf dsukur dengan kromatografi lapis tipis prepasatif

'

Spektrum dan sbsorbansi diukur dengan spektrofotometer UV-Vis

Daun Jinten
3
Metode Ekstraksi
1
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Ekstraksi cara panas ! Ekstraksi cara dingin |
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i Konvensional Non- konvensional ! Maserasi ‘h" i
C g ———— i Perkolasi :
1 ——
! Refluks, Sokletasi, Ekstraksi Ultrasonik dengan
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1\ Digesti, Infus, dan variasi suho dan wakiu
H Dekok i
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Bagan 1 Kerangka Teori

31

woon-n... - variabel yang tidak ditelit:

- variabel yang diteliti




I1.4 Kerangka Konsep
Variabel Independen Variabel Dependen
Variasi suhu dan waktu ekstraksi Rendemen ekstrak, kadar
ultrasonik daun jinten: total flavonoid, dan
1. Suhu ekstraksi (45,60,75°C) | | Senyawaflavonoid daun
2. Waktu ekstraksi (10, 15, 20 menit) Jinten.

Bagan 2 Kerangka Konsep
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BAB III
METODE PENELITIAN

II1.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan adalah jenis penelitian eksperimental metode
kualitatif dan kuantitatif. Penelitian eksperimental merupakan penelitian yang
dilakukan dengan memberikan perlakuan tertentu terhadap subjek penelitian untuk
menghasilkan sesuatu keadaan yang akan diteliti bagaimana akibatnya. Penelitian
kualitatif dilakukan untuk mengisolasi dan mengidentifikasi senyawa flavonoid dari
fraksi etil asetat daun jinten sedangkan penelitian kuantitatif dilakukan untuk

mengetahui kadar total flavonoid pada ekstrak dan fraksi etil asetat daun jinten.

II1.2 Lokasi Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari — April 2023. Proses pembuatan
ekstrak daun jinten, uji skrining fitokimia, uji kadar total flavonoid pada ekstrak dan
fraksi, serta isolasi dan identifikasi senyawa flavonoid dilakukan di Laboratorium
Kimia Farmasi Fakultas Kedokteran Universitas Pembangunan Nasional “Veteran”
Jakarta. Proses pengentalan ckstrak dan fraksi daun jinten dilakukan di Laboratorium
BALITTRO. Pembuatan plat KLT preparatif dilakukan di Laboratorium Politeknik
Kesehatan Kemenkes Jakarta II Analis Farmasi dan Makanan.
II1.3 Variabel Penelitian
Hlﬁ.aariabel Bebas

Variabel bebas merupakan variabel yang mempengaruhi atau yang menjadi
sebab perubahannya atau timbulnya variabel dependen (terikat) (Ridha, 2017).

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah variasi suhu dan waktu ekstraksi ultrasonik.
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IT1.3.2 Variabel Terikat
Variabel terikat merupakan variabel yang dipengaruhi atau yang menjadi akibat
karena adanya variabel bebas (Ridha, 2017). Variabel terikat dalam penelitian ini

adalah rendemen ekstrak dan kadar total flavonoid.

II1.4 Definisi Operasional

Definisi operasional merupakan deskripsi dari variabel yang diteliti untuk
memberi batasan pengertian kepada pembaca dalam memahami variabel yang akan
diteliti (Taskirah & Damaris, 2022). Berikut ini merupakan beberapa definisi

operasional yang dimaksud.

Tabel 6 Definisi Operasional
No. Variabel o Alat Ukur Hasil Ukur Skala
Operasional
1. | Ekstrak Daun | Sediaan kental yang | a. Tabung ukur | mL Rasio
Jinten diperoleh dengan b. Neraca
(Coleus mengekstraksi analitik
amboinicus | senyawa aktif dari dengan dua
Lour.) simplisia bahan angka di
dengan menggunakan belakang
metode metode ultrasonik. koma
ultrasonik
2. | Variasi Waktu yang Stopwatch Dalam menit | Nominal
waktu dilakukan dalam 10, 15, 20
ekstraksi proses pengambilan
senyawa aktif dari
bahan.
3. | Variasi suhu | Suhu yang Termometer Dalam °C Nominal
ekstraksi digunakan dalam 45,60, 75
ekstraksi ultrasonik.
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e Definisi
No. Variabel Alat Ukur Hasil Ukur Skala
Operasional
4. | Nilai Total nilai Neraca analitik Dalam % Rasio
rendemen rendemen yang dengan dua (b/b)
total terdapat dalam angka di
ekstrak. belakang koma
5. | Kandungan | Total kandungan Spektrofotometer | Kadar Nominal
flavonoid flavonoid yang UV-Vis flavonoid
total terdapat dalam dalam
esktrak. sampel
6. | Fraksinasi Teknik pemisahan Corong pisah Ada/tidaknya | Nominal
ekstrak hasil senyawa
ultrasonik yang flavonoid
telah diuapkan yang dalam fraksi
memanfaatkan tiga etil asetat, n-
jenis pelarut yang heksan, dan
tidak saling air
bercampur
(Riskiana & Vifta,
2021)
7. | Isolasi Teknik pemisahan Kromatografi Ada/tidaknya | Nominal
flavonoid senyawa flavonoid | Lapis Tipis flavonoid
yang terdapat dalam | Preparatif dalam isolat

suatu fraksi dengan
melihat noda-noda
yang terbentuk
dengan bantuan
sinar UV dan
dihitung nilai Rfnya
(Kumalasari, 2015).

KLT
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) Definisi
No. Variabel Alat Ukur Hasil Ukur Skala
Operasional
8. | Identifikasi Teknik identifikasi | Spektrofotometer | Golongan Nominal
tflavonoid senyawa flavonoid | UV-Vis tflavonoid

dengan mengukur
panjang gelombang
dan spektrum
serapan (Jubaidah et

al., 2019).

(9]
II1.5 Alat dan Bahan Penelitian

II1.5.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah neraca analitik, blender,
ultrasonic bath (GT Sonic), rotary evaporator (Buchi), spektrofotometer UV-Visible
(K-Lab), gelas kimia (Iwaki), gelas ukur (Iwaki), pipet ukur (Iwaki), labu u%(lwakj),
labu Erlenmeyer (Gratech), corong pisah (Gratech), tabung reaksi (Iwaki), lampu UV
254 nm (Civilite), lampu UV 366 nm (Evaco), pipet tetes, pipet mikro, pipa kapiler,
chamber KLT, spreader, vortex mixer, botol vial, statif, ring, kertas saring, spatel, dan
rak tabung reaksi.

11
II1.5.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan adalah daun jinten yang diambil dari tanaman yang
terdapat di Balai Penelitian waman Rempah dan Obat (BALITTRO), Bogor, Jawa
Barat dalam keadaan segar. Bahan-bahan kimia yang digunakan pada penelitian ini
adalah etanol 96% (Merck), HCI (Merck), reagen Dragendortf, reagen Mayer, reagen
Liebermen-Burchard, metanol (Merck), logam Mg (Merck), larutan FeCls, larutan
AlCls, larutan CH3COONa, kuersetin (Sigma Aldrich), etil asetat (Smart-Lab), n-
heksan (Merck), n-butanol (Merck), asam asetat (Smart-Lab), silika gel (Merck), dan

aquadest.
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II1.6 Prosedur Penelitian

II1.6.1 Pengajuan Kaji Etik Penelitian
Pengajuan kaji etik penelitian dilakukan sebelum penelitian dimulai dan

diajukan secara online melalui website KEP UPNVI.

I11.6.2 Determinasi Tanaman
Determinasi tanaman dilakukan di Herbarium Bogoriense, Pusat Penelitian
Biologi Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN), Cibinong, Kab. Bogor, Jawa Barat

secara online via website ELSA.

I11.6.3 Penyiapan Simplisia

Daun jinten segar diambil sebanyak 20 kilogram. Selanjutnya dilakukan sortasi
basah untuk dipilih daun yang masih segar. Kemudian dicuci dengan air bersih
mengalir untuk menghilangkan kotoran yang melekat pada daun. Setelah itu,
dikeringkan dengan diangin-anginkan hingga diperoleh simplisia kering. Sampel yang
telah dikeringkan, kemudian disortasi kembali untuk memisahkan bagian-bagian
tanaman yang tidak diinginkan. Setelah itu, simplisia dihaluskan menggunakan
blender. Serbuk halus yang diperoleh kemudian ditimbang untuk mendapatkan berat
serbuk simplisia (Rifkia & Prabowo, 2020).

I11.6.4 Ekstraksi Ultrasonik Daun Jinten

Sampel ditimbang sebanyak 100 gram, dan ditambahkan pelarut etanol 80%
dengan perbandingan 1:10 b/v kemudian ditutup dengan aluminium foil. Lalu,
diekstraksi menggunakan metode ultrasonik, frekuensi 70 kHz, dengan variasi waktu
10, 15, dan 20 menit dengan suhu 45, 60, dan 75°C. Ekstraksi diulang sebanyak 3 kali.
Setelah itu, campuran pelarut disaring dengan kertas saring dan dipekatkan dengan
menggunakan alat rotary evaporator. Kemudian berat ekstrak kental ditimbang dan

dihitung rendemen.
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II1.6.5 Analisis Rendemen
Ekstrak yang dihasilkan lalu ditimbang dalam wadah kemudian berat ekstrak

kental dibagi dengan berat serbuk simplisia dengan rumus sebagai berikut:

% rendemen = % x 100%

Keterangan:
B1 = berat ekstrak kental (gram)

B2 = berat serbuk simplisia (gram)

II1.6.6 krining Fitokimia
A. Uji Alkaloid

Sebanyak 100 mg ekstrak dilarutkan dalam 1 mL etanol 80%, lalu ditambahkan
I mL HCI 2N dan 9 mL aquadest, dipanaskan dalam penangas air dan didinginkan.
Campuran kemudian disaring dan ditampung filtratnya. Filtrat yang didapat dibagi ke
dalam 3 tabung reaksi. Tabung pertama ditambahkan dengan asam encer yang
berfungsi sebagai blanko. Tabung kedua ditambahkan 3 tetes pereaksi Drageﬁdroff
dan tabung ketiga ditambahkan 3 tetes pereaksi Mayer. Terbentuknya endapan jingga
pada tabung kedua dan endapan putih atau kuning yang larut dalam metanol pada

tabung ketiga menunjukkan adanya alkaloid (Depkes RI, 2000).

B. Uji Flavonoid

Sebanyak 100 mg ekstrak dilarutkan dalam 1 mL etanol 80%, lalu ditambahkan
0.5 mL HCl dan logam Mg, kemudian diamati perubahan warna yang terjadi (metode
Wilstater). Warna merah sampai jingga diberikan oleh senyawa flavon, warna merah
tua diberikan oleh flavonol atau flavonon, warna hijau sampai biru diberikan oleh

aglikon atau glikosida (Depkes RI, 2000).

C. Uji Triterpenoid dan Steroid
Sebanyak 100 mg ekstrak dilarutkan dengan 1 mL etanol 80%, lalu ditambahkan

pereaksi Liebermen-Burchard. Adanya steroid menunjukkan warna biru — kehijauan
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sedangkan triterpenoid menunjukkan warna merah, merah muda, atau ungu (Depkes

RI, 2000).

D.Uji Tanin
Sebanyak 100 mg ekstrak dilarutkan dalam 1 mLﬁanol 80%, lalu ditambahkan
larutan FeCls 10%, adanya perubahan warna menjadi biru tua atau hitam kehijauan

menunjukkan adanya tanin (Depkes RI, 2000).

E. Uji Saponin

Sebanyak 100 mg ekstrak dilarutkan dalam 1 ml etanol 80%, lalu ditambahkan
10 mL aquadest panas %1 didinginkan. Campuran dikocok vertikal selama 10 detik.
Adanya busa setinggi 1 — 10 cm yang stabil selama tidak kurang dari 10 menit
menunjukkan adanya saponin. Pada penambahan 1 tetes HCI 2N, busa tidak hilang
(Depkes RI, 2000).

E.ﬁ .7 Uji Kadar Total Flavonoid Ekstrak Daun Jinten
A.Pembuatan Larutan Standar Kuerseti

Sebanyak 25 mg kuersetin ditimbang, lalu dilarutkan dalam 25 mL etanol 96%
(konsentras%rutan 1000 ppm). Dari larutan induk (1000 ppm) kemudian dibuat deret
konsentrasi yaitu 60 ppm, 80 ppm, 100 ppm, 120 ppm, dan 140 ppm dalam labu ukur
25 ml (Sapiun et al., 2020).

B. Pengukuran Panjang Gelombang Maksimum KHsetin

Larutan kuersetin 60 ppm diambil sebanyak 1 mL, lalu ditambahkan 0,1 mL
AIClz 10%, 0,1 mL CH:COONa, 2.8 mL aquadest, dan 1,5 mL etanol 96% ke dalam
labu ukur 10 mL. Campuran diinkubasi selama 30 menit agar terjadi reaksi, kemudian
dihitung panjang gelombang maksimum kuersetin dengan cara running larutan standar
kuersetin pada range panjang gelombang 400 — 800 nm sampai diperoleh hasil panjang

gelombang maksimum tertinggi dari absorbansi yang tertinggi (Sapiun et al., 2020).
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C.Pembuatan Kurva Baku Kuerseti

Masing-masing deret konsentrasi (60 ppm, 80 ppmé()() ppm, 120 ppm, dan 140
ppm) dipipet sebanyak 1 mL, kemudian ditambahkan 0,1 mL AICls 10%, 0,1 mL
CH3COONa, 2.8 mL aquadest, dan 1,5 mL etanol 96% ke dalam labu ukur 10 mL lalu
diinkubasi selama 30 menit. Setelah itu, larutan diukur pada panjang gelombang

maksimum yang diperoleh (Sapiun et al., 2020).

D.Penentuan Kadar Total Flavonoid Ekstrak

Sebanyak 10 mg ekstrak daun jinten dilarutkan dalam 10 mL etanol 96% ke
dalam labu ukur 10 nEkonscntrasi larutan 1000 ppm). Sebanyak 1 mL larutan induk
ekstrak ditambahkan 0,1 mL AICI3 10%, 0,1 mL CH3COONa, 2.8 mL aquadest, dan
1,5 mL etanol 96% kemudian diinkubasi selama 30 menit. Setelah itu, absorbansi
diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum yang

diperoleh (Sapiun et al., 2020).

I11.6.8 Fraksinasi Metode Ekstraksi Cair-Cair

Sebanyak 3,5 gram ekstrak kental daun jinten dilarutkan dalam etanol 96%, lalu
ditambahkan aquadest sebanyak 35 mL. Larutan dimasukkan ke dalam corong,
kemudian ditambahkan 35 mL n-heksan kemudian dikocok dan didiamkan beberapa
saat hingga membentuk dua fase yang terpisah, fase atas n-heksan dan fase bawah air.
Fraksinasi dilakukan hingga lapisan n-heksan berwarna jernih.

Fraksi air dilakukan fraksinasi kembali dengan penambahan etil asetat sebanyak
35 mL. Larutan tersebut dikocok lalu didiamkan beberapa saat hingga terbentuk dua
fasa yang terpisah, fase atas etil asetat dan fase bawah air. Fraksinasi dilakukan hingga
lapisan etil asetat berwarna jernih. Hasil dari lapisan etil asetat dipekatkan

menggunakan rotary evaporator hingga diperoleh fraksi etil asetat (Naraswanik,

2021).

I11.6.9 Uji Kadar Total Flavonoid Fraksi Etil Asetat Daun Jinten
Sebany mg fraksi kental etil asetat daun jinten dilarutkan dalam 10 mL

etanol 96% ke dalam labu ukur 10 mL (konsentrasi larutan 1000 ppm). Sebanyak 1
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mL larutan induk fraksi ditambahkan 0,1 mL AICls 10%, 0,1 mL CH3COONa, 2.8 mL

aquadest, dan 1,5 mL etanol 96% kemudian diinkubasi selama 30 menit. Setelah itu,
absorbansi diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
maksimum yang diperoleh (Sapiun et al., 2020).
I11.6.10 Isolasi Flavonoid Metode Kromatografi Lapis Tipis Preparatif
A.Pembuatan Plat KL.T Preparatif

Pembuatan plat KLT preparatif silika gel GF2s4 ukuran 20 x 10 cm dengan
ketebalan 1 mm dilakukan dengan cara membersihkan lempeng kaca terlebih dahulu
dengan aquadest lalu dikeringkan dengan lap bersih tanpa meninggalkan bercak atau
debu. Lempeng kaca diatur dan ditaruh pada papan agar tidak bergeser. Kemudian,
dibuat bubur silika gel dengan cara menimbang bubuk silika gel sebanyak 10 gram
lalu dilarutkan hingga homogen dalam 20 mL aquadest. Setelah itu, tuangkan bubur
silika gel ke atas lempeng kaca lalu diratakan dengan spreader. Bubur silika gel pada
lempeng kaca dibiarkan mengeras selama 5 menit. Setelah itu, plat dikeringkan dengan
oven pada suhu 105°C selama 30 menit. Plat KLT preparatif yang sudah kering
dibiarkan dingin dan diamati sebarannya dibawah sinar UV 254 dan 366 nm (Depkes
RI, 1995).

B. Uji KLT Preparatif Fraksi Etil Asetat Daun Jinten

Plat KLT preparatif diaktivasi dengan cara dioven pada suhu 100°C selama 30
menit. Eluen yang digunakan adalah campuran n-butanol : asam asetat : air (BAA)
dengan perbandingan (4 : 1 : 5). Eluen dimasukkan kedalam bejana dan dijenuhkan
dengan menggunakan kertas saring dengan ditutup rapat. Fraksi kental etil asetat
Qarutkan dengan etil asetat, kemudian ditotolkan pada plat menggunakan pipa kapiler
pada jarak 2 cm dari garis bawah, 2 cm dari garis atas, dan 2 cm antar sampel.
Selanjutnya, dilakukan proses elusi hingga eluen mencapai tanda batas. Setelah itu,
plat dikeringkan dengan cara diangin-anginkan (Mamahit et al., 2023). Noda yang
terbentukéada plat disemprot menggunakan reagen AIClz 1% dalam etanol dan

diperiksa di bawah sinar UV pada panjang gelombang 254 dan 366 nm. Noda yang
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tampak diamati perubahan warnanya, kemudian dilingkari dengan pensil, dan dihitung

nilai Rfnya. Sebagai baku pembanding flavonoid digunakan senyawa kuersetin.

I11.6.11 Identifikasi Flavonoid Metode Spektrofotometri UV-Vis

Bercak noda yang diduga senyawa flavonoid kemudian dikerok dan dilarutkan
dalam metanol sebanyak 5 mL, setelah itu campuran dihomogenkan menggunakan
vortex mixer dengan kecepatan 500 rpm selama 3 menit. Setelah itu, campuran
didiamkan beberapa menit untuk memisahkan larutan dengan silika gel. Larutan
tersebut selanjutnya dimasukkan ke dalam kuvet, lalu dianalisis menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 200 — 400 nm untuk menentukan
golongan senyawa flavonoid sehingga diperoleh spektra dan pita pada isolat. Setelah

itu, dilihat berdasarkan rentang panjang gelombang golongan flavonoid (Rahayu et al.,

2015).

II1.7 Analisis Data

Analisis data untuk melihat pengaruh variasi suhu dan waktu ekstraksi ultrasonik
terhadap rendemen ekstrak menggunakan software SPE 25. Uji statistik dimulai
dengan uji normalitas (Shapiro-Wilk) dan homogenitas, nilai signifikansi normalitas
(P>0,05) dan homogen (P>0,05). Jika data memenuhi syarat normalitas dan
homogenitas dilakukan uji parameter one-way ANOVA (Muthoharoh, 2019).

Analisis isolat flavonoid hasil KLT dihitung nilai Rf-nya yang menandakan
sebagai golongan flavonoid dan diperjelas dengan data serapan spektrum serta panjang
gelombang maksimum pada spektrofotometer UV-Vis. Kemudian dianalisis

berdasarkan pustaka baku (Awouafack et al., 2017).
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

IV .1 Hasil Penelitian
IV.1.1 Pengajuan Kaji Etik Penelitian
Pembebasan persetujuan etik pada penelitian ini tercantum pada nomor

20/V/2023/KEPK (Gambar dapat dilihat pada Lampiran 3).

IV .1.2 Determinasi Tanaman

Hasil determinasi tanaman pada penelitian ini tercantum pada nomor
determinasi yaitu B-3752/11.6.2/D1.05.07/10/2022 yang menunjukkan sampel uji
memiliki nama latin Coleus amboinicus Lour. dari suku Lamiaceae (Gambar dapat

dilihat pada Lampiran 4).

IV.1.2 Penyiapan Simplisia
Hasil penyiapan simplisia daun jinten dari bahan baku segar hingga serbuk

simplsia dapat dilihat pada Gambar 10.

(8) (©

Gambar 10 Penyiapan simplisia daun jinten

(Keterangan: (A) daun jinten segar, (B) simplisia daun jinten, (C) serbuk simplisia)
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Berdasarkan Gambar 10, daun jinten segar yang digunakan untuk membuat
simplisia sebanyak 20 Kg. Hasil akhir serbuk simplisia daun jinten yang diperoleh
sebanyak 1,2 Kg. Proses penyiapan simplisia daun jinten dari pengumpulan daun

jinten segar hingga simplisia kering terdapat pada Lampiran 5.

IV.1.3 Ekstraksi dan Rendemen Ekstrak Daun Jinten
Ekstraksi &un jinten dilakukan dengan metode ultrasonik dan menghasilkan

rendemen yang dapat dilihat pada Tabel 7.

Tabel 7 Ekstraksi Daun Jinten dan Rendemen

Suhu Ekstraksi | Waktu Ekstraksi Hasil Ekstrak Rendemen

No- (°C) (menit) (gram) (%b/b)
10 14,42 14 41

1. 45 15 16,87 16 86
20 17,38 17,36

10 19,21 19.20

2. 60 15 23,64 23,63
20 21,83 2183

10 20,58 20,57

3. 75 15 18,21 1821
20 12,33 1232

Berdasarkan Tabel 7, rendemen tertinggi ckstrak daun jinten diperoleh pada
suhu 60°C dengan waktu ekstraksi selama 15 menit yaitu 23,63% sedangkan rendemen
terendahnya diperoleh pada suhu 75°C dengan waktu ekstraksi selama 20 menit yaitu
12,32% (Gambar dapat dilihat pada Lampiran 6).

Hasil uji normalitas (Shapiro-Wilk) rendemen ekstrak daun jinten menunjukkan
nilai signifikan sebesar 0,850 (P>005). Kemudian dilakukan uji homogenitas (Levene
test) dan didapatkan nila'bsignifikan sebesar 0,375 (P>0,05). Hasil uji ANOVA
menunjukkan hasil 0,214 (P<0,05) (Hasil uji dapat dilihat pada Lampiran 7).
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IV 1.4 Uji Organoleptik Ekstrak Daun Jinten
Uji organoleptik ekstrak daun jinten dilakukan dengan mengamati warna,

tekstur, dan bau ekstrak. Berikut adalah hasil uji organoleptik ekstrak daun jinten pada

Tabel 8.
Tabel 8 Uji Organoleptik Ekstrak Daun Jinten
No. Pengamatan Hasil Gambar
1. Warna Hijau kehitaman
2. Tekstur Kental
3. Bau Khas

Berdasarkan Tabel 8, uji organoleptik ekstrak kental daun jinten berwarna hijau

kehitaman dengan tekstur kental dan berbau khas.

IV.1.5 Uji Skrining Fitokimia Ekstrak Daun Jinten
Uji skrining fitokimia merupakan uji tahap awal untuk mengetahui senyawa
metabolit sekunder_yang terkandung dalam ekstrak. Hasil uji skrining fitokimia

ekstrak daun jinten dapat dilihat pada Tabel 9.

Tabel 9 Uji Skrining Fitokimia

uhu Waktu Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Daun Jinten
(°C) (menit) | Ajcatoid | Flavonoid Saponin —_— Steroid &
Triterpenoid
10 + + + + _
45 15 + T " " -

20 + + + + -
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(1]
Suhu Waktu

Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Daun Jinten

¢C) (menit) | yjialoid | Flavonoid | Saponin | Tanin S.t eroid &,
Triterpenoid
10 + + + + -
60 15 + + + + -
20 + + + + -
10 + + + + _
75 15 + + + + .
20 ‘ + + + -

Berdasarkan Tabel 9, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa dalam ekstrak

daun jinten mengandung senyawa flavonoid. Selain itu, ekstrak daun jinten juga

mengandung senyawa alkaloid, saponin, dan tanin (hasil dapat dilihat pada Lampiran

8).

IV.1.6 Uji Kadar Total Flavonoid Ekstrak Daun Jinten

Uji kadar total flavonoid ekstrak daun jinten menggunakan metode

spektrofotometri UV-Vis. Pengukuran panjang gelombang maksimum kuersetin

dilakukan running dari panjang gelombang 400 — 800 nm. Panjang gelombang

maksimum kuersetin yang diperoleh adalah 410 nm. Kemudian dilakukan pembacaan

absorbansi deret konsentrasﬁuersetin menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada

panjang gelombang 410 nm yang dapat dilihat pada Tabel 10.

Tabel 10 snrb ansi Larutan Standar Kuersetin
Konsentrasi (ppm) Absorbansi (A)
60 0,2509
80 0,3065
100 03564
120 04067
140 04523
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Berdasarkan Tabel 10, deret konsentrasi larutan standar kuersetin (60 ppm, 80

ppm, 100 ppm, 120 ppm, dan 140 ppm) dibuat untuk memperoleh persamaan linear

yang akan digunalﬁ untuk menghitung kadar total flavonoid pada ekstrak. Persamaan

regresi linear dari kurva baku kuersetin dapat dilihat pada Gambar 11.

0.5
0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1

Absorbansi (A)

KURVA BAKU KUERSETIN

y =0.0025x + 0.1031
R? = 0.9988

20 40 60 80 100 120 140 160

Konsentrasi (ppm)

Gambar 11 Kurva baku kuersetin

Berdasarkan Gambar 11, konsentrasi dan absorbansi pada Tabel 10 diplotkan

antara kadar dan absorbansinya, sechingga diperoleh persamaan regresi linear yaitu y =

0,0025x + 0,1031 dengan nilai koefisen korelasi > 0,9988. Selanjutnya kadar total

flavonoid dapat ditentukan dari persamaan kurva tersebut dengan memasukkan

absorbansi dari masing-masing variasi ekstrak (sebagai nilai y) ke dalam persamaan,

sehingga didapatkan kadar total flavonoid sebagai x yang dinyatakan dalam %

(persentase) kadar total flavonoid yang dinyatakan dalam mg Quercetin Equivalent

(QE)/gram ekstrak yang artinya tiap 1 gram ekstrak mengandung sebanyak mg

flavonoid yang ekuivalen denal kuersetin (Rahayu et al., 2021). Hasil uji kadar total

flavonoid ekstrak daun jinten dapat dilihat pada Tabel 11.
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Tabel 11 Uji Kadar Total Flavonoid Ekstrak Daun Jinten

Suhu Waktu Kadar Total Flavonoid
No- (°C) (menit) (mgQE/gram)
10 169,92
1. 45 15 212,88
20 244,12
10 123,36
2. 60 15 115,72
20 101,24
10 86,92
3. 75 15 64,12
20 4220

Berdasarkan Tabel 11, kadar total flavonoid tertinggi ekstrak daun jinten
diperoleh pada suhu 45°C dengan waktu ekstraksi selama 20 menit yaitu 244,12
mgQE/gram, sedangkan kadar total flavonoid terendah ekstrak daun jinten diperoleh
pada suhu 75°C dengan waktu ckstraksi selama 20 menit yaitu 42,20 mgQE/gram.

Perhitungan kadar total flavonoid ekstrak daun jinten dapat dilihat pada Lampiran 9.

IV.1.7 Fraksinasi Ekstrak Daun Jinten

Ekstrak daun jinten dengan kadar flavonoid tertinggi dilakukan fraksinasi
untuk memisahkan senyawa flavonoid dalam sampel. Pada penelitian ini diperoleh
pemisahan 2 lapisan pelarut antara pelarut n-heksan dengan pelarut etanol-air,
begitupun dengan pelarut etil asetat dengan pelarut etanol-air (Gambar %JHI dilihat
pada Lampiran 10). Berikut hasil dari fraksinasi ekstrak daun jinten yang dapat dilihat
pada Gambar 12.




()

(e) (€)

Gambar 12 Hasil fraksinasi ekstrak daun jinten
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(Keterangan: (A) fraksi n-heksan, (B) fraksi etil asetat, (C) fraksi etanol-air)

Berdasarkan Gambar 12, volume fraksi n-heksan, etil asetat, dan air yang

didapatkan secara berturut-turut adalah 891 mL, 975 mL,dan 82 mL.

IV.1.8 Uji Kadar Total Flavonoid Fraksi Etil Asetat Daun Jinten

Fraksi etil asetat daun jinten dari ekstrak daun jinten dengan kadar flavonoid

tertinggi selanjutkan dikentalkan menggunakan rotary evaporator dan didapatkan

berat fraksi kental etil asetat sebesar 2,168 gram. Selanjutnya dilakukan pengujian

kadar total flavonoid dengan konsentrasi 1000 ppm dengan membaca absorbansi

menggunakan spektrofotometer UV-Vis (dapat dilihat pada Lampiran 11).

Absorbansi fraksi etil asetat daun jinten yang diperoleh dimasukkan ke dalam

persamaan regresi linear yaitu y =0,0025x + 0,10& Berikut merupakan hasil uji kadar

total flavonoid pada fraksi etil asetat daun jinten yang dapat dilihat pada Tabel 12.

Tabel 12 Uji Kadar Total Flavonoid Fraksi Etil Asetat Daun Jinten

No.

Konsentrasi (ppm)

Kadar Total Flavonoid (mgQE/gram)

1.

1000

208.96

Berdasarkan Tabel 12. fraksi etil asetat dengan konsentrasi 1000 ppm

mengandung flavonoid dengan kadar sebesar 208.96 mgQE/gram.
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IV.1.9 Isolasi Flavonoid Metode Kromatografi Lapis Tipis Preparatif

Proses pembuatan plat KLT preparatif dengan ukuran 20 x 10 cm dengan
ketebalan 1 mm dapat dilihat pada Lampiran 12. Fraksi kental etil asetat daun jinten
dengan konsentrasi 1000 ppm dan baku kuersetin ditotolkan pada plat KLT preparatif.
Setelah itu, plat dielusi dengan eluen BAA hingga tanda batas. Berikut merupakan
hasil uji KLT preparatif dan nilai Rf fraksi etil asetat daun jinte&lengan eluen n-
butanol : asam asetat : air dengan perbandingan 4 : 1 : 5 yang dapat dilihat pada
Gambar 13 dan Tabel 13 dibawah ini:

@ (B)

Gambar 13 Foto plat hasil KLT dengan eluen n-butanol : asam asetat : air (4 :
1: 5) dengan sinar UV terhadap fraksi etil asetat daun jinten (S1) dan standar
kuersetin (Q)

4
(Keterangan: (A) sinar UV 254 nm, (B) sinar UV 366 nm)

3
Tabel 13 Nilai Rf dan Warna Noda Hasil KLLT

Sampel Warna Noda Setelah Disinari
Noda Nilai Rf
Elusi Lampu UV 366 nm
1 0,253 Hijau muda
Fraksi Etil 2 0447 Hijau
Asetat 3 0,673 Kuning kehijauan
4 0,813 Merah muda
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Sampel Warna Noda Setelah Disinari
Noda Nilai Rf
Elusi Lampu UV 366 nm
Standar
1 0,667 Kuning
Kuersetin

Berdasarkan Gambar 13 dan Tabel 13, jumlah noda yang dihasilkan oleh fraksi
etil asetat daun jinten sebanyak 4 noda dengan nilai Rf secara berurutan yaitu 0,253,
0447, 0,673, dan 0813., sedangkan baku kuersetin hanya menghasilkan 1 noda
dengan nilai Rf yaitu 0,667.

IV .1.10 Identifikasi Flavonoid Metode Spektrofotometer UV-Vis
Isolat senyawa flavonoid fraksi etil asetat daun jinten pada noda ketiga
diidentifikasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis menggunakan pelarut baku

metanol . Hasil spektrum isolat dapat dilihat pada Gambar 14.

Gambar 14 Spektrum isolat fraksi etil asetat daun jinten
pada panjang gelombang 200 — 400 nm
Berdasarkan Gambar 14, isolat fraksi etil asetat daun jinten menghasilkan dua
pita berdasarkan hasil spektrum yang tampak. Pita pertama mempunyai panjang
gelombang 359 nm pada absorbansi 0,5561 nm dan pita kedua mempunyai panjang

gelombang 268 nm pada absorbansi 0,7463 nm. Hal tersebut menandakan bahwa isolat
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fraksi etil asetat daun jinten yang dibaca positif mengandung senyawa flavonoid

golongan flavonol.

IV.2 Pembahasan

Penyiapan simplisia daun jinten diawali dengan tahap pengumpulan bahan baku
berupa daun jinten segar. Kemudian dilakukan proses sortasi basah yang bertujuan
untuk memisahkan kotoran dari tanaman (Azizah et al., 2020). Setelah itu, daun jinten
segar dilakukan pencucian dengan air bersih mengalir untuk menghilangkan tanah atau
pengotor lainnya. Teknik pengeringan simplisia daun jinten menggunakan dengan
teknik kering angin. Kelebihan dari metode kering angin adalah mencegah rusaknya
kandungan metabolit sekunder yang terkandung dalam sampel akibat paparan sinar
matahari secara langsung (Huda, 2019). Sortasi kering pada sampel dilakukan dengan
tujuan untuk menghilangkan kotoran yang masih menempel/tersisa pada simplisia
kering. Penghalusan simplisia bertujuan untuk mengecilkan ukuran partikel dari
simplisia agar dapat kontak dengan pelarut sehingga senyawa metabolit sekunder
dapat tertarik pada saat proses ekstraksi (Apriani et al., 2020)

Senyawa flavonoid dalam daun jinten yang nantinya akan diisolasi terlebih
dahulu dilakukan proses ekstraksi. Ekstraksi bertujuan untuk menarik senyawa kimia
yang terdapat pada bahan alam (Rahayu etal., 2015). Metode ekstraksi pada penelitian
ini menggunakan metode ultrasonik. Metode ini dipilih selain karena metodenya yang
lebih modern, tetapi juga waktu dan tenaga yang dibutuhkan lebih efektif dan efisien,
penggunaan pelarut yang lebih sedikit, serta dapat meningkatkan rendemen ekstrak
(Guo et al., 2022). Menurut penelitian Mawarda et al. (2020), rendemen ekstrak
dengan metode ultrasonik lebih besar dibandingkan dengan metode maserasi karena
berdasarkan prinsipnya ekstraksi ultrasonik bekerja dengan memanfaatkan gelombang
ultrasonik yang ditransmisikan oleh pelarut menyebabkan kavitasi yang menyebabkan
pecahnya dinding sel pada matriks ekstrak. Hal tersebut menyebabkan kontak pelarut
dengan bahan yang diekstrak meningkat dan senyawa metabolit sekunder dalam
ekstrak dapat keluar dengan maksimal. Hal inilah yang menyebabkan rendemen yang
dihasilkan oleh ekstraksi ultrasonik lebih banyak dibandingkan metode konvensional,

salah satunya maserasi.
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Sampel dilakukan ekstraksi ultrasonik secara triplo dengan frekuensi 70 kHz
menggunakan variasi suhu yaitu 45, 60, dan 75°C serta waktu ekstraksi yaitu 10, 15,
dan 20 menit. Ekstraksi ultrasonik dilakukan berulang kali dengan tujuan agar zat aktif
yang terkandung dalam sampel, dalam hal ini flavonoid, sudah terekstrak semua
(Rahayu et al., 2015). Adapun variasi suhu dan waktu ekstraksi bertujuan untuk
mendapatkan suhu dan waktu ekstraksi daun jinten yang optimal serta melihat
pengaruhnya terhadap rendemen dan kadar total flavonoid ekstrak daun jinten. Seluruh
hasil ekstraksi ultrasonik kemudian dikentalkan menggunakan rotary evaporator
dengan tujuan untuk memisahkan pelarut etanol 80% dengan filtrat yang diperoleh
sehingga diperoleh ekstrak kental. Suhu yang digunakan untuk mengentalkan ekstrak
maksimal 50°C dengan kecepatan 50 rpm karena untuk menghindari terjadinya
kerusakan senyawa flavonoid dalam ekstrak (Asmorowati & Lindawati, 2019).

Rasio volume pelarut ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini yaitu 1 : 10.
Menurut penelitian Handayani et al. (2016), variasi rasio bahan : pelarut pada ekstraksi
ultrasonik daun sirsak (1: 5,1 : 10, dan I : 15) terhadap kadar total flavonoid daun
sirsak didapatkan hasil terbaik pada rasio 1 : 10. Hal ini dikarenakan pada rasio 1 : 15,
pelarut dalam kondisi jenuh akibat penggunaan volume pelarut yang berlebih sehingga
mengakibatkan penurunan kadar flavonoid yang diinginkan. Hal ini disebabkan karena
pelarut telah menyerap gelombang ultrasonik terlebih dahulu sebelum masuk ke dalam
matriks bahan, saat pelarut masuk ke dalam matriks bahan energi gelombang
ultrasonik berkurang sehingga ckstraksi menjadi tidak optimal (Handayani et al.,
2016).

Pemilihan pelarut etanol sebagai pelarut ekstraksi dikarenakan senyawa flavonoid
yang akan diuji termasuk ke dalam senyawa polar yang memiliki gugus hidroksil atau
gula yang larut dalam pelarut polar. Berdasarkan prinsip like dissolves like, senyawa
polar cenderung larut kedalam pelarut polar. Oleh karena itu, untuk
melarutkan/menarik senyawa yang bersifat polar digunakan pelarut polar, yaitu etanol
(Egra et al., 2019). Selain itu, etanol merupakan pelarut yang mudah didapatkan, tidak
toksik, tidak cepat ditumbuhi oleh jamur dan bakteri, dan lebih mudah berpenetrasi ke
membran sel untuk mengekstrak bahan dari tanaman (Satria et al., 2022). Adapun

konsentrasi etanol yang digunakan adalah 80%. Penelitian Hakim & Saputri (2020)
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mengenai optimasi pelarut etanol sebagai pelarut senyawa flavonoid menunjukkan
bahwa untuk mendapatkan senyawa flavonoid dengan kadar tinggi dapat
menggunakan etanol dengan konsentrasi tidak lebih dari 80%. Penggunaan etanol
dengan konsentrasi hingga 90% menyebabkan kadar flavonoid pada ekstrak menjadi
menurun. Hal ini dapat dibuktikan dari penelitian Suhendra et al. (2019) yang
menunjukkan bahwa kadar total flavonoid rimpang ilalang pada etanol 80% sebesar
71,15%, sedangkan pada etanol 90% kadarnya menurun menjadi 49.59%. Penurunan
kadar total flavonoid disebabkan karena perbedaan konsentrasi etanol yang dapat
mengakibatkan perubahan polaritas pelarut sehingga memengaruhi kelarutan senyawa
flavonoid.

Rendemen ekstrak daun jinten menunjukkan seberapa banyak ekstrak yang
dihasilkan dan senyawa bioaktif yang terekstraksi. Ditinjau dari Tabel 7, rendemen
ekstrak daun jinten dari suhu 45°C dengan waktu ekstraksi selama 10 — 20 menit
hingga suhu 60°C dengan waktu ekstraksi selama 15 menit, nilainya terjadi
peningkatan. Berdasarkan hasil tersebut, semakin meningkatnya suhu dan waktu
ekstraksi ultrasonik memengaruhi hasil ekstraksi yaitu hasil rendemen meningkat
sampai tercapai suhu optimum. Namun, nilai rendemen menjadi menurun dari suhu
60°C dengan waktu ekstraksi selama 20 menit hingga suhu 75°C dengan waktu
ekstraksi selama 10 — 20 menit. Hal ini menunjukkan bahwa semakin tinggi suhu
ekstraksi dan semakin lama waktu ekstraksi menyebabkan nilai rendemen menjadi
menurun. Hasil ini juga sesuai dengan penelitian dari lbrahim et al. (2015) yang
menyebutkan bahwa jika suhu ekstraksi yang digunakan terlalu tinggi dan waktu
ekstraksi yang terlalu lama maka menyebabkan nilai rendemen semakin kecil. Hal ini
disebabkan karena senyawa-senyawa kimia yang terkandung dalam ekstrak menjadi
hilang karena adanya proses penguapan. Hal tersebut juga membuktikan bahwa suhu
dan waktu ekstraksi memengaruhi nilai rendemen suatu ekstrak (Egra etal., 2019).

Analisis statistik rendemen ekstrak daun jinten pada uji normalitas (Shapiro-
Wilk) menunjukkan nilai signifikan 0,850 (P>005) yang berarti data rendemen
ekstrak terdistribusi normal. Pada uji homogenitas (Levene test) menunjukkan nilai
signifikan 0,375 (P>005) yang berarti data rendemen ekstrak homogen dan

dipengaruhi secara signifikan oleh variasi suhu dan waktu ekstraksi. Namun, untuk uji
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one-way ANOVA menunjukkan nilai 0,214 (P<0,05) yang berarti tidak ada perbedaan
bermakna antar kelompok perlakuan (dapat dilihat pada Lampiran 7). Rendemen
ekstrak bertujuan untuk mengetahui senyawa metabolit sekunder yang terkandung
dalam ekstrak. Namun, nilai rendemen tersebut belum menunjukkan ada/tidaknya
senyawa flavonoid yang terkandung dalam sampel, sehingga perlu dilakukan uji
kualitatif, uji skrining fitokimia, dan uji kuantitafif, uji kadar total flavonoid.

Uji skrining fitokimia bertujuan untuk mengetahui kandungan beberapa senyawa
metabolit sekunder dalam ekstrak secara kualitatif. Berdasarkan Tabel 9, ekstrak daun
jinten mengandung senyawa metabolit sekunder yaitu flavonoid. Selain itu, ekstrak
daun jinten juga mengandung senyawa alkaloid, saponin, dan tanin. Hasil ini sesuai
dengan penelitian terdahulu yang menyatakan bahwa ekstrak daun jinten mengandung
senyawa flavonoid. Selain itu, senyawa metabolit sekunder yang terkandung pada
ekstrak daun jinten diantaranya, alkaloid, saponin, dan tanin (Sujamol et al., 2021).

Uji skrining senyawa alkaloid pada kesembilan sampel uji menunjukkan adanya
endapan jingga setelah ditetesi reagen Dragendroff dan terdapat endapan putih yang
larut dalam metanol setelah ditetesi reagen Mayer. Menurut Haryati et al. (2015),
endapan yang terbentuk adalah hasil reaksi antara senyawa alkaloid dengan reagen
Dragendroff. Pada reaksi ini terjadi pergantian ligan dimana nitrogen pada alkaloid
membentuk ikatan kovalen koordinat dengan ion K* dari kalium tetraiodobismutat
menghasilkan kompleks kalium-alkaloid yang mengendap. Hal tersebut menunjukkan
ekstrak daun jinten positif mengandung senyawa alkaloid.

Pada uji skrining senyawa flavonoid pada kesembilan sampel uji menunjukkan
perubahan warna menjadi merah jingga setelah ditambahkan logam Mg dan HCI.
Adanya penambahan HCI pekat digunakan untuk menghidrolisis flavonoid menjadi
aglikonnya yaitu O-glikosil. Pada uji skrining senyawa saponin pada kesembilan
sampel uji menunjukkan adanya busa pada tabung reaksi setelah dikocok. Busa yang
terbentuk pada permukaan air sebagai akibat dari senyawa saponin yang mampu
menurunkan tegangan permukaan air (Yana et al., 2023). Setelah ditambahkan HCl
pekat, busa yang terbentuk tetap stabil. Hal ini membuktikan bahwa ekstrak daun

jinten positif mengandung senyawa saponin.
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Pada pengujian senyawa tanin, kesembilan sampel uji menghasilkan warna hijau
kehitaman setelah ditetesi FeCls 10%. Warna hijau kehitaman yang terbentuk sebagai
akibat dari reaksi antara FeCls dengan gugus hidroksil pada senyawa tanin yang
membentuk senyawa kompleks (tanin dan ion Fe**). Hal tersebut membuktikan bahwa
ekstrak daun jinten positif mengandung senyawa tanin (Oktavia & Sutoyo, 2021). Pada
pengujian steroid dan triterpenoid, kesembilan sampel uji tidak menunjukkan adanya
perubahan warna sehingga ekstrak daun jinten negatif mengandung senyawa steroid
dan triterpenoid. Uji skrining fitokimia pada ekstrak daun jinten merupakan langkah
awal untuk melanjutkan pengujian kadar total flavonoid yang dilakukan secara
kuantitatif (Ritkia & Revina, 2023)

Uji kuantitatif senyawa total flavonoid pada ekstrak daun jinten menggunakan
metode spektrofotometri UV-Vis. Uji ini dilakukan untuk mengetahui seberapa besar
kadar flavonoid yang terkandung dalam ekstrak daun jinten. Penggunaan metode
spektrofotometri UV-Vis karena senyawa flavonoid mengandung sistem aromatis
yang terkonjugasi dan dapat menunjukkan pita serapan kuat pada spektrum sinar UV
dan sinar tampak (Aminah et al., 2017).

Pada penelitian ini untuk menentukan kadar total flavonoid pada sampel
digunakan larutan standar kuersetin dengan deret konsentrasi 60, 80, 100, 120, dan
140 ppm. Deret konsentrasi kuersetin dibuat karena metode yang dipakai dalam
menentukan kadar menggunakan persamaan regresi linear yang didapatkan dari kurva
baku kuersetin. Standar yang digunakan yaitu kuersetin karena kuersgtin termasuk
kedalam golongan flavonol yang mempunyai gugus keton pada atom[@él dan gugus
hidroksil pada atom C-3 dan C-5 (Mulyaningsih & Yasrifah, 2022). Berdasarkan
Gambar 11, semakin tinggi konsentrasi larutan standar kuersetin maka semakin tinggi
adsorbansi yang diperoleh. Pengukuran absorbansi dilakukan secara triplo dengan
tujuan untuk meningkatkan ketepatan percobaan (Oktavia & Sutoyo, 2021).
Persamaan regresi linear yang diperoleh digunakan untuk menentukan kadar total
flavonoid dalam sampel ekstrak daun jinten menggunakan instrumen spektrofotometer
UV-Vis.

Blanko yang digunakan pada uji kadar total flavonoid yaitu etanol. Blanko

berfungsi untuk mengkali nol-kan senyawa yang tidak perlu dianalisis. Reagen yang
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digunakan pada uji kadar total flavonoid yaitu AlIClz dan CH3COONa. Larutan ini
membentuk kompleks dengan senyawa kuersetin sehingga terjadi pergeseran panjang
gelombang ke arah sinar tampak yang ditandai dengan larutan menghasilkan warna
lebih kuning. Adanya larutan CH3COONa berfungsi untuk mempertahankan panjang
gelombang pada daerah sinar tampak (Aminah et al., 2017).

Berdasarkan Tabel 11, hasil uji kadar total flavonoid dari ekstrak daun jinten
menunjukkan bahwa kadar flavonoid tertinggi diperoleh pada ekstrak dengan suhu
ekstraksi 45°C selama 20 menit yaitu 244,12 mQE/gram, sedangkan kadar flavonoid
terendah diperoleh pada ekstrak dengan suhu ekstraksi 75°C selama 20 menit yaitu
42,20 mQE/gram. Menurut Pham et al. (2020), semakin tinggi dan lama suhu dan
waktu ekstraksi menyebabkan senyawa flavonoid terdegradasi atau rusak karena sifat
flavonoid yang termolabil dan tidak tahan terhadap suhu tinggi diatas 50°C. Menurut
Ariani et al. (2022), degradasi flavonoid disebabkan karena adanya pemutusan rantai
molekul dan terjadinya reaksi oksidasi yang mengoksidasi gugus hidroksil sehingga
dapat membentuk senyawa lain yang mudah menguap dengan cepat.

Pemisahan senyawa flavonoid pada ekstrak daun jinten dengan kadar total
flavonoid tertinggi dilakukan dengan proses fraksinasi dengan metode ekstraksi cair-
cair. Fraksinasi bertujuan untuk memisahkan senyawa tertentu yang terkandung dalam
sampel berdasarkan kelarutan dalam pelarut tertentu yang memiliki perbedaan fase
(Yana et al., 2023). Pelarut yang digunakan terbagi menjadi 3 berdasarkan sifat
kepolarannya yaitu n-heksan, etil asetat, dan air. Penambahan pelarut n-heksan
menyebabkan larutan terbentuk 2 fase dimana fase atas adalah fraksi n-heksan dan fase
bawah adalah fraksi etanol dan air. Pembentukan 2 fase ini disebabkan karena adanya
perbedaan massa jenis pada masing-masing pelarut dimana massa jenis dari n-heksan,
etil asetat, dan air secara berturut-turut adalah 661 Kg/m?, 902 Kg/m?, dan 997 Kg/m’
(Pubchem, 2023). Pelarut yang memiliki massa jenis lebih kecil akan berada pada fasa
atas dan pelarut yang memiliki massa jenis lebih besar akan berada pada fasa bawah
(Mustarichie et al., 2017). Penambahan pelarut n-heksan bertujuan untuk menarik
senyawa kimia yang bersifat non polar seperti senyawa alkaloid, triterpenoid, steroid,
lemak, dan klorofil, sedangkan penambahan pelarut etil asetat untuk menarik senyawa

kimia yang bersifat semi polar, salah satunya flavonoid (Rahayu et al., 2015).
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Fraksinasi dilakukan hingga lapisan n-heksan dan etil asetat berwarna jernih yang
menandakan bahwa semua senyawa non polar dan semi polar sudah tertarik semua
oleh kedua pelarut tersebut (Vifta & Advistasari, 2018). Hasil dari fraksinasi corong
pisah ekstrak daun jinten membentuk tiga fraksi yaitu fraksi n-heksan, etil asetat, dan
air.

Fraksi yang akan digunakan sebagai sampel uji untuk isolasi senyawa flavonoid
dalam daun jinten adalah fraksi etil asetat. Pemilihan fraksi etil asetat sebagai sampel
uji didasarkan pada kemampuan pelarut etil asetat yang bersifat semi polar mampu
menarik senyawa flavonoid lebih besar daripada senyawa lain, seperti alkaloid, tanin,
dan steroid (Ndanusa et al., 2020). Untuk mengetahui seberapa banyak kandungan
flavonoid pada fraksi etil asetat daun jinten, maka dilakukan uji kadar total flavonoid
dengan metode spektrofotometri UV-Vis. Ditinjau dari Tabel 12, kadar total flavonoid
fraksi etil asetat daun jinten sebesar 208,96 mQE/gram. Jadi, jika dilihat dari kepolaran
pelarut etil asetat, senyawa flavonoid dalam fraksi etil asetat daun jinten bersifat semi
polar.

Isolasi senyawa flavonoid pada penelitian ini menggunakan metode
kromatografi lapis tipis preparatif (KLT preparatif). Penggunaan metode KLT
preparatif dikarenakan peralatan yang digunakan lebih sederhana dan biayanya murah
(Endarini, 2016). Perbedaan KLT preparatif dan KLT analitik adalah pada ketebalan
platnya. Ketebalan plat pada KLT analitik hanya 0,25 mm, sedangkan pada KLT
preparatif yaitu 1 mm. Hal ini berpengaruh pada seberapa banyak senyawa flavonoid
yang bisa terjerap pada fase diamnya (Endarini, 2016).

Metode ini menggunakan fase diam (adsorben) berupa plat silika gel GF 254
(Merck) ukuran 20 cm x 10 cm dengan ketebalan 1 mm (Gambar dapat dilihat pada
Lampiran 12). Menurut Koirewoa et al. (2012), penggunaan bahan silika karena silika
mampu memisahkan senyawa-senyawa metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid,
terpenoid, fenol, dan asam lemak. Plat terlebih dahulu diaktivasi dengan cara di oven
pada suhu 100°C selama 30 menit untuk menghilangkan kadar air yang terdapat pada
plat sehingga daya serap menjadi maksimal (Hamka & Arief, 2022).

Fase gerak (eluen) yang digunakan adalah campuran n-butanol, asam asetat, dan

air (BAA) dengan perbandingan (4 : 1 : 5). Pemilihan eluen BAA karena jenis
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campuran eluen ini mampu memberikan pemisahan senyawa terbaik dan kecepatan
isolasi flavonoid yang tinggi (Firawati, 2015; Rahmaheni et al., 2017). Sebelum
digunakan, eluen dijenuhkan terlebih dahulu dengan cara meletakkan kertas saring
pada salah satu dinding chamber lalu chamber ditutup (Gambar dapat dilihat pada
Lampiran 12). Eluen dikatakan sudah jenuh apabila seluruh permukaan kertas saring
telah terbasahi sempurna oleh eluen. Penjenuhan eluen bertujuan agar partikel fase
gerak terdistribusi secara merata pada seluruh bagian chamber sehingga proses elusi
berlangsung optimal dan menghindari railing (spot berekor) pada plat (Hangin et al.,
2022).

Menurut Kementerian Kesehatan Republik Indonesia (2017), baku yang
digunakan dalam isolasi flavonoid adalah senyawa kuersetin karena senyawa ini
banyak terdapat pada daun tumbuhan. Adanya senyawa flavonoid ditandai bercak
berwarna kuning atau hijau kekuningan pada plat KL T (Oktapiya & Pratama, 2022).
Konsentrasi sampel fraksi etil asetat daun jinten dan baku kuersetin yang digunakan
pada penotolan plat sebesar 10%. Menurut Endarini (2016), konsentrasi sampel yang
digunakan sebesar 5 — 10%. Jika konsentrasi yang ditotolkan terlalu tinggi, maka dapat
menyebabkan pelebaran pita dan tailing (pengekoran) pada plat. Tailing inilah yang
menyebabkan noda yang dihasilkan tidak baik dan nilai Rf yang dihasilkan menjadi
sulit terbaca (Endarini, 2016).

Analisis KL T preparatif dilakukan dengan cara melihat nilai Rf dan warna noda
yang terbentuk. Nilai Rf yang terbentuk menunjukkan perbedaan senyawa dan dgpat
digunakan untuk mengidentifikasi senyawa. Pengamatan plat dibawah sinar g]
didasarkan pada prinsip dimana pada gelombang pendek 254 nm, lempeng
memberikan fluoresensi sedangkan noda berwarna gelap. Sebaliknya pada gelombang
panjang 366 nm, noda memberikan fluoresensi dan lempeng berwarna gelap
(Forestryana & Arnida, 2020)

Dilihat dari Gambar 13, ketika plat diamati dibawah sinar UV 254 dan 366 nm
terlihat 4 noda yang sedikit berfluoresensi. Untuk memperjelas bercak noda, dilakukan
penyemprotan menggunakan reagen AlClz 1% (Kementerian Kesehatan Republik
Indonesia, 2017). Reagen AICIs digunakan sebagai penampak noda pada flavonoid.

Senyawa flavonoid ditandai dengan noda yang berfluoresensi kekuningan pada lampu
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UV (Endarini, 2016). Setelah disemprot reagen AICl3 1%, warna noda tampak terlihat
lebih jelas. Ketika plat diamati dibawah sinar UV 254 n& lempeng berfluoresensi
sedangkan sampel tetap berwarna gelap. Namun, saat plat diamati di bawah sinar UV
366 nm, warna keempat noda terlihat jelas. Noda pertama berwarna hijau muda, noda
kedua berwarna warna hijau, noda ketiga berwarna kuning kehijauan, dan noda
keempat berwarna merah muda. Pada standar kuersetin hanya menghasilkan satu noda
berwarna kuning.

Berdasarkan Tabel 13, noda ketiga isolat fraksi etil asetat daun jinten
menunjukkan nilai Rf yang mendekati dengan Rf pada noda kuersetin yaitu 0,673 dan
0,667. Berdasarkan literatur, rentang nilai Rf senyawa flavonol yaitu 0,65 — 0,68
(Harborne, 1987; Kurniawan, 2022). Menurut Natasa et al. (2021), senyawa-senyawa
dengan nilai Rf yang sama atau hampir sama dapat menunjukkan bahwa senyawa
tersebut memiliki karakterisitik yang sama atau mirip. Jadi, dapat diduga bahwa noda
ketiga isolat fraksi etil asetat daun jinten merupakan flavonoid golongan flavonol yang
memiliki warna yang hampir sama dan nilai Rf yang berdekatan dengan baku
kuersetin.

Identifikasi isolat flavonoid dilakukan dengan mengerok noda ketiga isolat
fraksi etil asetat daun jinten, dilarutkan dalam pelarut metanol dan di homogenkan
dengan vortex mixer, lalu absorbansi isolat dibaca menggunakan spektrofotometer
UV-Vis (Gambar dapat dilihat pada Lampiran 13). Pelarutan harus segera dilakukan
karena semakin lama analit terikat pada fase diam maka semakin besar kemungkinan
dari analit untuk terurai (Giri, 2020).

Dari hasil identifikasi flavonoid pada Gambar 14, isolat ketiga fraksi etil asetat
daun jinten menunjukkan adanya dua pita serapan yaitu pada pita 1 menunjukkan
panjang gelombang 359 nm dengan nilai absorbansi 04479 dan pada pita 2
menunjukkan panjang gelombang 264 nm dengan nilai absorbansi 0,7076. Jika
dibandingkan dengan spektrum baku kuersetin (Gambar dapat dilihat pada Lampiran
13), keduanya mempunyai rentang serapan yang sama yaitu pita | menunjukkan
panjang gelombang 363 nm dengan absorbansi 0,6237 dan pita 2 menunjukkan
Panjang gelombang 268 nm dengan absorbansi 0,7463 Hasil yang didapat

menandakan bahwa fraksi etil asetat daun jinten positif mengandung senyawa
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flavonoid golongan flavonol. Penelitian terdahulu juga aenunjukkan rentang serapan
isolat flavonoid golongan flavonol berada pada rentang 350 — 385 nm pada pita 1 dan
250 — 280 nm pada pita 2 (Mamabhit et al., 2023; Hepni, 2019). Hasil ini juga diperkuat
dari literatur Awouafack et al. (2017) yang menunjukkan rentang serapan spektrum
flavonol mempunyai panjang gelombang 350 — 385 nm pada pita pertama dan pita
kedua pada panjang gelombang 250 -280 nm.

Flavonol merupakan golongan senyawa flavonoid yang bersifat semi polar
sehingga larut pada pelarut semi polar yaitu etil asetat (Rahayu et al., 2015). Jenis
flavonol yang paling banyak tersebar di alam adalah kuersetin. Flavonol memiliki
beragam aktivitas farmakologi, diantaranya sebagai antioksidan, antikanker,
antibakteri, antihipertensi, antidiabetes. antiinflamasi, dan masih banyak lagi (Barreca

etal., 2021).

IV 3 Keterbatasan Penelitian
Peneliti menyadari bahwa penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan, yaitu:

1. Belum ada penelitian mengenai pengaruh variasi suhu dan waktu ekstraksi
ultrasonik daun jinten baik terhadap rendemen maupun uji kadar total
flavonoid ekstrak daun jinten sehingga penulis sulit untuk melakukan
perbandingan dengan penelitian sebelumnya.

2. Belum adanya penelitian mengenai isolasi dan identifikasi flavonoid dari fraksi
etil asetat daun jinten dengan metode yang sama, schingga penulis sulit untuk
melakukan perbandingan dengan penelitian sebelumnya.

3. Beberapa alat/instrumen laboratorium yang dibutuhkan peneliti belum
memadai seperti alat ekstraksi ultrasonik, rotary evaporator, dan alat membuat
plat KLT preparatif, sehingga penulis harus melakukan penelitian di tempat

lain.




BAB YV
PENUTUP
V.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil dan pembahasan penelitian diatas, maka dapat disimpulkan
bahwa:

1. Rendemen tertinggi ekstrak daun jinten dengan metode ultrasonik yaitu sebesar
23,63% pada ekstrak daun jinten dengan suhu 60°C dengan waktu ekstraksi
selama 15 menit.

2. Kadar total flavonoid pada fraksi etil asetat daun jinten yaitu sebesar 208.96
mQE/gram.

3. Hasil pemisahan senyawa flavonoid dengan metode kromatografi lapis tipis
preparatif dengan standar kuersetin dengan Rf 0,667, menunjukkan dugaan
senyawa flavonoid dalam fraksi etil asetat daun jinten terdapat pada noda 3
yang berwarna hijau kekuningan dengan Rf 0,673.

4. Hasil identifikasi senyawa flavonoid menggunakan spektrofotometer UV-Vis
menunjukkan bahwa isolat fraksi etil asetat daun jinﬁl mengandung senyawa
flavonoid golongan flavonol yang dibuktikan dengan 2 pita serapan maksimum
yaitu pada panjang gelombang 359 nm dan 264 nm yang berada dalam rentang
pita serapan flavonoid golongan flavanol.

V.2 Saran
Saran yang dapat diberikan penulis untuk penelitian selanjutnya yaitu:

1. Perlu dilakukan penelitian terkait uji isolasi dan identifikasi senyawa selain
flavonoid pada ekstrak daun jinten dengan metode ekstraksi ultrasonik.

2. Perlu dilakukan penelitian terkait uji KLT preparatif dan uji kadar total
flavonoid selain pada fraksi etil asetat daun jinten.

3. Perlu dilakukan penelitian terkait identifikasi struktur flavonoid pada fraksi etil
asetat daun jinten dengan metode FTIR.

4. Perlu dilakukan penelitian terkait uji aktivitas farmakologi dari isolat flavonoid

golongan kuersetin pada daun jinten.
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