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INTISARI

Arifiyah, Ade Risqi., Kusnadi., Febriyanti, Rizki., 2021. Pengaruh Metode
Ekstraksi Refluks dan Maserasi Terhadap Kandungan Fvonoid Ekstrak
Etanol Krokot dengan Metode Spektofotometri Uv-Vis

Senyawa flavonoid dari tumbuhan dapat diperolehalieékstraksi, yaitu
proses penarikan komponen atau zat aktif suatulisimglengan menggunakan
pelarut tertentu. Ekstraksi dapat dilakukan denigalberapa metode antara lain
maserasi dan refluks. Dalam beberapa penelitianyatenkan bahwa metode
ekstraksi akan berpengaruh terhadap aktivitas feslogi dan dapat
mempengaruhi kadar senyawa seperti flavonoid dawmi.f@enelitian ini bertujuan
untuk mengetahui apakah ada kandungan senyawadieygengaruh perbedaan
metode ekstraksi terhadap kadar senyawa flavonasil hefluks dan maserasi
tanaman krokot (Portulaca oleracea L).

Tanaman krokot berasal dari daerah debong tengdkgal. Metode
ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini ddat@tode maserasi dan refluks
dengan pelarut etanol 96%. Penetapan kadar fladdaoaman krokot dilakukan
secara spektrofotometri UV-Vis memakai standaritisorutin. Data dianalisis
dengan uiji statistik independent samples T-Testggemakan SPSS versi 25.

Hasil Penelitian menunjukan kadar flavonoid ratargada metode
ekstraksi refluks sebesar 1,227 mg/g. lebih besar pada metode ekstraksi
maserasi sebesar 0,0294 mg/g. Hasil uji statis@aunjukkan nilai sig 0,016
lebih kecil dari 0,05 dengan taraf kepercayaan g berarti bahwa terdapat
perbedaan signifikan antara kadar flavonoid meted#straksi refluksdan
maserasi.

Kata kunci: Krokot , Flavonoid, Maserasi, Refluks, Spektrofotometer UV-Vis.



ABSTRACT

Arifiyah, Ade Risgi., Kusnadi., Febriyanti, Rizki., 2021. The Effect Of
Refluction Extraction and Maceration Method on Flavonoid Content Of
Chrocote Ethanol Extract with Uv-Vis Spectrophotometry Method

Flavonoid compounds from plants can be obtained through extraction,
namely the process of withdrawing the components or active substances of a
simplicia using certain solvents. Extraction can be done by several methods,
including maceration and reflux. In several studies, it is stated that the extraction
method will affect pharmacological activity and can affect the levels of
compounds such as flavonoids and phenols. This study aims to determine whether
there is a content of flavonoid compounds, the effect of different extraction
methods on levels of flavonoid compounds resulting from reflux and maceration
of purslane (Portulaca oleraceal).

Purslane plants are obtained from the Central Debong area - Tegal. The
extraction methods used in this study were maceration and reflux methods with
96% ethanol as solvent. The determination of the flavonoid levels of purslane
was carried out by UV-Vis spectrophotometry using routine theoretical
standards. Data were analyzed by statistical test independent sample T-Test
using SPSSversion 25.

The results showed that the average level of flavonoids in the reflux
extraction method was 1.227 mg / g. greater than the maceration extraction
method of 0.0294 mg / g. The dtatistical test results showed the sig value of 0.016
was smaller than 0.05 with a confidence level of 95%, which means that there
was a significant difference between the flavonoid levels in the reflux extraction
and macer ation methods.

Keywords: Purslane, Flavonoids, Maceration, Reflux, UV-Vis Spectrophotometer.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Di banyak negara seperti India, Persia dan Eropkokrdikenal sebagai
tanaman jenis sayur-sayuran (Syed, 2016). Di Inslanbeberapa masyarakat
mengkonsumsi krokot sebagai masakan dan obat hdmalbuhan Krokot
diketahui memiliki kandungan fitokimia seperti stieikarotenoid, flavonoid,

asam polifenol, polisakarida, dan agen pereduksozt al. 2015).

Tumbuhan yang mengandung flavonoid banyak dipaddaind pengobatan
tradisional. Hal tersebut disebabkan flavonoid memyai berbagai macam
aktivitas terhadap macam-macam organisme (Zurdidh,€017). Penelitian
farmakologi terhadap senyawa flavonoid menunjukkeshwa beberapa
senyawa golongan flavonoid memperlihatkan aktiviseperti antifungi,
antidiuretik, antihistamin, antihipertensi, insekda, bakterisida, antivirus,

antiinflamasi, analgesik dan menghambat kerja enzim

Senyawa flavonoid dari tumbuhan dapat diperolehalieékstraksi, yaitu
proses penarikan komponen atau zat aktif suatu lisiamp dengan
menggunakan pelarut tertentu (DepKes RI, 2000:9%strBksi dapat
dilakukan dengan beberapa metode antara lain nsaskaa refluks. Dalam
beberapa penelitian menyebutkan bahwa metode kgisttkan berpengaruh

terhadap aktivitas farmakologi dan dapat mempeinjakadar senyawa



seperti flavonoid dan fenol (Utami, 2015:285). Besarkan latar belakang
penelitian di atas, maka dapat dirumuskan masakguaiimana pengaruh
perbedaan metode ekstraksi tanaman krokot terhkalagungan flavonoid
total pada ekstrak.

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi garuh metode ekstraksi
refluks dan maserasi terhadap kandungan flavonkstrak etanol krokot
(Portulaca oleracea L). Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat
memberikan informasi mengenai metode ekstraksimanakrokot yang akan

berpengaruh terhadap kadar flavonoid total seldzajean baku obat.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang diatas maka dapat dgkenu suatu

permasalahan sebagai berikut:

1. Apakah ada kandungan seyawa flavonoid dari hastraksi metode
maserasi dan refluks pada tanaman kroRott(laca oleracea L)?

2. Adakah pengaruh perbedaan metode ekstraksi terhealdgr senyawa
flavonoid dari hasil refluks dan maserasi dari taaa krokot Portulaca

oleracea L)?

1.3 Batasan Masalah

1. Tanaman krokot Rortulaca oleracea L) yang digunakan berasal dari

daerah debong tengah, kecamatan tegal selatarnekata



2. ldentifikasi serbuk tanaman krokotPdrtulaca oleracea L) secara
miskoskopis.

3. Metode yang digunakan dalam penelitian mengggunalaara, yaitu:
a. metode ektraksi panas yang digunakan adalah metfidks.
b. metode ektraksi dingin yang digunakan adalah metoaerasi.

4. Pelarut yang digunakan menggunakan pelarut et&@%l 9

5. Metode identifikasi yang digunakan adalah reaksnaalan KLT.

6. Penentuan kadar senyawa flavanoid dengan uji sipédtoeter UV-VIS.

1.4 Tujuan Penelitian
1. Mengetahui adanya kandungan seyawa flavonoid dasil lekstraksi
maserasi dan refluks pada tanaman kroRott(laca oleracea L).
2. Mengetahui adanya pengaruh perbedaan metode elidiedkadap kadar
senyawa flavonoid dari hasil refluks dan maserasi thnaman krokot

(Portulaca oleracea L.).

1.5 Manfaat Penelitian

Dalam penelitian ini diharapkan dapat memberikanfaet diantaranya:

1. Memberikan informasi tentang adanya kandungan saywonoid dari
hasil ekstraksi maserasi dan refluks pada tanaknakot (Portulaca
oleracea L).

2. Memberikan informasi tentang kadar senyawa flaubgang terkandung

dalam tanaman krokoP¢rtulaca oleracea L).



1.6 Keaslian Penelitian

Tabel 1.1 Keaslian Penelitian

No. Pembeda Afif Permadi Hayatus Sa'adah dkkAde risqi arifiyah

dkk, (2015) (2017) (2021)
1. Judul Perbandingan Pengaruh Metode Pengaruh Metode
Penelitian Metode Ekstraksi Terhadap Ekstraksi Refluks
Ekstraksi Kadar Flavonoid dan Maserasi
Bertingkat dan Ektrak Etanol terhadap
Tidak Umbi Bawang Kandungan
Bertingkat Dayak Eleutherine Flavonoid
terhadap palmifolia(L.)Merr) Ekstrak  Etanol
Flavonoid Total dengan Metode Krokot dengan
Herba Ciplukan Spektofotometri. Metode
(Physalis Spektofotometri
angulata L.) UV-Vis
secara
Kolorimetri
2. Sampel kadar flavonoid kadar flavonoid dari Kadar flavonoid
(Subjek) total pada herbaumbi bawang dayak ekstrak etano
Penelitian ciplukan pada tanaman
krokot
3. Variabel Perbandingan Perbandingan metodd’engaruh metode
Penelitian metode ekstraksiekstraksi maserasiekstraksi dan
bertingkat dan dan sokletasi maserasi ekstrak

tidak bertingkat menggunakan pelarutetanol
terhadap kadaryang sama pada
flavonoid total ektrak etanol umbi
pada herba dayak.

ciplukan




Lanjutan Tabel 1.1

Metode Ekstraksi tidak Ekstraksi maserasiEkstraksi refluk

Penelitian bertingkat dan dan sokletasi dengardan maserasi
ekstraksi metode dengan metode
bertingkat Spektofotometri UV- Spektofotometri
Dengan metodeVis dan KLT UV-Vis dan KLT
kolorimetri.

Hasil dari kedua terdapat perbedaarTerdapat

Penelitian metode maserasisignifikan antara perbedaan
tidak ada kadar flavonoid signifikan antara
perbedaan nyatametode ekstraksikadar flavonoid
terhadap kadarmaserasi danmetode ekstraksi
flavonoid. sokletasi. refluks dan

maserasi.




BAB I

TINJAUAN PUSTAKA DAN HIPOTESIS

2.1 Tinjauan pustaka

2.1.1 Tanaman krokot

1. Klasifikasi tanaman krokot

Gambar 2.1 Tanaman Krokot (Portulaca oleracea L)

Sumber :Dokumen Pribadi (2020)

Menurut Karlina dkk (2013), Klasifikasi tanaman koo sebagai

berikut :

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Superdivisi  : Spermatophyta



Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Subkelas . Caryophyllidae

Ordo : Caryophyllales
Famili : Portulacaceae
Genus : Portulaca
Spesies Portulaca oleracea L.

2. Nama daerah

Melayu : Gelang

Sunda : Gelang

Jawa : Krokot

Madura : Resereyan

Ternate - Jalu-jalu kiki

Cina : Ma chi xian, Kwa tsz-tsai

Inggris : Common purslane, little hogwegeidweed
Malaysia : Gelang pasir

Thailand : Phak bia-yai
Filipina : Gulasiman
Belanda : Potselein, Porselein

Perancis : pursley, poupler



. Morfologi tanaman
a. Batang
Tanaman krokot memiliki batang berbentuk bulat, jq@am
rata-rata 30 cm, dengan diameter 2-3 mm. Batangpeyeabang
secara difus dan berwarna merah kecoklatan, ruagkuren 1,5-
3,5 cm. (Silva et al., 2017).
b. Daun
Tanaman krokot memiliki daun tunggal, berbentukabtglur,
ujung pangkalnya tumpul, panjang 1-5 mm dengan elien0,5-2
mm, tepi daun rata dengan warna hijau (Silva e2all7).
c. Bunga
Bunganya majemuk, letaknya di ujung cabang, ké&eilppak
berwarna hijau, mahkota bunga berbentuk jantung, kigpala
putik berjumlah tiga sampai lima (Silva et al., Zp1
4. Kandungan dan manfaat herba krokot
Krokot mempunyai rasa masam. Beberapa bahan kirarg y
terkandung dalam krokot, diantaranya KCI, KS®NOz, nicotinic
acid, tanin, saponin, flavonoid, vitamin (A,B daf, @-noradrenalin,
noradrenalin, dopamin, dan dopa. Efek farmakolygisg di miliki
krokot, diantaranya penurun panas (antipyreticyagbéang sakit,
(analgetic), pelurunh kencing (diuretic), antitoksikpenenang

(sedative), penurunan gula darah, antiskorbut érarkekurangan



vitamin C), penguat jantung (cardio-tonic), penghg bengkak, serta
pelancar darah (Hariana 2013)

Nutrisi yang dikandung krokot antara lain karbohtdrprotein,
lemak, air juga vitamin, yaitu yaitu vitamin A, BB2, B3, B6, B9, C,
serta mineral kalsium, besi magnesium, manganpifogalium, dan
seng. Sentawa kimia lain yang di kandung diantaraamsam lemak
(asam linoleat, asam oleat, palmitat), yaitu asamak esensial yang
dibutuhkan oleh tubuh, senyawa yang berkhasiabksilan sepeti
asam sirat, asam fenolat, dan flavonoids (kaembpfeapigenin,

mirisetin, kuersetin, luteolin) (Hardiman, 2014).

2.1.2 Senyawa flavonoid

Flavonoid merupakan senyawa fenol dan termasukh saktu
metabolit sekunder pada tumbuhan mempunyai 15 &@minon yang
tersusun dalam konfigurasis@Cs -Cs , yaitu dua cincin aromatik yang
dihubungkan oleh 3 atom karbon yang dapat atauk tidapat
membentuk cincin ketiga.

Flavonoid terdapat dalam semua tumbuhan hijau gghirdapat
ditemukan pada setiap ekstrak tumbuhan. Flavonaptddigambarkan
sebagai deretan senyawa@; -Cs , artinya kerangka karbonnya terdiri
atas dua gugus sC(cincin benzena tersubstitusi) disambungkan oleh
rantai alifatik tiga karbon. Tumbuhan yang mengamgdulavonoid

banyak dipakai dalam pengobatan tradisional. Haletrut disebabkan
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flavonoid mempunyai berbagai macam aktivitas tempadnacam-
macam organisme (Zuraida et al., 2017).

Penelitian farmakologi terhadap senyawa flavonoienumjukkan
bahwa beberapa senyawa golongan flavonoid mematkdih aktivitas
seperti antifungi, antidiuretik, antihistamin, dmpertensi, insektisida,
bakterisida, antivirus, antiinflamasi, analgesikn daenghambat kerja
enzim.

Dibawah ini merupakan struktur dasaf flavonoid :

Gambar 2.2 merupakan struktur kimia flavonoid

2.1.3 Simplisia, Ektraksi dan Pelarut

simplisia adalah bahan alam yang telah dikeringkgng
digunakan untuk pengobatan dan belum mengalami obeman.
Kecuali dinyatakan lain suhu pengeringan simplisiak lebih dari 600
Simplisia segar adalah bahan alam segar yang belilkaringkan

(KemenKes RI, 2011: 5).
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Untuk mengumpulkan simplisia, perlu memperhatikaal-Hal
sebagai berikut:

a. Bagian Tanaman yang Akan Dipanen

Hal yang perlu diketahui untuk pemanenan jenisramobat
yang digunakan haruslah tepat, karena setiap tanamemiliki
efek farmakologi yang sangat beragam. Pemakaiaaman obat
yang salah dapat berakibat sangat fatal. Untuk Igeamisimplisia
bahan baku obat yang berasal dari herbal (tanaiai) sebaiknya
memperhatikan aroma, rasa, kandungan kimia, maugtat
fisiologisnya. Ketepatan pemilihan bahan baku tithakya pada
jenis tanaman, tetapi juga dari bagian tanaman glanmakan. Hal
ini disebabkan setiap bagian tanaman memiliki ktiddiusus yang
sangat berbeda. Adapun bagian tanaman yang biadanyakan
untuk simplisia, antara lain akar, daun, bungd,dain kulit kayu

(Tjahjahutomo, 2013: 12).

b. Umur Tanaman
Mengetahui umur tanaman yang akan dijadikan simaplis
sangatlah penting karena kandungan zat aktif déaaman tidak
selalu tepat dari waktu ke waktu. Umur pemanendmaganaman
berbeda-beda tergantung bagian tanaman manah kangliteliti.
c. Waktu Panen
Kandungan zat berkhasiat dari suatu tanaman saggedt

kaitanya dengan tingkat kematangan pada waktu @maersebut
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13 dipanen, karena akan sangat menentukan mutudskhproduk
yang diperoleh. misalnya, untuk mendapatkan mimgtski yang
optimal, pemanenan dilakukan pada pagi hari dagslamg diolah
ketika masih segar. Sedangkan untuk mendapatkanurami
sebaiknya pemanenan dilakukan pada sore hari. @olanenan
bagian tanaman seperti daun dilakukan pada saasiritdsis
berlangsung maksimal yaitu ditandai dengan saat{saeman
mulai berbunga atau buah mulai masak, bunga dilkslebelum
atau segera setelah mekar, buah dipanen ketikd sudaak, biji
dipanen dari buah yang masak sempurna, dan akanefipketika

umur tanaman sudah menua. (Tjahjahutomo, 2013t 72)4-

. Kondisi Khusus

Terkadang pengumpulan simplisia perlu memperhatikan
kondisi khusus, misalnya pemanenan daun yang diakeewaktu
daun masih muda atau ketika masih tunas seperéi gadn teh
atau pada saat pertumbuhan daun sudah maksimati sepaa
daun sirih dan daun salam (Tjahjahutomo, 2013: Mitu
simplisia dipengaruhi oleh zat aktif yang terkanglpada simplisia
tersebut. Oleh karena itu, dibutuhkan standaridasi persyaratan
mutu simplisia. Kandungan kimia tanaman obat sabgatarias,
tergantung dari banyak faktor. Adapun faktor-faktsebut antara
lain faktor lingkungan tempat tumbuh, unsur hanaakg iklim,

ketinggian, kualitas bibit, teknologi budi daya, wmtanaman
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sewaktu dipanen, cara pengolahan simplisia paseapaprta cara

penyimpanan simplisia. (Tjahjahutomo, 2013: 11- 13)

Pembuataan simplisia secara umum dapat menggurcakastara
seperti pengeringan, proses khusus (penyulingamdeksdan dengan
bantuan air (misalkan pembuatan pati) selain itdalmie beberapa
tahapan yaitu pengumpulan bahan baku, sortasi pgsatcucian,
perajangan, pengeringan, sortasi kering, pengepakdan
penyimpanan. Ekstrak kering harus mudah digerusjadieserbuk.
(Depkes, 2016).

Ekstrak adalah sediaan yang dapat berupa kerimgalkelan cair,
dibuat dengan menyari simplisia nabati atau hewaenurut cara
yang sesuai, yaitu maserasi, perkolasi, atau peimgeddengan air
mendidih pembuatan sebuah ekstrak biasanya menggunakanssampl
dalam keadaan kering, pengeringan seringkali ddakuagar suatu
bahan dapat disimpan lebih lama, pengambilan semyfavonoid
pada penelitian ini menggunakan simplisia keringistiak yang
digunakan menggunakan ekstrak pekat dari prosedsksefdan
maserasipada MaseradPenyarian zat aktif yang dilakukan dengan
cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyarg sesuai
selama tiga hari pada temperatur kamar terlinduag dahaya.
sedangkanpada metode refluks biasanya langsung diuapkan yang

bertujuan agar ekstrak yang di hasilkan menjadidtestan agar bisa
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memperoleh rendemen. Rendemen adalah perbandingtara a

ekstrak yang diperoleh dengan simplisia awal (DepiREe 2000: 9).

2.1.4 Cairan pelarut

Cairan pelarut dalam proses pembuatan ekstrak barkgoptimal)
untuk mendapatkan senyawa yang berkhasiat atau gkiifg dengan
demikian dapat memisahkan senyawa tersebut damnbalan dari
senyawa lainnya, serta ekstrak hanya menggandubggis® besar
senyawa yang diinginkan. Dalam hal ekstrak totak® cairan pelarut
dipilih yang melarutkan hampir semua metabolit selar yang
terkandung (DepKes RI, 2000 : 8).

Pemilihan cairan pelarut harus mempertimbangkanydianfaktor.
Cairan pelarut yang baik harus memenuhi kriterr&kbeini:

1. Murah dan mudah diperoleh,

2. Stabil secara fisika dan kimia,

3. Bereaksi netral,

4. Tidak mudah menguap dan tidak mudah terbakar,

5. Tidak mempengaruhi zat berkhasiat, dan (DepKesI86 : 7).

Pada penelitian kali ini memilih pelarut polar sgdia pelarut
senyawa flavonoid karena senyawa flavonoid merupakayawa polar
dan seperti kata pepatah lama ‘suatu golongan akefarutkan

golonganya sendiri’, maka umumnya flavonoid cukw@sui dalam
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pelarut polar seperti etanol, metanol, butanoliaaseair dan lain-lain (
Markham, 1998: 15).
Adapun karakteristik etanol 96% sebagai berikut:

1. Mudah terbakar

2. Memiliki sifat yang mudah tercampur, terlarutasa air

3. Bersifat heterepolar

4. Titik didih yang tinggi (DepKes RI, 1979: 672).

2.1.5 Metode Ektraksi

Ekstraksi merupakan proses pemisahan bahan danpuctamya
dengan menggunakan pelarut yang sesuai. Proseskskadihentikan
ketika tercapai kesetimbangan antara konsentragas& dalam pelarut
dengan konsentrasi dalam sel tanaman. Setelahspeést&raksi, pelarut
dipisahkan dari sampel dengan penyaringan. Ekstakal sulit
dipisahkan melalui teknik pemisahan tunggal untulengisolasi
senyawa tunggal. Oleh karena itu, ekstrak awalupdipisahkan ke
dalam fraksi yang memiliki polaritas dan ukuran ekol yang sama
(Mukhriani, 2014).

Pemilihan metode ekstraksi tergantung pada sifdtamadan
senyawa yang akan diisolasi. Sebelum memilih sua¢tode, target
ekstraksi perlu ditentukan terlebih dahulu. Adadrapa target ekstraksi
menurut Mukhriani, 2014, antara lain :

1. Senyawa bioaktif yang tidak diketahui
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2. Senyawa yang diketahui ada pada suatu organisme
3. Sekelompok senyawa dalam suatu organisme yarigifungan
secara struktural
Menurut Anonim (2014), cara ekstraksi sangat bemagsalah satu
cara ekstraksi yang paling mudah yaitu dengan meraign pelarut.
Ekstraksi dengan menggunakan pelarut dapat dilakaledam kondisi
pelarut dingin atau pelarut dipanaskan. pada perelikali ini
menggunakan metode ekstraksi dengan pelarut selfbagaut:
a. Refluks
Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada texteitik
didihnya selama waktu tertentu dan dalam jumlalarpelterbatas
yang relatif konstan dengan adanya pendingin balik
(Hasrianti,2016). Umumnya dilakukan pengulangans@sopada
residu pertama sampai 3-5 kali sehingga dapat srkngroses
ekstraksi sempurna (Depkes RI, 18 2000: 10)
Refluks digunakan untuk melakukan reaksi kimia wmhalarutan
yang memerlukan suhu tinggi di atas suhu kamarmr@elang
digunakan biasanya adalah pelarut yang mudah mpndirsuk
menjaga pelarut tidak hilang karena penguapan, rdgdexlukan
rangkaian alat refluks. Alat refluks memungkinkaglaput atau
senyawa lain yang sedang direaksikan akan kemlgaliakutan

karena proses pendinginan uap yang ditimbulkan mpéemanasan.
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Prinsip refluks adalah penarikan komponen kimia gyan
dilakukan dengan cara sampel dimasukan ke dalamaks bulat
bersama-sama dengan cairan penyari lalu dipanaskpryap cair
penyari terkondensasi pada kondensor bola menjadi
molekulmolekul cairan penyari yang akan turun kelimivenuju
labu alas bulat, demikian seterusnya berlangsungarae
berkesinambungan sampai penyarian sempurna, pedrggan
pelarut dilakukan sebanyak 3 kali seperti 3-4 jdftrat yang
diperoleh dikumpulkan dan dipekatkan. Kelebihani daetode
refluks adalah digunakan mengekstraksi sampel-damgpeg
mempunyai tekstur kasar,dan tahan pemanasan lapg8nonim,

2011).

. Maserasi

Maserasi merupakan salah satu metoda ekstraksi yang
dilakukan dengan cara merendam simplisia nabatigmerakan
pelarut tertentu selama waktu tertentu dengan absegikakukan
pengadukan atau penggojokan (Marjoni, 2016). Ryikserja dari
maserasi adalah proses melarutnya zat aktif beldasasifat
kelarutannya dalam suatu pelarut (like dissolvée)li Ekstraksi
zat aktif dilakukan dengan cara merendam simphsiaati dalam
pelarut yang sesuai selama beberapa hari padakarhar dan
terlindung dari cahaya. Pelarut yang digunakannakanembus

dinding sel dan kemudian masuk ke dalam sel tanag@ag penuh
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dengan zat aktif. Pertemuan antara zat aktif ddaryteakan
mengakibatkan terjadinya proses pelarutan dimahaktd akan
terlarut dalam pelarut. Pelarut yang berada di ndalael
mengandung zat aktif sementara pelarut yang bedadiaar sel
belum terisi zat aktif, sehingga terjadi ketidaks#eangan antara
konsentrasi zat aktif di dalam dengan konsentrasiaktif yang
berada di luar sel. Perbedaan konsentrasi ini akamgakibatkan
terjadinya proses difusi, dimana larutan dengars&otrasi tinggi
akan terdesak keluar sel dan digantikan oleh peldangan
konsentrasi rendah. Peristiwa ini terjadi berulatejg sampai
didapat suatu kesetimbangan konsentrasi larutaaraai dalam
sel dengan konsentrasi larutan di luar sel (Mayjo2016).
Keuntungan cara penyarian dengan maserasi adaigenpean dan

peralatan yang digunakan sederhana (DepKes RI, 2000

2.1.6 Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi Lapis Tipis digunakan untuk pemisahsenyawa
secara cepat, dengan menggunakan zat penjeraalssiogpk halus yang
dilapisi serba rata pada lempengan kaca atau lemb@luminium 19

(DepKes RI, 1979: 782).

Prinsip KLT adalah pemisahan komponen kimia bsadan
prinsip absorbsi dan partisi, yang ditentukan dbe diam (absorben)

dan fase gerak (eluen). Komponen kimia bergerak mangikuti fase
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gerak karena daya serap absorben terhadap kompgongmenen kimia
tidak sama sehingga komponen kimia dapat bergezagah kecepatan

berbeda berdasarkan tingkat kepolarannya (Staldl; 198

parameter kualitatif harga Rf merupakan paramkteakteristik
Kromatografi Lapis Tipis. Harga ini merupakan ukur&ecepatan
migrasi suatu senyawa pada kromatogram dan paddiskdkonstan

merupakan besaran karakteristik dan harga Rf.

RFE = jarak titik tengah noda dari titik awal

Jarak tepi muka pelarut dari titik awal

Penamaan harga Rf ini diturunkan dari “ratio ohts3 atau” related

to flont”.

Dari definisi yang diberikan diatas, suatu senygaag bermigrasi

dengan tepi muka pelarut mempunyai harga Rf = 1,0.

Sebaliknya senyawa yang tepat tinggal pada titil amempunyai
harga Rf = 0. Dalam kedua hal ini tidak akan ter@@misahan. Harga
Rf untuk senyawa yang terpisah selalu lebih keaii datu dan secara
teoritik tidak tergantung dari panjang kertas Kroogaafi atau Plat Lapis
Tipi.

Harga Rf dipengruhi faktor berikut ini:

1. Pelarut
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2. Bahan pengembang (jenis dan ketebalan lapisan)

3. Suhu

4. Kejenuhan ruangan atau pelarut

5. Kelembaban udara,

6. Konsentrasi dan komposisi larutan yang dipariks

7. Panjang trayek migrasi

8. Senyawa asing dan pencemaran pelarut

9. Ketidak homogenan kertas, dan RF = jarak tg#hgah noda dari
titik awal Jarak tepi muka pelarut dari titik awal

10. Arah serabut kertas Reproduksibel atau tidakhgiega Rf
tergantung dari mutu dan sifat yang tetap lapisamis dan
kertas, dari jumlah senyawa yang ditotolkan, dahusruang
serta dari derajat kejenuhan bejana pemisah (Rethman J dan

Blaschke gottfried, 1994: 411).

Harga Rf. Agar tidak harus bekerja dengan pecalelam praktek
sering ganti harga Rf digunakan hRf. Harga ini akdddarga Rf kali 100.
Hasil merupakan bilangan utuh antara 1 dan 99 (Rdémman J dan

Blaschke gottfried, 1994: 412).

Fase diam atau penjerat yang paling sering digumalkala KLT
adalah silika dan serbuk selulosa, sementara nsgkansopri-desopri
(suatu mekanisme pemisahan solut dari fase diarfas® gerak atau
sebaliknya) yang utama pada KLT adalah partisi at&orbsi. Lapisan

tipis yang digunakan sebagai penjerap juga daatatidari silika yang
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telah dimodifikasi contohnya resin penukar ion dgel eksklusif

(Rohman, 2009: 46).

Pada penelitian kali ini fase diam yang digunakahbuat dari silika
gel yang bersifat polar dengan ukuran 2 cm x 10GiR254 (Merck).
Penggunaan bahan silika karena pada umumnya sliigkmakan untuk
memisahkan senyawa asam-asam amino, fenol, alk@eam lemak,

sterol dan terpenoid (Sostrohamidjojo, 2005: 2&masilviani, 2018).

Fase gerak pada KLT dapat dipilih dari pustakate8ispaling
sederhanan dalam pemilihan fase gerak ialah deRBamenggunakan
campuran 2 pelarut organik karena daya elusi caanpgkgdua pelarut ini
dapat mudah diatur sedemikian rupa sehingga peamsdbpat terjadi

secara optimal.

Berikut ini adalah beberapa petunjuk dalam memitan

mengoptimalkan fase gerak:

1. Fase gerak harus mempunyai kemurnian yang samggmi

karena KLT merupakan teknik yang sensitive.

2. Daya elusi fase gerak harus diatur sedemikigra rsehingga
harga Rf solut terletak antara 0,2- 0,8 untuk mesma&lkan, dan

3. Untuk pemisahan menggunakan fase diam polarrtsepel,
polaritas fase gerak akan menentukan kecepatarasnigolut
yang berati juga menentukan nilai Rf (Gandjar dashrRan,

2009, dalam Teti Agustin, 2018).
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Pada penelitian kali ini eluen yang digunakan sab&ase gerak
bersifat sangat polar karena mengandung air. Koisipetuen ialah
campuran N- butanol: asam asetat: air (BAA) (9:62:yang mampu
memberikan pemisahan terbaik. Karena dari komposisen tersebut
bersifat sangat polar sehingga bisa memisahkarasenflavonoid yang
juga bersifat polar. Kepolaran fase diam dan faslg hampir sama,
tetapi masih lebih polar fase gerak. Adapun keuwgdaanKromatografi
Lapis Tipis yaitu membutuhkan waktu yang lebih ¢epdiperoleh
pemisahan yang 23 lebih baik, dan biaya yang dikamaelatif murah

(Koirewoa, Y, Fatimawali dan Weny Indayany Wiyo2013: 51)

2.1.7 Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometer UV-visible adalah alat yang dapengukur
energi transisi elektron yang terdapat di dalantaikanolekul. Daerah
panjang gelombang elektromagnetik pada pengukudalala antara
200-400 nm (UV) dan 400-800 nm (sinar tampak). 3isin
elektronikatan di daerah UV jauh (panjang gelomblamgng dari 200

nm) tidak dapat diukur dengan alat ini (Afriant®1®: 152).

Adapun kelebihan metode spektrofotometer UV-Vis lada
panjang gelombang dari sinar putih dapat lebiheteddi, tersusun dari
spectrum prima yang kontinyu, monokromator, selgaésorbsi untuk
larutan sampel atau blanko dan suatu alat untukgolem perbedaan

absorbs antara sampel dan blanko ataupun pembaiindida, 2018).
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Faktor-faktor yang mempengaruhi penyerapan UV-¥lsmgai berikut:

1. Adanya kromofor yang merupakan gugus penyerap,

2. Pengaruh pelarut yang digunakan untuk melarutkanpsh
3. Pengaruh suhu,

4. lon-ion anorganik, dan

5. Pengaruh pH (Gandjar dan Rohman, 2012: 70).

Hal-hal yang harus diperhatikan dalam analisis reespektrofotometer

UV-Vis:

a. Pembentukan molekul yang dapat menyerap siwayis Hal
ini perlu dilakukan jika senyawa yang dianalisgak menyerap
pada daerah tersebut. Cara yang digunakan adalabarme
merubah menjadi senyawa lain atau direaksikan cepgeeaksi
tertentu.

b. Waktu operasional (operating time) Cara inishialigunakan
untuk pengukuran hasil reaksi atau pembentukan awarn
Tujuannya adalah untuk mengetahui waktu pengukyesary
stabil.

c. Pemilihan panjang gelombang Panjang gelombaggndkan
untuk analisis kuantitatif adalah panjang gelombayang
mempunyai absorbansi maksimal. Untuk memilih papjan

gelombang maksimal, dilakukan dengan membuat kurva
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hubungan antara absorbansi dengan panjang gelonttemng
suatu larutan baku pada konsentrasi tertentu.

d. Pembuatan kurva baku Dibuat seri larutan bad zht yang
akan dianalisis dengan berbagai konsentrasi. Mamagjng
absorbansi larutan dengan berbagai konsentrasi umiuk
kemudian dibuat kurva yang merupakan hubunganraanta
absorbansi dengan konsentrasi.

e. Pembacaan absorbansi sampel atau cuplikan Adrsirgang
terbaca pada spektrofotometer UV-Vis hendaknyaranfg2
sampai 0,8 atau 15% sampai 17%, jika dibaca sebagai
transmitans. Anjuran ini berdasarkan anggapan b&esalahan
dalam pembacaan T adalah 0,005 atau 0,5% (kesalahan

fotometrik) (Gandjar dan Rohman, 2012: 105-109).

1. Instrumen

Instrummen yang digunakan untuk mempelajari seragan
emisi radiasi elektromagnetik sebagai fungsi danjang gelombang

disebut spectrometer atau spektrofotometer.
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Berikut adalah diagram sederhana dari spektrofateme

Sumber |:> Monokromator Tempat
tenaga cuplikan

Gambar 2.3 Diagram Instrumens Spektrofotometer UV-\fs

a. Sumber tenaga radiasi
Untuk senyawa-senyawa yang menyerap di spektrumaldae
ultraviolet, digunakan lampu deuterium. Deuteriunerapakan
salah satu isotop hidrogen. Suatu lampu deuterivenupakan
sumber energi tinggi yang mengemisikan sinar Suntbeaga
radiasi Monokromator Tempat cuplikan Pencatat Oetekpada
panjang gelombang 200-370 nm dan digunakan untuwkuse
spektroskopi dalam daerah spektrum ultraviolet.
b. Monokromator
Panjang gelombang_gelombang tunggalnya dan manaisahk
panjang gelombang-gelombang  tersebut. Monokromator
merupakan serangkaian alat optic yang menguraikatiagi
polikromatik menjadi jalur-jalur yang efektif atauenjadi jalur-

jalur yang sangat sempit.



26

c. Tempat cuplikan
Cuplikan yang akan dipelajari pada daerah ultrati@dtau
terlihat yang biasanya berupa gas atau larutamgaéan dalam
sel atau kuvet. Sel yang digunakan untuk cuplikamgyberupa gas
mempunyai panjang lintasan dari 0,1 hingga 100 sedang sel
untuk larutan mempunyai panjang lintasan terter &l hingga
10 cm.
d. Detector
Detektor biasanya merupakan kepingan elektroniky yhasebut
dengan tabung pengganda foton, yang beraksi untekguaiah
intensitas berkas sinar ke dalam sinyal elektrikgydapat diukur
dengan mudah, dan juga beraksi sebagai penggandféfi¢a)
untuk meningkatkan kekuatan sinyal.
e. Pencatat
Membaca spektrum yang dihasilkan dan mengeluarkda d
sesuai dengan yang diinginkan (Gandjar dan Roh@@h?: 80-

83).
2. Penentuan Panjang Gelombang Maksimal

Panjang gelombang yang digunakan untuk analisisitkagf
adalah panjang gelombang yang mempunyai absorbaalssimal.
Untuk memilih panjang gelombang maksimal, dilakukdgngan
membuat kurva hubungan antara absorbansi dengafanpan

gelombang dari suatu larutan baku pada konsenédsntu.
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Ada beberapa alasan mengapa harus menggunakannganja

gelombang maksimal, yaitu:

a. Pada panjang gelombang maksimal, kepekatangganpaksimal
karena pada panjang gelombang maksimal tersebutbgisan
absorbansi untuk setiap satuan konsentrasi adaag paling

besar.

b. Disekitar panjang gelombang maksimal, bentuk/&wabsorbansi
datar dan pada kondisi tersebut hukum LambertBdamn a
terpenuhi.

c. Jika dilakukan pengukuran ulang maka kesalahag gisebabkan
oleh pemasangan ulang panjang gelombang akan sekalli,
ketika digunakan panjang gelombang maksimal (Gandgn

Rohman, 2012: 254-255).

Pada penelitian kali ini untuk penentuan kadar aemy
flavonoid mengunakan panjang gelombang maksimaltieyaitu
dari panjang gelombang senyawa rutin. Larutan ratialah larutan
yang biasanya dipakai untuk mengisolasi senyawaoriikaid

(Koirewoa, Y, Fatimawali dan Weny Indayany Wiyo2013: 49).
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2.2Hipotesis

1. adanya kandungan seyawa flavonoid dari hasil ééstranaserasi dan
refluks pada tanaman krokddrtulaca oleracea L).
2. Terdapat pengaruh perbedaan metode ekstraksi tgrhicatiar senyawa

flavonoid dari hasil refluks dan maserasi dari taaa krokot Portulaca

oleracea L)



BAB Il

METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Objek Penelitian

Objek dari penelitian ini adalah pengaruh metodstraksi refluks dan
maserasi terhadap kadar etanol flavonoid total distrak tanaman krokot

(Purtulaca oleracea L).

3.2 Sampel dan Teknik

Sampel adalah sebagian yang diambil dari popuketijngga sampel
dalam penelitian adalah tanaman krokd&or(ulaca oleracea L) yang
diperoleh dari kelurahan Debong tengah KecamatgalT&elatan Kota Tegal.
Sedangkan bahan-bahan lainnya diperoleh dari Ladyaren Politeknik
Harapan Bersama Kota Tegal. Teknik sampling yangurdikan dalam
penelitian ini adalah Simple Random Sampling adal@hgambilan anggota
sampel dari populasi dilakukan secara acak tanpapaihatkan strata yang

ada dalam populasi itu. (Sugiyono, 2017: 120).

3.3 Variabel Penelitian

Variable penelitian meliputi:
1. Variabel Bebas . perbedaan metodeahstrefluks dan maserasi.

2. Variabel Tergantung: kadar senyawa flavonoid daaman krokot.

29
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3. Variable terkendali : Tempat pengambilan sdmpmur sampel,

metode refluks dan maserasi, KLT,

Spektrofotometri UV-Vis.

3.4 Teknik Pengumpulan Data

3.4.1 Cara Pengumpulan Data

1. Jenis data yang digunakan bersifat kuantidatif kualitatif.

2. Metode pengumpulan data menggunakan ekspetaberatorium.

3.4.2 Bahan dan Alat yang digunakan untuk penelitia

1. Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalahbuge
simplisia krokot, sebagai pelarut: etanol 96%, mefaaquadest,
fase gerak: n-butanol, asam asetat, air, pelarfrakdinas: n-

heksana, NaOH 10%,.8B0; ( pekat) dan aquadest.

2. Alat Penelitian

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah karen alat
refluks (meliputi: labu alas bulat, kondensor, iEtktem, selang dan
kompor spritus), botol kaca maserasi, rotary ewapor(IKA®),
pipa kapiler, plat KLT, chamber, gelas ukur, beagkss, spotes,

tabung reaksi, lampu sinar UV, neraca analitikpogrpisah, corong
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kaca, objek glass, deck glass, oven, termometeskenamikroskop,

cawan uap, Spektrofotometri UV-VIS dan sarung tanga

3.4.3 Cara Kerja

Dalam penelitian pengaruh metode maserasi reflaksndaserasi
terhadap kadar etanol flavonoid total dari eksttakaman krokot
(Purtulaca oleracea L) . Akan tetapi, melalui beberapa tahap terlebih

dahulu diantaranya adalah:

1. Pengambilan sampel

Pada penelitian ini sampel yang di gunakan diatabijsung dari
kelurahan Debong tengah, Kecamatan Tegal Selktata, Tegal Jawa
Tengah. Pengambilan sampel tumbuhan kroRott(laca oleracea L.)
yang digunakan adalah seluruh tumbuhan (herba)el@ebdianalisis
sampel terlebih dahulu disortasi awal yaitu menkaahtumbuhan
sampel dari bahan asing seperti kotoran hewanh tawmaikil, rumput,
bagian tumbuhan lain yang mungkin melekat atau tktambil pada
waktu pengumpulan tumbuhan krokot, dan juga baleaugqtor lain lalu
dibersihkan dengan air yang mengalir hingga betalh, ditiriskan dan
dipotong kecil-kecil. Setelah itu dikering anginkatibawah sinar
matahari dengan ditutup kain hitam dalam keadaasithelndikator
simplisia yang sudah kering adalah apabila bahpatalhkan dengan
mudah dan apabila diremas berubah menjadi serpiBatelah itu

dilanjutkan dengan penghalusan sampel tanaman tkralengan
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menggunakan blender hingga menjadi serbuk. Sampaef ysudah

diserbukkan dipindahkan ke wadah toples untuk gefaya diekstraksi.

Mengambil tanaman krokot

p.

Menyortir dan mencuci tanaman krokot

p.

Mengiris kecil-kecil krokot

p.

Mengering anginkan dibawah sinar matahari

p.

Sampel tanaman krokot dihaluskan dan diayak

menggunakan ayakan ukuran 20 mesh

p-

Mengekstraksi hasil serbuk simplisa

Gambar 3.1 Skema Pengambilan dan pembuatan Simplasi

2. Uiji Mikroskopik

Pada penelitian kali ini dilakukan pula uji mikroghk pada
simplisia yang sudah dibuat serbuk. Selanjutnydusersimplisia
diidentifikasi secara mikroskopis, yaitu Mengamderbuk tanaman

krokot meletakan serbuk pada objek glass secukupeyaudian
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tetesi dengan sedikit aquades. Selanjutnya mendémgan deck
glass dan diamati bentuk jaringan penampang yadggat di dalam
serbuk tanaman krokot menggunakan mikroskop damscdentuk
fragmen pengenal menggunakan scanner mikroskopmildjioskop

serbuk tanaman krokot secara skematis adalah sdimgaut:

Menyiapkan alat dan bahan

!

Bahan Meletakkan serbuk tanaman krokot

secukupnya diatas objek glass

v

Menetesi serbuk dengan aquades secukupnya

dan ditutup dengan deck glass

Mengamati bentuk fragmen pengenal dalam

mikroskop Mencatat hasilnya

Gambar 3.2 Skema Uji Mikroskop

3. Pembuatan Ekstrak etanol tanaman krokot
Pembuatan Ekstrak (Departemen Kesehtan RI, 2013pulse
simplisia tanaman krokot yang digunakan untuk peg&straksi
adalah sebanyak 50 g dengan menggunakan pelanot 862%6.
a. Refluks
Menyiapkan alat dan bahan untuk mengekstraksi. kintu

pembuatan ekstrak tanaman krokot dilakukan dengan
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mencampurkan 50 gram serbuk simplisia krokot der8f® mL
etanol 96% dengan perbandingan (1:6). Mengisolasigan
metode refluks dengan suhu 63 *6%elama 2 jam. Setelah itu
disaring dalam keadaan panas menggunakan kainl flamek
mendapatkan filtrat senyawa flavonoid dalam junhaaksimal
dan diuapkan dengan menggunakan kompor spiritus [aqudl
kecil untuk menghilangkan pelarutnya yang kemudian
menghasilkan ekstrak pekat (Laksmiani, N. P. L.@&K.,5)
. Maserasi

Ekstraksi secara maserasi dilakukan dengan memend
serbuk simplisia 50 gram dengan 450 ml etanol 9G&gdn
perbandingan (1:9) selama 3 x 24 dalam kondisipgéé&ngan
pengadukan dan penyaringan dilakukan tiap 24 jdtratfyang
diperoleh dikumpulkan dan diuapkan dengan menggamak
kompor spiritus pada api kecil sehingga akan dipérekstrak

kental. (Najib et al, 2017).
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Menyiapkan alat dan bahan

krokot sebanyak 50 gram

Menimbang masing-masing sampel yaitu serbuk

\4

pelarut ( hingga sampel terendam semuanya)

Melakukan ektraksi dengan menggunakan pelarut

etanol 96% sebanyak masing-masing perbandingan

\ 4

)

Mengisolasi dengan metode refluks

dengan suhu 68 — 65C selama 2

jam Menyaring dalam keadaan panas

menggunakan kain flanel untyk

mendapatkan filtrat

\ 4
Menguapkan filltrat di atas

kompor spritus pada api kecil

Mengisolasi dengan metod
maserasi dengan merendam eks

selama 3 x 24 dengan pengaduk

dan penyaringan dilakukan tiap 2

jam filtrat dikumpulkan

e
tak
an
4

\ 4
Menguapkan filltrat di atas

kompor spritus pada api keci

Menghasilkan ekstrak pekat

Gambar 3.3 Skema Pembuatan Ekstrak Krokot
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Isolasi flavonoid

Setelah ekstrak bebas dari pelarut (ekstrak peki&tkukan
isolasi flavonoid dengan metode ekstraksi cair-cagnggunakan
corong pisah dengan pelarut n-heksana sebanyak 8@mmasing-
masing dilakukan tiga kali replikasi. Penambaharheksana
bertujuan untuk memisahkan senyawa-senyawa potia pkstrak.
Penambahan n-heksana menyebabkan terbentuknyae2kéaia
pelarut yaitu fase polar dan non polar memiliki dbefenis dan
kepolaran yang berbeda . Berat jenis fase non pelbéin kecil dari
pada fase polar, sehinnga lapisan non polar beliddgian atas dan
lapisan polar berada dibagian bawah. Lapisan pmdgian bawah
yang diambil, tamping dalam cawan uap ( yang seteya sudah
ditimbang), lalu cawan porselin diuapkan diatas pomspiritus
hingga mendapatkan ekstrak kental dan angkat caeeselin lalu
didinginkan. Selanjutnya ditimbang dan menghitungespntase
rendemen, uji identifikasi flavonoid, KLT dan speotometri UV-

Vis . Berikut adalah skematisnya:
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Menyiapkan alat dan bahan

;

Memasukan ekstrak kental ke dalam corong pisah

|

Menambahkan 30 ml larutan n-heksana ke dalam

corong pisah

Membentuk lapisan 2 fase, lapisan atas fase nar pol

dan lapisan bawah fase p«

v

Menampung lapisan bawah fase polar dalam cak/van

uap (yang sebelumnya sudah di timbang)

\ 4
Menguapkan cawan porselin yang berisi fase pplar

menggunakan waterbath hingga mendapatkan ekstrak

kental dan angkat cawan porselin lalu didinginkan

'

Menimbang cawan porselin yang sudah dingin

\ 4 \ v

Menghitung Mengidentifikasi Menentukan kadar
rendemen senyawa flavonoid | senyawa flavonoid

dengan uji warna dan| menggunakan uj

—

KLT spektrofotometer

Gambar 3.4 Skema Isolasi Flavonoid
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5. Perhitungan Rendemen

Berat Ekstrak Kenteal (¥
Barar Sampsl (X)

Rendemen X 100 %

Keterangan :

Y= Berat Ekstrak

X= Berat Sampel

7. ldentifikasi Senyawa Flavonoid

a. Uji warna Test dengan NaOH 10%

Test dengan NaOH 10 % dengan cara memasukkate< t
sampel dalam spotes, ditambahkan dengan 2-4 tetatari
NaOH 10 % , perubahan warna diamati hingga memeaana
kuning sampai kuning kecoklatan hal ini dikarenaRamonoid
termasuk senyawa fenol sehingga apabila direaksdeargan
basa akan terbentuk warna yang disebabkan tergdiistem
konjugasi dari gugus aromatik (Desandi, Y, 2014: Bgrikut

identifikasi dengan uji warna secara skematis:
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Menyiapkan alat dan bahan

\4
Meneteskan 4 tetes sampel dalam spotes

l

Menambahkan 2- 4 tetesan larutan NaQH
10%

Mengamati perubahan warna yang

terjadi, hasil positif jika terjadi perubahan

warna menjadi kuning sampai kuning

Mencatat hasil pengamatan

Gambar 3.5 Skema Uji warna Test dengan NaOH 10%

b. Uji Warna Test dengan SO (pekat)

Test dengan Qs (pekat) dengan cara masukan 4 tetes
sampel dalam tabung reaksi tambahkan 2—4 tetemmakhSO,
(pekat) , Perubahan warna yang terjadi diamati atennerah
bata sama coklat kehitaman hal ini disebabkan kaflewonoid
apabila direaksikan dengan asam akan terbentuk awgamg
disebabkan terjadinya sistem konjugasi dari gugbslkon
(Desandi, Y, 2014: 5). Berikut identifikasi dengaf warna

secara skematis:
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Menyiapkan alat dan bahan

I

Memasukkan 4 tetes sampel dalan alcohol ke
dalam tabung reaksi

\4
Menambahkan 2-4 tetes larutapS@y ( Pekat)

A 4
Mengamati perubahan warna yang terjadi, hasil

positif jika terjadi perubahan warna menjadi

merah bata sampai coklat kehitaman

\4
Mencatat hasil pengamatan

Gambar 3.6 Skema Uji warna Test dengan k8Os (pekat)
c. Uji Kromatografi Lapis Tipis

Setelah mendapatkan rendemen, kemudian dilakukan u
senyawa flavonoid dengan metode KLT. Menyiapkar dén
bahan. Plat KLT lapis silica gel sepanjang 10 cmgyakan
digunakan dioven terlebih dahulu selama 3 meniasathu 45C
untuk mengurangi kadar air dalam plat KLT. Selamyjat plat
KLT yang sudah dioven diberi garis batas ataslidas bawah
masing-masing 1 cm untuk mempermudah penotolan dan
mengetahui jarak pelarut yang ditempuh sehinggapeemudah
dalam perhitungan Rf. Kemudian membuat fase gemalgah

mengambil n-butanol: asam asetat: air (9 : 2 : RYhfyami,
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2007), dimasukan kedalam chamber dan dijenuhkane®gan

bertujuan agar seluruh permukaan didalam bejanai teap

eluen sehingga rambatan yang dihasilkan oleh sbait dan

beraturan. Untuk mengetahui chamber yang berig fgsrak

telah jenuh maka di dalam chamber di beri kertasmgaketika

sudah jenuh eluen akan keluar melalui kertas sgraug proses
elusi, silica gel akan mengabsorbsi fase geraksd®reelanjutnya
masukan plat KLT yang sebelumnya sudah ditotolkampel

kedalam chamber yang sudah jenuh. Pada prosesbimianol :

asam asetat : air (BAA) akan bergerak naik meleWwatiran

silica gel, dan pergerakan BAA akan diikuti olemysava yang
diidentifikaasi (Rohyami, 2007).

Setelah proses elusi, lempeng silica gel selegandhi
dengan naiknya eluen sampai garis batas atas apgkakKLT
dan keringkan dengan cara didinginkan kemudianhatili
penempakan noda pada lampu UV 366 nm. Eluen yakgabah
eluen yang bias memisahkan senyawa dalam jumlain tyamyak
ditandai dengan munculnya noda. Syarat noda yaikgbleatuk
noda tidak berekor dan jarak antar noda satu deyayamlainnya
jelas. Noda yang dihasilkan berwarna kuning atajauhi
lembayung yang menandakan bahwa adanya senyaveadiav
Proses selanjutnya menganalisa Rf dan membandiragagan
nilai Rf standar teoritis ( Harbone, 1996: 88). rilkat

identifikasi dengan metode KLT sacara skematis :
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Menyiapkan alat dan bahan

A 4

Mengaktifkan plat KLT dengar
dioven selama 3 menit pada su
45°C

Membuat fase gerak

Membuat garis batas atas dan bg

bawah pada plat KLT 1 cm

tas

Memasukan n-butanol: asam
asetat: air dengan perbandinggn

(9: 2: 6) di dalam chamk

A 4

Menotolkan sampel flavonoid pag

garis batas bawah plat KLT

a

Menjenuhkan dengan kertas

saring sebagai indikatornya

Menunggu hingga kering plat KLT

siap digunakan

Menunggu jenuh fase gerak siap

digunakan

sudah dijenuhke

Memasukkan plat KLT kedalam chamber yalng

v

Menunggu hingga eluen naik sampai batas

htas

plat KLT, dan dikeringkan dengan cara dianginkan

Melihat bercak yang Nampak dibawah sinar Uy
dengan panjang gelombang 366

Rf standar teoritis

Menganalisis Rf dan membandingkan dengan rjilai

Gambar 3.7 Skema Uji Kromatografi Lapis Tipis



43

8. Uji Spektrofotometer UV-VIS

a. Pembuatan Larutan Blanko

Menyiapkan alat dan bahan, mengambil 10 neftanol
masukkan dalam tabung reaksi dan memasukkan 3 sihgra
masing methanol kedalam kuvet yang berbeda masukiaet
kedalam spektrofotometer UV-VIS. Pembuatan larutéanko
bertujuan untuk kalibrasi pada alat sehingga kanasindimulai

dari titik nol .

Berikut pembuatan larutan blanko secara skema

Menyiapkan alat dan bahan

y
Mengambil 10 ml metanol memasukan dalam

tabung reaksi yang berbeda dan memasykan

kedalam masir-masing kuve

-

Mencatat hasil absorbansinya yang diperole

Gambar 3.8 Skema Pembuatan Larutan Blanko

b. Pembuatan Larutan Standar Rutin

Menimbang seksama sebanyak 50 mg standar senyéwa ru
baku, dimasukan ke dalam labu ukur ukuran 50 ml dan

ditambahkan dengan sedikit metanol. Lalu dikocaigga larut,
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selanjutnya diencerkan dengan metanol sampai dansa
sehingga diperoleh larutan dengan konsentrasi 1PpM.
Kemudian Mengambil 5 mL larutan standar, memasukkan
dalam glass ukur 50 mL lalu menambahkan metanolpaam
tanda batas diperoleh larutan dengan konsentr@spit (Reny
Syahruni dan Syamsu Nur, 2015) Berikut pembuatantda

standar flavonoid secara skematis:

Menimbang 50 mg standar senyawa rutin kemudian

memasukkan ke dalam labu ukur ukuran 50 mL.

|

Melarutkan dengan sedikit metanol, mengaduk hingga

homogen

Menambahkan metanol sampai tanda dan digojog

hingga didapat konsentrasi 1000 ppm

Mengambil 5 mL larutan standar, kemudign

memasukkan ke dalam glass ukur 50 mL

\ 4
menambahkan metanol sampai tanda batas dipefoleh

larutan dengan konsentrasi 100 ppm

Gambar 3.9 Skema Pembuatan Larutan Standar Rutin
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c.Penentuan panjang gelombang maksimal
Memipet larutan standar rutin sejumlah volume tete
pada kurvet kemudian periksa pada panjang gelomBa0g-
400 nm, kemudian mencatat absorbansi yang di laasitkeh
masing-masing panjang gelombang dan membuat kurva
hubungan antara panjang gelombang dan absorbaasiai

2016). Berikut penentuan panjang gelombang maksimal

Memipet larutan standar rutin sejumlah volume terte

\ 4

Periksa pada panjang gelombang 300 — 400 nm

y
Mencatat absorbansi yang dihasilkan oleh masjng-

masing panjang gelombang.

y
Membuat kurva hubungan antara panjang gelombang

dan absorbansi

Gambar 3.10 Skema penentuan panjang gelombang maksal
d. Pembuatan Larutan Seri Standar
Mengambil larutan baku 100 pl, Kemudian membuaitéan
seri standar senyawa rutin 10, 20, 30, 40, 50 piuddan diukur
absorbansinya dengan panjang gelombang maksimal yan
didapat dan membuat kurva linier absorbansi padainga
masing konsentrasi (Rohyami,2008 dalam silviani,180

Berikut pembuatan larutan seri standar 100 ppmraest@matis:
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Mengambil larutan baku 100 pl

!

Membuat larutan seri standar senyawa rutin 103@040
dan 50 pl

'

Masing-masing diencerkan dengan pelarut metanahua

gelas ukur 5 mL sampai tanda dan digojog hingga

\ 4
kemudian diukur absorbansinya dengan panjlang

gelombang maksimal yang didapat

'

Dibuat kurva linier absorbansi pada masing-mas

ng
konsentrasi

Gambar 3.11 Skema Pembuatan Larutan Seri

e.Pembuatan Larutan Sampel Ekstrak Krokot dengan

Spektrofotometer UV-Vis

Pembuatan Larutan Sampel Ekstrak krokot dengan
Spektrofotometer UV-Vis Menyiapkan alat dan balmembuat
larutan sampel 100 ppm, masukan 3 ml larutan sakeskdlam
kuvet dan masukan kuvet yang berisi larutan sarkpdhlam
spektrofotometer UV-Vis, kemudian diukur absorbainyada

panjang gelombang maksimum yang telah diukur masiaging
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dilakukan tiga kali replikasi, kemudian catat hagdd absorbansi
yang diperoleh ( Rohyami, 2008: 5 dalam SilvianQ1®).

Berikut identifikasi dengan metode Spektrofotomét®rVis:

Menyiapkan alat dan bahan

Membuat larutan sampel 100 ppm

Memasukan 3ml ekstrak yang sudah diencerkan

kedalam kurvet

Memasukan kuvet yang berisi larutan sampel| ke

dalam spektrofotometer UV-VIS

Mengatur absorbasinya pada panjang gelombang

maksimum yang telah diukur dan masing masing

dilakukan tiga kali replika

Mencatat hasil absorbansinya yang diperoleh

Gambar 3.12 Uji Spektrofotometer UV-Vis

3.5 Analisi Data

Analisi data dilakukan dengan menggunakan SPS8 gaitgan

independent sample test.



BAB IV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui perbed&adar senyawa
flavonoid total pada tanaman krokotPoftulaca oleracea L) dengan metode
maserasi dan refluks. berdasarkan perbedaan metaieksi yang bertujuan
untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan hasil k#daonoid berdasarkan
perbedaan metode ekstraksi yang dilakukan. Dalanelpi@n ini digunakan 2
metode ekstraksi yaitu metode ekstraksi maserasi defluks dengan
membandingkan hasil kadar yang didapat berdasag@rfedaan metode

ekstraksi terhadap kadar senyawa flavonoid tersebut

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalakdtryang sudah di
keringkan dengan tujuan untuk mempermudah terisglassenyawa flavonoid
selama isolasi. Sebelum mengisolasi senyawa flasopada tanaman krokot .
Dilakukan terlebih dahulu uji mikroskopik pada kobkyang sudah dibuat serbuk
terlebih dahulu. Sesudah mendapatkan serbuk kraoketakukan identifikasi
serbuk secara mikroskopik. Hal ini bertujuan unto@mastikan kebenaran dari
serbuk krokot tersebut. Berikut merupakan datal lisdentifikasi serbuk secara

mikroskopik.

48



49

Tabel 4.1 hasil Uji Mikroskopik krokot herba

No Nama Literatur ~ (MMI Hasil Pengamatan
jilid 5, 1989 : 213)

1  Epidermis daun
dengan stopma

2 Polen sel

3  Trakea dari batang

D

\m% L‘r\'u‘-}m.. .
VWAL
R

4 Mespfil daun
dengan kristal
kalsium oksalat
bentuk rosel

5 Endokarp dari buah

1)
8¥s

I8s
_A:;L‘“-‘

"‘::(.

Hasil pengamatan mikroskopik pada tanaman krokdapht gambar
Epidermis daun dengan stopma, Polen sel, Trakaabdtang, Mespfil daun
dengan kristal kalsium oksalat bentuk rosel danokarp dari buah. Digambar
tersebut menunjukan bagian bagian herba tanamam seamgat mencolok yang
menunjukan ciri khas tanaman krokot. Pada penelikali ini proses isolasi
senyawa flavonoid pada herba krokot kering menggamaua metode ekstraksi
yaitu refluks yang dilakukan selama 2 jam dan metodserasi yang dilakukan

penyarian selama 3 x 24 jam dengan pelarut e@6fl yang merupakan pelarut
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yang efektif untuk mengekstraksi senyawa flavorpzida tanaman krokot (Najib

et al, 2017).

Hasil filtrate yang diperoleh dari metode reflukandmaserasi kemudian
diproses hingga menjadi ekstrak kental yang kenmudigunakan untuk
menghitung rendemen. Berikut ini adalah data bawatl sampel, berat ekstrak

dan hasil perhitungan rendemen sampel yang digerole

Tabel 4.2 Berat Sampel, Ekstrak Kental dan rendeyze

Metode Berat sampel Berat ekstralasil rendemen
kental

Maserasi 50 gram 6,54 gram 0,13 %

Refluks 50 gram 18,53 gram 0,36 %

Hasil penelitian menunjukkan bahwa hasil ekstratshgan metode
refluks menghasilkan rendemen yang lebih tinggipdala metode maserasi (tabel
4.2). Hal tersebut disebabkan karena pada metdhgediikuti dengan proses
pemanasan dapat meningkatkan kemampuan untuk nstregek senyawa-
senyawa yang tidak larut dalam suhu kamar, sehingigiavitas penarikan
senyawa lebih maksimal, sedangkan maserasi memipaketode ekstraksi
dengan pengadukan pada suhu kamar sehingga rengamgihasilkan sedikit
karena tidak semua metabolit sekunder tertarik raesampurna oleh pelarut

(Damar, dkk., 2014).
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Langkah selanjutnya adalah mengidentifikasi senyiavanoid dari hasil
rendemen ekstrak tanaman krokot yang dilakukan aterigga metode yaitu
metode warna, KLT, dan spektrofotometer UV-Vis. niifikasi pertama

dilakukan dengan reaksi warna. Hasilnya sebagéiuier

Tabel 4.3 Hasil Identifikasi dengan Reaksi Warna

Replikasi Reaksi Maserasi Refluks Warna Pustaka
Identifikasi

I Ekstrak + ~ kuning kuning
NaOH kecoklatan sampai
10% j . (+) kuning

| ) kecoklatan
Il kuning
kecoklatan
S o
1l kuning
kecoklatan
- : g (+)
Rutin Rutin + Larutan Erlita,dkk
NaOH kuning (2014).
10% +)

I Ekstrak + merah coklat
H2SOy bata (+)  kehitaman
(pekat) sampai

merah

Il merah bata

bata (+)

1] merah

bata (+)

Keterangan: + : sesuai kepustakaan (Desandi Y,)2015
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Berdasarkan tabel diatas menunjukan ekstrak tanaddar@dot dengan
Rutin sebagai pembanding sama-sama positif menggnflavonoid, karena
terjadi perubahan warna menjadi kuning sampai kpkéetlokatan setelah ditetesi
NaOH 10%. Senyawa kristin yang merupakan turunainsgayawa flavon pada
penambahan NaOH 10% mengalami penguraian oleh imesgadi molekul
seperti asetofenon yang berwarna kuning karenayada@mutusan ikatan pada
stuktur isoprena. Hal ini membuktikan bahwa ekstkakkot mengandung

senyawa flavonoid.

Dan berikut adalah gambar struktur reaksi warna :

HO OH
I LT |
HiC
0@ QN VWX
CoH H
OH 0 OH .

Kisin o Ascofenon
Gambar 4.1. Reaksi Senyawa Flavonoid dengan Na@tl(D@sandi Y, 2015).
Uji identifikasi yang kedua terjadi perubahan wayaéu berubah menjadi
warna merah tua setelah ditetesiSBy (pekat). Hal ini membuktikan bahwa
ekstrak tanaman krokot mengandung senyawa flavortéa ini menunjukan
terjadinya reaksi oksidasi reduksi antaraS&; (pekat) dan flavonoid yang
menyebabkan terbentuknya senyawa kompleks yangmmbeikan warna coklat
kehitaman sampai merah bata pada sampel (Desang015). Hasil kualitatif
reaksi warna pada rendemen tanaman krokot dipehasth positif mengandung

senyawa flavonoid. Hasil reaksi kimia yang daphibhai pada Gambar 4.2.
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Gambar 4.2. Reaksi Senyawa Flavonoid deng&80r(Pekat) (Desandi Y,
2015).

Identifikasi berikutnya untuk mengetahui ada tidakisenyawa flavonoid
pada tanaman krokot dengan metode KLT. KLT merupakaatu metode
pemisahan suatu senyawa berdasarkan perbedaabugisttua fase yaitu fase
diam dan fase gerak. Hasil dari identifikasi KLTdpagpenelitian ini yang dilihat
pada penampakan noda lampu UV 366 nm noda yangaterhemiliki ekor
dengan jarak antar noda satu dengan yang laintga ¢gan noda yang terlihat
berwarna hijau lembayung yang menyatakan bahwayadsenyawa flavonoid
dari perbedaan pelarut dilakukan 3 replikasi. Dopedr data Rf seperti pada tabel
berikut:

Tabel 4.4 Data Rf dan HRf Senyawa Flavonoid Pauant@an krokot

Hasil
Replikasi Maserasi Refluks Widaningrum,
2008
RF HRF RF HRF RF HRF
I 0,8 80 0,78 78
Il 0,82 82 0,81 81 0,74 74
1l 0,76 76 0,76 76

Rata-rata 0,79 79 0,78 78




54

Pada uji KLT bercak dapat terbaca pada sinar UV3aBen yang
digunakan pada uji KLT yaitu n-butanol: asam aseiiatdengan perbandingan 9:
2. 6 ini digunakan karena mampu memberikan pemisabebaik dari segi
kekuatan pelarut dan pemisahan bercak yang berpidtdar sehingga bisa
memisahkan senyawa flavonoid yang bersifat polaadaP penelitian ini
pembanding yang di gunakan adalah rutin, yaituusgéikosida flavonol yang
pada umumnya terdapat dalam tanaman (Harbone,1P8da hasil uji KLT nilai
Rf yang didapat dengan rata-rata Rf pada sampeldeenaserasi sebesar 0,79
dengan nilai Rhf 79, sedangkan sampel metode sefiekesar 0,78 dengan nilai
Rhf sebesar 78 sehingga Rf dan Rhf yang diperoletia psampel dengan
perbandingaan Rutin hampir sama, hal ini membukitikeahwa ekstrak
mengandung senyawa flavonoid. Nilai Rf juga dappémparuhi oleh beberapa
faktor seperti kejenuhan bejana, jumlah cuplikangydigunakan dan suhu dan

struktur kimia dari senyawa yang dipisahkan.

Analisis berikutnya yaitu secara kuntitatif dengdojuan untuk
menetapkan kadar flavonoid pada sampel dengan m&pdktrofotometri UV-
Vis menggunakan alat sepktrofotometer. Metode Spfgtometri UV-Vis
digunakan karena cukup mudah dalam pengerjaanraiktuvpengerjaan singkat,
jumlah sampel yang digunakan sedikit dan data ydihgsilkan lebih valid
dengan tingkat ketelitian yang tinggi. Pada tahgeksofotometri UV-Vis
terlebih dahulu menyiapkan larutan blanko. Larutdanko yang digunakan
adalah pelarut yang digunakan untuk melarutkan sgmypitu metanol. Larutan

blanko bertujuan untuk membuat titik nol konsentdasi grafik kalibrasi. Proses
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selanjutnya dilakukan penentuan panjang gelombamguku memperoleh

absorbansi maksimal. Alasan penggunaan panjangnbalogy maksimal untuk
memperoleh kepekaan dan serapan yang maksimal QUgh. karena itu, pada
serapan yang maksimal pada perubahan absorbansk wsdtiap satuan
konsentrasi adalah yang paling besar. Larutan gangakan untuk menentukan
panjang gelombang maksimal dengan spektrofotomé#iVis yaitu larutan

standar rutin. Hasil pengukuran panjang gelombangtdn standar rutin dapat

dilihat pada tabel 4.6 di bawah ini:

Tabel 4.5 Data penentuan panjang gelombang maksimal

NO Panjang Absorbansi
gelombang (nm)
1. 300 0,584
2. 310 0,610
3. 320 0,696
4. 330 0,865
5. 340 1,077
6. 350 1,260
7. 360 1,329— 4 maks
8. 370 1,195
9. 380 0,892
10. 390 0,525
11. 400 0,232

Hubungan antara absorbansi dan panjang gelonthamgukan sehingga
dapat diketahui panjang gelombang maksimalnya| bagntasi diperoleh data
panjang gelombang dengan mengukur serapan padaanganjelombang
maksimum (puncak kurva), agar dapat memberikarpaargertinggi untuk setiap

konsentrasi. Dari data yang diperoleh kemudian atibwrva hubungan antara
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panjang gelombang dengan absorbansinya. Kurva kgaburantara panjang

gelombang dengan absorbansinya dapat dilihat pataay 4.4

360
1.4 1.329

12 === absorbansi

0.8
0.6
0.4
0.2

Absorbansi

300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
Panjang Gelombang (nm)

Gambar 4.3 Kurv&®anjang Gelombang Vs Absorbansi

Gambar 4.3 menunjukkan bahwa absorbansi tertingglapat pada
panjang gelombang 360 nm dengan absorbansi 1,328l étientasi diperoleh
data panjang gelombang maksimal pada larutan stantia adalah 360 nm. Hal
ini sesuai dengan penentuan spektrum khas flavogoidngan flavon dan
flavonol mempunyai puncak absorbansi terletak gherah panjang gelombang
300-400 nm (Hanani, 2016). Proses selanjutnya adeteliperoleh panjang
gelombang maksimal, diukur absorbansi dengan mevagun larutan seri baku
rutin dari 5 konsentrasi untuk membuat kurva limiengan menggunakan panjang
gelombang maksimal yang diperoleh. Data absorlzlmskonsentrasi larutan seri
baku rutin dapat dibuat kurva baku antara konssinttarutan rutin dan
absorbansinya. Kurva baku dibuat dengan tujuankunmtangetahui hubungan
antara konsentrasi larutan dengan nilai absorbgmssehingga konsentrasi

sampel dapat diketahui. Larutan seri baku rutingydigunakan yaitu 0, 10, 20,
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30, 40, 50 ul. Konsentrasi 0 adalah konsentrasikblgAgung: 2016) . Berikut

merupakan data hasil absorbansi konsentrasi lastdaaar senyawa rutin.

Tabel 4.6 Data Hasil Absorbansi Konsentrasi Lar@tandar Senyawa Rutin.

No. Konsentrasi, C Absorbansi, A
mg/ L

1. 0 0

2. 10 0,307
3. 20 0,485
4, 30 0,858
5. 40 0,954
6. 50 1,355

Dari data yang diperoleh kemudian dibuat kurvat&rstandar berupa grafik

kurva konsentrasi (C) versus absorbansi (A).

Grafik Absorbansi VS Konsentrasi
15 Flavonoid

y =0,026x+ 0,01086
R?=0,9839

ABSORBANSI

—@8— Absorbansi,
A

0 20 40 60
KONSENTRASI

Gambar 4.4 Kurva Kalibrasi Rutin VS Konsentrasivblzoid
Dari kurva tersebut maka didapatkan persamaanr linie = 0,026x + 0,0106
persamaan ini digunakan untuk menghitung kadar aseayflavonoid pada
sampel. Dimana (y) menyatakan nilai absorbansi @gnmenyatakan kadar

senyawa flavonoid dalam sampel. Dengan nilai kmafikorelasi £2) yang
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diperoleh 0,9839. Hal ini menunjukkan dari kurvasébut juga dapat ditarik

kesimpulan bahwa semakin tinggi konsentrasi semalggi pula absorbansinya.

Berikut ini merupakan data absorbansi senyawa flaxbpada krokot herba.

Tabel 4.7 Data Absorbansi Senyawa Flavonoid Paakokherba

Absorbansi Panjang
Replikasi Maserasi Refluks gelombang
I 0,030 0,044
I 0,030 0,037 360 nm
[l 0,030 0,061
Rata — rata 0,030 0,047

Proses berikutnya yaitu, penetapan kadar senyawanibid pada sampel.
Dibawah ini merupakan data hasil penetapan kadayase flavonoid dengan

menggunakan metode spektrofotometer UV-Vis.

Tabel 4.8 Data Kadar Senyawa Flavonoid Pada tan&no&nt

Replikasi Maserasi Refluks
Konsentrasi  Kadar Konsentrasi Kadar (mg/qg)
(mg) (mg/9) (mg)
I 0,75 0,294 1,28 1,424
Il 0,75 0,294 1,01 1,123
1l 0,75 0,294 1,94 1,135
Rata - rata 0,75 0,294 1,41 1,227

Hasil penetapan kadar senyawa flavonoid yang teltkam dalam sampel
pada maserasi replikasi I, Il dan Il terjadi kesam kadar senyawa flavonoid
yaitu 0,294 mg/g. Sedangkan pada refluks terjadbgokaan untuk replikasi |
adalah 1,424 mg/g, pada replikasi Il adalah 1,d®2g dan pada replikasi Il

adalah 1,227 mg/g. dari Hasil analisis menunjukiahwa kadar flavonoid total
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pada ekstrak hasil refluks lebih besar dibandingkamgan hasil maserasi. Hal ini
kemungkinan disebabkan karena adanya proses pemmapada metode refluks,
sehingga dapat meningkatkan kemampuan pelarut unémgesktraksi senyawa-
senyawa yang tidak larut dalam suhu kamar, sehipggarikan senyawa lebih
maksimal. Menurut Chew et al., hasil ekstraksi dgseuhi beberapa faktor yaitu
jenis, pelarut, konsentrasi pelarut, ukuran paltikehu, pH dan lama ekstraksi

(Chew KK, 2011).

Dibawah ini merupakan grafik kadar senyawa flavdndengan dua metode

ekstraksi yang berbeda :

0.012 0.0107
0.01
0.008 0.00712
0.006 0.00561 |
0.004 mil
0.002 0.00140.00148.00147 -l
. mmm
Kadar (mg/g) Kadar (mg/g)

maserasi refluks

Gambar 4.5 Grafik Kadar Senyawa Flavonoid denganndetode ekstraksi yang

Berbeda.

Untuk membuktikan kadar yang diperoleh dapat ditgtdengan rata-rata
maka ditentukan standar defiasi (SD) dan rela@ihgar defiasi (RSD). Dan

berikut merupakan data standar defiasi dan red&tiidar defiasi.
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Tabel 4.9 Hasil Nilai Simpangan SD Absorbansi Seray&lavonoid

Replikasi Nilai 2SD Nilai 2SD
simpangan simpangan
maserasi refluks
I 0 -0,003
Il 0 <0 -0,01 <0,04
1] 0 0,014

Dari hasil nilai simpangan yang diperoleh padareksmaserasi replikasi |
adalah O replikasi Il adalah O dan replikasi llakth O maka selisih absorbansi
yang diperoleh dengan absorbansi rata-rata tidak keesar dari hasil 2SD yang
sudah diperoleh yaitu 0. sedangkan pada ekstraksiks replikasi | adalah -
0,003, replikasi Il adalah -0,01 dan replikasi dtlalah 0,014 maka selisih
absorbansi yang diperoleh dengan absorbansi ratdidak lebih besar dari hasil
2SD yang sudah diperoleh yaitu 0,04. dan untuk milemnay kevalidan data ini
dihitung pula nilai standar deviasi relatif (RSDgriis< 2,0 % (Aswad, M, dkk,
2011). Pada sampel nilai RSD ekstrak maserasi aelfe86, sedangkan pada
ekstraksi refluks sebasar 0,43%, maka sudah dgaasbiahwa hasil uji ini sesuai

dan dapat diterima.

Berdasarkan hasil penelitian diatas, dapat dilireta-rata rendemen
senyawa flavonoid pada ekstrak masrasi dan refhétbeda. Pada ekstraksi
maserasi didapatkan rendemen senyawa flavonoid hdnly sedikit dari pada
ekstak refluks. Data yang diperoleh dilakukan amalkiata dengan menggunakan
SPSS vyaitu independent sample t test dengan tupergetahui ada tidaknya

perbedaan rata-rata pada perbedaan metode ekstia&egan perhitungan
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independent sample t test diperoleh analisis inudg® sample t test dan analisis

descriptive dapat dilihat dalam tabel berikut:

Tabel 4.10 Data Statistik independent samples test

Independent Samples Test

Levene's Test for Equalit

of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence Interval of
Sig. (2- Mean Std. Error the Difference
F Sig. t df tailed) Difference  Difference Lower Upper
kadar Equal variances 15,823 ,016 -9,486 4 ,001 -,933333 ,098394 -1,206520 -,660147
flavonoid assumed
Equal variances -9,486 2,000 ,011 -,933333 ,098394 -1,356690 -,509977

not assumed

Berdasarkan hasil uji statistik menunjukkan bahvedoaie ekstraksi berpengaruh
terhadap kadar flavonoid, hal ini ditunjukkan demgmlai sig 0,016 lebih kecil

dari 0,05 dengan taraf kepercayaan 95%, yang béertva terdapat perbedaan
signifikan antara kadar flavonoid metode ekstrakaserasi dan refluks. Berdasar
hal tersebut dapat disimpulkan bahwa metode refetkit baik dari pada metode

maserasi untuk ekstraksi flavonoid pada tanamakokro



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN
5.1 Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah :

1. Terdapat kandungan seyawa flavonoid dari hasttaks maserasi dan
refluks pada tanaman krokddrtulaca oleracea L).

2. Terdapat pengaruh perbedaan metode ekstraksi tgrhaaiar senyawa
flavonoid dari hasil refluks sebesar 1,227 mg/g daaserasi sebesar

0,0294 mg/g dalam tanaman krok&ortulaca oleracea L)

5.2 Saran

Saran dari penelitian ini adalah:

1. Dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap sems flavonoid pada
bagian tanaman krokoP¢@rtulaca oleracea L) dengan metode isolasi

yang berbeda.

2. Dilakukan penelitian lebih lanjut untuk meredati kandungan lain yang

ada dalam tanaman krok#tdftulaca oleracea L).

3. Dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menitsgbuah sediaan dari

hasil rendemen tanaman krokBb(tulaca oleracea L).

62
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Lampiran 1 Perhitungan Berat Sampel (Flavonoid)

1. Sampel Maserasi

Data penimbangan sampel

Berat beaker kosong =162,91 gram

Berat beaker + sampel = 212,91 gram

Berat beaker + sisa sampel =162,92 gram

Berat sampel = 212,91 grarh62,92 gram

= 49,99 gram

2. Sampel metode refluks

Data penimbangan sampel

Berat beaker kosong = 168,65 gram

Berat beaker + sampel = 218,65 gram

Berat beaker + sisa sampel = 168,68 gram

Berat sampel = 218,65 grarh68,68 gram

= 4B ram
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Lampiran 2 Perhitungan Berat Ekstrak Sampel (Flavoroid)

1. Sampel metode maserasi

Data penimbangan ekstrak

Berat cawan porselin kosong = 56,98 gram

Berat cawan porselin + ekstrak = 63,52 gram

Berat ekstrak = 63¢gsam — 56,98 gram

= 6,54 gram

2. Sampel metode refluks

Data penimbangan ekstrak

Berat cawan porselin kosong =58,91 gram

Berat cawan porselin + ekstrak = 77,44 gram

Berat ekstrak = 77g4dm — 58,91 gram

= 18,53 gram



Lampiran 3 Perhitungan rendemen hasil metode ekstiksi maserasi dan
refluks

Berat Ekstrak Kental
Rendemerr X 100%
Berat Sampel (X

1. Maserasi
Y= 6,54 gram

X=49,99 gram

_6.54 gram
_4'3','3"3' gram

Rendemen x 100 % = 0,13 %

2. Refluks
Y=18,44 gram

X=49,97 gram

13,44
Rendemen =——2=

35,07 gram < 100 % = 0,36 %
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Lampiran 4 Perhitungan KLT
Perhitungan fase gerak n-butanol: asam asetgt9&ir6) di buat dalam 10 ml.

N-Butanol :f—? x10mil =5,3 ml

Asam asetat ; X10ml=1,2ml

Air =2 x10ml = 3,5ml
17

Perhitungan Rf dan hRf pada merode ekstraksi msistaa refluks

RE = J2rak titik tengah noda dari titlk awal
Jarak tepi muka pelarut dari titik awal
hRf = Rf x 100
1. Maserasi
a. Replikasi |

Data analisis Rf dan hRf

Jarak tempuh sampel =6,4cm
Jarak tepi pelarut =8cm
6,4
Rf = —=0,8
hRf =0,8 x 100 =80

b. Replikasi ll
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Data analisis Rf dan hRf

Jarak tempuh sampel = 6,6 cm

Jarak tepi pelarut =8 cm

6,6
Rf = —=0,82
8
hRf =0,82 x 100 = 82
c. Replikasi Il

Data analisis Rf dan hRf

Jarak tempuh sampel = 6, cm

Jarak tepi pelarut =8 cm
6,1
Rf = —=0,76
8
hRf =0,76 x 100 =76
0,2+022+0,76
Rata-rata Rf sampel = 2 =0,79
80+ 82+ 76
Rata-rata hRf sampel=3— =79
2. Refluks
a. Replikasi |

Data analisis Rf dan hRf



Jarak tempuh sampel =6,3cm

Jarak tepi pelarut =8 cm

6,3
Rf = —=0,78
8

hRf =0,78x100 =78
. Replikasi Il

Data analisis Rf dan hRf

Jarak tempuh sampel = 6,5 cm

Jarak tepi pelarut =8 cm

¥

Rf = —=081

8
hRf =0,81x100=81
Replikasi IlI

Data analisis Rf dan hRf
Jarak tempuh sampel = 6,1 cm

Jarak tepi pelarut =8 cm

6,1
Rf = —=0,76
8

hRf =0,76 x 100 =76



0,78+ 0,81+ 0,76

Rata-rata Rf sampel=

78+ 81476
Rata-rata hRf sampel:f =

=0,78

78
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Lampiran 5 Penetapan kadar flavonoid sampel

a. Pembutan larutan induk seri standar rutin 1000 ppm

S0mg
50 ml

Rutin =

= 1000 ppm dalam 50 mi

Larutan induk 1000 ppm diencerkan menjadi 100 pptard 50 ml

ml.vl=m2.v2

1000 x = 100. 50 ml

1000 x = 5000
5000

X = =5ml
1000

b. Pembuatan larutan baku rutin sebagai konsentrasi
rumus pengencerar Vi. N1 = V2 .Nz
dimana nilai = 100 ppm =5 mi

» larutan rutin konsentrasi 10 ppm

Vi. Nt =V2.N2
V1.100 ppm =5ml. 10 ppm
V1.100 =50

50
Vi =——=05ml
100
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larutan rutin konsentrasi 20 ppm

Vi. Nt =V2.N2
V1.100 ppm =5ml. 20 ppm
V1. 100 =100
100
V1 =—=1ml
100

larutan rutin konsentrasi 30 ppm

Vi. Nt =V2.N2
V1.100 ppm =5ml. 30 ppm
V1. 100 =100
150
V1 =——=15ml
100

larutan rutin konsentrasi 40 ppm

Vi. Nt =V2.N2
V1.100 ppm =5ml. 40 ppm
Vi1.100 =100
200
V1 =—=2ml
100

larutan rutin konsentrasi 50 ppm

Vi.Ng =V2.N2

V1.100 ppm =5ml. 50 ppm
V1.100 =100

Vi =E =2,5ml

100
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c. Pembuatan larutan sampel maserasi dan refluks g0

_10mg
" 10 ml

sampel

= 1000 ppm dalam 10 ml
Larutan induk 1000 ppm diencerkan menjadi 100 pptard 5 ml
ml.vli=m2.v2
1000 x = 100. 5 ml

1000 x = 500

500
=——=0,5ml
1000



Lampiran 6 Perhitungan Kadar Senyawa Flavonoid padaekstrak
Y=0,026x + 0,0106

Keterangan : X = Kadar Flavonoid (%/1000 ppm)

Y = Absorbansi

Konsentrasi X ekstrak vang diambil x ekstrak kental X 100 gram

Kadar = Berat awal
1. Maserasi
A. Replikasi |
Berat sampel = 49,99 gram
Berat ekstrak = 6,54 gram
Pengambilan ekstrak = 0,5 ml pengenceran 100x

Pengambilan ekstrak (kuvet) = 3ml

Absorbansi (y) = 0,030
Jadi,

Y = 0,026 x + 0,0106
0,030 = 0,026 x + 0,0106
0,026 x = 0,030 - 0,0106

0,026 x = 0,0194
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X _ 00134 _ 0, 75%

0,026

X.pppm
1000

konsentrasi

0,75 Uhx 100 x 1000 ppm
- 1000

=0,75mg

0,75x3 mlx6,54x 100 gram

Kadar

49,99 gram
= 29,435 mg/ 100 gram
= 0,294 mg / gram

. Replikasi Il
Berat sampel = 49,99 gram
Berat ekstrak = 6,54 gram
Ppm =100 ppm
Pengambilan ekstrak =0,5ml

Pengambilan ekstrak (kuvet) =3 ml

Absorbansi (y) = 0,030
Jadi,
Y =0,026x + 0,0106

0,030 =0,026 x + 0,0106
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0,026 x = 0,030 - 0,0106
0,026 x = 0,0194
_ 00194 _
X = Do - 0, 75%
konsentrasi —PPPR
1000

0,75 Uhx 100 x 1000 ppm

1000

=0,75mg

Kadar :l.'],'}'.i- x3 mlx6,54x 100 gram
49,99 gram
= 29,435 mg / 100 gram
= 0,294 mg / gram
. Replikasi Il

Berat sampel = 49,99 gram
Berat ekstrak = 6,54 gram
Ppm =100 ppm
Pengambilan ekstrak =0,5ml

Pengambilan ekstrak (kuvet) = 3ml

Absorbansi (y) = 0,030

Jadi,



Y =0,026x + 0,0106
0,030 = 0,026 x + 0,0106
0,026 x = 0,030 - 0,0106
0,026 x = 0,0194
X = ﬁtf;;: =0, 75%
konsentrasi =EDPT

1000

0,75 Uhx 100 x 1000 ppm
- 1000

=0,75mg

0,75 x3 mlx 6,54 x 100 gram

Kadar =
43,99 gram

= 29,435 mg /100 gram

= 0,294 mg / gram

« Kadar rata-rata flavonoid pada sampel/ gram

_ 0.294+0,294+0,294
3

=0,294mg / gram

2. Refluks

A. Replikasi |
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Berat sampel = 49,97 gram
Berat ekstrak = 18,53 gram
Ppm =100 ppm
Pengambilan ekstrak =0,5ml

Pengambilan ekstrak (kuvet) = 3ml

Absorbansi (y) = 0,044
Jadi,
Y = 0,026x + 0,0106
0,044 =0,026x + 0,0106
0,026 x = 0,044 - 0,0106
0,026 x =0,0334
X = tﬁiﬁ =128%
konsentrasi =P PPR

1000

1,28 % x 100 x 1000 ppm
a 1000

=1,28 mg

_1.28mg x3mlx 18,52 x 100 gram

Kadar
493,97 gram

= 142,395 mg / 100 gram
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= 1,424 mg/ gram

B. Replikasi Il
Berat sampel = 49,97 gram
Berat ekstrak =18,53 gram
Pengambilan ekstrak =0,5ml

Pengambilan ekstrak (kuvet) = 3ml

Absorbansi (y) = 0,037
Jadi,
Y =0,026x + 0,0106
0,037 =0,026x + 0,0106
0,026 x = 0,037 - 0,0106
0,026 x =0,0264
X = T2 =1,01%
konsentrasi =PEPR

1000

1,01 % 3x100x1000 ppm
a 1000

=1,01 mg

~ 1,01 x3 mlx18,53 x 100 gram
49,97 gram

Kadar

83



=112,360 mg / 100 gram

=1,123 mg/ gram

C. Replikasi lll
Berat sampel = 49,97 gram
Berat ekstrak = 18,53 gram
Ppm =100 ppm
Pengambilan ekstrak =0,5ml

Pengambilan ekstrak (kuvet) = 3ml

Absorbansi (y) =0,061
Jadi,
Y = 0,026x + 0,0106
0,061 =0,026x + 0,0106
0,026 x = 0,061 - 0,0106
0,026 x = 0,0504
X = T=2=1,94%
konsentrasi =PEPR

1000

1,94 % x100x 1000 ppm
B 1000
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=1,94 mg

~ 1,94 x3mlx18,53 x 100 gram
49,97 gram

Kadar

=113,556 mg / 100 gram

=1,135 mg/ gram

» Kadar rata-rata flavonoid pada sampel/ gram

1,424 +1,123 +1,135
a 3

=1,227 mg/ gram
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Lampiran 7 Perhitungan standar deviasi absorbansildvonoid

JEIT=X)%+ (X2 -X)% + (X3 - X)2

standar deviasi =
standar deviasi 1

Keterangan : X1 = Absorbansi senyawa flavonoidgsa replikasi |

X2 = Absorbansi senyawa flavonoid sampel replikasi

X3 = Absorbansi senyawa flavonoid sampel regiiki&

X = Absorbansi rata-rata senyawa flavonoid sampel

1. Maserasi

Data standar deviasi

X1 =0,030 mg/g

X2 = 0,030 mg/g

X3 =0,030 mg/g

X = 0,030 mg/gta standar deviasi

.. 4lro030-0,080)F +(0,030 —0,030)" + (0,030 —0,030 %
tandar deviasi = - -
standar devias -

_ SO 0T + (o)

SD =N0 =0

2sd =2x0 =0
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A. Nilai simpangan absorbansi flavonoid sampelikagi |
0,030 - 0,030 =0 <0, jadi data diterima

B. Nilai simpangan absorbansi flavonoid sampelikegl II
0,030 - 0,030 =0 < 0, jadi data diterima

C. Nilai simpangan absorbansi flavonoid sampelikapl I

0,030 — 0,030 = 0 < 0, jadi data diterima
Rsd == x 100% =—— x 100% = 0%
X 0,030

Nilai simpangan flavonoid pada ekstrak maser&si9 2% jadi
data diterima
2. Refluks
Data standar deviasi
X1 = 0,044 mg/g
X2 = 0,037 mg/g
X3 =0,061 mg/g

X =0,047 mg/gta standar deviasi

(0,044 — 0,047)% +(0,037 — 0,047 )* +(0,061 — 0,047 )7
3

standar deviasi

_ 4Ji—0003)F +(-0.01)F +{0.014)7
3




/0, 000009+ 00001+ 0.00015%8
SD :"'\p i i L
3

=,/0,00040 =0,02
2sd =2x0,02 =0,04
A. Nilai simpangan absorbansi flavonoid sampelikagi |
0,044 - 0,047 =-0.003 < 0,04 , jadi data diterima
B. Nilai simpangan absorbansi flavonoid sampelikegl II
0,037 — 0,047 = -0,01 < 0,04, jadi data diterima
C. Nilai simpangan absorbansi flavonoid sampelikapl 111

0,061 — 0,047 = 0,014< 0,04 jadi data diterima

0,02
0,047

Rsd :fx 100% = X 100% = 0,43%

Nilai simpangan flavonoid pada ekstrak refluks3m< 2% jadi

data diterima
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Lampiran 8 Gambar Penelitian

A. Cara Kerja

89

No. | Gambar Keterangan

1. Tanaman krokot

2. Proses penimbangan simplisia
krokot herba yang sudah
dikeringkan

3. proses pengayakan serbuk
krokot herba

4, Proses pengekstraksi refluks
selama 2 jam

5. Proses pengambilan filtrate
tanaman krokot
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Proses pengentalan ekstrak

tanaman krokot

Proses pemisahan ekstrak dari
pengotor dengan cara

penambahan n-heksana

10.

proses pemisahaan ekstrak fas

atas dan bawah

Ekstrak kental

e



B. Identifikasi Senyawa Flavonoid

No.

Gambar

Keterangan

Hasil Identifikasi dengan Reaks

Warna menggunakan Naoh

Hasil Identifikasi dengan Reaks
Warna menggunakan H2S0O4

(pekat)

Proses pengaktifan plat KLT

Proses penjenuhan bejana

Hasil bercak flavonoid
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C. Uji Spektrofotometri UV-Vis

No. | Gambar keterangan

1. Larutan rutin dan pelarut
Membuat konsentrasi sebnyak
10,20,30,40,50 ppm

2. Kuvet

3. Tempat pengujian sampel

4. Alat spektofotometri uv-vis
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