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INTISARI

Kusumawardani, Zselni.,, Kusnadi., Santoso, Joko 202Pengaruh
Konsentrasi Etanol 70%, 90%, Dan 95% Terhadap Kandmgan Flavonoid
Pada Ekstrak Daun Katuk (Sauropus androgynus (L.) Merr.)"

Daun katuk $auropus androgynu@..) Merr) merupakan tanaman yang
mudah tumbuh di Indonesia. Daun katuk memiliki Enkandungan senyawa
yaitu tanin, saponin, flavonoid, alkaloid. Flavomderdapat pada tumbuhan dalam
bentuk glikosida yang berikatan dengan suatu gghiangga bersifat polar. Pelarut
polar yang biasa digunakan untuk ekstraksi flavdaialah etanol, methanol, air.

Pada penelitian ini, yang digunakan yaitu daunulkatang diperoleh di
Kota Tegal Kecamatan Tegal Timur Jawa Tengah. Bksiryang digunakan
dengan metode refluks. Identifikasi flavonoid du&kn dengan uji warna test
dengan NaOH 10% dan 8Oupekayy Uji Kromatografi Lapis Tipis dengan fase
gerak menggunakan metanol : kloroform : eter, serédode Spektrofotometri
UV-Vis. Penetapan kadar flavonoid secara spektoofietri menggunakan
spektrofotometri diukur pada panjang gelombang 800nm.

Hasil penelitian menunjukan adanya perubahan waneajadi kuning
ketika ditetesi NaOH 10% dan menjadi merah batapsamoklat kehitaman
ketika ditetesi HSQupekay Nilai rata-rata Rf pada pelarut etanol 70% sebesa
0,74, pada pelarut etanol 90% nilai Rf sebesat,@&n pada pelarut etanol 95%
sebesar 0,79 nilai ini mendekati nilai Rf standartwy 0,78. Kadar rata-rata
flavonoid yang tertinggi diperoleh pelarut etan0%@ sebesar 0,458gQE/100 gr
ekstrak, pada pelarut etanol 90% diperoleh kad#a-reda sebesar 0,394
mgQE/100 gr ekstrak dan pada pelarut 95% diperkbatar rata-rata sebesar
0,380 mgQE/100 gr ekstrak.

Kata Kunci : Daun Katuk, Etanol, Flavonoid, KLT, Spektrofotomé&tl/-Vis



ABSTRACT

Kusumawardani, Zselni., Kusnadi., Santoso, Joko 202 The Effect Of
Ethanol Concentration 70%, 90%, And 95% Flavonoid Content In Leaf
Extract Katuk ( Sauropusandrogynus (L.) Merr.)

Katuk leaves Sauropus androgynud..) Merr) is a plant that is easy to
grow in Indonesia. Katuk leaves contain many commgs, namely tannins,
saponins, flavonoids, and alkaloids. Flavonoidsfaund in plants in the form of
glycosides that bind to a sugar so that they atarpPolar solvents commonly
used for flavonoid extraction are ethanol, methanadter.

In this study, katuk leaves are obtained in Teg&}, East Tegal District,
Central Java. The extraction method used is refdentification of flavonoids
was carried out by color test with NaOH 10% andG® (concentrated), Thin
Layer Chromatography test with mobile phase umeghanol: chloroform: ether,
and UV-Vis Spectrophotometric method. Determinatiof flavonoid levels
which was done by spectrophotometry using spectitophetry measured at a
wavelength of 300-400 nm

The results showed a change in color to yellow whespped by NaOH
10% and brick red to blackish brown when droppgdHbSQ; (concentrated).
The average Rf value in 70% ethanol solvent w@d,Gor ethanol solvent 90%
the Rf value was 0.74, and for 95% ethanol soleérit.79 this value is close to
the standard Rf value of 0.78. The highest avetagel of flavonoids was
obtained by 70% ethanol solvent of 0.452% mgQECQ di0extract, 90% ethanol
solvent obtained an average level of 0.394% mgQBQ gr extract and 95%
solvent obtained an average level of 0.380 mgQ@@D/gr extract.

Keywords: Katuk Leaves, Ethanol, Flavonoids, TLC, Spectropmetry UV-Vis
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Bahan obat yang berasal dari alam secara obat m¢aleat sintetik)
saat ini banyak digunakan oleh masyarakat untukjagankesehatan dan
mengobati penyakit tertentu. Meskipun begitu, obaidern mempuyai
kekurangan yaitu efek samping besar. Oleh karenhahyak masyarakat
yang beralih ke pengobatan tradisional yang dimiamiliki efek samping
yang lebih kecil dan dapat dimanfaatkan sebagantam obat keluarga.
Salah satu yang digunakan sebagai obat tradisiadalah daun katuk
(Sauropus androgynué.) Merr)

Daun katuk memiliki banyak kegunaan seperti mentjobgsul,
demam, dan darah kotor. Manfaat lain yang telaherdik luas oleh
masyarakat adalah sebagai pelancar ASl/laktagoguziz ( dan
Muktaningsih, 2006). Menurut beberapa penelitidahtediketahui bahwa
daun katuk $auropus androgynuglL.) Merr.) mengandung senyawa
flavonoid yang berkolerasi dengan aktivitas anfidés.

Flavonoid terdapat pada tumbuhan dalam bentuk gtllko yang
berikatan dengan suatu gula sehingga bersifat .pBlalarut polar yang
biasa digunakan untuk ekstraksi flavonoid adalamai methanol, etil
asetat, aseton, air dan isopropanol (Suryani,20EE&gnol juga mampu
menyari senyawa kimia lebih banyak dibandingkamgde air dan

methanol (Azizah dan Salamah, 2013). Pemilihanrpetaerupakan faktor



penting dalam ekstraksi. Pelarut yang dipilih hadapat mengekstraksi
komponen kimia dalam tanaman secara optimal. Relktanol adalah
pelarut polar sehingga pelarut ini sering digunakaituk mengindentifikasi
senyawa bioaktif (Arifin dkk. 2006).

Penelitian dari (Riwanti dkk. 2020) mengenai peuopakonsentrasi
etanol 50%, 70% dan 96% terhadap kadar flavonoidl tamput laut
memperoleh hasil bahwa kadar flavonoid total tgginterdapat dalam
ekstrak etanol 70%. Sedangkan penelitian yang uki@k oleh (Luginda
dkk. 2018) mengenai pengaruh variasi konsentrdarygestanol 60%, 70%,
80%, dan 96% terhadap kadar flavonoid total dautunites yang
menyatakan bahwa berdasarkan data yang diperolelunju&kan kadar
flavonoid total ekstrak daun beluntas tertinggi agiidtkan pada ekstrak
etanol 60%.

Menurut beberapa peneliti tersebut dapat diketebwa konsentrasi
pelarut akan berpengaruh terhadap kadar flavormi@ tyang diperoleh.
Maka dari itu, pada penelitian ini akan dilakukaenglitian lebih lanjut
untuk mengetahui adanya pengaruh konsentrasi kkstaamol 70%, 90%,
dan 95% terhadap kadar flavonoid total daun kagdufopus androgynus
(L.) Merr.) menggunakan Spektrofotometri UV vishsgga nantinya data
tersebut dapat digunakan untuk menentukan pelamg yptimal dalam
proses ekstraksi.

Senyawa flavonoid pada daun katuk diekstraksi dengeetode

refluks melalui proses pemisahan kandungan sengawgawa aktif



dengan cara panas (membutuhkan pemanasan padanya)seckstraksi

dengan pelarut yang relatif konstan dengan adaegdipgin balik (Depkes

RI1,1995). Refluks adalah ekstraksi dengan pelaagaptemperatur titik

didihnya selama waktu tertentu dan jumlah pelaenbdtas yang relatif

konstan dengan adanya pendingin balik. Umumny&ukian pengulangan
proses pada residu pertama sampai 3-5 kali sehiniggat termasuk
ekstraksi sempurna. Kekurangan yag utama dari reetod adalah

terdegradasinya komponen yang tidak tahan pangsk@3dR|, 2000).

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas, maka dapat dgkam suatu
permasalahan sebagai berikut:

1. Adakah pengaruh perbedaan konsentrasi pelarutdegphkandungan
flavonoid pada ekstrak daun kat@alropus androgynus.) Merr.) ?

2. Berapa kadar senyawa flavonoid yang terkandung pmkdm katuk
(Sauropus androgynu@..) Merr.) berdasarkan perbedaan konsentrasi
pelarut pada proses ekstraksi ?

1.3 Batasan Masalah

1. Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalalind katuk
(Sauropus androgynugL.) Merr.) yang diperoleh di Kota Tegal
Kecamatan Tegal Timur Jawa Tengah.

2. ldentifikasi daun katukSauropus androgynu@..) Merr.) dengan uji

makroskopis dan mikroskopis.



3. Metode ekstraksi yang digunakan adalah metodekreftungan pelarut
etanol konsentrasi 70%, 90% dan 95%.

4. Identifikasi flavonoid menggunakan uji warna teshgan NaOH 10%,
HoSOQupekaydan uji Kromatografi Lapis Tipis.

5. Penetapan kadar senyawa flavonoid menggunakan rSfm&metri
UV-Vis.

1.4 Tujuan Penelitian

1. Mengetahui pengaruh perbedaan konsentrasi peladda gandungan
flavonoid pada ekstrak daun katua{iropus androgynug.) Merr.)

2. Mengetahui kadar senyawa flavonoid yang terkanghaata daun katuk
(Sauropus androgynu@..) Merr.) berdasarkan perbedaan konsentrasi
pelarut pada proses ekstraksi.

1.5 Manfaat Penelitian
1.5.1 Manfaat Praktis
1. Memberikan informasi tentang adanya pengaruh pedred
konsentrasi pelarut etanol terhadap kandungan rflzido pada
ekstrak daun katukS@uropus androgynus..) Merr.)
2. Memberi informasi tentang berpa kadar senyawa flasb yang
terkandung dari perbedaan konsentrasi pelarut lepaia ekstrak

daun katuk $auropus androgynus.) Merr.)
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1.5.2 Manfaat Teoritis
Sebagai dasar untuk melakukan penelitian lebihutadglam
rangka pengembangan dalam memanfaatkan daun k&aucopus
androgynugL.) Merr.)
Keaslian Penelitian
Keaslian penelitian berfungsi untuk menjabarkam@eaaan penelitian
yang dilakukan dibandingkan dari penelitian sebelyan Dan berikut
keaslian penelitian ini dibandingkan dengan peaelisebelumnya diantara
lain, yaitu

Tabel 1.1 Keaslian Penelitian

Rega Alfaz Anwar Zselni
N Luginda, Bina Syahadat, ,
o Pembeda , : . : Kusumawardani
Lohita, Lusi Nurelilasari (2020)
Indriani (2018)  Siregar (2020)
1.  Judul Pengaruh SkriningFitokimia Pengaruh
Penelitian Variasi Daun Konsentrasi
Konsentrasi Katuk(Sauropus Etanol 70%,
Pelarut Etanol androgynus (L.) 90%, Dan 95%
Terhadap Kadar Merr.)Sebagai Terhadap
Flavonoid Total Pelancar ASI Kandungan
Daun Beluntas Flavonoid Pada
(Pluchea indica Ekstrak Daun
(L.)Less) Katuk(Sauropus
Dengan Metode androgynus (L.)
Microwave— Merr.)
Assisted
Extraction
(MAE)
2. Sampel Daun Beluntas Daun Katuk Daun Katuk
(Subjek)

Penelitian




Lanjutan Tabel 1.1 Keaslian Penelitian

Rega Alfaz Anwar Zselni
Luginda, Bina Syahadat, .
No Pembeda , : . . Kusumawardani
Lohita, Lusi Nurelilasari (2020)
Indriani (2018) Siregar (2020)
3. Variabel penetapan kadarpemeriksaan Penentuan kadar
Penelitian air, penetapanalkaloid, steroid flavonoid
kadar abu, analisisdan triterpenoid,
fitokimia ekstrak, saponin, dan tanin
penentuan panjangdan polifenol,
gelombang glikosida dan
maksimal flavonoid.
kuersetin,
penentuan  waktu
inkubasi optimum,
pembuatan kurva
standar kuersetin,
penentuan  kadar
flavonoid total
4. Metode Menggunakan Eksperimen Menggunakan
Penelitian yaitu ekstraksi menggunakan metode
Microwave teknik purposive Spektrofotometri
Assisted Extraction sampling UV-Vis
(MAE)
5. Hasil Skrining fitokimia Perbedaan Perbedaan
Penelitian daun katuk konsentrasi konsentrasi
diperoleh  bahwa pelarut etanol pelarut etanol
daun katuk berpengaruh berpengaruh
mengandung terhadap  kadarterhadap kadar
alkaloid, tannin, flavonoid total flavonoid ekstrak
flavonoid, saponin, ekstrak daun daun katuk.
triterpenoid, beluntas.

sedangkan steroid
hasilnya negatif.




BAB I

TINJAUAN PUSTAKA DAN HIPOTESIS

2.1 Tinjauan Pustaka

2.1.1 Daun katuk (Sauropus androgynus (L.) Merr.)

Gamba 2.1 Tnaman Daun Katuk
Sumber : (setyoendah.blogspot.com)
1. Kilasifikasi tanaman katuk (Sauropus androgynusNiejr):
Divisi : Spermatophyta

Sub divisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Bangsa : Euphorbialess

Suku : Euphorbiaceae

Marga : Sauropus

Jenis :Sauropus androgynug.) Merr

Katuk (Sauropus androgynus) merupakan tanaman obat-
obatan tradisionil yang mempunyai zat gizi tingggbagai

antibakteri, dan mengandung beta karoten sebadaiktd



warna karkas. Senyawa fitokimia yang terkandundatamnya
adalah saponin, flavonoid, dan tanin, isoflavonoydng
menyerupai  estrogen ternyata mampu memperlambat
berkurangnya massa tulang (osteomalasia), sedarsgiq@omin
terbukti berkhasiat sebagai antikanker, antimikjoba
meningkatkan sistem imun dalam tubuh (Santoso,)2009
Morfologi Daun katuk $auropus androgynug.) Merr.)

Tanaman katuk sejenis tanaman perdu yang tumbuh
menahun dengan ketinggian antara 3 — 5 m. Tanaraark k
terdiri dari akar, batang, daun, bunga, buah dgn Bistem
perakarannya menyebar ke segala arah dan dapatapaenc
kedalaman antara 30-50 cm. Batang tanaman tunelgatk dan
berkayu. Seperti daun kelor, tanaman katu kmemiiigun
majemuk genap, berbentuk bulat dan berukuran kecil.
Permukaan atas daun berwarna hijau gelap, danugaem
bawah daun berwarna hijau muda. Produk utama tan&atak
berupa daun yang masih muda. Daun katuk sangahgakte
sebagai sumber gizi karena memiliki kandungany@nig setara
dengan daun singkong, daun papaya, dan sayuranyd#ain
(Rukmana, 2003)

Ditinjau dari kandungan gizinya, daun katuk merwgrak
jenis sayuran hijau yang banyak manfaat bagi kéaehdan

pertumbuhan badan. Di dalam daun katuk terdapaupcuk



banyak kandungan kalori, protein, kalsium, zat biesifor dan
vitamin yang dibutuhkan oleh tubuh manusia. Daunkadapat
memperlancar pengeluaran  ASI, kemudian dalam
perkembangan selanjutnya, dibuat infus akar dautukka
digunakan sebagai diuretik dan sari daun katuk rdigan
sebagai pewarna makanan (Rukmana, 2003)

Tabel 2.1 Komposisi kimia daun katuk

Kandungan Gizi Kadar
Energi 59 kkal
Protein 4,8 gr
Lemak 1or

Karbohidrat 11 gr
Serat 1,50r
Kalsium 04 mg
Fosfor 83 mg
Zat Besi 2,7 mg
Vitamin A 10370 Sl
Vitamin B1 0,1 mg
Vitamin C 239 mg

Sumber Informasi Gizi : Berbagai publikasi Kemeiater
Kesehatan Republik Indonesia (keju.blogspot.com)
Kandungan Zat Aktif

Tanaman katuk (Sauropus androgynus (L.) Merr.)
mengandung saponin, flavonoid, dan tanin (Depkes2B01).
Berdasarkan skrining fitokimia yang telah dilakukgolongan
senyawa Yyang teridentifikasi dalam daun katuk antiain

alkaloid, terpenoid, dan glikosida (Susanti, 2014).
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4. Khasiat Daun KatukSauropus androgynus)

Daun katuk digunakan antara lain untuk menanggulang
penyakit kurang darah atau anemia karena daun ketolasuk
punya kadar tinggi zat besi. Daun katuk melancagkaauksi
air susu ibu (ASI), karena mengandung senyawa asam
seskuiterna. Manfaat lainnya adalah untuk pengabtéal
frambusia (ampas) dan air rebusan diminum. Jugandigan
untuk sembelit, antikuman stafilokokus (pengobdtarok) dan
sebagai pewarna alami (warna hijau untuk ketan)nddgah
dan memperbaiki gangguan reproduksi pada wanita paian
menghambat penyakit jantung serta gangguan pemiolalh,
meningkatkan efisiensi absorbsi saluran pencerngansumsi
sayur katuk oleh ibu menyusui dan memperlama waktu
menyusui bayi perempuan secara nyata dan untuk po@yi
hanya meningkatkan frekuensi dan lama menyusui.
(Agoes,2010).

2.1.2 Flavonoid
Flavonoid merupakan kelompok senyawa fenolik teabes
yang terdapat dialam. Flavonoid ditemukan padadgaibtanaman
serta terdistribusi pada bagian-bagian seperti bdabn, biji, akar,
kulit kayu, batang dan bunga. Kebanyakan flavonoierupakan
senyawa yang bertanggung jawab dalam memberikanawgang

menarik pada bunga, buah-buahan dan daun. Senyawendid
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merupakan zat pemberi warna kuning, merah, birg, Wegu pada
tanaman. Flavonoid telah dikenal sebagai produk aksn dengan
efek yang menguntungkan bagi kesehatan jauh sebsémyawa
yang efektif. Sejumlah tanaman obat yang mengandiavgnoid
telah dilaporkan memiliki aktivitas antioksida, iaikteri, antivirus,
antiradang, antialergi, dan antikanker (Ekawati, 7220

Senyawa flavonoid adalah senyawa polifenol yang pugtyai
15 atom karbon yang tersusun dalam konfigurasi G&6, artinya
kerangka karbonnya terdiri atas dua gugus C6 (tiri@nzena
tersubstitusi) disambungkan oleh rantai alifatgatkarbon. (Tiang-

Yang dkk, 2018).

Gambar 2.2 Struktur Dasar Flavonoid
Sumber : (mayarizkita08.blogspot.com)
2.1.3 Ekstraksi dan Isolasi
Ekstraksi adalah proses pengambilan komponen Saatypel
yang larut dalam suatu pelarut dengan cara presadadan

pelarutan. Dalam tahapan ekstraksi ini adalah pentintuk
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memperhatikan sifat kimia dan fisika dari suatu pomen yang

akan diekstraksi atau diisolasi (Ekawati, 2017).

Metode ekstraksi ini penting untuk memperhatikdat disika
dan dari suatu komponen yang akan diekstraksi dieolasi.
Apabila komponen yang akan diisolasi bersifat hetiaam atau
basa. Senyawa-senyawa asam dan basa tergolong dalgrawa
yang bersifat polar, pelarut yang sesuai adalahok@dan metanol
(Ekawati, 2017).

Ekstrak dapat digolongkan menjadi 3 jenis yaitu :

1. Ekstrak kering(Extracum siccum)memiliki konsentrasi kering
dan mudah digosokkan yang sebaiknya memiliki kagdon
lembab tidak kurang dari 5%.

2. Ekstrak kental Extracum spissujn sediaan ini kuat dalam
keadaan dingin dan tidak dapat dituang, kandungamyaa
berjumlah 30%.

3. Ekstrak cair (Extracum fluidum), diartikan sebagéstrak cair
yang dibuat sedemikian rupa sehingga satu bagiaplisia
sesuai dengan dua bagian (kadang-kadang juga safiani
ekstrak cair.

Dari ketiga jenis ekstrak yang digunakan dalam |uaoe ini
adalah ekstrak kental.

Tahapan proses ekstraksi selanjutnya vyaitu pemekata

Pemekatan berarti peningkatan jumlah pertial sol(genyawa
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terlarut) serta penguapan tanpa sampai menjadi isokering,
ekstrak hanya menjadi kental. Hasil ekstrak yamghtelipekatkan
kemudian dilakukan rendemen. Rendemen adalah psirigam
ekstrak yang diperoleh dengan simplisia (Ekaw#&x, 7).

Rumus perhitungan rendemen adalah sebagai berikut :

Berat ekstrak kental » 1008%;
Berat sampel

o5 Bendemen =

Isolasi adalah suatu usaha bagaimana caranya nidsansa
senyawa yang bercampur sehingga dapat menghassikayawa
tunggal yang murni. Tumbuhan mengandung ribuan aeay
sebagai metabolit primer dan sekunder. Tujuan idatasi adalah
mencari senyawa bioaktif dalam kajian ilmu kimianhwhan untuk
mendapatkan suatu senyawa tertentu dalam keadaandat suatu
jaringan organisme atau ekstrak (Ekawati, 2017).

Kandungan senyawa dari tumbuhan untuk isolasi lckara
pada suatu senyawa yang lebih dominan dan salalusaha isolasi
senyawa tertentu maka dapat dimanfaatkan pemilipatarut
organik yang akan digunakan pada isolasi tersgimlgrut polar
akan mudah melarutkan senyawa polar dan sebalikiBgawati,

2017).
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2.1.4 Pelarut

Pelarut pada umumnya adalah zat yang berada padana
dalam jumlah yang besar, sedangkan zat lainnyeggam sebagai
zat pelarut. Pelarut yang digunakan pada prosesakks haruslah
merupakan pelarut terbaik untuk zat aktif yang daped dalam
sampel atau simplisia, sehingga zat aktif dapaisalykan dari
simplisia dan senyawa lainnya yang ada dalam ssmptersebut.
Hasil akhir dari ekstraksi ini adalah didapatkanrekstrak yang
hanya mengandung sebagian besar dari zat aktif ganginkan
(Marjoni, 2016).

Pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi mkemil
beberapa sifat penting. Diantara sifat-sifat pentiersebut antara
lain:

1. Kemampuan melarutkasdlubillity),
2. Kecepatan menguap,

3. Trayek didih,

4. Berat jenis gpecific gravity,

5. Flaspoint.

Penelitian kali ini memilih etanol dengan konsesitra
70%,90%, dan 95% sebagai pelarut, karena flavonmdupakan
senyawa polar dan seperti kata pepatah lama ‘g@tingan akan

melarutkan golongannya sendiri’, maka umumya flaxncukup
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larut dakam pelarut polar seperti etanol, metaain), dan lain-lain
(Ekawati, 2017).
Etanol

Etil alkohol atau etanol adalah salah satu turudansenyawa
hidroksil atau gugus OH, dengan rumus kimia C2H5Qdtilah
umum yang sering dipakai untuk senyawa tersebutladakohol.
Etanol mempunyai sifat tidak berwarna, mudah mepguwaudah
larut dalam air, berat molekul 46,1, titik didihny&,3 °C, membeku
pada suhu —-117,3 °C, kerapatannya 0,789 pada UM 2nilai
kalori 7077 kal/gram, panas laten penguapan 204greah dan
angka oktan 91-105 (Hambali et al., 2008). Etan@rupakan
pelarut polar yang digunakan untuk mengekstrak larap polar
suatu bahan alam dan dikenal sebagai pelarut wailvd(omponen
polar dari suatu bahan alam dalam ekstrak etanpatddiambil
dengan teknik ekstraksi melalui proses pemisahantéBa, et al,.
2009)
Refluks

Refluks adalah penyarian untuk mendapatkan eksteak
yaitu dengan proses penguapan dengan menggunakareffliks.
Keuntungan dari metode refluks ini yaitu menggunagselarut yang
sedikit, hemat serta ekstrak yang didapat lebihpsena. Sedangkan
kerugian metode ini yaitu uap panas langsung melséubuk

simplisia (Depkes RI, 1986).
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Prinsip kerja refluks yaitu dengan cara cairan pengiisikan
pada labu, serbuk simplisia diisikan pada tabung ldatas saring
atau tabung yang berlubang-lubang dari gelas, thhgn karat atau
bahan lainya yang cocok. Cairan penyari dipanaskargga
mendidih. Uap penyari akan naik ke atas melalubidesimplisia.
Uap penyari mengembun karena didinginkan oleh pgndibalik.
Embun turun melalui serbuk simplisia sambil melaat zat
aktifnya dan kembali ke labu. Cairan akan menguambali
berulang seperti proses di atas (Depkes RI, 1986).

Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi Lapis Tipis digunakan untuk pemisahan
senyawa secara cepat dengan menggunakan zat perbenapa
sebuk halus yang dilapisi serba rata pada lempekgaa atau
lembaran alumunium. Kromatografi Lapis Tipis hanya
membutuhkan penyerap dan cuplikan dalam jumlah gaddit dan
noda-noda yang terpisahkan dialokasir pada platersepada
lembaran kertas. Setelah pemisahan mudah dipersdelyawa-
senyawa yang terpisah secara individual (Ekawafi/2

Prinsip KLT adalah pemisahan komponen kimia benmttasa
prinsip absorbsi dan partisi, yang ditentukan ol@se diam
(absorben) dan fase gerak (eluen). Komponen kirargdrak naik
mengikuti fase gerak karena daya serap absorbenadimp

komponen-komponen kimia tidak sama sehingga kompdnmaia
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dapat bergerak dengan kecepatan berbeda berdasérigkat
kepolarannya (Ekawati, 2017).

Fase diam yang paling sering digunakan pada KLT
adalahsilika dan serbuk selulosa, sementara mekanisopri-
desopri (Suatu mekanisme pemisahan solut daridasa ke fase
gerak atau sebaliknya) yang utama pada KLT adadatisp atau
absorbsi. Lapisan tipis yang digunakan sebagaidas®a juga dapat
dibuat dari silika yang telah dimodifikasi.

Fase gerak pada KLT dapat dipilih dari pustakate8igaling
sederhana dalam pemilihan fase gerak ialah dengarggnnakan
campuran 2 pelarut organik karena daya elusi caampliedua
pelarut inidapat mudah diatur sedemikian rupa sgfanpemisahan
dapat terjadi secara optimal.

Berikut ini adalah beberapa petunjuk dalam memdémn
mengoptimalkan fase gerak :

1. Fase gerak harus mempunyai kemurnian yang sanggdi ti
karena KLT merupakan teknik yang sensitif.

2. Daya elusi fase gerak harus sedemikian rupa sehihggga Rf
solut terletak antara 0,2 — 0,8 untuk memksimalkan.

3. Untuk pemisahan menggunakan kecepatan migrasi galug

berarti juga menentukan nilai Rf (Rohman, 2009).
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Keuntungan Kromatografi Lapis Tipis yaitu membutaihk
waktu yang lebih cepat, diperoleh mepisahan yabdh lbaik dan
biaya yang digunakan relatif murah (Ekawati, 2017).

2.1.8 Spektrofotometer UV-Vis
1.Analisis Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometri  Sinar Tampak (UV-Vis) adalah
pengukuran energy cahaya oleh suatu system kindia jpanjang
gelombang tertentu (Day, 2002). Sinar tampak (le$ib
mempunyai panjang gelombang 400-750 nm. Pengukuran
spektrofotometri menggunakan alat spektrofotometemg
melibatkan energy elektronik yang cukup besar pawdekul
yang dianalisis, sehingga spektrofotometer UV-\isith banyak
dipakai untuk analisis kuantitatif dibandingkan lkiadf.
Spektrum UV-Vis sangat berguna untuk pengukuranaraec
kuantitatif. Konsentrasi dari analit di dalam lamt bias
ditentukan dengan mengukur absorban pada panjdomigeng
tertentu dengan menggunakan hukum Lambert-Beer nj@oh
2007).

Kelebihan spektrofotometer UV-Vis adalah panjang
gelombang dari sinar putih dapat lebih terselekssusun dari
spektrum prima yang kontinyu, manokromator, selgpésorbsi

untuk lautan sampel atau blanko dan suatu alatkumingukur
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perbedaan absorbsi antara sampel dan blanko ataupun
pembanding (Ekawati, 2017).
Faktor-faktor yang mempengaruhi penyerapan UV-Vis
sebagai berikut:
a. Adanya kromofor yang merupakan gugus penyerap
b. Pengaruh pelarut yang digunakan untuk melarutkanpsh
c. Pengatur suhu
d. lon-ion anorganik dan
e. Pengaruh Ph (Gandjar 2012).
Hal-hal yang harus diperhatikan dalam analisi secar
spektrofotometer UV-Vis:
a. Pembentukan molekul yang dapat menyerap sinar WV-Vi

Perlu dilakukan jika senyawa yang dianalisi tidak
menyerap pada daerah tersebut. Cara yang digusaledah
dengan merubah menjadi senyawa lain atau direaksika
dengan pereaksi tertentu.

b. Waktu operasional (operating time)

Cara ini biasa digunakan untuk pengukuran hasiisiea
atau pembentukan warna. Tujuannya adalah untuk
mengetahui waktu pengukuran yang stabil.

c. Pemilihan panjang gelombang
Panjang gelombang yang digunakan untuk analisi

kuantitatif adalah panjang gelombang yang mempunyai
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absorbansi maksimal. Untuk memilih panjang gelorgban
maksimal,dilakukan denganmembuat kurva hubungaerant
absorbansi dengan panjang gelombang dari suattamaru
baku pada konsentrasi tertentu.
d. Pembuatan kurva baku
Dibuat sari larutan baku dari zat yang akan diarsali
dengan berbagai konsentrasi. Masing —masing abssirba
larutan dengan berbagai konstrasi dikukur, kemudianat
kurva yang merupakan hubungan antara absorbangaden
konsentrasi.
e. Pembacaan absorbansi sampel atau cuplikan
Absorbansi yang terbaca pada spektrofotometer UV-
Vis hendaknya antara 0,2 sampai 0,8 atau 15% sahiptj
jilka dibaca sebagai transmitans. Anjuran ini beadem
anggapan bahwa kesalahan dalam pembacaan T ag20&h O
atau 0,5% (kesalahan fotometrik) (Gandjar, 2012).
2.Instrumen
Instrumen yang digunakan untuk mempelajari serapan
emisi radiasi elektromagnetik sebagi fungsi darinjaag
gelombang disebut spektrometer atau spektrofotamete

Berikut adalah diagram sederhana dari spektrofateme
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21

Tempat

>

Monokromator |~*{ cuplikan

A 4

Detektor 1 Pencata

Gambar 2.3 Instrumen Spektrofotometer UV-Vis

a. Sumber tenaga radiasi

Untuk senyawa-senyawa yang menyerap di spektrum
daerah ultraviolet, digunakan lampu deuterium. Beuin
merupakan salah satu isotop hidrogen. Suatu lampu
deuterium merupakan sumber energi listrik yang
mengemisikan sinar pada panjang gelombang 200-870 n
dan digunakan untuk semua spektroskopi dalam daerah

spektrum ultraviolet.

. Monokromator

Monokromator merupakan serangkaian alat optik yang
menguraikan radiasi polikromatik menjadi jalur-jalyang
efektif atau panjang gelombang-gelombang terselautjadi

jalur-jalur yang sangat sempit.

. Tempat cuplikan

Cuplikan yang akan dipelajari pada daerah ultraviol
atau terlihat yang biasanya berupa gas atau larutan
ditempatkan dalam sel atau kuvet. Sel yang digumakdéuk
cuplikan yang berupa gas mempunyai panjang lintasan

tertentu dari 1 hingga 10 cm.
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d. Detektor
Detektor biasanya merupakan kepingan elektronikyyan
disebut dengan tabung pengganda foton, yang benaksk
mengubah intensitas berkas sinar ke dalam sinytred
yang dapat diukur dengan mudah, dan juga beraksigse
pengganda (amflifier) untuk meningkatkan kekuaiaged.
e. Pencatat
Membaca spektum yang dihasilkan dan mengeluarkan

data sesuai dengan yang diinginkan (Gandjar, 2012).

2.2 Hipotesis
1. Ada pengaruh perbedaan konsentrasi pelarut terhadagolungan
flavonoid pada ekstrak daun katua{uropus androgynug.) Merr.).
2. Ada kadar senyawa flavonoid total yang terkanduadapekstrak daun
katuk Sauropus androgynugL.) Merr.) berdasarkan perbedaan

konsentrasi pelarut.



BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Objek Penelitian

3.2

3.3

Objek penelitian ini adalah pengaruh konsentrasnat terhadap

kadar flavonoid ekstrak daun katu&auropus androgynus.) Merr.).

Sampel dan Teknik Sampling

Sampel yang digunakan adalah daun katuk yang nsagjar yang

terdapat di Kota Tegal Kecamatan Tegal Barat, Jeavegah. Pengumpulan

sampel dilakukan secara purposive dalam bentuk gaog masih segar.

Variabel Penelitian

Pada penelitian ini terdapat beberapa variabetafdam:

1.

2.

3.

Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah pelagtgnol
konsentrasi 70%, 90%, dan 95%.
Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah kangam flavonoid
dalam daun katukSauropus androgynus..) Merr.)
Variabel Terkendali

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah tuvak
pengambilan, lokasi pengambilan, metode refluks, TKldan

Spektrofotometer UV-Vis.

23
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3.4 Teknik Pengumpulan Data
3.4.1 Cara Pengambilan Data
1. Jenis data yang digunakan bersifat kuantitatif kdaaditatif.
2. Metode pengumpulan menggunakan eksperimen Labmnator
Farmasi Politeknik Harapan Bersama Kota Tegal.
3.4.2 Bahan dan Alat Penelitian
1. Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalalaund
katuk dalam keadaan segar, sebagai pelarut : E@enyan
konsentrasi 70%,90% dan 95%.
2. Alat Penelitian
Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah labas
bulat, kondensor, statif, klem, kompor spirtus, ikdlga,
penangas, selang, benjana, batang pengaduk, tabaksj, rak
tabung, waterbath, kain flanel neraca analitik keeglass, objek
glass, corong pisah, deck glass, corong kaca, maskeung
tangan, chamber, gelas ukur, plat KLT, spotes, nghweaksi,
oven, lampu sinar UV, termometer, cawan uap, mKops

spektrofotometer UV-Vis.
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3.4.3 Cara Kerja
1. Pengumpulan Sampel
Pengumpulan sampel dilakukan dengan memilih datukka
secargourposivedengan keadaan segar. Daun katuk diambil dari
Kota Tegal Kecamatan Tegal Barat Jawa Tengabh.
1) Uji Identifikasi Sampel secara Makroskopik dan
Mikroskopik.
1) Uji Makroskopik
Mengidentifikasi serbuk daun katuk berdasarkanuent

bau dan warna.

Menyiapkan serbuk daun katuk

\4

Mengamati bentuk, bau, warna, dan rasa

Gambar 3.1 Skema Identifikasi Daun Katuk secara
Makroskopis
2) Uiji Mikroskopik

Mengambil serbuk daun katuk secukupnya dan
meletakan serbuk diatas objek glass, kemuduan esnet
serbuk dengan 2 tetes aquadest kemudian tutup mlenga
menggunakan deck glass. Kemudian melihat dan
mengamati fragmen-fragmen dibawah mikroskop dan

menyesuaikan dengan literatur.
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Mengidentifikasi sampel dengan menggunakan
mikroskop

\ 4

Menempatkan sampel pada objek glass dan
meneteskan 2 tetes aquadest kemudian tutup dengan
menggunakan deck glass

A\ 4

Melihat dan mengamati fragmen-fragmen dibawgh
mikroskop dan menyesuaikan dengan literatur

Gambar 3.2 Skema ldentifikasi Sampel Menggunakan
Mikroskop
2. Pembuatan Serbuk Simplisia

Daun Katuk dibersihkan dari pengotor yang menempel
(sortasi basah) lalu dicuci dengan air bersih yamgngalir
sampai bersih setelah itu ditiriskan untuk mengigkan air
sisa-sisa pencucian. Daun yang telah bersih kemuwtiangin-
anginkan dan dilanjutkan dengan proses pengeridgaalam
oven pada suhu 40-50°C sampai kering, setelahilifikudkan
sortasi kering yang berguna untuk membersihkan kémdbun
dari kotoran yang mungkin masih menempel atau tiu&ng
pada saat pencucian. Simplisia kering tersebut Kenu
digrinder hingga menjadi simplisia serbuk setelah diayak
dengan menggunakan ayakan mesh 30 dan ditimbangk unt

mendapatkan bobot akhir simplisia (Depkes RI, 2008)
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3. Pembuatan ekstrak daun katuk

Pembuatan ekstrak dilakukan dengan menggunakan alat
refluks dengan mencampurkan 100 gram simplisiangetiaun
katuk dengan 300 ml etanol dengan perbandinganlisimp
etanol (1:3). Kemudian diisolasi dengan metodeauksfldengan
suhu 63-65° C selama 2 jam. Setelah itu disaritgnd&eadaan
panas menggunakan kain flanel untuk mendapatkdratfil
senyawa flavonoid dalam jumlah maksimal dan diuapka
dengan menggunakan kompor spirtus pada api keak ut
menghilangkan pelarutnya yang kemudian menghasilkan
ekstrak pekat.

Gambar skema pembuatan ekstrak daun katuk meliputi

sebagai berikut:

Menyiapkan alat dan bahan

v

Menimbang daun katuk yang telah dirajang sebanlyak
100 ¢

v

Memasukan sampel ke dalam labu alas bulat maging-
masing 100 gr dengan menambahkan 300 ml maging-
masing pelarut etanol 70%,90% dan 95%

\ 4

Isolasi dengan metode refluks dengan suhu 63-65° C
selama 2 jam

\ 4

Diuapkan diatas kompor spirtus pada api kecil untuk
menghilangkan pelarutnya

Gambar 3.3 Skema Pembuatan Ekstrak Daun Katuk
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4. lIsolasi Flavonoid Ekstrak Daun Katuk

Ekstrak bebas dari pelarut (ekstrak kental) kemudia
dilakukan isolasi flavonoid dengan metode ekstraiesr-cair
menggunakan corong pisah dengan pelarut n-heksdozenygak
30 ml, untuk memisahkan senyawa-senyawa non paamar
masing dilakukan tiga kali replikasi. Penambahaheksana
menyebabkan terbentuknya 2 fase kedua pelarut fgseupolar
dan non polar memiliki berat jenis dan kepolarangyberbeda.
Berat jenis fase non polar lebih kecil daripadaefagmlar,
sehingga lapisan non polar berada dibagian ataslajasan
polar berada dibagian bawah. Lapisan polar bagiawab
diambil, tampung dalam cawan porselin (yang sebejam
sudah ditimbang), lalu diuapkan menggunakan watath b
hingga mengental dan angkat cawan porselin lalingiitkan.
Kemudian dilakukan dan menghitung prosentase reedeuiji
identifikasi flavonoid, KLT dan menentukan kadaavibnoid

dengan Spektrofotometer UV-Vis.



Secara skematis dapat digambarkan sebagai berikut:

29

Menyiapkan alat de bahai

\4

Memasukkn ekstrak kental kedalam coropisal

v

Menambahkan 30 ml laruta-heksana kedalam corong pi

A 4

Membentul lapisar 2 fase lapisar ata: fase nonpola dar lapisar bawal
fase polar

\ 4

Menampun lapisar bawal fase pclar dalan cawar porselir (yang
sebelumnya sudah ditimbang)

\ 4

Menguapkan cawan porselin yang berisi fase polamggenaka
waterbath hingga kental dan angkat cawan porsalindinginkan

A 4

Menimbang cawan porselin yang sudah cginkar

Gambar 3.4 Skema Isolasi Flavonoid Ekstrak Daun Katk

5. Identifikasi Senyawa Flavonoid

Ekstrak yang didapat dari daun katuk, selanjutnya

dilakukan identifikasi kandungan flavonoid didalaekstrak

daun katuk sebagai berikut :

a. Uji Warna Test dengan NaOH 10 %

Test dengan NaOH 10 % dengan cara memasukkan dua
tetes sampel dalam spotes, ditambahkan denganefed t

larutan NaOH 10% (Asih, 2009), perubahan warna dtam

hingga menjadi warna kuning sampai kuning kecoklattal
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ini dikarenakan flavonoid termasuk senyawa fendirgga
apabila direaksikan dengan basa akan terbentukawsmng
disebabkan terjadinya sistem konjugasi dari gugamatik
(Desandi, 2014).Berikut identifikasi dengan uji narsecara

skematis :

Memasukkan 1 nsampel dalam tabung ree

Menambahkan dengan 4 i1s NaOH 10 ¢

v

Mengamati perubahan warna yangterjadi, hasil ggi&isi terjadi
perubahan wrna menjadi kuning

v

Mencatat hasil pengama

Gambar 3.5 Skema Uji Warna Test dengan NaOH 10 %
b. Uji Warna Test dengan a8 Qu(pekat)

Test warna dengan:BOypekaydengan cara masukkan 4
tetes sampel dalam tabung reaksi tambahan 2- g |tetdan
H2S04(pekat) (Asih, 2009). Perubahan warna yangdier
diamati menjadi merah bata sampai coklat kehitah@nni
disebabkan karena flavonoid apabila direaksikangaen
asam akan terbentuk warna yang disebabkan tergmdiny
sistem konjugasi dari gugus khalkon. Berikut idisi

warna secara skematis:
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Memasukkan 4 tetes sampel dalam tabung reaksi

A\ 4

Menambahkan-4 tetes larutan >SCas(pekat)

A\ 4

Mengamati perubahan warnang terjadi warna merah b

\ 4

Mencatat hasil pengama

Gambar 3.6 Skema Uji Identifikasi Flavonoid dengarH2S0O4(pekat)
c. Uji Kromatografi Lapis Tipis

Flavonoid yang sudah diketahui rendemennya,
kemudian  flavonoid yang didapat diidentifikasi
menggunakan Kromatografi Lapis Tipis dengan cara
membuat fase gerak untuk analisa kualitatif menggan
metanol : kloroform : eter (5 : 4 : 1). Eluen tdnsebersifat
sangat polar sehingga bisa memisahkan senyawantial/o
dan jumlah banyak yang ditandai dengan munculnyda.no
Menjenuhkan fase gerak, memasukkan kertas sarlvapgae
indikatornya agar seluruh permukaan bejana tedpi eluen
sehingga rambatan yang dihasilkan baik dan beratura
Menunggu fase gerak siap digunakan. Mengaktifkese fa
diam menggunakan plat KLT lapis silika gel aktiiojgen
selama 3 menit dengan suhu 45°C) supaya palt Kddkti

lembab sehingga penyerapan bisa berlangsung deegai



32

Memberi garis batas atas dan batas bawah pad&plat
Menotolkan eluen hasil pada garis batas bawah Kilat,
tunggu hingga kering. Memasukkan plat KLT kedalam
chamber KLT yang telah berisi fase gerak yang sudah
dijenuhkan terlebih dahulu. Menunggu hingga fasealge
mencapai garis batas atas plat KLT. Mengangkat Klat

dari dalam chamber, tunggu hingga kering. Melilbawah
sinar lampu UV pada panjang gelombang 254 nm.
Menganalisa Rf dan membandingkan dengan nilai &fdstr
(Rohyami, 2008). Berikut identifikasi dengan metd¢leT

secara sistematis :
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Menyiapkan alat dan bar

v
l \4

Mengaktifkan plat KLT dengan Membuat fase gerak
dioven selama 3 menit

. Memasukanmetanol:kloroform:ete
Membuat garis batas atas danbaas | dengan perbandingan (5:4:1) d|
bawah pada plat KLT 1 cm dalam chamber
‘ -
Menotolkan sampel flavonoid pa Menjenuhkan dengan kertas sarjng
garis batas bawah plat KLT sebagai indikatornya
v v
Menunggu agak kering plat KYT Menunggu jenuh fase gerak s|ap
siap digunakan digunakan

| |
v

Menunggu plat KLT kedalam chamber yang sudah dijkan

Menunggu hingga eluen naik sampai batas atas plgian diangin anginkar

Melihat bercak yang nampak dibawah sinar UV denmarjang gelombang 254nm

Menganalisa Rf dan membandingkan dengan nilai &fostr

Gambar 3.7 Skema Uji Kromatografi Lapis Tipis
d. Uiji Spektrofotometer UV-Vis
1) Pembuatan Pereaksi
Pembuatan Larutan Al&10 %
Menimbang sebanyak 1g AKCkemudian ditambahkan

aguadest 10 ml aduk hingga homogen.



34

Berikut pembuatan larutan Al€1I0 % secara skematis:

Menimbang sebanyak 1 gr AKCI

A 4

Menambah aquadest 10 ml, aduk hingga homogen

2)

Gambar 3.8 Pembuatan Larutan AlICB10%
Pembuatan Larutan NaNG%

Menimbang sebanyak 5g Naklkemudian ditambah
aquadest 100 ml, aduk hingga homogen.

Berikut pembuatan larutan NaM8% secara skematis:

Menimbang sebanyak 5 gr NahO

A\ 4

Menambah aquadest 100 ml, aduk hingga homogen

3)

Gambar 3.9 Pembuatan Larutan NaNO2 5%

Pembuatan Larutan Blanko

Mengambil 10 ml metanol masukan dalam tabung reaksi
dan memasukan 3 ml metanol kedalam kuvet dan
masukkan kuvet ke dalam Spektrofotometer UV-Vis.
Pembuatan larutanblanko bertujuan untuk kalibrasiap
alat sehingga konsentrasi dimulai dari titik nobffami,

2008)
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Berikut pembuatan larutan blanko secara skematis:

Menyiapkan alat dan bahan

A\ 4

Mengambil 10 ml metanol memasukan ke dalam tabung
reaksi dan memasukan 3 ml metanol kedalam kuvet

A 4

Memasukan kuvet kedalam Spektrofotometri UV-Vis

Gambar 3.10 Pembuatan Larutan Blanko
4) Pembuatan Larutan Induk Baku Pembanding Kuersetin
Menimbang seksama sebanyak 50 mg kuersetin
baku,dimasukan ke dalam labu ukuran 50 ml dan
ditambahkan dengan sedikit pelarut. Lalu dikocaigba
larut, selanjutnya diencerkan dengan pelarut saqgés
tanda sehingga diperoleh larutan dengan konseniasi
ppm. Berikut pembuatan larutan baku kuersetin secar

skematis:

Menimbang 50 mg kuersetin dimasukan ke dalam l&ow U
50 ml tambahkan sedikit pelarut kocok hingga homogs

A\ 4

Kemudian diencerkan dengan pelarut sampai ganatan
hingga didapat konsentrasi 1000ppm

Gambar 3.11 Pembuatan Larutan Baku Kuersetin
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5) Penentuan Panjang Gelombang Maksimal
Memipet larutan induk kuarsetin sejumlah volume
tertentu pada kuvet kemudian periksa pada panjang
gelombang 300-400 nm, kemudian mencatat absorbansi
yang dihasilakan oleh masing-masing panjang gelogba
dan membuat kurva hubungan antara panjang gelombang
dan absorbansi(Hanani, 2016). Berikut penentuan

panjang gelombang maksimal :

Memipet larutan standar kuersetin sejumlah volusnientu

A\ 4

Melihat pada panjang gelombang 300-400 nm

A 4

Mencatat absorbansi yang dihasilkan oleh masingagas
panjang gelombang

A 4

Membuat kurva hubungan antara panjang gelombang gan
absorbansi

Gambar 3.12 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum
6) Pembuatan Kurva Baku Pembanding
Mengambil larutan baku 1000 ppm, kemudian
diencerkan menjadi 10ppm, 20ppm, 30ppm, 40ppm,
50ppm. Dibaca absorbansi pada gelombang maksimal
yang didapat, kemudian ditentukan regresi liniernya
(Mustapa, 2014). Ditambahkan 2 ml aquadest daru150

NaNG 5%. Kemudian didiamkan selama 6 menit, lalu
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ditambahkan AIGQ 10% sebanyak 150 pL, kemudian

didiamkan kembali selama 6 menit, larutan direasik

dengan 2 ml NaOH 4% kemudian diencerkan dengan
aguadest hingga volume 5 ml. Larutan dikocok hingga
homogen, kemudian diukur absorbansi yang dihasilkan
oleh konsentrasi pada panjang gelombang maksimum
yang didapat dan membuat kurva hubungan antara

konsentrasi baku dan absorbansinya (Agung, 2016).

Memipet larutan induk baku 1000 ppm

!

Mengencerkannya menjadi konsentrasi 10 ppm, 20 Bpm,

ppm, 40 ppm, 50 ppm

A 4

Dibaca absorbansi pada gelombang maksimal yangal

Y

Ditentukan regresi liniernya

v

Menambahkan 2 ml aquadest dan 150 pL Nab# diamkan

6 meni

|

Menambahkan 150 pL AlglL0% kemudian didiamkan

kembali selama 6 menit

A 4

Menambahkan 2 ml NaOH 4% kemudian diencerkan dengan

aguadest hingga volume 5 ml, larutkan dikocok hingg

homogel

}

Diukur absorbansi larutan pada panjang gelombangaie

Spektrofotometer UV-Vis
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Gambar 3.13 Pembuatan Larutan Baku
7) Penentuan Senyawa Flavonoid Total
a) Pembuatan Larutan Induk Ekstrak 1000 pm
Ekstrak daun katuk ditimbang 100 mg. Dilarutkan
dalam 100 mL metanol, volume dicukupkan sampai
tanda batas Berikut pembuatan larutan induk ekstrak

1000ppm secara skematis:

Menimbang sebanyak 100 mg

A 4

Melarutkan dalam 100 ml metanol, volume dicukupkan
sampai tanda batas

Gambar 3.14 Pembuatan Larutan Induk Ekstrak
b) Penentuan Senyawa Flavonoid Total

Larutan standar ekstrak dipipet sebanyak 500uL
ke dalam tabung reaksi. Ditambahkan 2 mL aquadest
dan 150 pL NaNO2 5%. Kemudian diamkan selama 6
menit, sebanyak 150uL AICI 3 10% ditambahkan
kedalam larutan, kemudian didiamkan kembali selama
6 menit, larutan direaksikan dengan 2 mL NaOH 4%
kemudian diencerkan dengan aquadest hingga volume
5 mL. Larutan dikocok hingga homogen, kemudian
diukur absorbansi yang dihasilkan oleh konsentrasi

pada panjang gelombang maksimum yang didapat dan
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membuat kurva hubungan antara konsentrasi baku
dengan absorbansinya (Agung, 2016). Berikut

penentuan senyawa flavonoid total secara skematis:

Memipet 50QL ke dalam tabung reaksi

A\ 4

Menambahkan 2 mL aquadest dan{dl5® aNO2 5% diamkan
6 menit

A 4

Menambahkan 130 AICI 3 10% kemudian didiamkan kembaii
selama 6 menit

Menambahkan 2 mL NaOH 4% kemudian diencerkan dengan
aguadest hingga volume 5 mL, larutkan dikocok hingg
homoge!

Y

Diukur absorbansi larutan pada panjang gelombangaie
Spektrofotometer UV-Vis

Gambar 3.15 Penentuan Senyawa Flavonoid Total

3.5 Analisis Data
Hasil pengukuran absorbansi flavonoid pada eksttakn katuk
secara spektrofotometri UV-Vis, analisis data dilkkn dengan

menggunakan regresi linier.



BAB IV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Penelitian tentang pengaruh perbedaan konsentta@soleterhadap kadar
flavonoid pada ekstrak daun katulSajropus androgynugL.) Merr.) ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh perbedaan ktvase etanol terhadap
kandungan flavonoid pada daun kata@ropus androgynufl.) Merr.) dan
mengetahui berapa kadar senyawa flavonoid yan@ndudng pada daun katuk
(Sauropus androgynud..) Merr.). Senyawa flavonoid yang bersifat po#kan
larut pada pelarut polar, yaitu etanol dengan mengkan metode refluks.

4.1 Proses Pembuatan Sampel
Dalam penelitian ini digunakan 3 konsentrasi pelatanol yaitu
etanol 70%, etanol 90%, dan etanol 95%. Daun kgdnlgy diperoleh dicuci
bersih dengan air mengalir, hal ini bertujuan unmugnghilangkan kotoran
yang melekat pada daun katuk. Daun katuk yang tdlahci kemudian
dipotong kecil-kecil, hal ini bertujuan untuk mempas permukaan
simplisia yang kontak dengan cairan penyari seldnggempermudah
proses pengekstraksian
4.2 Uji Makroskopik
Sebelum mengisolasi senyawa flavonoid pada dauunk kigrlebih
dahulu dilakukan uji maksoskopik dan uji mikroskopiada daun katuk
yang sudah dibuat menjadi serbuk daun katuk. Tugpjiamakroskopik ini

dilakukan untuk mencari kekhususan morfologi, ukudtan warna simplisia

40
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yang diuji. Berikut merupakan data hasil uji idék#si serbuk secara
makroskopik:

Tabel 4.1 Hasil Uji Identifikasi Serbuk Secara Makioskopik

Gambar Serbuk Daun  Pengujian Hasil Penelitian Pustaka
Makroskopik
Katuk
Bentuk Serbuk Kasar MMI Jilid V
& VI Tahun

Bau Khas Aromatik 1989 & 1995

Warna Hijau Tua
Rasa Tidak Berasa

Hasil pengamatan uji makroskopik pada buncis mesklan bahwa
serbuk yang digunakasalam penelitian ini sesuai dengan karakteristibige
daun katuk karena memenuhi persyaratan yang tdarqegma Materia Medika
Indonesia.

4.3 Uji Mikroskopik

Uji mikroskopik dilakukan untuk mengetahui fragmergfren di dalam

sampel serbuk daun katuk yang sesuai dengan UiterBerikut data hasil uji

identifikasi secara mikroskopik:
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Tabel 4.2 Hasil Uji Identifikasi Serbuk Secara Mikroskopik

No

Gambar literatur
Gambar Hasil (MMI Jilid V & VI, Keterangan

Epidermis bawah

Epidermis atas

Mesofil
permukaan
bawah

Hablur kalsium
oksalat

Mesofil




43

Gambar literatur
Gambar Hasil (MMI Jilid V & VI, Keterangan
1989 & 1995)

Pembuluh kayu

4.4

Hasil mikroskopik menujukan bahwa serbuk yang dédgam dalam
penelitian ini sesuai literatur dengan karaktekidterdasarkan keluarga
yang sama dengan daun katuk yaitu Euphorbiaceagai ypenelitian
mikroskopik yaitu untuk memastikan kebenaran balseebuk simplisia
yang digunakan dalam penelitian ini benar-bendbuedaun katuk yang
dilihat dari fragmen pengental serbuk melalui m#kap. Hasil yang
diperoleh dari uji identifikasi secara mikroskofkrbentuk jaringan yang
terdapat didalam serbuk daun ka{@auropus androgynus..) Merr.) yaitu
Epidermis bawah, Epidermis atas, Mesofil permukdemwah, Hablur
kalsium oksalat, Mesofil, Pembuluh kayu.

Proses Ekstraksi

Pada penelitian ini, proses pertama yang dilakud@dadah membuat
ekstrak daun katuk dengan cara mengisolasi senffawanoid pada buncis
menggunakan metode refluks yang dilakukan selarjaam2 Pelarut yang
digunakan yaitu etanol 70%, etanol 90%, dan et@b%, karena pelarut ini

dapat melarutkan hampir semua senyawa organik gaiagpada sampel,
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mudah menguap sehingga mudah dibebaskan dari lekdtevonoid
bersifat polar sehingga harus dilarutkan dengamrpelpolar. Bantuan
energi berupa panas pada refluks akan membantasppesnecahan dinding
sel sehingga senyawa flavonoid pada sampel dapeksteaksi secara
maksimal. Proses ekstraksi dilakukan menggunakarangas air untuk
menjaga agar tidak terjadi kelebihan temperatusersepemanasan.

Hasil yang diperoleh dari metode refluks kemudigsahg dengan
menggunakan kain flanel, hasil filtrate cair diuapkdengan pemanasan
pada api kecil untuk menghilangkan pelarut yangiiméscampur pada
ekstrak.

Ekstrak yang telah bebas dari pelarut kemudian sblasi
menggunakan corong pisah dengan pelarut n-hekslakaldin sebanyak 3
kali ekstraksi. Penambahan n-heksana menyebabkaenteknya 2 fase,
lapisan senyawa non polar berada di bagian atas ([@heksana) dan
lapisan senyawa polar berada di bagian bawah,aé&stiengan n-heksana
dilakukan untuk memisahkan komponen flavonoid dase air. Lapisan
yang diambil untuk mengidentifikasi senyawa flavioh@dalah lapisan
bawah, kemudian filtrate yang didapatkan diuapka®nggunakan
waterbath dengan tujuan agar fraksi ekstrak yangapat pada sampel
menguap untuk mendapatkan ekstrak kental, hasiragkskental yang
diperoleh pada sampel menggunakan pelarut etarfdl y#itu 13,01 g,
dengan rendemen 13,03%, hasil eksrak kental ggegoleh pada sampel

menggunakan pelarut etanol 90% vyaitu 13,58 g dengiasemen 13,58%,
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dan hasil ekstrak kental yang diperoleh pada sameelggunakan pelarut

etanol 95% yaitu 13,01 g dengan rendemen 13,02%.

4.5 Uji Reaksi Warna

Selanjutnya mengidentifikasi senyawa flavonoid deasil rendemen

ekstrak daun katuk dilakukan dengan reaksi warmaKlar. Identifikasi

pertama dengan reaksi warna yang diperoleh hasskelyagai berikut:

Tabel 4.3 Hasil Identifikasi Flavonoid dengan Reaks/Narna

Perlakuan Pustaka Hasil Etanol 70% Etanol Etanol

(Asih, 90% 95%
2009)

1 ml ekstrak Perubahan Perubahan |

daun katuk warna warna %

+ 4 tetes kuning menjadi ¢ LH, '

NaOH 10% warna N

kuning (+) ,;

4 tetes Perubahan Perubahan

ekstrak warna merah bata

daun katuk coklat sampai

+4tetes kehitaman coklat

H2SQupekay  Sampai kehitaman

merah tua (+)

Berdasarkan tabel diatas menunjukan ekstrak daduak kpositif

mengandung flavonoid. Terjadi perubahan warna nderijaning setelah

ditetesi NaOH 10% ini karena senyawa Kristin yangrupakan turunan

dari senyawa-senyawa flavonol pada penambahan Na@rgalami
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penguraian oleh basa menjadi molekul seperti ametging berwarna
kuning karena adanya pemutusan ikatan pada strigdprena (Achmad,

1986). Hal ini membuktikan bahwa ekstrak daun katokngandung

senyawa flavonoid.

HO OH

H,C
it

c
COH H
0

OH 0 OH ‘
Kristin Asetofenon

Gambar 4.1 Reaksi Senyawa Flavonoid dengan NaOH 10%

Uji identifikasi warna yang kedua terjadi perubahaaksi warna
menjadi merah bata kehitaman setelah ditetesbQhipekay. Hal ini
membuktikan bahwa ekstrak daun katuk mengandungasenflavonoid.
Hal ini menunjukkan terjadinya reaksi oksidasi teduantara HSQu(pekat)
sebagai pereduksi dengan sampel flavonoid. Re&ksilasi reduksi antara
HoSQupekaty dan flavonoid menyebabkan terbentuknya senyawa lek®p
yang menimbulkan warna merah bata kehitaman saogbdat kehitaman
pada sampel (Asih, 2009). Hasil kualitatif reaksarma pada rendemen

ekstrak daun katuk diperoleh hasil positif mengamgdsenyawa flavonoid.
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Ge:mbar 4.2 Reaksi Senyawa Flavonoid dengan H2SO4effat)
Identifikasi Flavonoid dengan KLT

Identifikasi berikutnya untuk mengetahui ada tidaknsenyawa
flavonoid pada daun katuk dengan metode KLT. KLTrupekan suatu
metode memisahkan komponen kimia berdasarkan priaksorbsi dan
partisi, yang ditentukan oleh fase diam dan fasakgeFase diam yang
digunakan adalah plat KLT berupa silika gel yangsii& polar, yang
terlebih dahulu dioven pada suhu 45°C selama 3 tnemiujuan untuk
menghilangkan kandungan air yang terdapat padasplahgga daya serap
plat menjadi maksimal, sedangkan fase gerak yamgmndkan adalah
campuran metanol : kloroform : eter dengan perbagadi (5:4:1).

Pemilihan eluen yang digunakan mempunyai kepolgearg tinggi
sehingga bisa memisahkan senyawa flavonoid yangjféiepolar. Bejana
terisi uap eluen sehingga rambatan yang dihasilkak dan benturan.
Penjenuhan dilakukan dengan tujuan untuk mempehaetogenitas dalam
bejana dan meminimalkan penguapan pelarut daridegLT. Kemudian
setelah jenuh dilakukan penotolan sampel padadapenyerap (fase
diam), yang selanjutnya penyerap dimasukan keddlej@mna yang berisi

fase gerak yang sudah jenuh. Pada proses mengeamhaigt KLT akan
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mengabsorbsi fase gerak. Setelah mencapai bamplata kemudian plat
diangkat dan dikeringkan dengan cara diangin-amginklan deteksi
senyawa yang diidentifikasi dibawah sinar UV denganjang gelombang
254nm. Berdasarkan hasil KLT terlihat bercak pddaWLT dibawah sinar
panjang gelombang 254nm berwarna kekuningan, sghidgeroleh nilai
Rf. Hasil Rf dan hRf senyawa flavonoid daun katd&lah sebagai berikut:

Tabel 4.4 Hasil Rf dan hRf Senyawa Flavonoid Padadun Katuk

Replikasi Hasil
Pustaka
Etanol 70% Etanol 90% Etanol 95% (Harbone,
1987)

Rf hRf Rf hRf Rf hRf Rf HRf

I 0,70 70 0,72 72 0,73 73 0,78 78
Il 0,74 74 0,73 73 0,78 78
Il 0,78 78 0,77 77 0,88 88

Rata-rata 0,74 74 0,74 74 0,79 79

Dari hasil analisi KLT pada ekstrak daun katuk dipeh perbedaan
Rf yang diduga merupakan senyawa metabolit sekuypaeg tertarik ke
dalam pelarut polar. Pada penelitian ini menggunadtandar teoritis yaitu
Rf 0,78. Pada hasil uji KLT nilai Rf dan hRf yanglapat dengan rata-rata
pada pelarut etanol 70% sebesar 0,74 dengan risébesar 74, pada
pelarut etanol 90% nilai Rf sebesar 0,74 denghm nRf sebesar 74 dan
pada pelarut etanol 95% sebesar 0,79 dengan Rfasdbesar 79. Nilai Rf
sangat karakteristik untuk senyawa tertentu pagendiertentu. Hal tersebut
dapat digunakan untuk mengidentifikasi adanya pkde senyawa dalam

sampel. Senyawa yang mempunyai nilai Rf lebih bbsaarti mempunyai
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kepolaran yang rendah, sebaliknya nilai Rf yanglKserarti mempunyai
kepolaran yang tinggi. Hal tersebut dikarenakar fdsm bersifat polar.
Senyawa yang lebih polar akan tertahan kuat pas@ fam, sehingga
menghasilkan nilai Rf yang rendah. Rf KLT yang tmfgerkisar antara 0,2
—0,8. Jika terlalu tinggi, yang harus dilakukaalath mengurangi kepolaran
eluen, dan sebaliknya (Ewing Galen Wood, 1985).affetisebutkan
sebelumnya bahwa polaritas sampel dan laju pergerdierbanding
terbalik. Semakin tinggi polaritas senyawa, semaikatannya dengan fase
diam yang berupa plat silica gel yang bersifat psihingga mempunyai
nilai Rf yang semakin kecil, dan sebaliknya. Sed&ag jika dilihat dari
pengaruh eluen yang digunakan, semakin tinggi pataeluen maka nilai
Rf nya juga semakin tinggi. (Serma and Bernard 3200

Hal ini membuktikan bahwa senyawa yang terdeteltand ekstrak
daun katuk merupakan senyawa yang bersifat polarde€8arkan hasil
analisis KLT pada ekstrak daun katuk diperoleh gaalan nilai Rf dan hRf
hal ini disebabkan karena perbedaan polaritas daasing-masing
konsentrasi pelarut, derajat kemurian fase gerailgjat kejenuhan dari uap
dalam bejana, jumlah cuplikan yang digunakan, sérta kesetimbangan.
Nilai Rf tergantung pada sifat polar pelarut yagusiakan, sifat polar dari
fase diam, sifat polar sampel, kondisi percobaaari Dasil kualitatif uji
reaksi warna flavonoid didapat (+) sehingga daglifnjutkan ke uji

kuantitatif dengan metode spektrofotometri UV-Vis,
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4.7 ldentifikasi Flavonoid dengan Spektrofotometri UV-Vis

Analisis berikutnya yaitu secara kuantitatif deng@fjuan untuk
menetapkan kadar flavonoid pada sampel dengan mejoektrofotometri
UV-Vis menggunakan alat spektrofotometer. Metodekspfotometri UV-
Vis digunakan karena waktu pengerjaannya yang aingtukup mudah
dalam pengerjaannya, jumlah sampel sedikit danyatg dihasilkan lebih
vaid dengan tingkat ketelitia yang tinggi. Langklaérja yang dilkukan
dalam uji spektofotometri UV-Vis, dengan larutanN@ 5%, AICl 10%
dan NaOH 4% sebagai larutan pereaksi. Pengukurdar Kevonoid total
pada ekstrak daun katuk dengan penambahans A1 NaNQ terbentuk
senyawa kompleks antara AlCldan NaNQ dengan flavonoid yang
menghasilkan reaksi warna, yang kemudian berea&sgah basa kuat
(NaOH). Pereaksi AIGI| dapat digunakan untuk mendeteks flavonoid
dengan gugus orto dihiroksi dan dihidroksi karboaibu yang hanya
mempunyai gugus orto dihidroksi saja

Pada tahap spektrofotometri terlebih dahulu dibdaaitan blanko
yang berisi metanol. Pembuatan larutan blanko juemuuntuk kalibrasi
pada alat sehingga konsentrasi dimulai dari tith. iProses selanjutnya
dilakukan penentuan panjang gelombang untuk mergherabsorbansi
maksimal. Alasan penggunaan panjang gelombang maksuntuk
memperoleh kepekaan dan serapan yang maksigal @leh karena itu
pada serapan yang maksimal pada perubahan absarbarssetiap satuan

konsentrasi adalah yang paling besar. Larutan ydiggnakan untuk
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menentukan panjang gelombang maksimal yaitu larstandar kuersetin.
Pembuatan larutan pereaksi, dengan memipet larutduk kuersetin
sejumlah volume tertentu pada kuvet. Kemudian diu&bsorbansinya
dengan menggunakan spektrofotometri pada panjalogmbang 300-400
nm. Hasil pengukuran panjang gelombang larutardatakuersetin sebagai
berikut:

Tabel 4.5 Data Absorbansi Larutan Kuersetin

No Panjang Absorbansi
Gelombang (nm)

1 300 0,923

2 310 0,948

3 320 1,037

4 330 1,242

5 340 1,542

6 350 2,050

7 360 2,636

8 370 2,839 (maks)
9 380 2,721
10 390 2,094
11 400 1,003

Hubungan antara absorbansi dan panjang gelombategtudian
sehingga dapat diketahui panjang gelombang maksyaahasil orientasi
diperoleh data panjang gelombang dengan mengukapae pada panjang
gelombang maksimum (puncak kurva), agar dapat mekalpe serapan
tertinggi untuk setiap konsentrasi. Dari data ydipgroleh kemudian dibuat

kurva hubungan antara panjang gelombang dengaokasinya.
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Gambar 4.3 Kurva Panjang Gelombang Vs Absorbansi

Gambar menunjukan bahwa absorbansi tertinggi tatdgmda
panjang gelombang 370 nm dengan absorbansi 2,838il idrientasi
diperoleh data panjang gelombang maksimal pad#alastandar kuersetin
adalah 370 nm. Proses selanjutnya setelah dipepdefang gelombang
maksimal, diukur dengan menggunakan larutan stamalawr kuersetin dari
5 konsentrasi untuk membuat kurva linier denganggenakan panjang
gelombang maksimal yang diperoleh dan sebagai pediiipa pada
pengukuran senyawa flavonoid pada sampel. Data rizdossi dari
konsentrasi larutan standar baku kuersetin dapmatatikurva baku antara
konsentrasi larutan kuersetin dan absorbansinyauaKloaku dibuat dengan
tujuan mengetahui hubungan antara konsentrasi alarengan nilai
absorbansinya sehingga konsentrasi sampel dapetiadik. Larutan baku
kuersetin yang digunakan yaitu 0,10,20,30,40,50nd¢atrasi 0 adalah

konsentrasi blanko (Agung, 2016)
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Tabel 4.6 Konsentrasi dan Absorbansi dari Kuerseti

Konsentrasi Absorbansi
0 0
10 0,116
20 0,231
30 0,378
40 0,434
50 0,511

Selanjutnya hasil pembuatan kurva standar kuersetig tertujuan
untuk mengetahui hubungan antara konsentrasi far@@ngan nilai

absorbansi dapat dilihat pada

0,6

o
[

y =0,0104x+0,0172
/ R2=0,9824
/ —4— Absorbansi

—— Linear (Absorbansi)

it
.

Absorbansi (A)
e s

=
—

o

0 10 20 30 40 50
Konsentrasi (ppm)

Gambar 4.4 Kurva Dengan Absorbansi Kuersetin
Kurva standar yang diperoleh memiliki persamaamsgar 0,0104x +
0,0172. Persamaan ini digunakan untuk menghitud@rkéiavonoid dalam
sampel dimana (y) menyatakan nilai absorbansi gaményatakan kadar
flavonoid dalam sampel (Agung, 2016). Dengan kesfiskorelasi yang
diperoleh Rz = 0,9824. Hal ini menunjukan semakimggi konsentrasi

semakin tinggi pula absorbansinya.



4.8

54

Persamaan linier y=0,0104x + 0,0172 yang diperal&m digunakan
untuk menetapkan kadar flavonoid pada daun katukggumakan metode
refluks dengan y adalah absobansi sampel dan xaladibnsentrasi
flavonoid dalam sampel. Pengukuran absorbansi padaak daun katuk
dilakukan pada panjang gelombang maksimal yangpdidgaitu 370 nm.
Berikut ini merupakan data absorbansi senyawa flaxbpada daun katuk:

Tabel 4.7 Data Absorbansi Senyawa Flavonoid Pada Da Katuk

Replikasi Absorbansi Panjang
Gelombang
Etanol 70% Etanol 90% Etanol 95% 370 nm
I 0,490 0,463 0,421
Il 0,469 0,425 0,410
1] 0,505 0,462 0,410
Rata-rata 0,488 0,45 0,413

Penetapan Kadar Flavonoid

Proses selanutnya yaitu penetapan kadar senyawandi@ pada
sampel. Dibawah ini merupakan data hasil penetdgamaar senyawa
flavonoid dengan menggunakan metode spektrofototdgtVis.

Tabel 4.8 Data Kadar Senyawa Flavonoid Pada Daun Kak

Kadar (mgQE/gr ekstrak)

Replikasi

Etanol 70% Etanol 90% Etanol 95%
I 0,454 0,428 0,388
Il 0,434 0,329 0,377
1] 0,469 0,427 0,377
Rata-rata 0,452 0,394 0,380

Hasil penetapan kadar senyawa flavonoid yang teltkagn dalam
sampel pada pelarut etanol 70% replikasi | adaf&d0,mgQE/100 gr

ekstrak, pada replikasi Il adalah 0,434 mgQE/100ekgtrak, dan pada
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replikasi Il adalah 0,469 mgQE/100 gr ekstrak. @aelarut etanol 90%
replikasi | adalah 0,428 mgQE/100 gr ekstrak, pagékasi Il adalah 0,329
mgQE/100 gr ekstrak dan pada replikasi 1l adalasd2® mgQE/100 gr
ekstrak. Sedangkan pada pelarut etanol 95% replikasdalah 0,388
mgQE/100 gr ekstrak, pada replikasi Il adalah 0%8dan pada replikasi Il
adalah 0,377 mgQE/100 gr ekstrak

Berdasarkan data tersebut hasil kadar senyawanttédd@ada ekstrak
daun katuk dengan menggunakan Spektrofotometri W/yéitu untuk
kadar flavonoid dengan menggunakan pelarut etaféb didapat hasil
dengan rata-rata sebesar 0,452 mgQE/100 gr ekgtaale pelarut etanol
90% didapat hasil dengan rata-rata sebesar 0,393EMQO0 gr ekstrak,
sedangkan pada pelarut etanol 95% didapat hasirata sebesar 0,380
mgQE/100 gr ekstrak.

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa kad@avdnoid total
tertinggi pada ekstrak daun katuk yang didapat parigaruh perbedaan
konsentrasi etanol yaitu pelarut etanol konsenit@%b. Pelarut etanol 70%
memperoleh kadar flavonoid lebih tinggi dibandingldengan etanol 90%
dan 95%. Tingginya kadar senyawa flavonid dalantrekslaun katuk yang
diperoleh menggunakan pelarut etanol 70% dikarenaemakin tinggi
konsentrasi etanol maka semakin rendah tingkat l&asgo pelarutnya
(Shadmani, 2004). Suatu zat akan terlarut dan s&ek dengan baik
apabila pelarut yang digunakan memiliki tingkat depan yang sama

(Yuswi, 2017). Pelarut campuran antara alkohol @iamerupakan pelarut



56

pengekstrak terbaik untuk hampir semua senyawa yaemiliki berat
molekul rendah seperti flavonoid. Penggunaan pel&tanol dengan
konsentrasi diatas 70% mengakibatkan penurunah ftatenoid. Pelarut
etanol diatas 70% kurang efektif untuk melarutkamyawa flavonoid yang
memiliki berat molekul rendah (Suhendra, 2019). Meab Harborne
(1987), senyawa flavonoid terbagi menjadi beberggas. Tiap jenis
flavonoid mempunyai kepolaran yang berbeda-bedmttung dari jumlah
dan posisi gugus hidroksil tiap jenis flavonoid isglya hal tersebut akan
mempengaruhi kelarutan flavonoid pada pelarut.

Grafik kadar flavonoid dari ekstrak daun katuk ggbhderikut:

Grafik Kadar Flavonoid Ekstrak Daun Katuk
Dengan Perbedaan Konsentrasi Pelarut

mReplikasil ®Replikasi I1 Replikasi I11

0 0.47%
0.45% 0 4304 0.43% 0.43%

0.39%0,38%0.38%
0.33%

Etanol 70% Etanol 90% Etanol 95%

Gambar 4.5 Grafik Kadar Senyawa Flavonoid Pada Eksek Daun Katuk
Berdasarkan grafik diatas dapat diketahui adanygareh perbedaan
pelarut terhadap kadar flavonoid ekstrak daun kafilapatkan satu
konsentrasi pelarut etanol paling baik yaitu etar@. Tingginya kadar

senyawa flavonid dalam ekstrak daun katuk yangrdipe menggunakan
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pelarut etanol 70% dikarenakan semakin tinggi kotmasi etanol maka
semakin rendah tingkat kepolaran pelarutnya. Pelaampuran antara
alkohol dan air merupakan pelarut pengekstrak tetlratuk hampir semua
senyawa yang memiliki berat molekul rendah seflestonoid. Penggunaan
pelarut etanol dengan konsentrasi diatas 70% méragkn penurunan
total flavonoid. Pelarut etanol diatas 70% kurafekt untuk melarutkan

senyawa flavonoid yang memiliki berat molekul remd@&uhendra, 2019).
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5.2

BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah:

1. Perbedaan konsentrasi pelarut etanol berpengardfadiegp kadar
flavonoid ekstrak daun katuk.

2. Kadar flavonoid tertinggi dimiliki oleh pelarut etal 70% dengan rata-
rata sebesar 0,428gQE/gr ekstraldibandingkan dengan pelarut etanol
90% dan 95% yang memiliki rata-rata sebesar On39dE/gr ekstraklan
0,380mgQE/gr ekstrak

Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk metadpeii kandungan

yang ada dalam daun katuk dengan metode lainnya
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Lampiran 1. Hasil Perhitungan Berat Sampel

. Etanol 70%

e Berat beakerglass kosong : 174,30 gram (a)
« Berat beakerglass + isi : 274,30 gram (b)
» Berat beakerglass + sisa : 174,51 gram (c)

Berat sampel : (b-c)
:274,30 gram — 174,51 gram

199,79 gram
. Etanol 90%
e Berat beakerglass kosong : 174,32 gram (a)
* Berat beakerglass + isi : 274,32 gram (b)
» Berat beakerglass + sisa : 174,37 gram (c)

Berat sampel :(b-c)
274,32 gram — 174,37 gram

: 99,95 gram
. Etanol 95%
e Berat beakerglass kosong : 174,35 gram (a)
* Berat beakerglass + isi : 274,35 gram (b)
e Berat beakerglass + sisa : 175,43 gram (c)

Berat sampel :(b-c)
275,35 gram — 175,43 gram
199,92 gram



Lampiran 2. Hasil Perhitungan Berat Ekstrak

1. Etanol 70%

e Berat cawan kosong :87,58 gram (d)

* Berat cawan + isi : 100,59 gram (e)

* Beratisi re—d
100,59 gram - 87,58 gram
: 13,01 gram

2. Etanol 90%

e Berat cawan kosong :87,27 gram  (d)

* Berat cawan + isi 100,85 gram (e)

e Beratisi re—d
100,85 gram - 87,27 gram
13,58 gram

3. Etanol 95%

* Berat cawan kosong :87,85gram (d)

e Berat cawan + isi 100,86 gram (e)

e Beratisi re—d
100,86 gram - 87,85 gram
13,01 gram
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Lampiran 3. Hasil Perhitungan Rendemen

13,02 %

Berat ekstrak kental (v
Rendemen =——— ntal () x 100 %
Berat sampel (x)
1. Etanol 70%
berat ekstrak
Rendemen ——— x 100%
berat sampel
13,01
9 % 100 %
3,79 gram
113,03 %
2. Etanol 90%
berat ekstrak
Rendemen +— x 100%
berat sampel
13,58 gram
————— X100 %
39,95 gram
: 13,58 %
3. Etanol 95%
berat ekstrak
Rendemen +— x 100%
berat sampel
12,01
=8 % 100 %
29,92 gram
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Lampiran 4. Perhitungan Fase Gerak Rf dan hRf

Perhitungan Fase Gerak
Metanol : kloroform : eter (5 : 4 : 1) dibuat dald ml

* Metanol = 1—2 x 10 ml
=5ml

» Kloroform :liﬁ x 10 ml
=4 ml

* Eter :1—1[:. x 10 ml
=1ml

Perhitungan Rf dan hRf

_Jarak yang ditempuh sampel

B Jarak yang ditempuh pelarut

hRf = Rf x 100

1. Etanol 70%

A. Replikasi |
Data analisis Rf dan hRf
Jarak tempuh sampel =5,6
Jarak tempuh pelarut =79
Rf =22=0,70
7.9
hRf =0,70 x 100 =70
B. Replikasi Il
Data analisis Rf dan hRf
Jarak tempuh sampel =59
Jarak tempuh pelarut =79
Rf =2=0,74
7.9
hRf =0,74x100=74
C. Replikasi Il

Data analisis Rf dan hRf
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Jarak tempuh sampel =6,2
Jarak tempuh pelarut =79

Rf =%2=0,78
7.5
hRf =0,78 x 100 =78

0,70 +0,72+0,78
Rata-rata Rf sampel -—

=0,74
Rata-rata hRf sampel ?:DJFT;”B
=0,74
2. Etanol 90%
A. Replikasi |
Data analisis Rf dan hRf
Jarak tempuh sampel =57
Jarak tempuh pelarut =79
Rf =2=0,72
7.9
hRf =0,72x100=72
B. Replikasi Il
Data analisis Rf dan hRf
Jarak tempuh sampel =59
Jarak tempuh pelarut =79
Rf :i—:z =0,73
hRf =0,73x100=73
C. Replikasi Il
Data analisis Rf dan hRf
Jarak tempuh sampel =6,1
Jarak tempuh pelarut =79
Rf =%2=0,77
7.8

hRf =0,77x100 =77

0,72 40,7340,77
- 3

=0,74
72473477
T3

=0,74

Rata-rata Rf sampel

Rata-rata hRf sampel

3. Etanol 95%



A. Replikasi |
Data analisis Rf dan hRf

Jarak tempuh sampel =59
Jarak tempuh pelarut =79
Rf =22-=0,73

T 75

hRf =0,73x100=73

B. Replikasi ll
Data analisis Rf dan hRf
Jarak tempuh sampel =6,3
Jarak tempuh pelarut =79
Rf =22—9¢,78
7.9
hRf =0,78x100=78
C. Replikasi I
Data analisis Rf dan hRf
Jarak tempuh sampel =7
Jarak tempuh pelarut =79
Rf =L =0,88
7.9

hRf =0,88 x 100 = 88

0,73 #0,78+0,58
Rata-rata Rf sampel -—

Rata-rata hRf sampel =



Lampiran 5. Penetapan Kadar Flavonoid Sampel

1. Pembuatan larutan pereaksi

a. Pembuatan larutan induk kuersetin

Kuersetin —=img

50 ml

= 1000 ppm
b. Pembuatan larutan baku kuersetin berbagai konsentra

» Konsentrasi 10 ppm
MixVi = Max V2

100xWV = 10 x5 ml
- 50
Vl - 100
Vi =0,5ml

* Konsentrasi 20 ppm
Mi1xVi = M2ax V2

100xW. = 20 x5ml
_ 100
Vio=4a
Vi =1ml

» Konsentrasi 30 ppm
MixVi = M2xVz

100xM = 30 x5ml
Vi = 150
100
Vi =15ml

» Konsentrasi 40 ppm
MixVi = M2xVz

100xM = 40 x5ml
_ 200
Vio= 100
Vi =2ml

» Konsentrasi 50 ppm
MixVi = M2xV2
100 x M 40 x5 ml

200
Vi =
100




Vi =2,5ml

c. Pembuatan larutan Al€L0%

1 g —> 10 ml Aquadest

X —>10ml
1 x

L E
10 10

— 10 _
X =2=1gAICk

. Pembuatan larutan Naho

5 g —> 100 ml Aquadest
5 x

I

10 10

500 x 100

x =22 = 5gAICk

100
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Lampiran 6. Penetapan Kadar Senyawa Flavonoid PadBaun Katuk

a. Pembuatan larutan induk ekstrak daun katuk 1000 ppm
Ekstrak daun katuk =100 mg

_100meg
100 ml
_img

_iml

=1000 ppm

b. Perhitungan Kadar Senyawa Flavonoid Daun Katuk

Konsentrasi Awal
Konsentrasi Akhir
_1000ppr _

Faktor Pengenceran

B 100ppm

Y =0,0104x + 0,0172

1. Sampel dengan pelarut etanol 70%

A. Replikasi |
Konsentrasi Awal =1000 ppm
Pengenceran (p) =10
Volume yang dipipet =0,5ml
Volume Akhir =5ml
Absorbansi (y) =0,490
Peesamaan regresi linier =y =0,0104x + 0,0172

a =0,0104 (slope)
b =0,0172 (intercept)

Eonsentrasi awal » volume yang diambil

Vglume akhir
1000 = 0,5 ml

Sml
{absorbansi sampel - b)

Konsentrasi akhir

=100 mg/ml

* Fp x 100%

a

Kadar = )
Konsentrasiawal
(0,490 - 0,0172)
_—0,0104 = 10 x 100%;
1000
= 0,454%~ mgQE/100 gr ekstrak
B. Replikasi Il
Konsentrasi Awal = 1000 ppm

Pengenceran (p) =10



Volume yang dipipet
Volume Akhir
Absorbansi (y)
Peesamaan regresi linier

Konsentrasi akhir

Kadar

C. Replikasi Il

Konsentrasi Awal
Pengenceran (p)
Volume yang dipipet
Volume Akhir
Absorbansi (y)
Peesamaan regresi linier

Konsentrasi akhir

Kadar

72

=0,5ml
=5ml
= 0,469
=y =0,0104x + 0,0172
a =0,0104 (slope)
b =0,0172 (intercept)

Eonsentrasi awal x wolume yang diambil

Volume akhir
_1{]{]!] ¥ 0,5 ml

Sml

{absorbansi sampel - b)
d
Konsentrasiawal

(0,469 - 0,0172) -
oot * 10 % 100%

1000
= 0,434%~ mgQE/100 gr ekstrak

=100 mg/ml

» Fpx= 100%

= 1000 ppm
=10
=0,5ml
=5ml
= 0,505
=y =0,0104x + 0,0172
a =0,0104 (slope)
b =0,0172 (intercept)

Eonsentrasi awal ¥ wolume yang diambil
- Vaolume zkhir

1000 x 0,5 ml
B 5 ml

{absorbansi sampel - b)
d
Konsentrasiawal

(0,505 - 0,0172) -
T ool0: * 10 % 100%

1000
= 0,469%~ mgQE/100 gr ekstrak

=100 mg/ml

» Fpx= 100%




Kadar rata-rata flavonoid pada sampel/gr
_ 0454% + 0,434% + 0,46%%

- 3

= 0,452%* mgQE/100 gr ekstrak
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2. Sampel dengan pelarut etanol 90%

A. Replikasi |
Konsentrasi Awal =1000 ppm
Pengenceran (p) =10
Volume yang dipipet =0,5ml
Volume Akhir =5ml
Absorbansi (y) = 0,463
Peesamaan regresi linier =y =0,0104x + 0,0172
a =0,0104 (slope)
b =0,0172 (intercept)
. . Honsentrasi awal ® wolurme yang diambil
Konsentrasi akhir = — S
1000 = 0,5 ml
=—————— =100 mg/ml
Eml
{absorbansi sampel - b) « Fpx 100%
Kadar = 4 :
Konsentrasiawal
O X 10 X 100%
- 1000
= 0,428%~ mgQE/100 gr ekstrak
B. Replikasi Il
Konsentrasi Awal =1000 ppm
Pengenceran (p) =10
Volume yang dipipet =0,5ml
Volume Akhir =5ml
Absorbansi (y) =0,425
Peesamaan regresi linier =y =0,0104x + 0,0172
a =0,0104 (slope)
b =0,0172 (intercept)
. . Honsentrasi awal ® wolurme yang diambil
Konsentrasi akhir = — S
1000 = 0,5 ml
=—————— =100 mg/ml
Eml
{absorbansi sampel - b) x Fp x 100%
Kadar = 2

Konsentrasiawal



C. Replikasi Il
Konsentrasi Awal
Pengenceran (p)
Volume yang dipipet
Volume Akhir
Absorbansi (y)
Peesamaan regresi linier

Konsentrasi akhir

Kadar

75

(0,425 - 0,0172)
0,0104

1000
= 0,392%~ mgQE/100 gr ekstrak

» 10 % 100%;

= 1000 ppm

=10

=0,5ml

=5ml

= 0,462

=y =0,0104x + 0,0172

a =0,0104 (slope)
b =0,0172 (intercept)

Eonsentrasi awal » volume yang diambil

Vglume akhir
1000 = 0,5 ml
=————— =100 mg/ml

Sml

{ahsnrhans;samp-ﬂl'b:] X Fpx 100%

Konsentrasiawal

(0,462 - 0,0172)
0,0104

» 10 % 100%;

1000
= 0,427%~ mgQE/100 gr ekstrak

» Kadar rata-rata flavonoid pada sampel/gr
0,428% + 0,329% + 0,427%

3

= 0,394 mgQE/100 gr ekstrak

3. Sampel dengan pelarut etanol 70%

A. Replikasi |
Konsentrasi Awal
Pengenceran (p)
Volume yang dipipet
Volume Akhir
Absorbansi (y)

Peesamaan regresi linier

= 1000 ppm

=10

=0,5ml

=5ml

=0,421

=y =0,0104x + 0,0172

a =0,0104 (slope)
b =0,0172 (intercept)
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Eonsentrasi awal x wolume yang diambil

Konsentrasi akhir =

Vaolume akhir
1000 x 0,5 ml
=————— =100 mg/ml
oml
(absorbansi sampel - b) « Fpx 100%
Kadar = = :
Konsentrasiawal
% 10 % 100%
- 1000
= 0,388%* mgQE/100 gr ekstrak
B. Replikasi Il
Konsentrasi Awal = 1000 ppm
Pengenceran (p) =10
Volume yang dipipet =0,5ml
Volume Akhir =5ml
Absorbansi (y) =0,410
Peesamaan regresi linier =y =0,0104x + 0,0172
a =0,0104 (slope)
b =0,0172 (intercept)
. . Honsentrasi awal ® wolurme yang diambil
Konsentrasi akhir = —
1000 x 0,5 ml
=————— =100 mg/ml
5 ml
(zbzorbansi sampel - b) « Fpx 100%
Kadar = = :
Konsentrasiawal
% x 10 x 100%
- 1000
= 0,377%~ mgQE/100 gr ekstrak
C. Replikasi Il
Konsentrasi Awal = 1000 ppm
Pengenceran (p) =10
Volume yang dipipet =0,5ml
Volume Akhir =5ml
Absorbansi (y) =0,410

Peesamaan regresi linier =y =0,0104x + 0,0172
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a =0,0104 (slope)
b =0,0172 (intercept)

Eonsentrasi awal x wolume yang diambil

Konsentrasi akhir = S

_1ﬂﬂﬂ % 0,0 ml
~ s5ml
(zbzorbansi sampel - b)

=100 mg/ml

» Fpx= 100%

a

Kadar = .
Konsentrasi awal
(0,410 - 0,0172)

1]
0.0104 = 10 = 100%4;

1000
= 0,377%~ mgQE/100 gr ekstrak

» Kadar rata-rata flavonoid pada sampel/gr
0,388% + 0,377% + 0,377%

3
= 0,380%*~ mgQE/100 gr ekstrak




Lampiran 7. Gambar Pembuatan Sampel

A. Cara Kerja

—

No Gambar Keterangan
1 Tanaman daun
katuk
2 Pencucian daun
katuk dengan air
mengalir
3 Perajangan daun
katuk
4 Penimbangan daut
katuk
5 Proses memasukan
daun katuk kedalam
labu alas bulat
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No Gambar Keterangan
6 Proses memasukan
pelarut kedalam
labu alas bulat
7 Proses refluk daun
katuk selama 2 jam
8 Proses pengambilan
filtrate daun katuk
9 Proses pengentalan
ekstrak daun katuk
10 Isolasi senyawa
flavonoid
11 Proses pemisahan

ekstrak dari
pengotor dengan
penambahan n-
heksana
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12

=

Proses pengentala
ekstrak di
waterbath

13

Ektrak kental
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Lampiran 8. ldentifikasi Senyawa Flavonoid

B. ldentifikasiSenyawa Flavonoid

No Gambar Keterangan

1 Proses pengaktifan Plg
KLT

2 Proses penjenuhan
bejana

3 Hasil elusi KLT

4 Hasil bercak flavonoid

~—+
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Lampiran 9. Uji Flavonoid Menggunakan Spektrofotomeri

C. Uji Flavonoid Menggunakan Spektrofotometri

No

Gambar

Keterangan

1

Membuat larutan induk
baku dengan kuersetin yar
di campurkan dengan
menthanol

g

Membuat konsentrasi
sebnyak 10,20,30,40,50

ppm

Pembuatan NaN{»%,
AICl310%, NaOH 4%,

Penentuan senyawa
flavonoid total dengan
penabahan NaN(%,

AICI310%, NaOH 4% pada
larutan standar ekstrak
dilakukan 3 kali replikasi

=

Penentuan nilai absorbans

D
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