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ABSTRAK

Nofitasari, R. 2022. IDENTIFIKASI ISOLAT FLAVONOID HASIL EKSTRAKSI
DAUN KATUK (Sauropus androgynous L. Merr) FRAKSI ETIL ASETAT DAN
UJl ANTIOKSIDAN METODE DPPH. Skripsi. Program Studi Kimia Fakultas
Sanis dan Teknologi. Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
Pembimbing I: Rachmawati Ningsih, M.Si; Pembimbing II: A Ghanaim Fasya, M.Si.

Kata kunci: Antioksidan, Daun Katuk, dan Flavonoid

Radikal bebas menyebabkan kerusakan sel-sel pada tubuh, sehingga
mengakibatkan munculnya berbagai penyakit. Antioksidan dapat meredam radikal bebas
dan daun katuk diketahui memiliki aktivitas antioksidan. Sehingga penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui aktivitas antioksidan senyawa flavonoid yang dikhususkan pada daun
katuk (sauropus androgynous L. Merr). Penelitian dilakukan dengan preparasi sampel daun
katuk (sauropus androgynous L. Merr) yang dilanjutkan ekstraksi menggunakan ultrasonik
dengan pelarut etanol. Ekstrak pekat etanol kemudian dihidrolisis menggunakan HCI dan
dilanjutkan dengan partisi menggunakan etil asetat. Hasil partisi yang diperoleh kemudian
diuji fitokimia flavonoid dan dipisahkan senyawa menggunakan KLT. Selanjutnya isolat
senyawa yang terpisah berupa flavonoid akan diuji aktivitas antioksidan dengan
menggunakan metode DPPH dan isolat flavonoid diidentifikasi menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dan FTIR.

Hasil penelitian menunjukkan hasil ekstraksi ultrasonik menghasilkan rendemen
28,3% dan hasil partisi etil asetat menghasilkan rendemen 2,36%. Pemisahan flavonoid
menggunakan kromatografi lapis tipis analitik (KLTA) menunjukkan bahwa variasi eluen
terbaik adalah (5: 5) dengan 11 spot. Pemisahan kromatografi lapis tipis preparatif (KLTP)
menghasilkan 18 spot serta tiga spot positif flavonoid yaitu isolat 6, 7 dan 8. Isolat positif
flavonoid diuji aktivitas antioksidan menghasilkan 1Cso 83,74, 44,02 dan 44,13 ppm. Hasil
identifikasi spektrofotometer UV-Vis terdapat gugus C=C dan C=0 serta hasil identifikasi
FTIR terdapat gugus fungsi C=C, C-O, C-H dan O-H yang menandakan adanya senyawa
flavonoid.
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ABSTRACT

Nofitasari, R. 2021. IDENTIFICATION OF FLAVONOID ISOLATES FROM THE
EXTRACTION OF KATUK LEAVES (Sauropus androgynous L. Merr)
ETHLACETATE FRACTION AND ANTIOXIDANT TESTING WITH
DPPH METHOD. Thesis. Department of Chemistry, Faculty of Sanis and
Technology. Maulana Malik Ibrahim State Islamic University of Malang.
Supervisor I: Rachmawati Ningsih, M.Si; Supervisor II: A Ghanaim Fasya, M.Si.

Keywords: Antioxidants, Katuk Leaves and Flavonoids

Free radicals cause damage to cells in the body, resulting in the emergence of
various diseases. Antioxidants can reduce free radicals and katuk leaves are known to have
antioxidant activity. So this study aims to determine the antioxidant activity of flavonoid
compounds that are specific to katuk (Sauropus androgynous L. Merr) leaves. The study
was conducted by preparing samples of katuk (Sauropus androgynous L. Merr) leaves
followed by ultrasonic extraction with ethanol as a solvent. The concentrated ethanol
extract was then hydrolyzed using HCI and continued with partitioning using ethyl acetate.
The partition results obtained were then tested for flavonoid phytochemicals and separated
by using TLC. Furthermore, isolated compound isolates in the form of flavonoids will be
tested for antioxidant activity using the DPPH method and flavonoid isolates are identified
using UV-Vis spectrophotometer and FTIR.

The results showed that the ultrasonic extraction produced a yield of 28.3% and
the ethyl acetate paste produced a yield of 2.36%. Separation of flavonoids using analytical
thin layer chromatography (TLC) indicated that the best eluent variation was n-hexane:
ethyl acetate (5: 5) with 11 spots. Separation of preparative thin layer chromatography
(TLCP) resulted in 18 spots and three positive spots for flavonoids, namely isolates 6, 7
and 8. The positive isolates for flavonoid in the antioxidant activity test resulted in 1Cso
83.74, 44.02 and 44.13 ppm. The identification results of UV-Vis spectrophotometer
contained C=C and C=0 functional groups with the FTIR identification results contained
C=C, C-O, C-H and O-H functional groups which indicated the presence of flavonoid
compounds.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Radikal bebas merupakan zat yang muncul akibat aktivitas lingkungan yang
berlebihan diakibatkan dari proses metabolisme esensial normal atau dari sumber
eksternal seperti paparan sinar-X, ozon, merokok, polusi, radiasi dan lain-lain
(Phanirndra, dkk., 2015). Radikal bebas sangat berbahaya jika terlalu banyak pada
sistem dalam tubuh manusia, hal ini akan mengakibatkan terjadinya gangguan stres
oksidatif serta penyakit lainnnya (Sen, dkk., 2010). Radikal bebas dapat mengubah
lipid, protein, dan Deoxyribonucleic Acid (DNA) secara negatif, serta memicu
munculnya sejumlah penyakit pada tubuh manusia. Sehingga diperlukannya
keseimbangan antara radikal bebas dengan antioksidan agar tubuh tetap sehat (Sen,
dkk., 2010).

Antioksidan adalah senyawa yang dapat menghambat reaksi oksidasi,
dengan mengikat radikal bebas serta molekul yang sangat efektif (Hikmawati dan
Fatmawati, 2019). Antioksidan memiliki kemampuan mendonorkan elektron dan
dapat berfungsi sebagai agen pereduksi sehingga dapat mengkhelat ion metal dan
mengurangi potensi radikal dalam tubuh (Sayuti dan Yenrina, 2015). Oleh karena itu,
penerapan sumber antioksidan dapat membantu mengatasi timbulnya sebuah
penyakit yang diakibatkan oleh radikal bebas.

Sumber antioksidan bisa didapatkan dari antioksidan sintetik dan
antioksidan alami. Dari kedua sumber antioksidan tersebut, banyak masyarakat

yang memilih mengkonsumsi antioksidan alami. Selain harga yang ekonomis
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antioksidan alami memiliki tingkat toksisitas yang rendah. Antioksidan alami
menjadi alternatif masyarakat Indonesia (Sayuti dan Yenrina, 2015). Yati, dkk.
(2018) mengemukakan bahwa metabolit sekunder seperti alkaloid, tanin, steroid,
terpenoid, flavonoid, saponin, dan quano merupakan senyawa-senyawa yang
mampu bertindak sebagai antioksidan. Senyawa metabolit sekunder berupa
flavonoid memiliki efek farmakologi yang signifikan sebagai antioksidan
(Khoirunnisa dan Sumiwi, 2019).

Al-Quran juga menjelaskan bahwa tumbuhan diciptakan memiliki banyak

manfaat seperti di surah al An’am ayat 99:

UsT, wG;MCFU%&u;;@;&aj‘;@w@u;};’\;%kgwx&ﬁjjjiz;js%
g Gl e 225 ik DU 3495 SLEl 5 Wj 13 qsy Galb e L},LJ\ s
O5aE 038 ¥ 2805 13 B iy 113 50,5

Artinya: “Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami
tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan maka Kami
keluarkan dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami
keluarkan dari tanaman yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari

mayang korma mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-

kebun anggur, dan (Kami keluarkan pula) zaitun dan delima yang serupa

dan yang tidak serupa. Perhatikanlah buahnya di waktu pohonnya

berbuah dan (perhatikan pulalah) kematangannya. Sesungguhnya pada

yang demikian itu ada tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-orang
yang beriman.”

Surah dalam al-Quran tersebut menjelaskan betapa besar kekuasaan Allah
SWT, yang telah menurunkan hujan dan menciptakan tanaman atau tumbuh-
tumbuhan serta buahnya yang memiki banyak manfaat. Tumbuhan yang memiliki
manfaat salah satunya yaitu katuk (Sauropus androgynus L. Merr). Daun katuk
sering diolah menjadi makanan dan dimanfaatkan sebagai melancarkan air susu ibu

(ASI) sejak dahulu hingga saat ini. Penelitian Nurdianti dan Tulisnah (2017)
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mengemukakan bahwa daun katuk memiliki banyak kandungan senyawa metabolit
primer dan sekunder yang memiliki aktivitas farmakologi, salah satunya yaitu
sebagai antioksidan. Menurut penelitian Ekawati, dkk. (2017) flavonoid sebagai
aktivitas antioksidan menghasilkan nilai 1Cso sebesar 21,59 ppm. Penelitian
Nurdianti dan Tulisnah (2017) menyatakan bahwa ekstrak etanol pada daun katuk
menghasilkan nilai ICso sebesar 32,04 ppm. Menurut penelitian Zuhra, dkk. (2008)
aktivitas antioksidan senyawa flavonoid pada daun katuk (Sauropus androgynus L.
Merr) menghasilkan nilai I1Csg sebesar 80,81 ppm.

Senyawa flavonoid didapatkan dari suatu metode pemisahan, salah satunya
menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT). Menurut Sharma dan Janmeda
(2017) eluen (fasa gerak) dapat mempengaruhi isolasi senyawa flavonoid.
Penelitian mabruroh, dkk. (2019) mengemukakan bahwa hasil dari KLT secara
bergradien dipilih dari eluen yang mempunyai jumlah noda terbanyak dan jarak
pemisahan antar noda terpisah secara teratur. Penelitian Koirewoa, dkk. (2012)
mengemukakan bahwa senyawa flavonoid bersifat polar sehingga eluen yang
memilki sifat yang sama maka akan mengisolasi senyawa flavonoid dengan baik.

Identifikasi senyawa flavonoid dan uji aktivitas antioksidan pada daun katuk
(Sauropus androgynus L. Merr) dimulai dengan ekstraksi ultasonik. Menurut
Winata dan Yunianta (2015) kelebihan dari ekstraksi ultrasonik yaitu waktu
ekstraksi lebih cepat, rendemennya lebih maksimal, dan lebih hemat pelarut.
Penelitian Masrihanah (2020) menunjukkan bahwa rendemen ekstrak daun katuk
(Sauropus androgynus L. Merr) menggunakan pelarut air sebesar 34,49 %, etanol
sebesar 16,54 %, metanol sebesar 15,74 %, etil asetat sebesar 4,64 %, dan petroleum

eter sebesar 3,10 %. Karena ekstrak air mudah diserang jamur dan bakteri sehingga
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peneliti menggunakan pelarut etanol. Penelitian Masrihanah (2020) menunjukkan
bahwa aktivitas antioksidan daun katuk (Sauropus androgynus L. Merr) pada
ekstrak air 1Csp 1625 ppm, ekstrak metanol 1Cso 829,8 ppm, ekstrak etanol 1Cso
329,9 ppm, ekstrak etil asetat 1Cs0 43,67 ppm, dan ekstrak petroleum eter 1Cso 75,39
ppm.

Pemisahan flavonoid agar lebih sepesifik maka dilakukan hidrolisis dan
partisi untuk memisahkan ikatan glikon. Menurut penelitian Tanaya, dkk. (2015)
pelarut etil asetat merupakan pelarut semi polar yang dapat melarutkan senyawa
flavonoid, sehingga partisi dilakukan menggunakan fraksi etil asetat. Isolasi
senyawa flavonoid dapat menggunakan KLT. Uji aktivitas antioksidan
menggunakan metode 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), metode ini dipilih
karena ditemukan paling efektif dan efisien (Maesaroh, dkk., 2018). Identifikasi
senyawa flavonoid menggunakan spektrofotometer ultra violet visible (UV-visible)
dan spektrofotometer infra merah (IR). Berdasarkan urain di atas, dilakukan
penelitian tentang identifikasi isolat flavonoid hasil kromatografi lapis tipis
preparatif (KLTP) fraksi etil asetat dan uji antioksidan daun katuk (sauropus

androgynous L. Merr).

1.2 Rumusan Masalah

Dari latar belakang munculah sebuah rumusan masalah yaitu sebagai
berikut:
a. Bagaimana hasil identifikasi isolat flavonoid daun katuk (Sauropus

androgynous L Merr) hasil KLTP fraksi etil asetat?



5
b. Bagaimana aktivitas antioksidan dari isolat flavonoid daun katuk (Sauropus

androgynous L. Merr) hasil KLTP fraksi etil asetat?

1.3 Tujuan
Dari rumusan masalah munculah sebuah tujuan dari penelitian ini yaitu:
a. Mengetahui hasil identifikasi senyawa pada isolat hasil KLTP fraksi etil asetat
daun katuk (Sauropus androgynous L. Merr).
b. Mengetahui aktivitas antioksidan dari isolat flavonoid hasil KLTP fraksi etil

asetat daun katuk (Sauropus androgynous L. Merr).

1.4 Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini yaitu sebagai berikut:

a. Sampel yang digunakan yaitu daun katuk (Sauropus Androgynous L. Merr)
dari daerah Malang.

b. Metode ekstraksi yang digunakan adalah ultrasonik dengan frekuensi 42 kHz
selama 20 menit

c. Menggunakan pelarut etanol untuk ekstraksi

d. Senyawa yang dianalisis yaitu metabolit sekuder berupa flavonoid

e. Analisis metabolit sekunder menggunakan uji fitokimia

f. Pengambilan senyawa yang lebih spesifik dari metabolit sekunder dengan
metode hidrolisis dan partisi.

g. Menggunakan fraksi etil asetat

h. Isolasi senyawa flavonoid menggunakan KLT

I.  Uji antioksidan menggunakan metode DPPH



j. Identifikasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan spektrofotometer IR

1.5 Manfaat

Manfaat dari penelitian daun katuk (Sauropus Androgynous L. Merr) yaitu
memperoleh senyawa metabolit sekunder berupa Flavonoid. Senyawa Flavonoid

tersebut yang akan dimanfaatkan sebagai antioksidan alami.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Katuk
2.1.1 Morfologi Tanaman Katuk

Tanaman katuk memiliki karakteristik bentuk tanaman seperti semak kecil
dan bisa mencapai tinggi 3 m, batang muda berwarna hijau (kulit yang agak licin)
dan yang tua berwarna coklat, daun tersusun selang-seling pada satu tangkai.
Bentuk helaian daun lonjong sampai bundar, permukaan atasnya berwarna hijau
gelap. Bunganya tunggal atau terdapat diantara satu daun dengan daun lainnya.
Bunga sempurna mempunyai helaian kelopak berbentuk bulat telur sungsang atau
bundar, berwarna merah gelap atau merah dengan bintik-bintik kuning. Cabang dari
tangkai putik berwarna merah, tepi kelopak bunga berombak atau berkuncup enam,
berbunga sepanjang tahun dan buah bertangkai (Santoso, 2018). Tanaman katuk

ditampilkan pada Gambar 2.1.

3 s v “ : . ,/‘
77 F 4 , 7 "w ‘\-\ ‘\ A

Gambar 2.1 Tanaman katuk (Suropus androbynous L. Merr)

Dalam taksonomi tumbuhan, katuk diklasifikasikan sebagai berikut
(Nusantari, 2015):



Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Sub divisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Ordo : Euphorbiales

Famili : Euphorbiaceae

Genus : Sauropus

Spesies : Sauropus androgynous L. Merr.

Daun katuk (Sauropus androgynus L. Merr) merupakan jenis tanaman yang
sudah banyak dimanfaatkan oleh masyarakat Indonesia untuk terapi atau
pengobatan berbagai macam penyakit. Bagian tanaman katuk yang digunakan
berupa daun yang masih muda. Akhir-akhir ini penelitian menyebutkan bahwa daun
katuk mengandung saponin dan tanin yang memiliki efek sebagai pelangsing atau
antiobesitas. Jus daun katuk diyakini cukup efektif untuk menurunkan bobot badan,

obat tekanan darah tinggi, hiperlipidemia dan konstipasi (Bunawan, dkk., 2015).

2.1.2 Kandungan Daun Katuk

Daun katuk (Sauropus androgynus L. Merr) memiliki banyak kandungan
gizi, kandungan gizi per 100 gram daun katuk (Sauropus androgynus L. Merr) yaitu
energi 59,00 kal, karbohidrat 11,00 gram, protein 4,80 gram, lemak 1,00 gram,
kalsium 204,00 mg, fosfor 83,00 mg, zat besi 2,70 mg, vitamin A 10.374,00 SI,
vitamin B1 0,10 mg, vitamin C 239,00 mg, air 81,00 gram, dan bagian dapat
dimakan 40,00% (Andini, 2014). Bukan hanya kandungan gizi yang terdapat pada
daun katuk namun juga terdapat senyawa-senyawa kimia seperti metabolit sekunder
dan primer yang umumnya ada pada setiap tumbuhan.

Setiap tumbuhan memiliki senyawa metabolit primer dan sekunder.
Metabolit sekunder merupakan senyawa kimia pada tumbuhan yang memiliki

bioaktivitas berperan sebagai atraktan, pertahanan serta perlindungan dari sinar
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ultra violet (UV), herbivora dan mikroorganisme pengganggu (Anggito, dkk.,
2018). Daun katuk merupakan alternatif pengobatan yang potensial karena
memiliki banyak vitamin dan nutrisi. Menurut penelitian Susanti, dkk hasil uji
skrining fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak etanol 90% daun katuk (Sauropus
androgynus L. Merr) positif mengandung senyawa golongan alkaloid, triterpenoid,
saponin, tanin, polifenol, glikosida dan flavonoid. Penelitian Masrihanah (2020)
hasil dari uji fitokimia daun katuk menunjukkan adanya senyawa alkaloid,
flavonoid, tanin, triterpenoid dan steroid. Senyawa aktif yang efektif pada
kandungan daun katuk meliputi karbohidrat, protein, glikosida, saponin, tanin,
flavonoid, steroid dan alkaloid yang berkhasiat sebagai antidiabetes, antiobesitas,
antioksidan, menginduksi laktasi, antiinflamasi dan antimikroba (Masjid dan

Muchtardi, 2018).

2.2 Flavonoid

Gambar 2.2 Struktur utama flavanoid (Panche, N.A., dkk. 2016)

Flavonoid merupakan salah satu metabolit sekunder penting pada
tumbuhan. Secara umum klasifikasi flavonoid terdiri dari flavon, flavonol, flavanol,
flavanone, ansotianidin, dan kalkon. Klasifikasi flavonoid ini tergantung pada
perbedaan substitusi struktur flavonoid dan perbedaan ini menyebabkan aktivitas

farmakologi yang beragam. Perbedaan aktivitas farmakologi flavonoid diantaranya
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adalah sebagai antiinflamasi, antioksidan, antidiabetes, dan antibakteri (Alfaridz
dan Amalia, 2018). Pembagian kelompok flavonoid didasarkan pada perbedaan
struktur terutama pada substitusi karbon pada gugus aromatik sentral dengan
beragamnya aktivitas farmakologi yang ditimbulkan (Wang, dkk., 2018).

Flavonoid merupakan salah satu senyawa polifenol yang mempunyai sifat
antioksidan. Antioksidan merupakan senyawa kimia yang dapat menyumbangkan
satu atau lebih elektron kepada radikal bebas, sehingga radikal bebas tersebut dapat
diredam dan tidak merusak sel tubuh. P-ostreatus mempunyai potensi yang baik
sebagai antioksidan karena mempunyai kandungan flavonoid (Sayuti dan Yenrina,
2015). Flavonoid erat kaitannya dengan antioksidan karena memiliki kemampuan
untuk memecah radikal bebas. Mekanisme pencegahan radikal bebas oleh
flavonoid dapat dibagi menjadi tiga yaitu: memperlambat pembentukan reactive
oxygen species (ROS), memecah ROS dan meregulasi/proteksi dengan antioksidan
(Alfaridz dan Amalia, 2018). Flavonoid bertindak sebagai antioksidan dikarenakan
memiliki gugus hidroksil yang dapat mendonorkan atom hidrogen kepada radikal
bebas dan menstabilkan senyawa oksigen reaktif ROS serta memiliki gugus keton
hidroksil yang bertindak sebagai perekat logam yang menjadi katalis pada

peroksidasi lipid (Adawiyah, dkk., 2015).

2.3 Ekstraksi Bahan Alam

Ekstraksi merupakan proses penarikan suatu senyawa metabolit dengan
menggunakan suatu pelarut. Pada penelitian ini proses ekstraksi menggunakan
metode ekstraksi ultrasonik. Ekstraksi ultrasonik akan menghasilkan suatu getaran

yang menghasilkan gelembung kavitasi yang akan memecah dinding sel dan
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melepaskan isi sel ke dalam media ekstraksi (Rifkia dan Prabowo, 2020). Ekstraksi
daun katuk menggunakan metode ultrasonik, menurut Sayuti, (2017) metode
ultrasonik lebih optimal dalam mengekstrak suatu bahan alam. Metode ini
memerlukan waktu yang singkat sehingga lebih efisien, meningkatkan hasil ekstrak
dan meningkatkan kinetika yang lebih cepat. Menurut penelitian Rifkia dan
Prabowo (2020) lama ekstraksi ultrasonik pada waktu 10, 15 dan 20 menit dengan

variasi suhu 50, 60 dan 70 °C yang datanya dirangkum pada Tabel 2.3.

Tabel 2.1 Pengaruh suhu dan waktu ekstraksi terhadap kadar total flavonoid (%)
(Rifkia dan Prabowo, 2020)

Suhu Waktu

(°C) 10 (menit) 15 (menit) 20 (menit)
50 1,47 1,81 1,71
60 1,32 1,30 1,22
70 1,14 0,82 0,86

Sekarsari, dkk. (2019) menyatakan bahwa peningkatan suhu dalam proses
ekstraksi perlu diperhatikan, suhu ekstraksi yang terlalu tinggi dan waktu ekstraksi
yang terlalu lama serta melampui batas optimum dapat menyebabkan hilangnya
senyawa-senyawa pada larutan karena terjadi proses oksidasi. Komponen bioaktif
seperti flavonoid tidak tahan terhadap suhu tinggi diatas 50 °C, sehingga mengalami
perubahan struktur serta menghasilkan ekstrak yang rendah. Penelitian Sekarsari,
dkk. (2019) menunjukkan nilai rata-rata tertinggi total flavonoid diperoleh pada
ekstraksi dengan waktu 20 menit yaitu 637,33 mg QE/g. Menurut Masrihanah
(2020) frekuensi 42 kHz pada suhu ruang (25 °C) selama 20 menit merupakan

waktu terbaik untuk ekstraksi ultrasonik suatu sampel.
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Flavonoid merupakan senyawa polar semipolar sehingga larut pada pelarut

polar dan semipolar. Penelitian Masrihanah (2020) rendemen ekstrak daun katuk
(Sauropus androgynus L. Merr) menggunakan pelarut air sebesar 34,49 %, etanol
sebesar 16,54 %, metanol sebesar 15,74 %, etil asetat sebesar 4,64 %, dan petroleum
eter sebesar 3,10 %. Pada penelitian Rusdi, dkk. (2018) yang menggunakan metode
maserasi diperoleh rendemen untuk ekstrak etanol 70 % dari daun katuk (Sauropus
androgynous L. Merr) sebesar 21,99 % dari 1430 gram sampel. Menurut penelitian
Hikmawati dan Fatmawati (2020) ekstraksi daun katuk (Sauropus androgynous L.
Merr) sebanyak 150 gram menggunakan pelarut etanol 70 % dengan waktu 5, 15
dan 45 menit mendapatkan randemen berturut-turut sebesar 22,91, 27,38 dan 36,29
%. Pelarut yang baik digunakan untuk isolasi senyawa flavonoid yaitu etanol karena
tidak mudah terserang mikroorganisme. Pelarut etanol baik digunakan karena aman

dan tidak toksik (Arista, 2013).

2.4 Hidrolisis dan Partisi

Senyawa metabolit sekunder yang lebih spesifik dapat diperolen melalui
proses hidrolisis dan partisi. Senyawa organik umumnya berbentuk glikosida yang
terdiri dari glikon dan aglikon yang dihubungkan dengan ikatan glikosida. Senyawa
metabolit sekunder tergolong dalam senyawa aglikon. Hidrolisis dilakukan dengan
penambahan katalis asam untuk mempercepat reaksi pemutusan ikatan glikosida.
Hasil hidrolisis dilakukan partisi untuk mengambil metabolit sekunder yang
diinginkan yang mempunyai kesamaan kepolaran dengan pelarut (Fasya, dkk.,

2016).
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Hidrolisis merupakan reaksi pemutusan ikatan glikosida yang disebabkan
adanya proses dekomposisi kimia (Adhiatama, dkk., 2012). Pada umumnya
senyawa organik yang ada di dalam tanaman berbentuk glikosida yaitu terdiri dari
gula (glikon) dan senyawa bukan gula (aglikon). Metabolit sekunder tergolong
dalam senyawa aglikon. Mendapatkan senyawa metabolit sekunder dapat dilakukan
dengan pemutusan ikatan glikosida menggunakan reaksi hidrolisis (Saifudin, dkk.,
2006).

Partisi merupakan ekstraksi cair-cair yang menggunakan pelarut organik
dengan prosedur pemisahaan yang didasarkan pada kepolaran kandungan
senyawanya (Anggraeni, dkk., 2014). Pemilihan pelarut yang digunakan sangat
penting agar senyawa-senyawa yang bersifat semi polar dan non-polar dapat
terekstrak, pada proses ini terdapat dua lapisan yang tidak saling bercampur dan
diduga pelarut yang bersifat polar (fase air) akan mengekstrak komponen
karbohidrat (glikon) sedangkan pelarut semi polar maupun non-polar (fasa organik)
akan mengekstrak metabolit sekunder aglikon yang sudah terpisah dengan
komponen gula, juga aktif sebagai antioksidan maupun antibakteri (Fasya, dkk.,

2016).

OH HO
OH H R0
o +
HO
H H o HCI H
—_—
' + HO L
HO! " HO

HCI + NaHCO; —— NaCl + CO, + H,0

Gambar 2.3 Dugaan reaksi hidrolisis O-glikosida dan Penetralan dengan natrium
bikarbonat (Saifudin, dkk., 2006)
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2.5 Uji fitokimia

Pengujian fitokimia dilakukan untuk mengidentifikasi kandungan senyawa
aktif yang terkandung dalam tumbuhan. Pada penelitian ini pengujiannya dilakukan
dengan cara mengambil sedikit sampel dari ekstrak hasil ultrasonik, lalu
ditambahkan reagen sesuai dengan senyawa yang akan diidentifikasi. Hasil uji
fitokimia pada ekstrak etanol spons lamellodysidea herbacea menunjukkan bahwa
terdapat senyawa bioaktif yaitu alkaloid, flavonoid, steroid, saponin dan tanin
(Rumagit, 2015).

Uji fitokimia flavonoid dilakukan dengan penambahan HCI pekat dan
dilanjutkan dengan penambahan Mg. Penambahan logam Mg dan asam klorida
pekat bertujuan untuk mereduksi inti benzopiron sehingga terbentuk garam
flavilium berwarna merah atau jingga dimana proses reduksi tersebut dilakukan
dalam suasana asam dengan penambahan HCI pekat (Mukhriani, dkk., 2019). Dari
hasil pengujian tersebut terbentuknya perubahan warna intensif, menghasilkan
senyawa kompleks yang berwarna merah atau jingga pada flavonol, flavanon,

flavanonol dan xanton (Mariana, dkk., 2013).

2.6 Monitoring KLT

KLT adalah salah satu metode pemisahan komponen menggunakan fasa
diam berupa plat dengan lapisan bahan adsorben inert. Analisis dengan
menggunakan KLT dapat digunakan untuk mengidentifikasi simplisia yang
kelompok kandungan kimianya sudah diketahui. Kelompok kandungan kimia
seperti: alkaloid, antraglikosida, arbutin, glikosida jantung, zat pahit, flavonoid,

saponin, minyak atsiri, kumarin, dan asam fenol karboksilat (Fessenden dan
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Fessenden, 1982). Dilakukan uji KLT untuk mempertegas hasil positif yang
diperoleh dari skrining fitokimia (Yuda, dkk., 2017).

KLT merupakan suatu teknik yang sederhana yang banyak digunakan,
metode ini menggunakan lempeng kaca atau lembaran plastik yang ditutupi
penyerap atau lapisan tipis dan kering. Menotolkan larutan cuplikan pada lempeng
kaca, pada dasarnya menggunakan mikro pipet atau pipa kapiler. Setelah itu, bagian
bawah dari lempeng dicelup dalam larutan pengelusi di dalam wadah yang tertutup.
Prinsip KLT adalah adsorbsi dan partisi dimana adsorbsi adalah penyerapan pada
permukaan, sedangkan partisi adalah penyebaran atau kemampuan suatu zat yang
ada dalam larutan untuk berpisah ke dalam pelarut yang digunakan. Kecepatan
gerak senyawa-senyawa ke atas pada lempengan tergantung pada interaksi antara
fasa gerak dan fasa diam (Soebagio, 2002).

Menurut penelitian Masrihanah (2020) isolasi senyawa flavonoid ekstrak
daun katuk menggunakan eluen n-butanol: etil asetat: air (4:1:5) terdapat 5 titik
senyawa flavanoid pada nilai Rf 0,49; 0,61; 0,72; 0,89; 0,94. Eluen metanol:
aquades (4:6) tidak ada yang terpisah. Penelitian Sharma dan Janmeda (2017)
mengemukakan sebagai sistem pelarut yang paling tepat untuk pemisahan
flavonoid dari ekstrak etanol menggunakan fasa gerak n-butanol: etil asetat: air
(2:2:6) dengan menghasilkan nilai Rt 0,60, 0,79 dan 0,90. Menurut Mabruroh, dkk.
(2019) fasa gerak elusi yang baik pada KLT yang digunakan dengan fasa gerak n-
butanol: etil asetat yaitu dengan perbandingan (8:2) diantara n-heksana: etil asetat

(9:1), (8:2), (7:3), dan (6:4).
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2.7 Uji Antioksidan Metode DPPH
Komponen kimia yang berperan sebagai antioksidan adalah senyawa
fenolik dan polifenolik. Senyawa-senyawa golongan tersebut banyak terdapat di
alam, terutama pada buah-buahan dan rempah yang memiliki kemampuan
menangkap radikal bebas. Salah satu metode yang digunakan dalam menguji
aktivitas antioksidan yaitu metode DPPH. Metode pengujian ini merupakan metode
yang konvensial dan telah lama digunakan untuk penetapan aktivitas senyawa
antioksidan (Tristantini, dkk., 2016). Menurut Widyastuti, (2010) metode DPPH
mudah digunakan, cepat, cukup teliti dan baik digunakan dalam pelarut organik.
Reaksi oksidasi terjadi setiap saat, ketika manusia bernapas, reaksi ini mencetuskan
terbentuknya radikal bebas yang sangat aktif yang dapat merusak struktur serta
fungsi sel. Reaktivitas radikal bebas itu dapat dihambat oleh sistem antioksidan
yang melengkapi sistem kekebalan tubuh (Winarsi, 2007). Kekuatan suatu senyawa
sebagai antioksidan dapat dilihat dalam Tabel 2.2 dalam nilai 1Cso. Adapun
kemungkinan reaksi yang terjadi DPPH dengan antioksidan pada Gambar 2.4
Menurut Alfaridz dan Amalia, (2018) yang menyatakan gugus hidroksi
pada flavonoid memiliki reaktivitas yang tinggi sebagai donor hidrogen akan
menstabilkan radikan bebas. Hasil yang didapat pada pengukuran panjang
gelombang maksimum yaitu 5155 nm, panjang gelombang tersebut dapat
digunakan karena panjang gelombang dari absorbansi maksimum untuk
pengukuran dengan metode DPPH yaitu 515-520 nm (Molyneux, dkk., 2004).
Radikal DPPH adalah suatu senyawa organik yang mengandung nitrogen
tidak stabil dengan absorbansi kuat pada Amaks 515 nm dan berwarna ungu gelap.

Setelah bereaksi dengan senyawa antiradikal maka DPPH tersebut akan tereduksi
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dan warnanya akan berubah menjadi kuning. Perubahan warna tersebut disebabkan
karena berkurangnya ikatan rangkap terkonjugasi pada DPPH karena adanya
penangkapan satu elektron oleh zat antiradikal yang menyebabkan tidak adanya

kesempatan elektron tersebut untuk berresonansi (Tristantini, dkk., 2016).

Tabel 2.2 Tingkat kekuatan antioksidan (Hikmawati dan Fatmawati, 2019)

Intensitas Nilai 1Cso (ppm)
Sangat Kuat <50
Kuat 50-100
Sedang 100-150
Lemah > 150
N
. HN
N R—H
Antioksidan + R
02N N02 02N N02
DPPH DPPH-H

Gambar 2.4 Mekanisme reaksi antioksidan dengan DPPH (Tristantini, dkk., 2016)

2.8 ldentifikasi Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometer UV-Vis merupakan pengukuran intensitas absorbs dalam
daerah spektra tertentu yang dapat digunakan secara luas, terutama jika suatu zat
dalam campuran reaksi mempunyai absorbansi khas yang kuat dalam daerah
spektrum yang dapat dicapai dengan mudah. Sinar UV dan sinar tampak

memberikan energi yang cukup untuk transisi elektronik yang akan meningkatkan
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energi molekul (Fatimah, 2016). Spektrum khas senyawa flavonoid terdiri atas dua
maksimal pada rentang 240-285 nm (pita 11) dan 300-550 nm (pita I). Kedudukan
yang tepat dan kekuatan nisbi maksimal tersebut memberikan informasi yang
berharga mengenai sifat flavonoid dan pola oksigenasinya (Marhkam, 1988).

Menganalisis struktur dari senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid
spektroskopi UV merupakan cara yang terbaik untuk mengkarakterisasi jenis-jenis
senyawa flavonoid. Kedudukan gugus hidroksil fenol bebas yang terdapat pada inti
flavonoid dapat ditentukan juga dengan menambahkan pereaksi geser (Markham,
1988). Menurut penelitian Zuhra, dkk. (2008) dari hasil analisis spektrum UV-Vis
flavonoid daun katuk (Sauropus androgunus L. Merr) dalam pelarut metanol
memberikan serapan maksimum pada panjang gelombang 292 nm yang
menunjukkan flavonoid ini adalah flavonoid jenis flavanon. Penelitian Nuari, dkk.
(2017) isolat memberikan serapan maksimum pada panjang gelombang 330 nm
(pita 1) dan 280 nm (pita Il) termasuk dalam golongan flavanon atau

dihidroflavonol.

2.9 Identifikasi Spektrofotometer IR

Spektrofotometer inframerah merupakan suatu metode yang mengamati
interaksi molekul dengan radiasi elektromagnetik yang berada pada daerah panjang
gelombang 0.75-1.000 pum atau pada bilangan gelombang 13.000-10 cm™*. Metode
spektroskopi inframerah merupakan suatu metode yang meliputi teknik serapan
(absorption), teknik emisi (emission), teknik fluoresensi (fluorescence). Frekuensi
atau panjang gelombang serapan pada FTIR bergantung pada massa relatif atom,

konstanta gaya ikatan, dan geometri atom (Silverstein, dkk).


http://id.wikipedia.org/wiki/Spektroskopi
http://id.wikipedia.org/wiki/Spektroskopi
http://id.wikipedia.org/wiki/Metode
http://id.wikipedia.org/wiki/Molekul
http://id.wikipedia.org/wiki/Radiasi_elektromagnetik
http://id.wikipedia.org/wiki/Panjang_gelombang
http://id.wikipedia.org/wiki/Panjang_gelombang
http://id.wikipedia.org/wiki/Panjang_gelombang
http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Fluoresensi&action=edit&redlink=1
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Spektrofotometer ini memiliki kegunaan sebagai identifikasi suatu senyawa
dengan memberikan informasi mengenai keberadaan gugus fungsi dalam suatu
senyawa organik. Radiasi inframerah menyebabkan terjadinya vibrasi dari gugus
fungsi suatu molekul. Panjang gelombang umum mengalami vibrasi yang ada pada
spektrofotomer IR yaitu 2,5-15um (4000-650 cm™) (Wulandari, dkk., 2016). Ikatan
(C-C, C-H, C-0, O-H, N-H, C=C dan sebagainya) yang berbeda memiliki frekuensi
vibrasi yang berbeda yang dapat terdeteksi dan teridentifikasi ikatan-ikatan molekul
senyawa organik serta melalui frekuensi maka akan muncul sebagai pita serapan
spektrum inframerah yang dapat diidentifikasi (Sastrohamidjojo, 2007).

Senyawa flavonoid dapat di identifikasi oleh FTIR dengan memberikan
informasi mengenai gugus fungsi flavonoid. Flavonoid yang diidentifikasi dengan
FTIR akan memberikan serapan khas untuk gugus fungsi tertentu. Pada peneltian
Ekawati, dkk., (2017), menyatakan bahwa hasil positif flavonoid ketika
diidentifikasi mengunakan FTIR akan memberi serapaan khas pada gugus fungsi
yaitu C-H dan C=C aromatik, OH, C=0, C-H alifatik, C-O alkohol, serta C-O eter.
Hasil penelitian Mabruroh, dkk., (2019), diduga merupakan senyawa metabolit
sekunder jenis flavonoid, yang ditandai dengan adanya gugus fungsi -OH terikat,

CH alifatik, C=0 karbonil, C=C aromatik, CO alkohol, dan CH aromatik.



BAB Il

METODOLOGI

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan November 2021-Januari 2022 di
Laboratorium Kimia Organik dan Laboratorium Instrumentasi UV-Vis. Program
Studi Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana

Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian adalah seperangkat alat gelas
diantaranya beaker glass, erlenmeyer, gelas ukur, corong pisah, corong buchner,
pengaduk, gelas arloji, pipet ukur, botol vial, labu ukur dan chamber. Alat yang lain
diantaranya neraca analitik, ultrasonik, spatula, pH indikator, shaker, rotary
evaporator, aluminium foil, blender, bola hisap, pipa kapiler, oven, hot plate, stirer,

statif, plat silica, lampu UV, spektrofotometer UV-Vis dan spektrofotometer IR.

3.2.2 Bahan
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun katuk
(Sauropus androgynous L. Merr), etanol, HCI 2 M, NaHCO3, etil asetat, DPPH,

asam asetat, n-heksana, n-butanol, H.SO4, serbuk Mg, amonia dan aquades.

20
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3.3 Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksploratif laboratorik dilaksanakan
melalui pengujian di laboratorium. Daun katuk yang telah diambil, dibersihkan,
kemudian dikeringkan untuk menghilangkan kadar air di dalam daun katuk
(Sauropus androgynus L. Merr). Sampel dihaluskan dan diekstraksi menggunakan
ultrasonik dengan pelarut etanol sehingga didapatkan ekstrak pelarut. Hasil
ultrasonik yang diperoleh dipekatkan dengan menggunakan rotary vacuum
evaporator. Hasil yang telah didapatkan yang berupa ekstrak etanol dihidrolisis dan
partisi dengan etil asetat. Hasil dari fraksi ini akan diuji fitokimia untuk mengetahui
bahwa ada senyawa flavonoid. Setelah diketahui adanya senyawa flavonoid maka
akan dipisahkan menggunakan KLTP dengan pemilihan eluen terbaik
menggunakan KLTA. Noda yang terbentuk dianalisis, diamati dengan lampu UV,
kemudian dikerok dan diuji antioksidannya menggunakan metode DPPH, dengan

konsentrasi sebagai beriukut:

M1 =10 ppm
M2 =20 ppm
M3 =30 ppm
My =40 ppm
Ms =50 ppm

Dibandingkan dengan kontrol (tanpa penambahan sampel) pada waktu inkubasi 30
menit. Dengan mengukur absorbansi dari masing-masing konsentrasi dengan
panjang gelombang maksimum. Kemudian nilai absorbansi larutan DPPH terhadap
sampel dihitung sebagai persen inhibisi selama 30 menit (% inhibisi) dengan
menganalisis pengaruh konsentrasi sampel (ppm) dengan persentase inhibisi (%).

Dengan memasukkan nilai hasil perhitungan ke dalam persamaan linier (Y=aX +
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b) dengan konsentrasi (ppm) sebagai absis (X) dan nilai persentase inhibisi sebagai
ordinat (Y) maka akan diketahui nilai 1Cso nya dari inhibasi (%) sebesar 50% dan

diidentifikasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

3.4 Prosedur Kerja
Penelitian ini dilakukan melalui tahapan sebagai berirut:
a. Preparasi sampel
b. Ekstraksi senyawa aktif pada sampel
c. Hidrolisis dan partisi
d. Uji fitokimia (senyawa flavonoid)
e. Pemisahan senyawa flavanoid dengan KLT
f. Uji aktivitas antioksidan metode DPPH

g. ldentifikasi senyawa dengan spektrofotometer UV-Vis dan FTIR

3.5 Pelaksanaan Penelitian
3.5.1 Preparasi Sampel

Tanaman katuk (Sauropus androgynous L. Merr) dilakukan dengan diambil
bagian daun tanaman katuk sebanyak 3 kg, kemudian dicuci, dan dikering anginkan
selama 7 hari. Selanjutnya dihaluskan menggunakan mesin penghalus sampai
terbentuk serbuk, dan diayak dengan ukuran >90 mesh kemudian dikeringkan

dengan oven pada suhu 38 °C selama 24 jam.

3.5.2 Ekstraksi Ultrasonik Duan Katuk
Sampel daun katuk yang telah dihaluskan ditimbang sebanyak 20 gram dan

dimasukkan ke dalam erlenmeyer. Kemudian ditambahkan etanol 200 mL, dan
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ditutup dengan aluminium foil. Setelah itu diekstraksi dengan metode ultrasonik
dengan frekuensi 42 Khz selama 20 menit. Kemudian campuran pelarut disaring
dengan kertas saring. Larutan ekstrak dievaporasi dengan alat vacuum rotary
evaporator. Kemudian ekstrak kental ditimbang dan dihitung rendemennya (Rifkia

dan Prabowo, 2020). Perhitungan rendemen mengikuti persamaan (3.1).

% Rendemen = 222 EEITAK 4 1 000 1oovvvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeee e (3.1)

Berat Sanpel

3.5.3 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Pekat Etanol Daun Katuk

Ekstrak etanol dihidrolisis dengan cara penambahan HCI 2 M 10 mL.
Selanjutnya, ditambahkan natrium bikarbonat sampai pH 7 (netral). Ekstrak pekat
etanol yang diperoleh pada proses sebelumnya dipindahkan ke dalam corong pisah
dan dipartisi dengan pelarut etil asetat. Pelarut etil asetat ditambahkan sebanyak 25
mL kemudian dikocok dan didiamkan hingga terbentuk dua lapisan yaitu lapisan
organik dan lapisan air. Masing-masing lapisan yang terbentuk kemudian
dipisahkan, lapisan air yang ada di bagian bawah ditampung dan dimasukkan lagi
ke corong pisah. Proses partisi dilakukan hingga diperoleh fasa air bening. Lapisan
organik dimasukkan ke dalam gelas kimia kemudian dipekatkan dengan rotary
evaporator vacuum lalu dialiri dengan gas N.. Ekstrak pekat yang diperoleh

selanjutnya ditimbang dan dihitung rendemennya (Fasya, dkk., 2019).

3.5.4 Uji Fitokimia (Senyawa Flavonoid)
Ekstrak pekat hasil partisi 1 mg dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian

ditambahkan dengan 5 tetes etanol, lalu dikocok sampai homogen. Setelah itu



24
ditambah dengan serbuk magnesium (Mg) dan tambahkan 5 tetes HCI pekat Jika
reaksi yang terjadi menghasilkan warna kuning, orange, dan merah menandakan

adanya flavonoid (Rachim, dkk., 2020).

3.5.5 Isolasi Senyawa Flavonoid dengan KLTA

Pemisahan dengan KLTA dengan menggunakan plat silika G60F254
dengan ukuran 1 x 10 cm yang sudah diaktifkan dengan pemanasan dalam oven
pada suhu 100 °C selama 30 menit. Ditotolkan ekstrak kasar yang sudah dilarutkan,
dengan pelarutnya pada jarak 1 cm dari tepi bawah plat dengan pipa kapiler di
masing-masing plat berukuran 1 x 10 cm, kemudian dikeringkan dan dielusi dengan
fase gerak yang telah ditentukan dengan menggunakan 4 macam variasi sebagai
berikut,
V1 = 2:2:6 (n-butanol: etil asetat: air) (Sharma dan janmeda, 2017)
V2= 5:5 (n-heksana: etil asetat) (Rusdi, dkk., 2018)
V3 = 8:2 (n-heksana: etil asetat) (Mabruroh, dkk., 2019)
V4 = 4:1:5 (n-butanol: etil asetat: air) (Masrihanah, 2020)
Setelah eluen mencapai garis batas, elusi dihentikan. Diamati pemisahan noda yang
terbentuk dengan lampu UV pada panjang gelombang 254 dan 366 nm dan dihitung

nilai R¢-nya.

3.5.6 Isolasi Senyawa Flavonoid dengan KLTP
Pemisahan senyawa flavonoid dilakukan dengan KLTP menggunakan plat
silika gel G60F254 dengan ukuran 10 x 20 cm. Diaktifkan plat silica dengan di oven

pada suhu 100 °C selama 300 menit, kemudian ekstrak kasar hasil ekstraksi yang
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sudah dilarutkan pada pelarutnya sebanyak 1 mL ditotolkan sepanjang plat pada
jarak 1 cm dari garis bawah. Sampel dikeringkan dan dielusi dengan menggunakan
eluen yang memberikan pemisahan terbaik pada tahap KLTA. Setelah gerakan fase
gerak sampai pada garis batas atas, elusi dihentikan. Plat dikeringkan, noda-noda
pada permukaan plat diperiksa di bawah sinar UV pada panjang gelombang 254
dan 366 nm, kemudian diamati pada masing-masing spot yang terbentuk. Noda
yang diduga senyawa flavonoid dihitung nilai Rf nya. Masing-masing noda dikerok
kemudian dilarutkan dalam pelarutnya, selanjutnya divortex untuk melarutkan, dan
disentrifugasi untuk mengendapkan silikanya. Dipisahkan silika dari supernatannya
dan diulangi sampai lima kali, kemudian diuapkan pelarutnya. Uji fitokimia
dilakukan dengan menyemprotkan amonia, pada potongan plat hasil KLTP
berukuran 1 x 20 cm, hasil uji. Hasil positif adanya senyawa flavonoid ditandai
dengan spot/bercak berfluoresensi kuning kehijauan pada UV 254 dan 366 nm yang
menunjukkan adanya senyawa golongan flavonoid. Pengamatan dilakukan secara

langsung (Suhaenah dan Nuryanti, 2017).

3.5.7 Uji Antioksidan Isolat Flavonoid

Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH sebanyak 25 mg ekstrak
KLTP ditimbang kemudian dilarutkan dalam labu ukur 25 mL dengan etanol
kemudian volumenya dicukupkan dengan etanol sampai garis tanda. Larutan induk
(larutan induk 100 ppm) dipipet sebanyak 1, 2, 3, 4 dan 5 mL ke dalam labu ukur
25 mL untuk mendapatkan konsentrasi larutan uji 10, 20, 30, 40 dan 50 ppm.
Dimasukan sampel ke tabung reaksi sebanyak 3 mL dengan blangko (triplo) dan

ditanda bataskan dengan etanol selanjunya ditambahkan larutan DPPH 1 mL 0,2
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mM (Lampiran 3.2) diinkubasi selama 30 menit. Uji aktivitas antioksidan pada
sampel, dengan mengetahui absorbansi DPPH diukur dengan spektrometer sinar
tampak pada rentang panjang gelombang 200-800 nm pada spektrofotometer UV-
Vis. Kemampuan antioksidan diukur sebagai penurunan serapan larutan DPPH
akibat adanya penambahan sampel Nilai serapan larutan DPPH sebelum dan
sesudah penambahan ekstrak tersebut dihitung sebagai persen inhibisi (% inhibisi)
dengan persamaan 3.2 dengan A kontrol adalah absorbansi tidak mengandung

sampel dan A sampel adalah Absorbansi sampel (Zuhra, dkk., 2008).

A kontrol—A sampel
A kontrol

% Inhibisi =

Selanjutnya hasil perhitungan dimasukkan ke dalam persamaan regresi
dengan konsentrasi ekstrak (ppm) sebagai absis (sumbu X) dan nilai % inhibisi
(antioksidan) sebagai ordinatnya (sumbu Y). Nilai 1Csg dari perhitungan pada saat

% inhibisi sebesar 50%. Y = aX + b.

3.5.8 Identifikasi Senyawa Flavonoid Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis

Sampel murni yang diperoleh dari pemisahan hasil KLTP. Selanjutnya
dimasukkan kedalam kuvet hingga sepertiganya dan dianalisis pada panjang
rentang gelombang 200-800 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis, sehingga

akan diperoleh spektrum dan panjang gelombang maksimum (Maghfiroh, 2016).

3.5.9 Identifikasi Senyawa Flavonoid Menggunakan FTIR
Hasil isolasi senyawa flavonoid dengan kromatografi kolom diidentifikasi

menggunakan FTIR untuk membuktikan senyawa yang telah diisolasi adalah benar-
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benar senyawa Flavonoid. Membuat pellet KBr dengan digerus mortal agate,
dipress dengan tekanan 80 torr, Selanjutnya pellet yang telah dipress ditetesi sampel

cair yang diduga senyawa flavonoid kemudian dianalisis menggunakan FTIR.



BAB IV

PEMBAHASAN

4.1 Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan pada penelitian ini yaitu daun katuk (Sauropus
androgynus L. Merr) yang diperoleh dari Lowokwaru, Malang, Jawa Timur.
Preparasi sampel meliputi pencucian bertujuan untuk menghilangkan pengotor
yang terdapat pada daun katuk. Pengeringan dilakukan dengan bertujuan untuk
mengurangi kadar air pada sampel agar sampel tidak mudah dirusak oleh
mikroorganisme serta tidak mengganggu proses ekstraksi, dapat dilihat dari
Gambar 4.1. Menghaluskan daun katuk bertujuan untuk menyamakan ukuran
sampel dan memperluas permukaan agar sampel mudah berinteraksi dengan pelarut
pada ekstraksi (Masrihanah, 2020). Sampel basa diperoleh 3 kg, setelah dikeringkan

serta setelah dihaluskan mendapatkan hasil 80 gram sampel.

(a) (b)
Gambar 4.1 Preparasi daun katuk (a) Daun katuk sedang diangin-anginkan (b)
Daun katuk yang telah menjadi bubuk.

28
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4.2 Ekstraksi Sampel

Tumbuhan yang ada di alam memiliki senyawa metabolit sekunder yang
berkaitan dengan glikosida yang bersifat polar ataupun semi polar. Senyawa
flavonoid yang bersifat polar semi polar, maka pada penelitian ini proses ekstraksi
ultrasonik menggunakan pelarut etanol 70%. Senyawa-senyawa polar dan semi
polar dalam sitoplasma sel akan larut pada pelarut organik setelah mengalami
plasmolisis. Adanya perbedaan tekanan di luar dan di dalam sel mengakibatkan
terjadinya pemecahan dinding sel, sehingga senyawa di dalam sitoplasma akan larut
pada pelarut etanol yang menyebabkan zat aktif keluar sel dan memaksimalkan
hasil rendemen (Januarti, dkk., 2017).

Filtrat hasil ekstraksi ultrasonik yang didapatkan dipekatkan dengan rotary
evaporator bertujuan untuk menguapkan pelarutnya serta untuk mendapatkan
ekstrak pekat etanol. Hasil ekstrak pekat etanol yang didapatkan memiliki warna
hijau kehitaman. Hasil dari ekstraksi ultrasonik daun katuk (Sauropus androgynus
L. Merr) sebanyak 20 gram dengan menghasilkan rendemen sebesar 28,3%

(Perhitungan L.4.1) dengan berat ekstrak pekat 5,6655 gram.

4.3 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Pekat Etanol Daun Katuk

Senyawa organik yang terdapat pada tumbuhan dalam bentuk ikatan
glikosida yaitu gabungan antara dua bagian senyawa yaitu glikon dan aglikon.
Untuk mendapatkan senyawa metabolit sekunder maka harus memutus ikatan pada
glikosida. Pemutusan ikatan glikosida dilakukan dengan penambahan katalis asam.
Hidrolisis pada senyawa aktif ekstrak pekat etanol daun katuk (Sauropus

androgynus L. Merr) dilakukan dengan penambahan katalis asam HCI 2N, yang
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diasumsikan setelah penambahan katalis asam senyawa metabolit sekunder yang
terikat pada aglikon terputus.

Penambahan katalis menggunakan asam kuat karena berfungsi
mempercepat reaksi pemutusan ikatan glikosida serta garam yang dihasilkan garam
NaCl. Adapun reaksi hidrolisis pemutusan ikatan glikosida yang ditunjukkan pada
Gambar 2.3. Reaksi hidrolisis yang merupakan reaksi bersifat reversible (bolak-
balik), sehingga harus dilakukan penetralan agar ikatan glikosida antara glikon dan
aglikon tidak terbentuk kembali. Penetralan pada hidrolisis dilakukan dengan
penambahan natrium bikarbonat (NaHCO3), pada proses menghentikan reaksi
hidrolisis ditandai dengan terbentuknya gelembung-gelembung gas CO. yang
mengidentifikasi bahwa HCI dan NaHCO3 sudah bereaksi. Kemudian proses ini
dihentikan setelah mencapai pH 7 (netral). Dugaan reaksi antara HCI dan NaHCO3
ditunjukkan pada Gambar 2.3.

Hidrolisat yang diperoleh kemudian dipartisi (ekstraksi cair-cair) dengan
menggunakan pelarut etil asetat. Pelarut ini bersifat semi polar sehingga dapat
melarutkan senyawa yang bersifat semi polar seperti senyawa flavonoid. Proses
partisi menghasilkan dua fasa cairan yaitu fasa air pada lapisan bawah dan fasa
organik pada lapisan atas. Proses ekstraksi dilakukan sebanyak tiga kali
pengulangan untuk diambil fasa organiknya yang diduga mengandung senyawa
flavonoid. Dari 5 gram ekstrak etanol didapatkan hasil rendemen 2,36% dengan

berat ekstrak pekat 0,1184 (Lampiran 4.2) berwarna coklat kehijauan.
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4.4 Uji Fitokimia (Senyawa Flavonoid)

Uji fitokima bertujuan untuk mengetahui keberadaan senyawa flavonoid
yang terdapat pada sampel hasil partisi ekstrak daun katuk (Sauropus androgynus
L. Merr). Uji ini dilakukan dengan diambil 1 mg ekstrak pekat hasil partisi dengan
ditambahkan etanol bertujuan untuk melarutkan sampel. Selanjutnya ditambahkan
bubuk logam Mg dan HCI pekat. Pada penambahan HCI pekat bertujuan untuk
mereduksi inti benzopiron sehingga terbentuk garam flavilium dimana proses
reduksi tersebut dilakukan dalam suasana asam dengan penambahan HCI pekat.
Hasil dari uji yang telah dilakukan, ekstrak pekat partisi daun katuk mengandung
senyawa flavonoid, dengan ditandainya perubahan warna dari hijau menjadi warna
kuning jingga ditunjukkan pada Gambar 4.2. Adanya perubahan warna hijau
menjadi warna merah, kuning atau jingga, merupakan tanda bahwa adanya sebuah

garam flavinium yang terbentuk (Masrihanah, 2020).

(@ IC

Gambar 4.2 Perubahan warna pada uji fitokimia flavonoid (a) sebelum penambahan
bubuk Mg dan HCI pekat (b) sesudah penambahan bubuk mg dan HCI
pekat.
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Penambahan HCI pekat dalam uji flavonoid dimaksudkan untuk
menghidrolisis O-glikosida flavonoid menjadi aglikonnya, sehingga glikosida akan
tergantikan dengan H+ dari HCI karena sifatnya yang elektrofilik (Masrihanah,
2020). Adapun reaksi dugaan antara flavonoid dengan Mg beserta HCI pekat pada

Gambar 4.3.

Senyawa Flavonoid

Gambar 4.3 Reaksi dugaan senyawa flavonoid dengan serbuk Mg dan HCI pekat
(Iskandar, 2020).

4.5 Isolasi Senyawa Flavonoid dengan KLTA

Pemisahan senyawa flavonoid dengan menggunakan KLTA bertujuan
untuk mencari variasi dan eluen yang dapat memisahkan komponen senyawa dari
fraksi etil asetat. Pemisahan senyawa flavonoid dilakukan untuk mencari eluen
yang dapat memisahkan senyawa dari komponen ekstrak pekat partisi daun katuk
dengan baik. Eluen baik yang menghasilkan banyak noda dan menghasilkan

pemisahan noda baik, serta yang tidak berekor dan jarak antar satu noda ke noda
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lainnya tidak tumpang tindih (memiliki jarak yang jelas antar noda) (Zirconia, dkk.,
2015). KLTA ini menggunakan dua jenis campuran eluen yaitu BAA (n-butanol:
etil asetat: air) dan n-heksana dengan etil asetat. Masing-masing eluen memiliki dua
variasi konsetrasi eluen untuk BAA (2:2:6) menurut Sharma dan janmeda, (2017)
dan 4:1;5 menurut Masrihanah, (2020) serta n-heksana dengan etil asetat (5:5)
menurut Rusdi, dkk., (2018) dan (8:2) menurut Mabruroh, dkk., (2019).

Plat yang digunakan berukuran 1x 10 cm, dengan menggunakan variasi
eluen yang telah ditentukan. Pengamatan pola pemisahan dilakukan di bawah
lampu UV pada panjang gelombang 366 nm. Spot bercak warna yang diduga
sabagai senyawa flavonoid menurut Markham, (1988) bercak noda berwarna hijau
kekuningan, biru, jingga, dan lembayung baik sebelum maupun sesudah diuapi
amonia di bawah lampu UV 366 nm atau bercak ungu di bawah lampu UV 366 nm

(Rusdi, dkk., 2018). Jumlah noda yang terbentuk dari 4 variasi eluen terangkum

1l

(b) (©) (d)

Gambar 4.4 Hasil KLTA flavonoid dengan beberapa variasi eluen (a) n-heksana:
etil asetat (5:5), (b) n-heksana: etil asetat (8:2), (c) n-butanol: etil asetat:
air (2:2:6) dan (d) n-butanol: etil asetat: air (4:1:5)

pada Tabel 4.1.
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Tabel 4.1 Jumlah noda yang terbentuk pada KLTA
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Jumlah Jarak (cm) Warna
No Fasa Spot Nilai  Noda Pada Dugaan
Gerak Noda Eluen R¢ Lampu UV  Senyawa
366 nm
n-Heksana-
1 Etil Asetat 0,5 8 0,0625 Merah Triterpenoid
(5:5)
1 8 0,125 Jingga Flavonoid
1,4 8 0,175 Merah Triterpenoid
Jambu
2 8 0,25 Biru Flavonoid
Hijau .
11 2,5 8 0,3125 Kekuningan Flavonoid
3 8 0,375 Ungu Flavonoid
3,6 8 0,475 Hijau Steroid
4,6 8 0,575 Ungu Flavonoid
5.4 8 0675 '\I\’/'lirgz Triterpenoid
6,1 8 0,7625 Jingga Flavonoid
6,6 8 0,825 Jingga Flavonoid
n-Heksana- Merah
2 Etil Asetat 0,4 8 0,05 Muda Triterpenoid
(8:2) 3
0,8 8 0,1 Ungu Flavonoid
1,2 8 0,15 Jingga Flavonoid
n-Butanol-
Asam
3 Asetat- 2,3 8 0,2875 Biru Flavonoid
Aqguades
(2:2:6)
5 4,6 8 0,575 Ungu Tua Tanin
Hijau .
51 8 0,6375 - Flavonoid
Kekuningan
5,7 g 07125  Merah  rierpenoid
Jambu
6,1 8 0,7625 Jingga Flavonoid
n-Butanol-
Asam
4 Asetat- 2,7 8 0,3375 Biru Flavonoid
Aquades
(4:1:5)
3,9 8 0,4875 Ungu Tua Tanin
6 Hijau
4.4 8 0,55 . Favonoid
Kekuningan
51 8 0,6575 Coklat Alkolid
55 8 0,6875 Merah Triterpenoid
Jambu
6,1 8 0,7625 Jingga Flavonoid
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Berdasarkan Tabel 4.1 dan Gambar 4.4 dapat diketahui bahwa adanya
macam-macam senyawa yang terdeteksi dengan menghasilkan warna senyawa
secara alami atau berfluoresensi dengan menyerap sinar UV yang diberikan.
Senyawa tersebut memiliki warna fluoresensi yang berbeda-beda sesuai dengan
jenis senyawanya. Pelarut n-heksana: etil asetat pada penelitian Purwantoro, (2019)
spot dengan warna merah diidentifikasi sebagai senyawa triterpenoid dan warna
hijau teridentifikasi sebagai steroid. Uji fitokimia menggunakan KLT dengan eluen
n-butanol: asam asetat: air (BAA) menghasilkan spot warna ungu tua atau ungu
kemerahan diidentifikasi sebagai senyawa tanin (Hayati, dkk., 2010). Identifikasi
senyawa alkaloid menggunakan KLT pada penelitian Masrihanah, (2020) spot
berwarna coklat atau coklat kehitaman diidentifikasi sebagai alkaloid. Salah satu
senyawa yang memiliki warna fluoresensi khas yaitu flavonoid, senyawa tersebut
ketika disinari oleh lampu UV akan menghasilkan warna: Lembayung gelap, biru
muda, kuning, jingga, hijau-kuning, hijau-biru, merah jingga, dan ungu (Markham,
1988).

Tabel 4.1 menunjukkan terdapat beberapa noda yang menandakan adanya
senyawa flavonoid, dengan berbagai pola pemisahan yang berbeda pada tiap
masing-masing variasi eluen. Dari keempat variasi eluen, yang baik digunakan
untuk pemisahan senyawa flavonoid merupakan eluen n-heksana-etil asetat (5:5),
karena eleun ini dapat memisahkan senyawa dengan baik serta menghasilkan
senyawa diduga senyawa flavonoid paling banyak dengan pola pemisahan baik
serta tidak memiliki ekor. Pemisahan dengan eluen n-heksana-etil asetat (8:2),
menghasilkan sedikit spot dan menghasilkan senyawa yang diduga senyawa

flavonoid, kemungkinan dikarenakan sifat flavonoid merupakan semi-polar
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sedangkan dengan perbandingan tersebut senyawa terduga tidak dapat terpisah
dengan baik karena jumlah n-heksana (non-polar) terlalu banyak yang
mengakibatkan pola pemisahannya tidak baik serta tidak menghasilkan spot
banyak. Pada variasi eluen BAA (2:2:6) menghasilkan lima spot dengan adanya
dugaan senyawa flavonoid dan BAA (4:1:5) menghasilkan enam spot dengan
adanya dugaan senyawa flavonoid namun kedua variasi tersebut tidak memiliki

pola pemisahan yang baik serta keduanya memiliki ekor berwarna putih.

4.6 Isolasi Senyawa Flavonoid dengan KLTP

Pemisahan dengan KLTP bertujuan untuk memisahkan dan mendapatkan
senyawa flavonoid lebih banyak dengan menggunakan plat KLT yang berukuran
10 x 20 cm. Eluen yang digunakan merupakan eluen yang baik pada pemisahan
KLTA vyaitu 5:5 n-heksana: etil asetat. Setelah identifikasi hasil pemisahan
menggunkan KLTP menghasilkan 18 spot yang ditunjukkan pada Tabel 4.2.

Berdasarkan hasil uji pada Tabel 4.2 setelah penambahan pereaksi amonia
tidak ada yang mengalami perubahan warna. Menurut penjelasan Markham (1988)
noda yang berwarna merah jingga dan merah jambu akan menunjukkan hasil positif
flavonoid ketika mengalami perubahan warna menjadi biru setelah disemprot
amonia, kecoklatan harus dianggap bukan flavonoid sebelum diperiksa lebih lanjut
dengan UV-Vis. Sedangkan ketika penambahan amonia tidak mengalami
perubahan warna seperti noda yang berwarna lembayung, biru, kuning, hijau-
kuning, dan hijau-biru akan menunjukkan hasil positif flavonoid dengan perubahan
warna sedikit atau tanpa perubahan setelah disemprot dengan amonia (Marhkam,

1988). Pada plat KLTP noda positif senyawa flavonoid, kemudian dikerok serta



dilarutkan dengan pelarutnya dan diuapkan.

diidentifikasi lebih lanjut menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

Tabel 4.2 Hasil pemisahan senyawa flavonoid menggunakan KLTP
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Isolat flavonoid kemudian

Jarak
No —Tempggsa Nilai R Warna Noda Warna Noda Dugaan
Spot  Spot Gerak f Tanpa Amonia dengan Amonia Senyawa
(cm) (cm)
1 1 18 0,0556  Ungu kehitaman Ungu kehitaman Tanin
2 1,3 18 0,0722  Merah muda Merah muda Triterpenoidq)
3 1,9 18 0,1056  Jingga Jingga Flavonoid,
4 2,3 18 0,1278  Ungu Ungu Flavonoid
5 2,9 18 0,1611  Merah muda Merah muda Triterpenoid(
6 3,5 18 0,1944  Biru Biru Flavonoid)
Hijau Hijau .
7 5 18 0,2778 kekuningan kekuningan Flavonoid()
8 6,1 18 0,3389  Ungu Ungu Flavonoid)
9 7 18 0,3889  Biru Biru Flavonoid )
10 8,9 18 0,4944  Hijau kekuningan  Hijau kekuningan  Flavonoid
11 104 18 0,5778  Birutua Biru tua Alkaloid ()
12 11 18 0,6111  Ungu tua Ungu tua Taning
13 12 18 0,6667  Merah muda Merah muda Triterpenoid(q)
14 139 18 0,7722  Jingga Jingga Flavonoid
15 149 18 0,8278  Ungu tua Ungu tua Tanin
16 16,3 18 0,9056  Biru Biru Flavonoid,
17 16,7 18 0,9278  Merah muda Merah muda Triterpenoid(g)
18 17 18 0,9444  Hijau Hijau Steroid)
Keterangan: (a) Rusdi, dkk., 2018 (b) Marhkam, 1988 (c) Masrihana, 2020

dan (d) Purwantoro, 2019.

Hasil KLTP dengan penyemprotan amonia menghasilkan beberapa spot
positif senyawa flavonoid yang terdeteksi oleh warna flouresensi yaitu warna ungu,
hijau-kekuningan, dan biru. Menurut penelitian Rusdi, dkk. (2020) pada KLT fraksi
etil asetat dengan ditandai timbulnya bercak berwarna ungu di bawah sinar UV 366
nm setelah diuapi amonia. Flavonoid yang terdeteksi diduga merupakan jenis
flavon atau flavonol (aglikon flavonoid polar), ataupun isoflavon, dihidroflavon dan
flavonon (aglikon flavonoid non-polar). Spot warna biru menggunakan sinar UV

dengan diberi amonia, jenis flavonoid yang mungkin yaitu jenis flavanon
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sedangkan warna hijau-kuning kemungkinan jenis flavonoid auron dan flavonon

(Markham 1988).

4.7 ldentifikasi Senyawa Flavonoid Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis
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Gambar 4.5 Hasil spektra UV-Vis isolat 6 (Biru), 7 (Hijau kekuningan) dan 8
(Ungu)

Tabel 4.3 Hasil panjang gelombang maksimum spektra UV-Vis Isolat 6, 7 dan 8

AMaks Transisi Gugus

Isolat 6 Isolat 7 Isolat 8 Elektron Fungsi
303,9 311 303,9 n—om* C=0
274 277 274.9 n—omn* C=C
248,1 248,1 248,1 Tom* C=C
234,9 243,1 2349 R C=C

Berdasarkan Tabel 4.3 dan Gambar 4.5 identifikasi senyawa menggunakan
spektrofotomer UV-Vis dilakukan pada hasil KLTP isolat 6, 7 dan 8. Hasil
identifikasi pengukuran panjang gelombang maksimum sampel isolat 6, 7 dan 8

menggunakan spektrofotometer UV-Vis mengasilkan pita | secara berturut-turut
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yaitu 303,9, 311 dan 303,9 nm, pada panjang gelombang tersebut merupakan
transisi elektron n—z" gugus karbonil. Kromofor yang memberikan transisi dari
n—zr* memberikan serapan sekitar pada Zmas 300 nm seperti ikatan C=0O
(Dachriyanus, 2004). Pada pita Il isolat 6, 7 dan 8 menghasilkan panjang
gelombang 274, 277 dan 274,9 nm merupakan transisi elektron z—z" ikatan
rangkap C=C. Menurut Dachriyanus, (2004), transisi elektron z—z" menghasilkan
Amaks Sekitar 200 nm, maka kemungkinan pada panjang gelombang maksimum yang
dihasilkan pada panjang gelombang sekitar 200 nm merupakan transisi elektron
ikatan rangkap. Dari hasil panjang gelombang maksimum pada Tabel 4.3 adanya
panjang gelombang maksimum senyawa flavonoid. Menurut Marhkam (1988)
panjang gelombang maksimum flavonoid pada pita Il memiliki rentang 230-285
nm serta pita | pada rentang 300-550 nm. Panjang gelombang <230 nm
kemungkinan adanya senyawa lain yang terbawa ketika pengerokan sampel pada
KLTP serta pelarut yang digunakan adalah etil asetat bukan etanol atau metanol.
Pelarut yang baik digunakan untuk spektrum flavonoid merupakan metanol

(Marhkam, 1988).

4.8 ldentifikasi Senyawa Flavonoid Menggunakan FTIR

Identifikasi senyawa menggunakan FTIR bertujuan untuk mengetahui
gugus fungsi suatu senyawa yang menghasilkan pita khas senyawa tersebut.
Molekul suatu senyawa yang berintraksi dengan energi mengakibatkan terjadinya
transisi sehingga menimbulkan vibrasi molekul. Pita khas yang ditimbulkan dari

hasil FTIR menunjukkan gugus fungsi setiap ikatan-ikatan pada molekul suatu
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senyawa. Panjang gelombang hasil FTIR isolat 6, 7 dan 8 dapat dilihat pada Tabel
4.4 dan Gambar 4.5

Berdasarkan interpretasi pada Gambar 4.5 dan Tabel 4.4. Hasil analisis pita
serapan isolat 6, 7 dan 8 memiliki pita serapan yang sama terdapat pada vibrasi
stretching O-H, vibrasi stretching Cs°-H alkana, vibrasi stretching C=C, serapan
overtune yang menunjukkan ciri khas dari senyawa aromatik, dan vibrasi stretching
C-O alkohol. Menunjukkan bahwa gugus fungsi yang teridentifikasi dari hasil
panjang gelombang FTIR isolat 6, 7 dan 8 menandakan adanya gugus fungsi
senyawa flavonoid. Serapan khas pada gugus fungsi yaitu C-H dan C=C aromatik,
OH, C=C, dan C-0O alkohol merupakan hasil positif flavonoid ketika diidentifikasi
menggunakan FTIR (Ekawati, dkk. 2017).

Isolat 6 memiliki bilangan gelombang yang sedikit berbeda, dengan
memiliki pita serapan yang tidak tajam sedangkan isolat 7 dan 8 memiliki pita
serapan yang tajam. Isolat 7 serta 8 memiliki ikatan Csp3-H stretching alkana
simetris dan asimetris, C-O stratching alkohol sekunder dan primer, ikatan HC=CH
bending, C-H bending alifatik sedangkan isolat 6 tidak terdeteksi adanya alkohol
sekunder, hal ini kemungkinan isolat 6 merupakan jenis senyawa flavonoid dengan
struktur yang berbeda dengan isolat 7 dan 8 sebagaimana dengan gugus fungsi yang
terbaca oleh spektrofotometer IR. Sedangkan isolat 7 dan 8 memiliki pita serapan

yang mirip kemungkinan jenis flavonoid yang sama.
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isolat 6 biru

isolat 7 hijau kuning
isolat 8 ungu
Lﬂﬂﬂﬂ

% Transmitan
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Gambar 4.6 Hasil FTIR isolat 6, 7 dan 8

Tabel 4.4 Interpretasi FTIR hasil KLTP isolat 6, 7 dan 8
Bilangan Gelombang
(cm™) Rentang Pustaka  Intensitas Jenis vibrasi
Isolat6 Isolat7 Isolat8

3444 3405 3381  3000-3700 (a Kuat

O-H stretching
ikatan hidrogen
Csp> —H Stretching

2978 2976 2976 2700-3000 alkana asimetris

Sedang 3 .
i 2898 2896 (b) Csp” —H St_retch_lng
alkana simetris
2000- 2000- 2000-
1700 1700 1700 2000-1700 Lemah Overtone
1649 1649 1650 1670-1625 () Kuat C=C Stretching

- 1384 1383  1390-1310 (g Sedang HC=CH Bending
- 1331 1331  1470-1300 () Sedang C-H Bending alifatik

- 1086 1087 11241087  Kuat C-O Stretching

alkohol
1047 1047 1048 1085-1040(  Kuat C-O Stretching
alkohol
- 880 880 1000-880 Kuat Csp>-H Rocking
668 668 667 690-610 (¢ Kuat =C-H Wagging
547 - - 560-420 () Sedang -C=C Bending

Keterangan: (a) Creswel, dkk., (2005), (b) Mabruroh, dkk., (2019), (c) Socrates, (2001)

Identifikasi senyawa isolat 6, 7 dan 8 tidak memiliki perbedaan yang terlalu

signifikan, dengan pita serapan dan bilangan gelombang yang hampir sama. Hasil
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analisis pita serapan terdapat vibrasi stretching O-H pada bilangan gelombang
3444, 3405 dan 3381 cm™ dengan puncak melebar yang menandakan O-H
membentuk ikatan hidrogen, serta diperkuat dengan adanya vibrasi stretching C-O
pada pita serapan 1047 (isolat 6 dan 7) dan 1048 cm™ (isolat 8) menunjukkan gugus
C-O alkohol. Serapan tersebut menunjukkan adanya gugus OH alkohol yang terikat
pada atom karbon. Pita serapan pada 2978 (isolat 6) dan 2976 cm* (isolat 7 dan 8)
yang menunjukkan adanya vibrasi stretching Cs°-H alkana asimetris serta pada
serapan 2898 (isolat 7) dan 2896 cm™ (isolat 8) adanya vibrasi stretching Csp*-H
alkana simetris, serta diperkuat dengan serapan 1331 cm™ (isolat 7 dan 8) vibrasi
bending C-H alifatik. Pita serapan bilangan gelombang 2000-1700 cm™ terdapat
daerah serapan overtune yang menunjukkan ciri khas dari senyawa aromatik.
Serapan ini didukung dengan adanya pita serapan pada 1384 (isolat 7) dan 1383
cm? (isolat 8) menunjukkan vibrasi bending HC=CH merupakan salah satu gugus
aromatik yang terkonjugasi dan diperkuat dengan pita serapan 1649 (isolat 6 dan 7)
dan 1650 cm™ (isolat 8) menunjukkan vibrasi stretching C=C yang merupakan
gugus aromatik. Sehingga dari gugus fungsi yang ada pada isolat 6, 7 dan 8

teridentifikasi kemungkinan adanya senyawa flavonoid.

4.9 Uji Antioksidan Daun Katuk

Uji aktivitas antioksidan daun katuk (Sauropus androgynus L. Merr)
diawali dengan mengukur panjang gelombang maksimum larutan DPPH yang
digunakan dengan spektrofotometer UV-Vis. Hal ini bertujuan untuk mengetahui
panjang gelombang maksimum pada DPPH serta pengukuran panjang gelombang

DPPH sebagai kontrol untuk mengkonfirmasi kestabilan sistem pengukuran dan



43
menjaga kekonstanan konsentrasi DPPH dalam berbagai pengukuran (Masrihanah,
2020). Hasil pengukuran panjang gelombang maksimum DPPH 0,2 mM yaitu 515,1
nm. Panjang gelombang maksimum DPPH 0,2 mM dapat dilihat pada Gambar 4.5.
Hasil panjang gelombang maksimum DPPH yang didapatkan sesuai dengan
rujukkan Molyneux, dkk., (2004) panjang gelombang maksimum DPPH berada

pada rentang 515-520 nm karena reagen ini memiliki warna komplemeter ungu.

1.0
0.8

0.6+ 15.1,0.565

Abs

0.4
0.2+

0.0
400 500 600 700 800

Panjang Gelombang
Gambar 4.7 Panjang gelombang maksimum DPPH 0,2 mM

Uji aktivitas antioksidan daun katuk (Sauropus androgynus L. Merr) isolat
KLTP dilakukan dengan lima konsentrasi yaitu 10, 20, 30, 40, dan 50 ppm. Sampel
senyawa flavonoid yang diuji aktivitas antioksidanya yaitu isolat 6, 7 dan 8.
Pengukuran antioksidan dengan mengukur absorbansi kontrol terlebih dahulu
bertujuan untuk mengetaui absorbansi DPPH yang belum direduksi oleh sampel.
Perbandingan antara DPPH yang telah diberikan sampel akan berbeda dengan
DPPH yang tidak diberi sampel (kontrol), karena adanya reduksi antara radikal
bebas dengan antioksidan pada sampel dan menghasilkan absorbansi yang berbeda
pada spektrofotomer UV-Vis. Sampel yang akan diuji aktivitas antioksidan

diinkubasi selama 30 menit dengan suhu 37°C karena pada suhu tersebut reaksi
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antara radikal bebas dengan antioksidan senyawa flavonoid berlangsung lebih
optimal.

Pengukuran aktivitas antioksidan secara fisik dapat diamati dengan
terjadinya perubahan warna dari ungu menjadi ungu muda atau kuning ketika
DPPH bereaksi dengan sampel berupa antioksidan yang mendonorkan atom
hidrogen. Menurut Toripah, atom hidrogen yang didonorkan terhadap radikal bebas
DPPH akan membentuk 1,1-difenil-2-picrylhydrazine (DPPH-H). Setelah diukur
absorbansi sampel dan absorbansi kontrol pada spektrofotometer UV-Vis akan
diketahui % aktivitas antioksidan dan nilai ICs isolat flavonoid hasil KLTP dapat
dilihat pada Tabel 4.5. Hasil nilai absorbansi sampel yang telah direduksi DPPH
dengan nilai absorbansi kontrol merupakan absorbansi sisa radikal bebas DPPH

yang tidak bereaksi (Masrihanan, 2020).

Tabel 4.5 Hasil % aktivitas antioksidan dan nilai 1Csg isolat flavonoid hasil KLTP

Konsentrasi %AKktivitas o
Sampel (ppm) Antioksidan Nilai I1Cso (ppm)
10 7,1044
Isolat 6 warna 20 9,631
Biry 30 22,5331 83,74
40 29,8714
50 31,7164
10 27,2988
Isolat 7 warna 20 29,7873
Hijau kekuningan 30 40,7991 44,02
40 48,3672
50 55,2101
Isolat 8 ;8 392’73698836
solat 8 warna ,
Ungu 28 45,0949 44,13

50 47,5663
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Tabel 4.5 menunjukkan bahwa isolat flavonoid hasil KLTP pada isolat 6, 7
dan 8 memiliki aktivitas antioksidan yang cukup besar. Isolat 6 warna biru, isolat 7
warna hijau kekuningan dan isolat 8 warna ungu mendapatkan nilai 1Cso secara
berturut-turut yaitu sebesar 83,7; 44,02 dan 44, 13 ppm. Pada tingkatan kekuatan
antioksidan isolat flavonoid memiliki aktivitas antioksidan yang kuat dan sangat
kuat. Pada isolat 6 warna biru memiliki nilai 1Cso 83,7 ppm menurut Hikmawati
dan Fatmawati (2019), Pada tingkatan kekuatan antioksidan nilai 1Cso 50-100 ppm
memiliki intesitas yang kuat. Pada isolat 7 warna hijau kekuningan dan isolat 8
warna ungu memiliki nilai 1Cso 44,02 dan 44,13 ppm, menurut Hikmawati dan
Fatmawati (2019), pada tingkatan kekuatan antioksidan nilai 1Csp <50 ppm
memiliki intensitas yang sangat kuat.

Aktivitas antioksidan isolat flavonoid pada isolat 6 memiliki perbedaan
antivitas antioksidan yang cukup besar dengan isolat 7 dan 8. Jika dilihat dari hasil
identifikasi senyawa menggunakan FTIR hasilnya sama. Isolat 7 dan 8 memiliki
pita serapan dan bilangan gelombang yang sangat mirip serta memiliki aktivitas
antioksidan dengan intensitas yang sangat kuat kemungkinan kedua isolat
merupakan jenis flavonoid yang sama. Sedangkan isolat 6 berbeda dengan pita
serapan yang tidak tajam dan munculnya bilangan gelombang yang sedikit, serta
memiliki aktivitas antioksidan yang lebih kecil dari isolat 7 dan 8 sehingga
memiliki kemungkinan isolat 6 merupakan jenis flavonoid yang berbeda dengan
isolat yang lain.

Berdasarkan identifikasi FTIR dan UV-Vis adanya gugus fungsi yang
berkontribusi terhadap aktivitas antioksidan yaitu gugus fungsi C=C, C=0 dan C-

O. Gugus fungsi tersebut akan mendonorkan atom hidrogen yang berfungsi sebagai
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antioksidan dengan meredam radikal bebas pada DPPH. Gugus-gugus fungsi
tersebut yang mengikat atom hidrogen mengalami kereaktifan dengan
kemungkinan menimbulkan induksi atau resonansi yang akan mengakibatkan
gugus fungsi menjadi lebih parsial negatif &7, sehingga atom hidrogen yang
berikatan dengan gugus fungsi akan menjadi lebih parsial positif 5". Atom hidrogen

8" ini akan lebih mudah dilepaskan sehingga akan berikatan dengan radikal bebas.

4.10 Integrasi Penelitian dalam Perspektif Islam

Allah SWT telah menciptakan segala hal yang sangat bermanfaat bagi umat
manusia salah satunya yaitu tumbuh-tumbuhan. Tumbuhan yang bermanfaat yang
diciptakan oleh Allah SWT salah satunya yaitu tanaman katuk (Sauropus
androgynous L. Merr). Tanaman katuk sendiri memiliki manfaat yang cukup
banyak ketika dikonsumsi, karena kandungan senyawa yang ada dalam daun katuk
sangat banyak salah satunya yaitu flavonoid. Flavonoid dalam daun katuk
dipenelitian ini memiliki manfaat sebagai antioksidan yang cukup besar dengan
nilai 1Csg sebesar 83,7; 44,02 dan 44, 13 ppm. Antioksidan merupakan senyawa
yang dapat meredamkan radikal bebas yang menyebabkan sebuah penyakit. Segala
macam penyakit yang Allah SWT berikan pasti ada obat atau penawarnya dan obat
tersebut tak lain berasal dari Allah SWT. Hal ini sesuai dengan sabda Rasulullah

SAW dalam HR. Bukhari: 5354
AR Yy 25 i Ja

Artinya: “Tidaklah Allah menurunkan suatu penyakit, kecuali Allah juga
menurunkan obatnya”
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Hadist tersebut mengajarkan pada umat manusia bahwa Allah SWT
senantiasa selalu berbuat adil kepada umatnya. Bahwa segala penyakit yang Allah
SWT turunkan senantiasa selalu ada penawarnya. Tiada penyakit yang tidak
memiliki obatnya sungguh Allah maha besar. Obat dan penyakit adalah rahmat
yang diberikan oleh Allah SWT kepada hamba-Nya. Hal ini sesuai dengan firman

Allah SWT dalam al-Qur’an surah asy Syu’ara ayat 7:

35 B 0 1 e 8 oY s
Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak Kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam pasangan (tumbuh-tumbuhan)

yang baik?”

Sebagaimana ayat di atas menjelaskan, sebagai umat manusia tentang
ketersediaan tumbuhan obat-obatan yang telah Allah SWT tumbuhkan dari bumi-
Nya. Salah satu tanaman yang ditumbuhkan oleh Allah tersebut yaitu daun katuk
yang memiliki aktivitas antioksidan yang dapat meredam radikal bebas sumber
timbulnya sebuah penyakit. Sugguh Allah telah menciptakan segala hal berpasang-
pasangan seperti penyakit pasti memiliki obatnya. Sungguh maha besar Allah yang

telah menciptakan segalanya, hal ini sesuai dengan firman Allah SWT dalam al-

Qur’an surah ali Imran ayat 190-191:

s all 54850 ouill 1 S Y o @y g sty 2315 saedl dl> &0l

U S Sl s cdls U oW el ls 5 098 1t g 15,855

-
[

2@ lde

Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan pergantian malam
dan siang terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi orang yang
berakal (yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri,
duduk, atau dalam keadaan berbaring, dan mereka memikirkan tentang
penciptaan langit dan bumi (seraya berkata), “Ya Tuhan kami, tidaklah
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Engkau menciptakan semua ini sia-sia; Maha Suci Engkau, lindungilah
kami dari azab neraka.”

Surah diatas menjelaskan bahwa seluruh kerajaan langit dan bumi dengan
segala isinya adalah milik Allah SWT, dan Allah Mahakuasa atas segala sesuatu
terhadap ciptaan-Nya dengan memberinya kehidupan dan rezeki, mengatur,
mematikan, membalas, dan menghitung setiap amal perbuatan manusia. Senantiasa
sebagai umat muslim yang berfikir dan memiliki akal kita patut bersyukur dengan
semua yang Allah ciptakan. Hal tersebut merupakan tanda-tanda kebesaran Allah
SWT yang patut kita syukuri dan menjaganya. Patutnya sebagai umat manusia yang
bertakwa kepada Allah senantiasa selalu bersyukur atas nikmat yang telah diberikan

dan diciptakan Allah SWT. Bersyukur kepada-Nya, yang telah dijelaskan didalam

al-Qur’an surah al Kautsar ayat 1:

5550 Ak T

Artinya: “Sesungguhnya Kami telah memberikan kepadamu nikmat yang banyak. ”

Pada ayat ini Sayyid Qutb menafsirkannya dalam Tafsir Fi Zilalil Quran:
“Sesungguhnya Kami telah memberikan kepadamu nikmat yang banyak dan
melimpah ruah, yang tidak bisa dihalangi dan tidak putus-putusnya”. Sungguh
kekuasaan Allah yang sangat dahsyat yang harus banyak disyukuri oleh seluruh

umat manusia.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa:

a. Daun katuk (Sauropus androgynus L. Merr) positif terdapat senyawa flavonoid
pada hasil isolat KLTP vyaitu pada isolat 6, 7 dan 8. Hasil identifikasi
spektrofotometer UV-Vis terdapat gugus fungsi C=C dan C=0O serta hasil
identifikasi FTIR terdapat gugus fungsi C=C, C-O, C-H dan O-H yang
menandakan adanya senyawa flavonoid.

b. Senyawa flavonoid hasil KLTP memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai I1Cso
83,74 (isolat 6), 44,02 (isolat 7) dan 44,13 ppm (isolat 8). Isolat 6 memiliki
aktivitas antioksidan yang besar serta isolat 7 dan 8 memiliki aktivitas

antioksidan yang sangat besar.

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai metode pemisahan
senyawa flavonoid pada daun katuk agar dihasilkan isolat yang lebih maksimal
seperti menggunakan pemisahan senyawa flavonoid dengan kromatografi kolom
serta identifikasi menggunakan GC-MS atau LC-MS agar lebih sepesifik jenis

flavonoid yang didapatkan.
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