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INTISARI

Purifikasi ekstrak etanol 96% daun kelor dilakukan untuk meningkatkan kandungan zat
aktif serta untuk memperoleh warna yang lebih menarik. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui
jenis pelarut dalam proses fraksinasi yang memberikan kandungan zat aktif lebih tinggi.

Penelitian ini diawali dengan maserasi daun kelor kering dengan etanol 96%. Filtrat yang
telah di keringkan di atas waterbath kemudian di purifikasi. Purifikasi diawali dengan melarutkan
ekstrak ke aquades panas dengan perbandingan 1:10, setelah itu ditambahkan etil asetat atau n-
heksana sejumlah sama dengan aqu

ades panas dalam corong pisah, dikocok hingga terjadi pemisahan fase. Fase etil asetat atau
n-heksana diambil kemudian filtrat yang diperoleh digabungkan. Ekstrak etanol 96% (E1), fraksi etil
asetat (E2) dan fraksi n-heksana (E3) kdian dievaluasi dengan parameter organoleptis, %
rendemen, total fenol, dan total flavonoid. Data yang diperoleh dianalisis statistik one way ANOVA
dengan taraf kepercayaan 95%.

Hasil pengukuran terhadap E1, E2, dan E3 pada setiap parameter secara berturut-turut pada
parameter rendemen adalah 15,81%; 22,18%; 20%, total fenol yaitu 28,94+0,54 mg GAE /g; 29,44 +
093 mg GAE/g; 11,41%0,12 mg GAE/g, dan total flavonoid yaitu 3,19+0,13%; 992 +0,06%;
5,81+0,18%. Secara organoleptis, dari segi warna E2Z lebih hijau kekuningan dan cerah, sehingga
lebih menarik. Secara statistik, ada perbedaan bermakna di antara E1, E2, dan E3 pada total fenol
dan antara E2 dan E3 pada total flavonoid, sedangkan antara E2 dan E1 tidak berbeda signifikan.

Kata Kunci : ekstrak etanol kelor, purifikasi, total fenol, total flavonoid.

ABSTRACT

Purification extract ethanol 96% of Moringa dry leaves was carried outto increase the active
substance content and to obtain a more attractive color. The study is to determine the type of solvent
in the fractionation which provides a higher active substance content.

This research begins with maceration of dried Moringa leaves with 96% ethanol. The filtrate
that has been dried then purified. Purification begins with dissolving the extract in hot distilled water
with a ratio of 1:10, after that ethyl acetate or n-hexane is added to the same amount as hot distilled
water in a separating funnel, shaking it. The ethyl acetate or n-hexane phase is taken then the filtrate
obtained is combined. The 96% ethanol extract (E1), ethyl acetate (E2) and n-hexane (E3) were then
evaluated with parameters of organoleptic, % yield, total phenol, and total flavonoids. Data were
analyzed statistically one way ANOVA with confidence level of 95%.

The measurement results for E1, E2, and E3 in yield value were 15.81%; 22.18%; 20%, the
total phenol was 28.94+0.54mgGAE/g; 29.44+0.93mgGAE/g; 11,41+0,12mgGAE/g, and total
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flavonoids 3,19£0.13%; 9,92+0.06%; 5.81+0.18% respectively. E2 is more yellowish green and
brighter, making it more attractive. Statistically, there were significant differences between E1, E2,
and E3 in total phenols and between E2 and E3 in total flavonoid, but not in E2 and E1.

Keywords: ethanol extract of Moringa, purification, total phenol, total flavonoids.

1. PENDAHULUAN

Hasil penelitian membuktikan bahwa daun kelor mengandung senyawa
fenol, flavonoid, fenolat, karotenoid, karoten, dan vitamin C sehingga dapat
berkhasiat sebagai antioksidan, antimikroba[1], anti inflamasi, dan anti penuaan[3].
Senyawa golongan flavonoid yang ada dalam daun kelor adalah karotenoid, B-
karoten, kuersetin, dan flavonoid[4]. Selain itu juga ada senyawa fenol yang
kesemuanya bermanfaat sinergis sebagai antioksidan[5].

Aktivitas farmakologi daun kelor sangat dipengaruhi oleh kandungan
senyawa aktif dalam ekstrak. Senyawa aktif dalam daun kelor termasuk dalam
senyawa fenol dan flavonoid[4-5]. Penentuan total flavonoid dapat digunakan
sebagai tolok ukur kemampuan antioksidan, dimana semakin besar maka semakin
kuat dalam menangkal radikal bebas yang dapat menyebabkan penyakit [6].
Penentuan total fenol dapat digunakan sebagai dasar penentuan aktivitas
antioksidan senyawa polifenol dalam kelor. Senyawa fenol diketahui memiliki efek
biologis sebagai antioksidan, melindungi struktur sel, anti inflamasi, dan
antiseptik[7].

EBerdasarkan konsep like dissolve like, senyawa polar dalam tanaman akan
larut dalam pelarut polar, senyawa semipolar akan larut dalam pelarut semipolar,
dan senyawa non polar akan larut dalam pelarut non polar. Optimasi ekstraksi
senyawa aktif dari daun kelor seperti fenol dan flavon@} dilakukan dengan
purifikasi menggunakan pelarut etil asetat dan n-heksana. Etil asetat merupakan
pelarut semipolar sehirfgh dapat melarutkan senyawa semi polar seperti flavonoid
dan tanin, sedangkan n-heksana merupakan pelarut non polar sehingga dapat
melarutkan senyawa non polar seperti lemak, sterol, karoten, kumarin, dan
beberapa terpenoid[8].

Berdasarkan uraian di atas, maka penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh jenis pelarut yang digunakan dalam purifikasi yang dapat mengekstraksi
fenol dan flavonoid paling besar serta memperbaiki warna ekstrak. Berdasarkan
hasil penelitian, diharapkan akan diperoleh informasi bahwa purifikasi dengan
pelarut etil asetat ataukah n-heksana yang akan meningkatkan total flavonoid dan
total fenol secara signifikan dan memperbaiki warna ekstrak.

2. METODE PENELITIAN

2.1.ALAT DAN BAHAN

Daun kelor yang digunakan berupa simplisia yang didapat dari petani di
daerah $Bman, Yogyakarta yang telah dilakukan uji determinasi pada Fakultas
Farmasi Universitalcadjah Mada. Bahan lain yang digunakan antara lain akuades,
etanol p.a (Merck), etil asetat (Merck), n-heksana (Merck), Folin- Ciocalteu (Merck),
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Na2C03(Merck), AlCls(Merck), quersetin (Aldrich), asam galat (Aldrich). Alat yang
digunakan adalah Spektrofotometer UV-VIS (Shimadzu-1900), Mikropipet 200ul
dan 1000pl (Acura), waterbath (Memmert), Rotavapor (Buchi).

2.2.CARA KERJA

Maserasi

Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi dengan rasio serbuk simplisia
dibanding pelarut adalah 1:40. Serbuk simplisia yang telah ditimbang, direndam dan
diaduk setiap hari 1 kali dalam pelarut etanol 96% selama 72 jam pada suhu kamar.
Remaserasi dilakukan 1 kali supaya lebih optimal penyariannya. Filtrat yang
diperoleh, difiltrasi dengan kertas saring dan dipompa vakum kemudian
dievaporasi hingga terbentuk ekstrak kental [9].

Purifikasi a

Ekstrak etanol 96% daun kelor yang diperoleh kemudian difraksinasi
dengan menggunakan n-heksana dan etil asetat. Fraksinasi diawali dengan
E&RBlarutkan ekstrak dalam akuades panas suhu 70° (dengan perbandingan 1:10 [9]).
Setelah itu larutan dimasukkan ke dalam corong pisah dan ditambah etil asetat/n-
heksana dengan jumlah yang sama dengan akuades panas tersebut. Berdasarkan
aktivitas tersebut, maka akan diperoleh 3 jenis ekstrak yaitu ekstrak etanol 96%
daun kelor (E1), ekstrak etanol 96% daun kelor yang terpurifikasi etil asetat (E2),
ekstrak etanol 96% daun kelor yang terpurifikasi n-heksana(E3). Masing-masing
ekstrak akan ditetapkan profil organoleptis, % rendemen, total fenol dan total
flavonoid.

Uji OrdgiBoleptis

Uji organoleptik merupakan pengenalan awal yang sederhana seobjektif
mungkin. Uji organoleptik dilakukan dengan pengamatan terhadap konsistensi,
warna, bau, dan rasa[10].

Perhitungan Rendemen
Persen rendemen dihitung dengan rumus sebagai berikut[10] :
Rendemen = bobot ekstrak x 100%
bobot simplisia

Penentuan Total Fenol E1, E2, & E3.
Total Fenol pada E1, E2, dan E3 ditentukan secara spektrofotometri UV-Vis
dengan reagen Folin-Ciocalteu dan Na2C03 dengan standar asam galat sebagai

pembanding. Total fenol dinyatakan sebagai mgGAE /g. Pengujian dilakukan dengan
replikasi 3 kali [14].

Penentuan Total Flavonoid E1, E2, & E3.

Total flavonoid E1, E2, dan E3 ditentukan secara spektrofotometri UV-Vis
menggunakan metode kolorimetri dengan reagen aluminium klorida (AICI3) dan
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standar kuersetin sebagai pembanding. Kadar total flavonoid dinyatakan dalam
bentuk %. Pengujian dilakukan dengan replikasi 3 kali [13].

Analisis Data

Pada penelitian ini data kualitatif berupa organoleptis dan % rendemen
dibahas dan disimpulkan secara kualitatif sed@&gkan nilai total fenol dan total
flavonoid di analisis statistik menggunakan One Way ANOVA untuk melihat
ada/tidaknya perbedaan bermakna secara signifikan dengan taraf kepercayaan
95%.

3. DISKUSI DAN HASIL

Hasil determinasi daun kelor kering sebelum diproses untuk penelitian pada
Fakultas Farmasi Universitas Gadjah Mada terdapat pada surat keterangan hasil
deternfhasi dengan nomor 18.03.08/UN1/FFA/BF/PT/2020 tertanggal 3 Agustus
2020. Hasil determinasi menunjukkan bahwa tanaman yang digunakan dalam
penelitian ini adalah Moringa oleifera.l. Dengan demikian, dapat dilakukan
penelitian selanjutnya.

3.1.UJI ORGANOLEPTIS
Hasil uji organoleptis disajikan pada gambar 1 dan tabel 1. Pada penelitian
ini didapatkan hasil uji organoleptis pada E1, E2, dan E3 masing- masing pada tabel
dan gambar 1 berikut :
s \

Gambar 1. T;impilan nrgannieptis E1, E2,dan E3 h

Tabel 1. Hasil Uji Organoleptis

Ekstrak kental Ekstrak kental Ekstrak Kental
Hijau Hitam Hijau, Kuning Hijau Hitam
Pekat dominan Kehitaman
Hitam
Khas Khas Khas
Pahit Pahit Pahit

Hasil uji organoleptis menunjukkan bahwa ketiga ekstrak memiliki
konsistensi, bau dan rasa yang sama. Warna E2 adalah hijau, kuning kehitaman
sehingga paling cerah daripada yang lain [11].
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3.2.RENDEMEN 1]
Hasil perhitungan rendemen E1, E2 dan E3 disajikan pada tabel 2 berikut :
Tabel 2. Persentase rendemen

15,81
22,18
20,00

Hasil uji menunjukkan bahwa rendemen tertinggi diberikan oleh ekstrak
yang difraksinasi dengan etil asetat. Etil asetat memiliki sifat semipolar sehingga
dapat melarutkan flavonoid, triterpenoid, dan tanin yang sebagian besar
merupakan senyawa aktif daun kelor sehingga rendemen lebih banyak[5]. N-
heksana memiliki sifat non polar sehingga dapat melarutkan lemak, sterol, kumarin
dan beberapa terpenoid, sehingga rendemennya cenderung lebih sedikit[8].

3.3.TOTAL FENOL

Total Fenol dalam ekstrak dan fraksi ditentukan berdasarkan jumlah asam
galat. Asam galat digunakan sebagai standar karena merupakan salah satu fenol
alam yang stabil serta relatif murah dibanding lainnya[16]. Asam galat termasuk
dalam senyawa fenol turunan asam hidroksi benzoat yang tergolong asam fenol
sederhana. Asam galat menjadi pilihan sebagai standar ketersediaan substansi yang
stabil dan murni [16]. Asam galat bereaksi dengan reagen Folin-Ciocalteu
menghasilkan warna kuning yang menandakan bahwa mengandung fenol, setelah
itu ditambahkan dengan larutan Na2C03z menghasilkan warna ungu kehitaman [16].
Senyawa fenol bereaksi dengan reagen Folin-Ciocalteu hanya dalam suasana basa
agar terjadi disosiasi proton pada senyawa fenol menjadi ion fenolat, sehingga
ditambahkan larutan Na2C03[17].

Adanya total fenol yang terukur dalam spektrofotometer UV-Vis
membuktikan daun kelor memiliki senyawa polifenol yang berfungsi sebagai
antioksidan. Dalam penelitian sebelumnya, senyawa fenol diketahui memiliki
berbagai efek biologis sebagai antioksidan, melindungi struktur sel, antiinflamasi,
dan sebagai antiseptik [5].

Kurva Baku Asam Galat
0,8

y =0,0101x + 0,0949
R?=0,987

Absorban
qCD (=1 _\D
%] =9 (=]

o

0 20 40 60 80
Kadar Asam Galat (ppm)

Gambar 2. Kurva Baku Standar Asam Galat
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Kurva baku asam galat disajikan pada gambar 2. Kurva baku tersebut
memiffki nilai r = 0.987 dan sudah melebihi r tabel yaitu 0.917. Hasil pen&hpan total
fenol disajikan pada Tabel 3. Hasil uji menunjukkan bahwa total fenol pada fraksi
etil asetat (E2) memiliki jumlah yang paling tinggi. Senyawa fenolik memiliki sifat
polar [18]. Etil asetat memiliki sifat semipolar[19]. Berdasarkan hal tersebut, fenol
akan banyak tersari ke dalam fraksi etil asetat. Apabila dibandingkan dengan n-
heksana yang memiliki sifat non polar[20], maka senyawa fenolik kurang terlarut di
dalamnya. Senyawa fenol yang larut dalam etil asetat (semipolar) adalah tanin,
katekol dan asam galat, sedangkan senyawa fenol yang larut dalam n-heksana
antara lain flavonoid yang cenderung non polar [27]. Jadi memang lebih banyak
senyawa fenol yang lebih larut dalam pelarut polar dan semipolar, sehingga total
fenol pada fraksi etil asetat lebih besar dibandingkan pada fraksi n-heksana.

Tabel 3. Total Fenol

28,94 + 0,54
29,44 +£0,93
1141+0,12
Pada uji statistik dengan one way ANOVA, didapatkan bahwa nilai Sig
=0,000(<0,05) sehingga didapatkan kesimpulan bahwa ada perbedaan signifikan
antara nilai total fenol E1, E2, dan E3 secara statistik. Kesimpulan setelah dilakukan
post hoc test dengan Bonferroni yaitu total fenol pada E2 secara signifikan paling
besar diantara E3 tapi tidak lebih besar secara signifikan dibanding E1.

3.4.TOTAL FLAVONOID

Prinsip penetapan total flavonoid dengan metode kolorimetri adalah
terjadinya pembentukan kompleks antara aluminium klorida dengan gugus keto
pada atom C-4 dan gugus hidroksi pada atom C-3 atau C-5 yang bertetangga dari
golongan flavon dan flavonol[13]. Mekanisme reaksi kompleks antara flavonoid dan
AlCl;3 disajikan pada gambar 4.

Total flavonoid dalam ekstrak dan fraksi ditentukan berdasarkan kadar
kuersetin. Kuersetin digunakan sebagai standar karena merupakan flavonoid
golongan flavonol yang memiliki gugus keto pada atom C-4 dan juga gugus hidroksil
pada atom C-3 dan C-5 yang bertetangga. Kuersetin merupakan senyawa flavonoid
yang terdapat pada daun kelor, mudah larut dalam etanol, dan penggunaannya yang
relatif mudah [21]

Pada pengukuran total flavonoid §Ehkukan penambahan AICIz. Kuersetin
bereaksi dengan AlClz akan membentuk kompleks, sehingga terjadi pergeseran
panjang gelombang ke arah visible ditandai dengan larutan menghasilkan warna
yang lebih kuning[13].

Grafik persamaan kurva baku disajikan pada gambar 3. Nilai r pada
persamaan adalah 0.994 dan ini sudah melebihi nilai r tabel sebesar 0.834.
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Kurva Baku Kuersetin

[y

y = 0,0356x - 0,0162
R?=0,994

Absorban
_\D _\D _\D _\G
(8] = (1] oo

[=]

0 5 10 15 20 25

Kadar Kuersetin (ppm)
Gambar 3. Kurva dan Persamaan Kurva Baku standar Kuersetin
Tabel 4. Total Flavonoid

3,19+0,13
9,92+ 0,06
5,81+ 0,18

Hasil penetapan total flavonoid disajikan pada tabel 4. Hasil uji
menunjukkan bahwa total flavonoid pada fraksi etil asetat memiliki jumlah yang
paling tinggi. %. Penelitian lain menunjukkan bahwa total flavonoid ekstrak etanol
96% daun kelor sebesar 13,15£0.47 % [23], total flavonoid pada ekstrak etanol 70%
daun kelor senfi 5,53% [24] dan total flavonoid pada fraksi etil asetat senilai 37.1
+ 0.03 % [25]. Kandungan rata-rata flavonoid dalam ekstrak etanol dan fraksi etil
asetat daun kelor berturut-turut adalah sebesar 8,33% dan 6,2542 % [26]. Senyawa
flavonoid memiliki sifat semipolar, namun ada beberapa yang memiliki sifat
nonpolar (chalcon, flavanon, flavon, flavonol, isoflavon) [2]. Senyawa flavonoid
terbagi ke dalam beberapa jenis, masing-masing flavonoid berbeda polaritasnya
yang bergantung pada jumlah dan posisi gugus hidroksil yang mempengaruhi
kelarutannya pada pelarut[22]. Etil asetat memiliki sifat semipolar [19]. N-heksana
memiliki sifat non polar [20] maka flavonoid I€fh sedikit terlarut di dalamnya.
Berdasarkan hal tersebut, maka flavonoid akan banyak tersari ke dalam fraksi etil
asetat. Total flavonoid pada fraksi etil asetat lebih besar dibandingkan fraksi n-
heksana, berarti memang lebih banyak flavonoid yang terlarut dalam etil asetat.

0

: s A, 0
<
_s' AN = @
S X
]
]

Gambar 4. Reaksi kolorimetri aluminium klorida dengan flavonoid sebagai prinsip
uji total flavonoid [12]
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Pada uji statistik one way ANOVA, diperoleh nilai Sig = 0,000 (<0,05)

sehingga didapatkan kesimpulan bahwa ada perbedaan signifikan antara nilai total
flavonoid E1, E2, dan E3 secara statistik. Kesimpulan setelah dilakukan post hoc test
Bonferroni yaitu E2 secara signifikan paling besar diantara E1 dan E3.

4. KESIMPULAN

Purifikasi daun kelor dengan etil asetat (E2) telah meningkatkan jumlah
rendemen, membuat warna fraksi etil asetat paling cerah, dan secara signifikan
meningkatkan total fenol dan total flavonoid.
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