ISOLASI Dan IDENTIFIKASI SENYAWA FLAVONOID DALAM DAUN KUMAK (Lactuca indica L.)
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ABSTRAK

Telah dilakukan isolasi dan identifikasi senyawa flavonoid dalam daun kumak (Lactuca indica L.) Isolasi dilakukan dengan cara ekstraksi maserasi menggunakan pelarut etanol 80%, selanjutnya ekstrak etanol difraksinasi dengan pelarut n-heksan dan etilasetat, yang menghasilkan ekstrak kental daun kumak. Ekstrak yang diperoleh dipisahkan dengan kromatografi kertas menggunakan eluen n-butanol : asam asetat : air (BAA) (4:1:5). Isolat dikarakterisasi dengan spektrofotometri UV. Isolat berfluoresensi biru lemah dengan sinar UV 366 nm, spektrofotometri uv-vis terdapat dua puncak pada λ maksimum 336,2 nm (pita I) dan 271,2 nm (pita II) disimpulkan bahwa isolat tersebut mengandung senyawa gologan flavonoid. Dari hasil pengujian, dapat diduga bahwa senyawa flavonoid tersebut merupakan golongan flavonol, yang dapat dilihat dari rentang panjang gelombangnya yaitu antara 350-385 nm (pita I) dan 250-280 nm (pita II).
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ABSTRACT

Isolation and identification flavonoid compounds in kumak leaf (Lactuca indica L.) have been conducted. Isolation was carried out by maceration extraction using 80% ethanol solvent, then ethanol extract was fractionated with n-hexane and ethylacetate solvent to obtain concentrated kumak leaf extract. The extract was purified by paper chromatography using eluent n-butanol : asetic acid : water (BAA) (4:1:5). Isolates characterized by UV-vis spectrophotometry. Isolates fluorescence blue with UV light 366 nm, uv-vis spectrophotometry there are two peaks at a maximum λ of 336.2 nm (band I) and 271.2 nm (band II) concluded that the isolate contained flavonoid compounds. The results from showed that the flavonoid compound was flavonol, with characteristic wave lengths from 350-385 nm band I and 250-280 nm band II
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PENDAHULUAN
[bookmark: _GoBack]Indonesia merupakan negara kepulauan yang sangat luas, mempunyai keanekaragaman jenis flora dan fauna yang sangat tinggi. Di Indonesia diperkirakan terdapat 100 sampai dengan 150 famili tumbuh-tumbuhan, dan dari jumlah tersebut sebagian besar mempunyai potensi untuk dimanfaatkan sebagai tanaman industri, tanaman buah-buahan, tanaman rempah-rempah dan tanaman obat-obatan (Subroto, 2006). Secara tradisional Lactuca indica L. digunakan untuk menambah nafsu makan, memperlancar pencernaan menambah stamina, mengobati penyakit gondok, mengobati sakit lambung, menurunkan kolesterol, kadar gula darah dan risiko kanker (Anonim, 2007).
Penelitian yang dilakukan oleh (Wang et al., 2003) Lactuca indica L. digunakan dalam pengobatan dan memiliki efek farmakologis bagi kesehatan manusia, memiliki khasiat antiinflamasi dan antibakteri, dapa juga mengurangi gangguan usus. Lactuca indica L. adalah sayuran liar yang dapat dimakan, digunakan sebagai obat antiinflamasi, antibakteri, antioksidan penangkal radikal bebas (DPPH IC50 12,2 ± 0,02 dalam ekstrak air panas, DPPH IC50 6,1 ± 0,01 (µg/ml) dalam fraksi etilasetat dan DPPH IC50 19,4 ± 0,02 dalam fraksi air)  dan pengobatan leukemia (Kim et al., 2007). 
Pengujian karakteristik simplisia daun kumak yang dilakukan peneliti sebelumnya diperoleh kadar abu total: 13,45%, kadar abu tidak larut asam: 0,59%, kadar sari larut air: 15,68%, kadar sari larut etanol: 16,20%, kadar air: 5,99%. Pada pemeriksaan skrining fitokimia simplisia dan ekstrak dijumpai adanya senyawa flavonoid, tannin, saponin, glikosida dan triterpenoid/ steroid (Samosir, 2016). Persyaratan ekstrak sebagai bahan baku harus dilakukan karakterisasi sehingga dapat digunakan sebagai bahan obat yang dapat digunakan dalam pelayanan kefarmasian.
Berdasarkan uraian di atas maka pada penelitian ini dilakukan pengujian terhadap ekstrak etanol serta fraksi n-heksan dan etilasetat daun kumak. Selanjutnya fraksi aktif diisolasi menggunakan kromatografi kertas (KKt). Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengidentifikasi senyawa flavonoid yang terdapat dalam daun beluntas (Pluchea indica L.). Dari proses isolasi akan didapatkan isolat-isolat suatu senyawa atau kumpulan senyawa sehingga dapat mempermudah untuk melakukan identifikasi senyawa-senyawa yang terdapat dalam simplisia. Sedangkan identifikasi diperlukan untuk mengetahui jenis senyawa flavonoid yang berada dalam simplisia menggunakan fase gerak yang sesuai. Pemisahan senyawa dilakukan dengan KKt preparatif untuk mendapatkan isolat  yang akan dikarakterisasi dengan spektrofotometri UV-Vis.
METODE PENELITIAN

Bahan
Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah daun kumak (Lactuca indica L..) yang diambil dari desa Lumban Sormin Kecamatan Pangaribuan, Kabupaten Tapanuli Utara, Provinsi Sumatera Utara. Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini adalah n-heksana, etilasetat, n-butanol, asam asetat, metanol, etanol 80% p.a, amoniak, serbuk seng, asam klorida, asam nitrat, FeCl3, toluena, kalium iodida, iodium, asam sulfat, bismut subnitrat, timbal, kadmium, plat kromatografi kertas (KkT) dan aquades.

Alat
Alat – alat yang digunakan pada penelitian adalah alat-alat gelas (Iwaki Pyrex), blender (Philips), neraca analitik (FUJITSU), neraca kasar (Boeco), penangas air, seperangkat alat kromatografi, kertas whatmann No.1, lampu ultraviolet 254 dan 366 (CAMAG), spektrofotometer ultraviolet (Shimadzu), aluminium foil, vacum rotary evaporator.
Cara Kerja

Pembuatan ekstrak dilakukan dengan metoda maserasi menggunakan pelarut etanol 80%. Sebanyak 1 kg serbuk simplisia dimasukkan ke dalam maserator, ditambahkan 10 liter pelarut. rendam selama 6 jam pertama sambil sekali-sekali diaduk, kemudian diamkan selama 18 jam. Maserat ditampung pada botol gelap lalu dipisahkan dengan cara pengendapan, kemudian disaring. Proses penyarian dilakukan sebanyak dua kali. Ekstrak dikumpulkan dan dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator, dikeringkan dengan freeze dryer hingga diperoleh ekstrak kental (Depkes, 2008).
Sebanyak 20 g ekstrak etanol dilarutkan dalam etanol 96% sampai larut kemudian ditambahkan 40 mL air suling, dimasukkan ke dalam corong pisah, lalu ditambahkan 100 mL n-heksan, lalu dikocok, dan didiamkan sampai terdapat 2 lapisan yang terpisah (± 30 menit). Lapisan n-heksan (lapisan atas) diambil dengan cara dialirkan, dan fraksinasi dilakukan sampai lapisan n-heksan memberikan hasil negatif dengan pereaksi LB. Lapisan n-heksan yang dikumpulkan dipekatkan dengan rotary evaporator sehingga diperoleh fraksi n-heksan. Kemudian pada residu (sisa) ditambahkan 100 mL etilasetat, lalu dikocok, didiamkan sampai terdapat 2 lapisan yang terpisah (± 30 menit), lapisan etilasetat (lapisan atas) diambil dengan cara dialirkan, dan fraksinasi dilakukan sampai lapisan etilasetat memberikan hasil negatif dengan pereaksi FeCl3. Lapisan etilasetat yang dikumpulkan dipekatkan dengan rotary evaporator sehingga diperoleh fraksi etilasetat, sisa fraksinasi (fraksi air) juga di pekatkan sehingga diperoleh fraksi air (Sastrohamidjojo, 2007).
Fraksi yang positif mengandung flavonoid dilanjutkan untuk di isolasi dan pemurnian dengan teknik kromatografi kertas (KKt) menggunakan fase diam GF254 dengan ukuran 20 cm x 20 cm dan fase gerak campuran dari n-butanol-asam asetat-air (BAA) (4:1:5). Selanjutnya isolat relatif murni diidentifikasi menggunakan spektrofotometer Ultra Violet – Visibel.


HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil
Untuk mendapatkan ekstrak daun kumak, mula-mula daun kumak diambil dan dicuci. Setelah itu dikeringkan dengan diangin-anginkan pada udara terbuka dan kembali di oven pada suhu 40 °C selama 5 hari. Sampel yang telah kering diblender lalu diayak dengan ayakan nomor 65 mesh. Sampel yang diperoleh berupa serbuk sebanyak 1000 g. Metode ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstraksi maserasi. Hasil maserasi yang di dapat kemudian dipisahkan pelarutnya dengan menggunakan vacum rotary evaporator dengan suhu 70°C. Filtrat yang diperoleh berwarna hijau pekat. Filtrat hasil penyaringan difraksinasi dengan metode ekstraksi cair-cair menggunakan corong pisah dengan pelarut n-heksana dan etilasetat. Untuk mengetahui kandungan kimia dalam tanaman dilakukan skrining fitokimia. Dari skrining fitokimia yang dilakukan, diperoleh hasil yang menunjukkan sampel positif mengandung flavonoid.

Hasil Isolasi Senyawa Flavonoid secara Kromatografi Kertas Preparatif
Isolasi	senyawa	flavonoid	daun
kumak dilakukan dengan metode kromatografi kertas (KKt). Pemisahan dilakukan terhadap senyawa flavonoid dengan KKt preparatif, untuk mendapatkan flavonoid dalam jumlah yang lebih banyak menggunakan fase gerak BAA, fase diam kertas whatman No. 1 dan sebagai penampak bercak digunakan AlCl3, NH3, dan FeCl3. Hasil KKt preparatif diperoleh 4 pita.
	Fase Gerak BAA (n-butanol: asam asetat: air = 4:1:5)

	Isolat
	Harga Rf
	Sinar lampu UV 336 nm

	P1
	0,11
	Fluoresensi hijau

	P2
	0,70
	Fluoresens ungu

	P3
	0,78
	Fluoresens biru

	P4
	0,83
	Fluoresens biru lemah 



Tabel 1. Hasil KKt preparatif dari fraksi etilasetat daun kumak
keterangan:
 Fase diam = kertas whatmann No.1. 
 P1 = Pita 1; P2 = Pita 2, P3 = Pita 3,
 P4 = Pita 4

Hasil Uji golongan isolat secara kromatografi kertas satu arah
Isolat yang diperoleh selanjutnya dilakukan uji golongan dengan KKt satu arah menggunakan fase diam kertas Whatman No.1 dan fase gerak BAA, HCl 1 %, asam asetat 5 %  dan asam asetat 15 % hasilnya menunjukkan satu bercak yang dapat dianggap tunggal. Harga Rf dapat dilihat pada Tabel 2. Tabel 2. menunjukkan bahwa golongan senyawa flavonoid yang di isolasi dapat dikatakan telah tunggal, karena hasil kromatografi kertas menunjukkan hanya satu noda 
Tabel 2. Data hasil KKt satu arah isolat flavonoid
	No
	Isolat
	Penampak noda dan Harga Rf

	
	
	AlCl3
	Rf
	NH3
	Rf
	UV
	Rf

	1.
	P4
	Hijau
Lemah
	0,83
	Hijau kuning
	0,83
	Biru muda
	0,83


keterangan:   
Fase diam = kertas whatman No.1
Fase gerak = BAA; P4 = Pita 4

Hasil Karakteristik isolat dengan spektrofotometri ultra violet.
Hasil analisis spektrofotometer Ultraviolet Visible (UV-Visible) dengan pelarut metanol  memberikan panjang gelombang maksimum (λ maks) 336,2 nm pada pita I dan 271,2 nm pada pita II, diperkirakan adalah golongan senyawa flavonoid.
Hal ini diperkuat oleh markham (1988) bahwa rentang serapan spektrum flavonol mempunyai 50 panjang gelombang 350-385 nm pada pita pertama dan pita kedua pada panjang gelombang 250-280 nm.
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Gambar 1.  Hasil spektrofotometri ultra violet dari isolat pita 4

KESIMPULAN
Dari hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa flavonoid dapat diisolasi dan di identifikasi dari daun kumak dengan metode kromatografi kertas danspektrofotometer UV-Vis dan jenis senyawa flavonoid yang ditemukan ialah flavonol. Hal ini diperkuat oleh markham (1988) bahwa rentang serapan spektrum flavonol mempunyai 50 panjang gelombang 350-385 nm pada pita pertama dan pita kedua pada panjang gelombang 250-280 nm.
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[Measurement Properties] No. PIV Wavelength Abs. Description
évcaa\:'e!;;egg _Range (nm.): ggg'o 10 400.0 ] ® 3362 025491
Sampling Interval: 0.2 2 ® 2712 0.38281
Auto Sampling Interval: Enabled 3 [] 3354 0.25423
Scan Mode: Single 4 © 2552 0.37874
[Instrument Properties]
Instrument Type: UV-1800 Series
Measuring Mode: Absorbance
Slit Width: 1.0 nm
Light Source Change Wavelength: 340.0 nm
S/R Exchange: Normal
[Attachment Properties]
Attachment: 6-Cell
Number of cells: 1
[Operation]
Threshold: 0.0010000
Points: 4
InterPolate: Disabled
Average: Disabled
[Sample Preparation Properties]
Weight:

Volu





