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VERIFIKASI METODE ANALISIS KUERSETIN FRAKSI ETIL ASETAT
DAUN KENIKIR (Cosmos caudatus H.B.K) SECARA KLT-DENSITOMETRI
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Submission Mei 2021 untuk menjamin keamanan dan khasiat dari senyawa bioaktif yang terkandung
Accepted Juni 2021 dalam obat tradisional tersebut, salah satunya daun kenikir. Metode KLT
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Densitometri adalah metode sederhana, spesifik, dan tinggat kepekaannya tinggi
digunakan untuk analisis kadar kuersetin fraksi etil asetat daun kenikir (Cosmos
caudatus H.B.K). Daun kenikir dimaserasi menggunakan etanol 8§0%.

Fase gerak yang digunakan adalah toluen : etil asetat : asam formiat (5:4:0,2), fase
diam silika gel F»s4, dan panjang gelombang maksimal 372 nm. Larutan baku
kuersetin pada rentang 0,7-2,0 ug didapatkan persamaan regresi linear y =
4,9982x107x + 2,0925x107° dengan koefisien kolerasi 0,9933 dan nilai koefisien
variasi fungsi (Vxo) 2,54%. Persen recovery didapatkan antara 98,01-101,24%
dan nilai persen deviasa standar relative sebesar 1,42%. Kadar kuersetin
tertinggi pada fraksi etanol 10%: etil asetat (1:1) sebesar 576,733 + 6,1101
ug/mlL.

Kata kunci: kenikir, kuersetin, KLT-Densitometri, verifikasi.

Ucapan terima kasih: Abstract

@ Traditional medicine is widely used in Indonesia. Quality parameters are
necessary to ensure the safety and efficacy of the bioactive compounds contained
in these traditional medicines, one of which is kenikir leaves. The Densitometric
TLC method is a simple, specific, and highly sensitive method used for the
analysis of quercetin levels in the ethyl acetate fraction of kenikir leaves (Cosmos

e caudatus H.B.K). Kenikir leaves are macerated using 80% ethanol. The mobile
phase used was toluene: ethyl acetate: formic acid (5: 4: 0.2), silica gel F254
Stationary phase, and a maximum wavelength of 372 nm. Quercetin standard
solution in the range of 0.7-2.0 ug obtained a linear regression equation y =
4.9982x10-3x + 2.0925x10-3 with a correlation coefficient of 0.9933 and a
coefficient of variation of functions (Vxo) 2.54%. The percent recovery was
obtained between 98.01-101.24% and the relative standard deviation percent
value was 1.42%. The highest quersetin content was in the 10% ethanol ethyl
acetate (1:1) fraction.
Keywords: kenikir, quercetin, TLC-densitometry, verification.
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A. Pendahuluan

Daun  kenikir memiliki  banyak
kegunaan dalam kesehatan karena
mengandung senyawa aktif flavonoid.
Kandungan flavonoid yang terdapat
dalam daun kenikir diantaranya kuersetin,
kaempferol,  proantosianidin,  asam
klorogenat, dan katekin [, Daun kenikir
segar mengandung flavonoid sebesar 143
mg/100 g dengan kandungan flavonoid
jenis kuersetin paling tinggi sebesar
51,3+4,1 mg/100 g 2!,

Kuersetin memiliki banyak manfaat
bagi kesehatan diantaranya: antidiabetes,
antiobesitas,  antioksidan, antivirus,
antiinflamasi, antikanker . Proses
ekstraksi kuersetin dilakukan dengan cara
hidrolisis asam, karena kuersetin tidak
hanya terdapat dalam bentuk bebasnya,
tetapi juga dalam bentuk terikat sebagai
glikosida, yaitu isokuersitrin 4!,

Analisis kadar kuersetin secara KLT-
Densitometri menggunakan campuran
pelarut kloroform: etil asetat : asam
formiat (5:4:1), A366 nm, diperoleh
koefisien korelasi (r) 0,9998, % recovery
sebesar 98,8-99.3% Bl Analisis kadar
kuersetin  secara ~ KLT-Densitometri
menggunakan fase gerak toluene : etil
asetat : asam formiat (4:3:0,4), A265 nm,
diperoleh koefisien korelasi (r) sebesar
0,9977, % recovery sebesar 91,26 +
8,79% dan presisi 1,36% [©l,

Berdasarkan uraian diatas, akan
dilakukan penelitian terkait verifikasi
metode KLT-Densitometri untuk analisis
kuersetin pada ekstrak. Penelitian ini akan
dilakukan optimasi fase gerak, kemudian
dilanjutkan verifikasi metode analisis.
Penelitian ini mengacu pada lhsan et al.
(2019) dan Adelima et al.. (2016). Hasil
verifikasi metode analisis kemudian
dilanjutkan penetapan kadar kuersetin
dalam ekstrak etanol daun kenikir.

B. Metode
1. Optimasi fase gerak

Fase gerak dilakukan optimasi,
campuran fase gerak yang dioptimasi
yaitu: (a) kloroform : metanol (90:10); (b)

Submission ID trn:oid:::1:3659432682

kloroform : etil asetat : asam formiat
(5:4:1); (c) toluen : etil asetat : asam
formiat (14:5:1); (d) toluen : etil asetat :
asam formiat (4:3:0,4); (e) toluen : etil
asetat : asam formiat (5:4:0,2).

Masing-masing fase gerak disiapkan
sebanyak 20 mL dan dijenuhkan dengan
kertas saring. Kemudian ditotolkan
dengan baku dan sampel sebanyak 3 dan 2
uL pada plat silica gel GF254. Noda yang
terbentuk dilihat secara visual dan lampu
UV 254 nm. Dihitung nilai Rf, nilai peak
asymmetry factor (As), nilai peak tailing
factor (Tf). Hasil kromatogram dan
parameter yang terbaik, sebagai fase gerak
optimal.

2. Verifikasi
a. Linearitas

Larutan baku kuersetin 400, 500, 600,
700, 800, 900 dan 1000 pg/mL ditotolkan
sebanyak 2 ul pada plat KLT silika gel
F2s4 dan dielusi dengan fase gerak toluen
: etil asetat : asam formiat (5:4:0,2).
Kemudian diamati noda yang diperoleh
dengan densitometer dan dihitung nilai

persamaan regresinya y = bx + a,
koefisien korelasi (r), dan koefisien fungsi
(Vxo).

b. Presisi

Digunakan baku kuersetin dengan
konsentrasi 600 pg/mL. Ditotolkan
sebanyak enam kali dengan jarak masing-
masing totolan 1 cm pada lempeng KLT
silika gel Fas4 sebanyak 2 pl kemudian
dielusi dengan fase gerak toluen : etil
asetat : asam formiat (5:4:0,2). Diamati
area  panjang gelombang terpilih
menggunakan densitometer  untuk
dihitung simpangan baku (SD) dan
persentase standar deviasi relatif (RSD)¢].
c. Akurasi

Digunakan baku kuersetin konsentrasi
400, 700 dan 1000 pg/mL dengan
replikasi  masing-masing  konsentrasi
sebanyak tiga kali. Ditotolkan masing-
masing 2 ul pada plat KLT silika gel Fas4
dan dielusi dengan fase gerak toluen : etil
asetat : asam formiat (5:4:0,2). Noda yang
diperoleh diamati dengan densitometer

2
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dan dihitung persentase perolehan

kembali (recovery).

3. Analisis Kadar Kuersetin Dalam
Fraksi Etil Asetat Daun Kenikir
Serbuk daun kenikir ditimbang

sebanyak 200  gram, kemudian

dimasukkan ke dalam wadah toples, lalu
ditambahkan 1000 mL etanol 80% dan

200 mL HCI 1,2 N sebagai cairan penyari

hingga simplisia terendam seluruhnya.

Maserat dikumpulkan, diuapkan, dan

dipekatkan dengan rotary evaporator suhu

60° sehingga diperoleh ekstrak kental ['],

Proses  fraksinasi  menggunakan
pelarut etanol konsentrasi 10%, 20%,
30% dan 40% : etil asetat (1:1) dilakukan
4 kali penggantian penyari (4x25 mL).
Fraksi etil asetat yang diperoleh berwarna
coklat kekuning dan terdapat sedikit
warna hijau pada bagian atas cairan
kemudian ditampung dan diuapkan diatas
water bath pada suhu 60°C hingga
diperoleh fraksi kental daun kenikir.
Tujuan pemilihan fraksi etil asetat adalah
salah satu pelarut yang tidak higroskopis,
dan memliki toksisitas yang rendah [/,
Fraksi etil asetat daun kenikir lebih dapat
menyari senyawa flavonoid yang terdapat
dalam daun kenikir dibanding dengan
fraksi n-heksan, dan fraksi air [,

Fraksi etil asetat kental ditimbang 25
mg, dilarutkan dengan etanol 96% dan
diencerkan sampai 5 mL pada labu takar.
Larutan tersebut di saring dengan kertas
whatman dan dimasukkan vial. Lakukan
tiga kali replikasi. Kemudian sampel dan
baku kuersetin masing-masing ditotolkan
menggunakan alat CAMAG linomat 5
sebanyak 2 ul dan 3 pl pada plat silika gel
F2s4. Sampel dan baku yang sudah
ditotolkan dielusi menggunakan fase
gerak toluen : etil asetat : asam formiat
(5:4:0,2) yang sebelumnya telah
dijenuhkan. Ditunggu sampai proses elusi
selesai, plat silika gel Fas4 diangkat dan
dikeringkan. Selanjutnya dimasukkan ke
alat densitometer tipe CAMAG TLC
Scanner 4 yang terinstalasi dengan
software vision CATS. Pembacaan plat
KLT menggunakan densitometri

Submission ID trn:oid:::1:3659432682

dilakukan dengan scanning panjang
gelombang maksimal 372 nm dan
dihitung kadar kuersetin pada masing-
masing sampel menggunakan persamaan
kurva baku [¢],

C. Hasil dan Pembahasan

Optimasi fase gerak bertujuan untuk
mendapatkan pemisahan optimal.
Parameter pada kondisi optimal sistem
KLT-densitometri dapat dilihat dari nilai
Rf antara 0,2-0,8 ), nilai peak tailing
factor (Tf) 0,9 < T<1,1 U9 nilai peak
asymmetry factor (As) sama dengan 1 atau
0,95-1,1 [ dan  menghasilkan
kromatogram dengan satu peak yang
simetris.

i = " L n - n A
| DaE] RONm i pars S5V pagl COON DRITH
]

Gambar 1. Hasil optimasi fase gerak
toluen : etil asetat : asam formiat
(5:4:0,2)

Berdasarkan data hasil optimasi fase
gerak yang diperoleh bahwa campuran
fase gerak toluen : etil asetat : asam
formiat (5:4:0,2). Fase gerak tersebut
memenuhi parameter optimasi berupa
hasil kromatogram peak sampel dengan
nilai Rf sebesar 0,388, sedangkan nilai As
sebesar 0,92 dan 1.

Serbuk  daun kenikir ditimbang
sebanyak 200 gram, kemudian
dimasukkan ke dalam wadah toples, lalu
ditambahkan 1000 mL etanol 80% dan
200 mL HCI 1,2 N sebagai cairan penyari
hingga simplisia terendam seluruhnya.
Toples maserasi ditutup rapat dan dilapisi
menggunakan aluminium foil kemudian
dilakukan maserasi selama 1 hari. Maserat
kemudian dikumpulkan, untuk penyarian

3
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berikutnya serbuk simplisia disari kembali
menggunakan cairan penyari etanol 500
mL dan 100 mL HCI 1,2 N selama 1 hari.
Maserat dikumpulkan, diuapkan, dan

Submission ID trn:oid:::1:3659432682

membagi kadar terukur dengan kadar
sebenarnya dan dikalikan 100%. Pada uji
akurasi konsentrasi yang digunakan
antara lain 400,700 dan 1000 pg/mL

dipekatkan dengan rotary evaporator suhu dengan masing-masing 3 kali
60° sehingga diperoleh ekstrak kental pengukuran.
(Laksmiani dkk., 2020). Tabel 4. Hasil uji akurasi kuersetin

Penelusuraq bercak. akaq mendapatkan Kadar ~ Massa tI:ri(lijﬁr e Recovery ljealctz;rjta
hasil yang baik apabila dilakukan pada (ug/mL)  (pg) (ug/mL) (%) (%)ry
panjang gelombang maksimum, karena 400 0,7938 3969 000606 9922 99,80
perubahan konsentrasi pada bercak 400 0,7918 3959  0,00605 98,97

. . 400 0,8098 4049  0,00614 101,22
sgdlklt saja sudah terdeteks1: Pengukuran 200 14200 7100 000919 10143  101.24
dilakukan dengan menelusuri bercak yang 700 13980  699.0 0,00908 99.86
akan ditetapkan kadarnya pada kisaran 700 14340 7170 0,00926 102,43

. 1000 19282 964,1 001173 96,41 98,01

pada panjang gelombang zat tersebut 1000 19642 9821  0,01191 9821
(Mintarsih, 1990). Pada analisa kuantitatif 1000 1,9882 994,1 0,01203 9941

dengan KLT-Densitometri, keberhasilan
analisa sangat di pengaruhi oleh ketelitian
volume larutan yang ditotolkan, besar
titik totolan dan jarak antar totolan serta
jarak elusi yang berpengaruh pada
besarnya bercak.

Verifikasi ini dilakukan terhadap suatu
metode standar sebelum diterapkan di
laboratorium. Verifikasi sebuah metode
bermaksud untuk membuktikan bahwa
laboratorium yang bersangkutan mampu
melakukan pengujian dengan metode
tersebut dengan hasil yang valid.

Tabel 3. Hasil uji linearitas kuersetin

Kriteria penerimaan untuk uji akurasi
dengan kadar 100 — 1000 ppm nilai
recovery berada pada rentang 90%-107%
Bl Nilai recovery pada masing-masing
pengukuran dengan konsntrasi yang sama
dihitung nilai simpangan bakunya dan
harus memenuhi syarat yaitu nilai RSD <
2%. Berdasarkan tabel 4 nilai recovery
yang diperoleh dari penelitian ini adalah
99,68 dengan RSD 1,35%. Hasil yang
diperoleh telah memenuhi kriteria
penerimaan uji akurasi yang digunakan.
Dengan demikian dapat disimpulkan

Konsentrasi ~ Massa Area bahwa metode yang digunakan dapat
(ug/mL) (ug) menghasilkan hasil yang akurat.
400 0.8 0,00579 Tabel 5. Hasil uji presisi kuersetin
500 1 0,00729 Kadar Area Rata- SD %
600 1,2 0,00846 ng/mL rata RSD
700 1,4 0,00893 600  0,00846 0,00842 1,1946x10* 1,42
800 1,6 0,01013 0,00839
900 1,8 0,01082 0,00842
1000 2 0,01221 0,00831
0,00829
0,00862

Hasil pengukuran diperoleh persamaan
regresi linear untuk kuersetin adalah y =
4,9982x10°x + 2,0925x10° dengan
koefisien kolerasi 0,9933 dan nilai
koefisien variasi fungsi (Vxo) 2,54%.
Berdasarkan hasil yang diperoleh dapat
disimpulkan bahwa metode analis yang
digunkan memenuhi persyaratan
linearitas yaitu dengan nilai r > 0,99 dan
Vxo < 5% (191,

Nilai recovery diperoleh dengan

Uji  presisi  dilakukan  dengan
menggunakan baku konsentrasi 600
pg/mL  dengan pengukuran sebanyak 6
kali replikasi. Dari data yang diperoleh
kemudian dihitung nilai RSD-nya. Dari
Tabel 5. dapat dilihat bahwa didapatkan
nilai  %RSD  1,42% yang berarti
memenuhi persyaratan simpangan baku
ralatif yaitu < 2% [1%
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Gambar 2. Grafik Kadar Kuersetin

Berdasarkan hasil analisis kadar

kuersetin dalam fraksi etil asetat daun
kenikir di konsentrasi etanol 10%, 20%,
30% dan 40% didapatkan kadar kuersetin
rata-rata £ SD yang tertinggi pada fraksi
etanol 10% : etil asetat (1:1) yaitu 576,733
+ 6,1101 ug/mL dengan jumlah kuersetin
dalam sampel 5,0 mL sebesar 2,884 +
0,0306 mg. Dari hasil tersebut dapat
dilihat bahwa semakin rendah konsentrasi
etanol (10%), maka semakin banyak
senyawa kuersetin yang tertarik pada
fraksi etil asetat pada konsentrasi etanol
tersebut. Hal ini dikarenakan etanol 10%
lebih banyak mengandung air daripada
etanol 40%, sehingga fraksi etil asetat
pada konsentrasi etanol 10% yang lebih

banyak menarik

senyawa kuersetin

daripada fraksi etil asetat di konsentrasi
lainnya.

D.
I.

Simpulan

Hasil parameter-parameter verifikasi
metode analisis kuersetin fraksi etil
asetat daun kenikir (Cosmos caudatus
HB.K) secara KLT-Densitometri
valid.

Hasil parameter linieritas rentang 0,7-
2,0 ng didapatkan persamaan regresi
linear y = 4,9982x107x + 2,0925x107
dengan koefisien kolerasi 0,9933 dan

Submission ID trn:oid:::1:3659432682

nilai koefisien variasi fungsi (Vxo)
2,54%; persen recovery didapatkan
antara 98,01-101,24% dan nilai persen
deviasi standar relatifnya sebesar
1,42%.

. Kadar kuersetin tertinggi pada fraksi

etanol 10% : etil asetat (1:1) sebesar
576,733 £ 6,1101 pg/mL.
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