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BAB |
PENDAHULUAN

A. LATAR BELAKANG

Indonesia terkenal akan potensi tanaman obatnya, hal ini dibuktikan
dari 40.000 tanaman obat yang telah ditemukan di seluruh dunia, sekitar
30.000 jenisnya terdapat di Indonesia. Indonesia memiliki sekitar 90%
tanaman obat yang terdapat di seluruh Asia, tetapi diperkirakan hanya ada
sekitar 9.000 jenis tanaman yang memiliki khasiat sebagai obat (Aribowo et
al., 2021). Tanaman obat adalah bahan yang berasal dari bagian tanaman
yang masih sederhana, murni, dan belum diolah. Bagian tanaman tersebut
kemudian dilakukan proses ekstraksi sehingga diperoleh ekstrak yang dapat
dipakai untuk bahan pemula bahan baku obat. Tanaman obat memiliki
khasiat sebagai obat karena mengandung zat aktif atau efek resultan atau
sinergi dari berbagai zat yang mempunyai efek mengobati atau mencegah
berbagai penyakit (Sarno, 2019).

Okra merupakan salah satu tanaman yang memiliki kandungan
flavonoid. Buah okra memiliki nama latin yaitu Abelmoschus esculentus.
Buah okra merupakan tanaman yang termasuk famili Malvaceae yang
berasal dari wilayah Afrika bagian tropis (Husna et al., 2022). Ada dua
varietas okra yang dikembangkan di Indonesia yaitu okra merah dan okra
hijau (Manik et al., 2019).

Buah okra mengandung senyawa metabolit sekunder seperti
alkaloid ekuivalen kuinin sebanyak 2168,72 mg/gram, flavonoid ekuivalen
kuersetin sebanyak 2,79 mg/gram, saponin berdasarkan standar Quillaja
Bark sebanyak 10,17 mg/gram, dan tanin ekuivalen asam tanat sebesar
1975,78 mg/gram (Tandi et al., 2020). Buah okra (Abelmoschus esculentus)
memiliki kandungan vitamin (A, B1, B3, B6, dan C), mineral (Mg, Mn, K,
dan Fe), betakaroten, lutein, zeaxantin, dan asam folat. Dalam 100 gram
buah okra, terkandung 88% air, 2,1% protein, 0,2% lemak, 8% karbohidrat,
1,7% serat dan 0,2% abu (Rahni et al., 2021).

Pada penelitian (Chandra et al., 2022b) didapatkan hasil bahwa di
dalam buah okra yang utuh memiliki kadar flavonoid sebesar 319,18
mg/100 gram dan standar deviasi sebesar 0,18 mg. Namun sampai proposal
ini ditulis belum ada penelitian yang memberikan informasi kadar flavonoid
pada kulit dan biji buah okra hijau. Pada penelitian ini akan dilakukan
perbandingan total senyawa flavonoid yang ada di dalam kulit dan biji buah
okra hijau yang dilakukan dengan metoda spektrofotometri UV-Vis, guna



mengetahui apakah biji atau kulit okra yang mengandung kadar senyawa
flavonoid lebih tinggi.

B. PERUMUSAN MASALAH

Berdasarkan latar belakang diatas, maka dapat diperoleh rumusan

masalah yaitu “Di bagian manakah dari buah okra hijau (Abelmoschus
esculantus L.) yang terdapat senyawa flavonoid lebih tinggi?”.

C. PERTANYAAN PENELITI

1.

Pertanyaan Umum

Apakah terdapat perbandingan total senyawa flavonoid di dalam

ekstrak etanol kulit dan biji buah okra hijau (Abelmoschus esculantus
L.)?

Pertanyaan Khusus
a. Berapakah kadar senyawa flavonoid di dalam ekstrak etanol kulit

buah okra hijau (Abelmoschus esculantus L.) dengan metode
spektrofotometri UV-Vis?

Berapakah kadar senyawa flavonoid di dalam ekstrak etanol biji
buah okra hijau (Abelmoschus esculantus L.) dengan metode
spektrofotometri UV-Vis?

Di bagian manakah dari buah okra hijau (Abelmoschus esculantus
L.) yang terdapat senyawa flavonoid lebih tinggi?

D. TUJUAN PENELITIAN
1. Tujuan Umum

Mengetahui perbandingan total senyawa flavonoid dari ekstrak

etanol kulit dengan biji buah okra hijau (Abelmoschus esculentus L.)
dengan metode spektrofotometri UV-Vis menggunakan kuersetin
sebagai standar pembanding flavonoid.

2. Tujuan Khusus

a. Mengetahui kadar senyawa flavonoid dari ekstrak etanol kulit buah

okra hijau (Abelmoschus esculentus L.) dengan metoda
spektrofotometri UV-Vis.

Mengetahui kadar senyawa flavonoid dari ekstrak etanol biji buah
okra hijau (Abelmoschus esculentus L.) dengan metoda
spektrofotometri UV-Vis.

Membandingkan kadar senyawa flavonoid total ekstrak etanol kulit
dengan biji buah okra hijau (Abelmoschus esculentus L.).



E. RUANG LINGKUP

Penelitian ini dilakukan supaya diketahui perbandingan total
senyawa flavonoid ekstrak kulit dan biji buah okra hijau (Abelmoschus
esculentus L.). Penelitian ini dilakukan di laboratorium penelitian dan
analisa, laboratorium bahan alam, dan laboratorium steril Sekolah Tinggi
Ilmu Kesehatan Medistra Indonesia dengan jangka waktu 3 bulan yaitu dari
bulan februari sampai bulan april. Buah okra hijau (Abelmoschus esculentus
L.) segar yang digunakan dalam penelitian ini sebanyak 8 kg, kemudian
dipisahkan antara kulit dan biji, didapatkan kulit sebanyak 6 kg dan biji 2
kg. kulit dan biji segar buah okra hijau (Abelmoschus esculentus L.)
kemudian dikeringkan dan didapatkan simplisia kering kulit sebanyak
309,79 g dan biji sebanyak 114 g. Kulit dan biji buah okra hijau
(Abelmoschus esculentus L.) diperoleh dari petani di desa Palembapang,
Kalianda, Lampung Selatan, Lampung. Penelitian ini termasuk penelitian
eksperimen.

F. MANFAAT PENELITIAN

1. Manfaat Secara Metodologi
Penelitian ini diharapkan dapat menjadi sumber rujukan yang
berkaitan dengan kadar flavonoid total biji dan kulit okra untuk penelitian
selanjutnya.

2. Manfaat Secara Aplikatif
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kepada
masyarakat tentang kadar flavonoid total kulit dan biji okra hijau, serta
memberikan informasi tentang keberadaan flavonoid tertinggi pada buah
okra untuk masyarakat yang akan mengambil khasiat buah okra hijau.



BAB |1
TINJAUAN PUSTAKA

A. BUAH
1. Pengertian Buah

Buah termasuk organ pada tumbuhan berbunga yang merupakan
hasil dari reproduksi antara putik dan serbuk sari (Ramdhini et al.,
2021). Buah terbentuk karena adanya peristiwa penyerbukan pada
bunga dan selanjutnya terjadi pembuahan. Pada peristiwa pembuahan
tersebut terdapat bakal buah atau yang disebut ovarium dan bakal biji
yang disebut ovulum. Bakal buah (ovarium) akan tumbuh menjadi buah
dan bakal biji (ovulum) yang terdapat di dalam bakal buah akan tumbuh
menjadi biji (Oktafiani et al., 2020). Buah memiliki fungsi sebagai
pelindung dan pemencar biji tumbuhan (Ramdhini et al., 2021).

2. Struktur Anatomi Buah
Buah disusun oleh biji, daging buah, dan kulit buah. Kulit buah yang
sudah matang dibedakan menjadi tiga lapisan, yaitu:

Mesocarp

Endocarp

Gambar II. 1. Struktur Anatomi Buah
(Sumber: Ramdhini et al., 2021)

a. Epikarp (epicarpium) atau eksokarp (eksocarpium) merupakan
lapisan luar yang keras dan tidak tembus air, contohnya buah kelapa.

b. Mesokarp (mesocarpium) merupakan lapisan tengah yang tebal dan
berserabut, contohnya bersabut (kelapa), berdaging (mangga dan
pepaya).

c. Endokarp (endocarpium) merupakan lapisan paling dalam dan
disusun oleh lapisan sel yang sangat keras dan tebal, contohnya
tempurung (kelapa), berupa selaput tipis (rambutan) (Ramdhini et
al., 2021).



B. BIJI
1. Pengertian Biji
Biji terjadi karena adanya bakal biji yang kemudian tumbuh
menjadi biji, hal ini terjadi setelah bunga mengalami penyerbukan, yang
kemudian terjadi pembuahan (Oktafiani et al., 2020). Penyerbukan
merupakan peristiwa bertemunya benang sari dan kepala putik atau
bakal biji. Pembuahan terjadi karena bersatunya sel telur dengan inti
yang terdapat dalam serbuk sari (Hasnunidah & Wiono, 2019).
Pembuahan bunga untuk membentuk biji disebut sebagai
perkembangbiakan secara generatif (Avivietal., 2021). Biji merupakan
bagian yang berasal dari bakal biji yang di dalamnya terdapat calon
individu baru atau yang disebut sebagai lembaga. Lembaga terbentuk
setelah adanya penyerbukan atau persarian yang kemudian terjadi
pembuahan (Ramdhini et al., 2021).

2. Struktur Anatomi Biji
Struktur anatomi biji dibagi menjadi beberapa bagian, yaitu:

plumule testa (seed coat)

epicotyl
hilum
embryo cotyledon

micropyle
hypocotyl

radicle

\ dicot seed (bean)

Gambar I1. 2. Struktur Anatomi Biji
(Sumber: Ramdhini et al., 2021)

Kotiledon merupakan cadangan makanan embrio.

Plumula akan berdiferensiasi menjadi bakal daun.

Radikula merupakan bakal calon akar.

Epikotil merupakan bakal batang yang berada di atas kotiledon.
Hipokotil merupakan bakal batang yang berada di bawah kotiledon.
Testa berfungsi sebagai pelindung biji (Ramdhini et al., 2021).
Hilum merupakan pusar.

Mikrofil merupakan lubang kecil yang terbentuk pada saat proses
pembentukan biji (Logo et al., 2018).

S o a0 o



C. OKRA HIJAU (Abelmoschus esculentus L.)
1. Klasifikasi Okra Hijau (Abelmoschus esculentus L.)

Okra merupakan tanaman sayuran asal India yang dikenal
dengan nama bhindi. Tanaman okra dikenal dengan sebutan Lady
fingers di luar negeri khususnya benua Eropa (Mardiyana et al., 2022).
Tanaman okra dikenal dengan sebutan Lady fingers karena memiliki
bentuk buah yang silindris dan berujung runcing seperti jari-jari wanita.
Masyarakat memanfaatkan buah okra sebagai bagian yang digunakan
dari tanaman okra untuk sumber pangan dengan pengolahan direbus,

Gambar I1. 3. Buah Okra Hijau (Abelmoschus esculentus L.)
(Sumber: Kumar et al., 2013)

Buah okra hijau (Abelmoschus esculentus L.) memiliki
Klasifikasi ilmiah yaitu sebagai berikut:
Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Malvales

Genus : Abelmoschus

Spesies : Abelmoschus esculentus (Kumar et al., 2013).

2. Morfologi Okra Hijau (Abelmoschus esculentus L.)

Batang okra berwarna hijau kemerahan dengan tinggi mencapai
1,5-2 m. Daun okra berbentuk lima jari dengan tulang daun berbentuk
menyirip dan tangkai daun sepanjang 10-25 cm. Bunga okra berbentuk
terompet berwarna kekuningan dan merah tua pada bawahnya
(Simanjuntak et al., 2018). Tanaman okra memunculkan bunga setiap
satu atau dua bulan setelah proses penanaman. Buah okra berbentuk
seperti kapsul. Buah okra dapat diambil untuk dikonsumsi ketika sudah



mengalami pertambahan maksimal dari panjang, lebar, dan diameter di
Kisaran 4-6 hari setelah proses pembungaan (Yuliartini et al., 2018).

Kandungan Nutrisi Okra Hijau (Abelmoschus esculentus L.)

Buah okra merupakan bagian dari tanaman okra yang banyak
digunakan oleh masyarakat (Chandra et al., 2022a). Buah okra juga
merupakan buah yang mempunyai lendir di dalamnya. Lendir yang
terdapat di dalam buah okra disebabkan karena buah okra mengandung
serat yang tinggi (Pratiwi et al., 2016).

Dalam 100 g buah okra terkandung air sebanyak 90,17 gram;
karbohidrat sebanyak 7,03 g; serat sebanyak 3,2 g; protein sebanyak
2,00 g; vitamin A sebanyak 13 mg; vitamin C sebanyak 21,1 mg; dan
vitamin E sebanyak 0,36 mg (Pasaribu et al., 2022). Dalam 100 g buah
okra juga terkandung energi sebanyak 40 kkal. Buah okra mengandung
kalium sebanyak 6,68% dan fosfor sebanyak 0,77% (Zaenab, 2017).

Beberapa senyawa kimia yang terkandung di dalam buah okra
seperti alfa-selulosa sebanyak 67,5%, hemiselulosa sebanyak 15,4%,
lignin sebanyak 7,1%, komponen pektik sebanyak 3,4%, serta
komponen lemak dan lilin sebanyak 3,9% (Chandra et al., 2022a).
Senyawa yang bersifat antioksidan terkandung di dalam buah okra yaitu
flavonoid 2,7 mg/g, saponin 10,03 mg/g, alkaloid 2228,06 mg/g, dan
tanin 1973,27 mg/g (Pasaribu et al., 2022). Biji okra mengandung
minyak sebanyak 40%, minyak tersebut kaya akan asam lemak tak jenuh
seperti asam oleat dan asam linoleat. Buah okra juga mengandung lemak
sebanyak 2,05% (Zaenab, 2017).

Manfaat buah okra hijau (Abelmoschus esculentus L.)

Buah okra memiliki banyak kandungan yang bermanfaat untuk
tubuh dan dapat dijadikan sebagai tanaman obat untuk beberapa
penyakit. Buah okra dapat digunakan oleh penderita diabetes untuk
mengontrol atau menurunkan kadar glukosa dalam darah (Alrasid,
2022). Penelitian yang telah dilakukan menunjukkan bahwa jika
penderita diabetes diberikan infus buah okra dengan dosis yang semakin
besar maka penurunan glukosa darah juga akan semakin besar (Zaenab,
2017).

Buah okra memiliki lendir di dalam buahnya, lendir tersebut jika
dijadikan sebuah sediaan infus dapat digunakan untuk menurunkan
kadar kolesterol total. Lendir buah okra mengandung zat hidrofilik dan
hidrofobik, kedua zat ini berfungsi untuk mengikat lemak yang terdapat
di dalam usus. Buah okra mengandung senyawa flavonoid yaitu
kuersetin, kuersetin berfungsi sebagai antioksidan untuk menangkal



radikal bebas, melindungi dari stress oksidatif, dan menurunkan tekanan
darah (Bangsawan & Kurniati, 2019).

Buah okra banyak mengandung serat yang dapat berefek baik
pada saluran pencernaan. Buah okra mengandung vitamin C cukup
tinggi yang berfungsi untuk kesehatan kulit. Vitamin B yang terdapat
dalam buah okra berfungsi untuk menjaga dan meregenerasi sel baru.
Buah okra juga mengandung vitamin A yang tinggi, vitamin A tersebut
berfungsi untuk menjaga kesehatan mata (Alrasid, 2022). Masyarakat
memanfaatkan buah okra sebagai antiinflamasi, antipiretik dan
antikanker, karena buah okra dapat menghambat pertumbuhan dan
proliferasi sel kanker (Achmad, 2020).

D. METABOLIT SEKUNDER

Metabolisme adalah rangkaian proses perubahan kimia pada
makhluk hidup. Metabolisme terdiri dari pembentukan dan penguraian
senyawa kimia (Julianto, 2019). Metabolit sekunder adalah senyawa yang
di bentuk oleh suatu makhluk hidup untuk mempertahankan diri ketika
berinteraksi dengan lingkungan sekitarnya. Metabolit sekunder berbentuk
molekul-molekul kecil. Jumlah metabolit sekunder yang dihasilkan oleh
setiap makhluk hidup berbeda-beda dengan struktur yang bervariasi pula
(Botahala et al., 2020).

Metabolit sekunder merupakan senyawa yang tidak digunakan
sebagai proses pertumbuhan, tetapi sebagai bentuk pertahanan diri dari
lingkungannya. Metabolit sekunder terdiri dari molekul-molekul kecil yang
memiliki fungsi dan peranan yang berbeda. Alkaloid, flavonoid, saponin
dan terpenoid termasuk ke dalam golongan metabolit sekunder yang sering
dijumpai dalam ekstrak tanaman dan ekstrak bakteri (Variani et al., 2021).

Metabolit sekunder merupakan sebagian kecil karbon, nitrogen, dan
energi yang digunakan untuk mensintesis molekul organik yang tidak
memiliki peran secara langsung dalam pertumbuhan dan perkembangan.
Biosintesis metabolit sekunder pada tumbuhan dapat terjadi pada semua
organ baik akar, pucuk, daun, bunga, buah, dan biji. Metabolit sekunder jika
tidak diproduksi dalam jangka pendek tidak menyebabkan kematian suatu
tumbuhan (Anggraito et al., 2018).

Peranan metabolit sekunder bagi tumbuhan dalam jangka waktu
yang panjang sebagai pertahanan diri dari predator dan memberikan
karakteristik yang khas dalam bentuk senyawa warna. Metabolisme
sekunder menghasilkan sejumlah besar senyawa-senyawa khusus (kurang
lebih 200.000 senyawa) yang diperlukan untuk bertahan dari keadaan
lingkungannya. Senyawa khusus berfungsi untuk berkomunikasi dengan
organisme lain secara mutualistik atau interaksi antagonis. Metabolit



sekunder juga merangsang sekresi senyawa-senyawa seperti alkaloid,
terpenoid, senyawa fenolik, glikosida, gula, dan asam amino (Julianto,
2019).

. FLAVONOID

Senyawa fenolik merupakan sebuah cincin aromatik dengan satu
atau lebih gugus hidroksil yang terikat padanya. Senyawa fenolik yang
mempunyai lebih dari satu gugus hidroksil pada cincin aromatiknya disebut
senyawa polifenol. Flavonoid termasuk ke dalam senyawa polifenol.
Flavonoid terdiri atas 15 atom karbon, dengan dua cincin aromatik (cincin
A dan cincin B) yang terhubung melalui sebuah jembatan dengan tiga atom
karbon (cincin C). Flavonoid umumnya terdapat di jaringan epidermis daun
dan kulit buah (Nugroho, 2017). Flavonoid dapat rusak pada suhu diatas
50°C karena struktur flavonoid dapat berubah dan dapat menghasilkan
ekstrak yang rendah (Yuliantari et al., 2017).

Gambar II. 4. Struktur Flavonoid
(Sumber: Ni’'ma & Lindawati, 2022)

Flavonoid berfungsi sebagai pemberi warna, rasa pada biji,
bunga, dan buah, serta aroma. Flavonoid dapat berfungsi sebagai pelindung
bagi tumbuhan dari pengaruh lingkungan sekitarnya, sebagai antimikroba,
dan pelindung dari paparan sinar UV. Dalam kesehatan, flavonoid berfungsi
sebagai antibakteri, antioksidan, antiinflamasi, dan antidiabetes (Alfaridz &
Amalia, 2018). Flavonoid juga berfungsi sebagai antikanker, antialergi,
antiviral, antimelanogenesis, dan mencegah oksidasi dari LDL (low-density
lipoprotein) untuk mengurangi resiko terjadinya penyakit pembuluh darah
atau atherosclerosis (Nugroho, 2017).

. EKSTRAKSI

Ekstraksi adalah proses untuk mendapatkan kandungan senyawa
kimia dari jaringan tumbuhan dengan menggunakan pelarut yang sesuai
standar prosedur ekstraksi (Sudarwati & Fernanda, 2019). Ekstraksi
dikelompokkam menjadi tiga fase yaitu pelarut akan merusak dinding sel
dan jaringan tumbuhan, kemudian masuk ke dalam sel untuk melarutkan



senyawa-senyawa metabolit, dan akhirnya pelarut bersama senyawa
metabolit yang terlarut dikeluarkan atau dipisahkan dari bahan atau
biomassa penghasilnya. Pengecilan ukuran simplisia diperlukan untuk
mempercepat proses ekstraksi yang meliputi tiga fase tersebut (Nugroho,
2017).

Ekstraksi berhenti ketika kesetimbangan antara konsentrasi senyawa
dalam pelarut dan konsentrasi dalam simplisia telah tercapai. Penyaringan
dilakukan ketika proses ekstraksi telah selesai yang berfungsi untuk
memisahkan residu padat dengan pelarut yang digunakan (Sudarwati &
Fernanda, 2019). Proses evaporasi dilakukan untuk mendapatkan ekstrak
kental atau ekstrak padat (Nugroho, 2017).

Ekstraksi dibagi menjadi dua metode yaitu ekstraksi cara dingin dan
ekstraksi cara panas. Ekstraksi cara dingin merupakan metode yang tidak
menggunakan pemanasan selama proses ekstraksi dengan tujuan untuk
menghindari rusaknya senyawa karena pemanasan, contoh ekstraksi cara
dingin yaitu maserasi dan perkolasi. Ekstraksi cara panas merupakan
metode yang menggunakan pemanasan selama proses ekstraksi sehingga
mempercepat proses penyarian dibandingkan dengan ekstraksi cara dingin,
contoh ekstraksi cara panas yaitu reflux, soxhlet, dan infusa (Sudarwati &
Fernanda, 2019).

. MASERASI

Maserasi merupakan proses ekstraksi yang dilakukan dengan cara
merendam serbuk simplisia kedalam cairan penyari sehingga zat aktif akan
larut. Adanya perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif di dalam dan di
luar sel menyebabkan larutan terpekat akan di desak keluar sehingga zat
aktif akan terlarut ke dalam cairan penyari. Cairan penyari bekerja dengan
cara menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang
mengandung zat aktif (Sudarwati & Fernanda, 2019).

Maserasi dilakukan dalam suatu bejana dengan suhu ruangan.
Pengadukan dilakukan secara kontinyu atau berkala yang berfungsi untuk
mempercepat proses ekstraksi. Ekstraksi dihentikan ketika telah diperoleh
titik jenuh (equilibrium) antara konsentrasi senyawa metabolit pada larutan
ekstrak dengan konsentrasi senyawa metabolit pada bahan. Larutan ekstrak
disaring menggunakan kertas saring guna memisahkan ekstrak dengan
bahan asalnya. Rendemen total dapat ditingkatkan dengan mengulangi
prosedur ekstraksi sebanyak 2-3 kali dengan memanfaatkan sisa atau ampas
bahan hasil ekstraksi tahap pertama karena kemungkinan sisa senyawa
metabolit masih tertinggal pada bahan dan berpeluang untuk diambil
kembali (Nugroho, 2017).
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H. SKRINING FITOKIMIA

Skrining fitokimia adalah metode yang dilakukan untuk mengetahui
kandungan senyawa metabolit dari suatu tumbuhan yang akan diteliti (Vifta
& Advistasari, 2018). Skrining fitokimia merupakan tahap awal untuk
mengetahui kandungan senyawa pada tumbuhan. Proses skrining fitokimia
sangat dipengaruhi oleh pemilihan pelarut dan metode ekstraksi karena jika
pelarut yang digunakan tidak sesuai maka senyawa aktif yang diinginkan
tidak dapat tertarik dengan baik (Minarno, 2015).

Skrining fitokimia dilakukan dengan menggunakan reagen
pendeteksi golongan senyawa seperti flavonoid, alkaloid, tannin, saponin,
terpenoid, dan lain-lain. Prosedur skrining fitokimia dilakukan dengan
memasukkan ekstrak ke dalam tabung reaksi yang kemudian ditambahkan
reagen pendeteksi. Ekstrak yang mengalami perubahan akan menentukan
kandungan senyawa yang terkandung dalam ekstrak tumbuhan tersebut
(Putri & Lubis, 2020).

I. KROMATOGRAFI LAPIS TIPIS (KLT)

Kromatografi lapis tipis merupakan suatu metode pemisahan
senyawa campuran pada tumbuhan menjadi komponen-komponen tunggal
(Normansyabh et al., 2013). Kromatografi lapis tipis dilakukan pada lempeng
kaca, plat alumunium, atau plat plastik dengan mengelusi analitnya pada
lempeng tersebut (Pebe, 2022). Metode kromatografi lapis tipis melibatkan
2 fase yaitu fase diam dan fase gerak. Fase diam merupakan bahan pelapis
pada lempeng kromatografi lapis tipis yang biasanya terbuat dari bubuk
silika, alumunium oksida, atau selulosa. Fase gerak merupakan pelarut
tunggal atau campuran yang menyebabkan ekstrak mengalami pemisahan
(Lade et al., 2014).

Prinsip kerja dari metode kromatografi lapis tipis ada tiga yaitu
adsorpsi, desorpsi, dan elusi. Adsorpsi terjadi saat penotolan sampel pada
plat kromatografi lapis tipis (fase diam) dengan menggunakan pipa kapiler,
senyawa-senyawa di dalam sel akan teradsorpsi ke dalam fase diam.
Desorpsi terjadi saat senyawa yang teradsorpsi di fase diam di desak oleh
eluen atau pelarut (fase gerak) sehingga terjadi persaingan antara eluen
dengan senyawa untuk berikatan dengan fase diam. Elusi terjadi saat
senyawa ikut terbawa oleh eluen atau pelarut (Husna & Mita, 2020).

J. SPEKTROFOTOMETRI UV-VIS
Spektrofotmetri UV-Vis adalah suatu alat yang digunakan untuk
mengukur absorbansi dan transmitansi dari suatu sampel sebagai fungsi
panjang gelombang (Sistesya & Sutanto, 2013). Spektrofotometer UV-Vis
memanfaatkan sinar dengan panjang gelombang 180-380 nm untuk daerah
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UV dan 380-780 nm untuk daerah visible atau sinar tampak (Warono &
Syamsudin, 2013). Absorbansi terjadi apabila larutan berwarna dilewati
oleh radiasi atau cahaya putih maka radiasi dengan panjang gelombang
tertentu akan diserap secara selektif, sedangkan transmitan merupakan
radiasi lainnya yang diteruskan. Absorbansi merupakan perbandingan
antara intensitas sinar yang diserap dengan intensitas sinar datang. Nilai
absorbansi tergantung pada kadar zat yang terkandung, semakin banyak
kadar zat yang terkandung dalam suatu sampel maka semakin banyak
molekul yang akan menyerap cahaya pada panjang gelombang tertentu yang
menyebabkan nilai absorbansi semakin besar atau nilai absorbansi akan
berbanding lurus dengan konsentrasi zat yang terkandung didalam suatu
sampel (Neldawati et al., 2013).
Menurut (Angraini & Yanti, 2021) bagian-bagian dari
spektrofotometer Uv-Vis terdiri dari:
1. Sumber cahaya
Sumber cahaya, berupa cahaya polikromatis dari lampu
Tungsten/Wolfram pada daerah Visible dengan panjang gelombang
400-800 nm dan lampu Deuterium pada daerah Ultraviolet dengan
panjang gelombang 0-400 nm.
2. Monokromator
Monokromator  berfungsi  untuk  menyeleksi  panjang
gelombang.
3. Kuvet/sel sampel
Kuvet/sel sampel merupakan tempat sampel yang memiliki
bentuk persegi panjang dengan lebar 1 cm, permukaan lurus dan sejajar
secara optis, transparan, tidak bereaksi terhadap bahan kimia, tidak
mudah rapuh, dan memiliki bentuk yang sederhana namun solid.
4. Detektor
Detektor berfungsi untuk menangkap sinar yang melewati
sampel.
5. Read out
Read out yaitu suatu sistem yang menangkap isyarat listrik yang
berasal dari detektor dan mengeluarkannya dalam bentuk angka
transmittan atau absorbansi yang ditampilkan pada display alat.
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BAB I11
KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

A. KERANGKA KONSEP

Variabel terikat

e Analisa senyawa
flavonoid

e Perhitungan kadar

. total senyawa
variabel bepas flavonoid ekstrak
Ekstrak etanol

) etanol kulit buah

kulit dan biji |:> okra hijau
buah okra hijau (Abelmoschus
(Abelmoschus esculentus L.)
esculentus L) e Perhitungan kadar
total senyawa
flavonoid ekstrak
etanol biji buah
okra hijau
(Abelmoschus
esculentus L.)

Gambar I11. 1. Kerangka Konsep

B. HIPOTESIS
Variabel dalam penelitian ini adalah perbandingan total senyawa
flavonoid antara ekstrak etanol kulit dan biji buah okra hijau (Abelmoschus
esculantus L.) yang di analisa dengan menggunakan Kromatografi Lapis
Tipis (KLT), kemudian dilanjutkan dengan perhitungan kadar flavonoid
menggunakan spektrofotometri UV-Vis. Hipotesis dari penelitian ini
adalah:
Ho : Tidak ada perbedaan nyata antara total senyawa flavonoid ekstrak
etanol kulit dengan total senyawa flavonoid ekstrak etanol biji buah
okra hijau (Abelmoschus esculantus L.)
Hi : Ada perbedaan nyata antara total senyawa flavonoid ekstrak etanol
kulit dengan total senyawa flavonoid ekstrak etanol biji buah okra
hijau (Abelmoschus esculantus L.)
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BAB IV
METODOLOGI PENELITIAN

A. DESAIN PENELITIAN

Buah okra hijau

(Abelmoschus esculentus L.)
segar sebanyak 8 kg

Biji buah okra (Abelmoschus
esculentus L.) segar

Kulit buah okra

(Abelmoschus esculentus L.)

sebanyak 2 kg di keringkan segar sebanyak 6 kg di
menggunakan oven keringkan menggunakan oven

=Simplisia kering biji buah
okra (Abelmoschus
esculentus L.) sebanyak 114
g di ekstraksi secara
maserasi dengan etanol 70%
J

=Simplisia kering kulit buah
okra (Abelmoschus
esculentus L.) sebanyak
309,79 g di ekstraksi secara
maserasi dengan etanol 70%

J

=Setiap ekstrak akan
dilakukan uji kualitatif
senyawa metabolit
sekunder dengan
menggunakan skrining
fitokimia, uji kualitatif
senyawa flavonoid dengan
menggunakan kromatografi
lapis tipis (KLT), dan uji
kuantitatif kadar senyawa
flavonoid menggunakan
spektrofotometri UV-Vis y,

Gambar 1V. 1. Desain Penelitian
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B. METODE YANG DIGUNAKAN

Penelitian ini termasuk penelitian eksperimen yang dilakukan di

laboratorium penelitian dan analisa, laboratorium bahan alam, dan
laboratorium steril Sekolah Tinggi llmu Kesehatan Medistra Indonesia.

C. ALAT, BAHAN, DAN PROSEDUR PENELITIAN
1. Alat dan Bahan yang Digunakan

a.

b.

Alat

Alat yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah
timbangan analitik (Biobase); wadah kaca maserasi; aluminium foil;
rotary evaporator (Buchi); waterbath (B-One); lemari es (Aqua);
desiccator vacuum (Normax); lampu spiritus; kaki tiga; magnetic
stirrer (Biobase); plat Kromatografi Lapis Tipis silika gel GF254
(Merck); chamber KLT; pipa kapiler; Lampu UV 254 nm dan 366
nm (Camag); spektrofotometri UV-Vis (B-One).
Bahan

Bahan yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah buah
Okra hijau yang diperoleh dari petani di desa Palembapang,
Kalianda, Lampung Selatan, Lampung; etanol 70%; amonia 25%;
kloroform (Merck); asam klorida pekat; pereaksi Dragendorff
(Brataco); pereaksi Mayer (Brataco); aquadest; lempeng
magnesium; amil alkohol; asam klorida 1%; ferri (111) klorida 1%
(Merck); eter (Merck); asam asetat anhidrat (Merck); butanol; asam
asetat; etanol 96%; kuersetin (Merck); aluminium Kklorida 10%
(Merck); natrium asetat 1 M.

2. Prosedur Penelitian

a.

Pengumpulan dan penyediaan simplisia

Buah okra hijau segar diperoleh dari petani di desa
Palembapang, Kalianda, Lampung Selatan, Lampung. Penyediaan
simplisia dilakukan di Balai Penelitian Tanaman Obat dan Rempah
(Balittro), Bogor, Jawa Barat dengan menggunakan buah okra hijau
segar sebanyak 8 kg yang kemudian dipisahkan antara kulit dan biji,
didapatkan kulit sebanyak 6 kg dan biji 2 kg. kulit dan biji segar
buah okra hijau (Abelmoschus esculentus L.) kemudian dikeringkan
dan didapatkan simplisia kering kulit sebanyak 309,79 g dan biji
sebanyak 114 g.
Pembuatan ekstrak kulit dan biji buah okra

Simplisia kulit dan biji buah okra hijau masing-masing
sebanyak 0,5 kg diekstraksi dengan metode maserasi dan pelarut
yang digunakan adalah etanol 70% dengan perbandingan antara
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simplisia dan pelarut yaitu 1:10. Masukkan masing-masing simplisia
kulit dan biji ke dalam wadah kaca yang telah dilapisi aluminium
foil yang kemudian ditutup rapat dan diletakkan pada suhu ruangan
(Depkes RI, 2017). Diamkan selama 3 hari, sambil sering diaduk
atau sampai terlarut (Depkes RI, 2020). Penyaringan dilakukan
dengan menggunakan kertas saring untuk memisahkan maserat
dengan ampas. Ulangi proses ekstraksi sebanyak dua kali dengan
jenis pelarut yang sama dan jumlah pelarut yang digunakan
sebanyak setengah kali jumlah pelarut pertama, kemudian
kumpulkan maserat pertama, kedua, dan ketiga (Depkes RI, 2017).
Uapkan pelarut dengan menggunakan rotary evaporator dengan
suhu yaitu 50°C, kemudian waterbath dengan suhu yaitu 50°C
sampai diperoleh ekstrak kental (Yuliantari et al., 2017). Ekstrak
kental yang diperoleh akan dihitung rendemennya menggunakan

rumus sebagai berikut:

bobot ekstrak yang didapat

%Rendemen = x 100%

bobot simplisia okra awal

Skrining fitokimia
Skrining fitokimia bertujuan untuk mengidentifikasi
senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak kulit
dan biji buah okra hijau (Abelmoschus esculentus L.). Skrining
fitokimia yang akan dilakukan yaitu golongan alkaloid, flavonoid,
saponin, tannin, serta steroid dan triterpenoid.
1) Identifikasi golongan alkaloid
Masing-masing ekstrak kulit dan biji buah okra hijau
sebanyak 0,2 g ditambahkan 5 mL amonia 25%, kemudian
digerus di dalam lumpang, tambahkan 20 mL kloroform dan
gerus kembali dengan kuat. Saring campuran tersebut dengan
menggunakan kertas saring. Ambil filtrat yang berupa larutan
organik (larutan A), sebagian dari larutan A (10 mL) diekstraksi
dengan 10 mL larutan asam klorida pekat (HCI) 1:10 dengan
pengocokan tabung reaksi, ambil larutan yang terdapat pada
bagian atas (larutan B). Teteskan beberapa tetes larutan A pada
kertas saring kemudian tetesi dengan pereaksi Dragendorff.
Apabila terbentuk warna merah atau jingga pada kertas saring
artinya terdapat senyawa alkaloid. Bagi menjadi dua larutan B
dan masukkan ke tabung reaksi, kemudian pada masing-masing
tabung ditambahkan pereaksi Dragendorff dan pereaksi Mayer.
Apabila terbentuk endapan berwarna merah bata dengan
pereaksi Dragendorff dan terbentuk endapan berwarna putih
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2)

3)

4)

5)

dengan pereaksi Mayer artinya terdapat senyawa alkohol
(Chandra et al., 2022b).
Identifikasi golongan flavonoid

Masing-masing ekstrak kulit dan biji buah okra hijau
sebanyak 0,2 g ditambahkan 100 mL aquadest panas, didihkan
selama 5 menit dengan lampu spiritus, kemudian saring dengan
kertas saring sehingga diperoleh filtrat yang akan dipanaskan
sebagai larutan percobaan. Masukkan 5 mL larutan percobaan
ke dalam tabung reaksi dan tambahkan serbuk atau lempeng
magnesium secukupnya, 1 mL asam klorida pekat, dan 2 mL
amil alkohol, kocok kuat dan biarkan terjadi pemisahan, apabila
terbentuk warna merah, kuning, atau jingga pada lapisan amil
alkohol artinya terdapat senyawa flavonoid (Chandra et al.,
2022b).
Identifikasi golongan saponin

Masukkan larutan percobaan sebanyak 10 mL yang
diperoleh dari percobaan 2 ke dalam tabung reaksi dan dikocok
selama 10 detik secara vertikal, biarkan selama 10 menit.
Apabila terbentuk busa yang stabil dalam tabung reaksi, dan bila
ditambahkan 1 tetes asam Kklorida 1% (encer) busa yang
terbentuk tetap stabil artinya terdapat saponin (Chandra et al.,
2022Db).
Identifikasi golongan tannin

Masing-masing ekstrak kulit dan biji buah okra hijau
sebanyak 0,2 g ditambahkan 100 mL aquadest, didihkan selama
15 menit dengan lampu spiritus, kemudian dinginkan dan saring
dengan kertas saring. Filtrat ditambahkan larutan Ferri (I11)
Klorida 1%, apabila terbentuk warna biru tua atau hijau
kehitaman artinya terdapat tannin (Chandra et al., 2022b).
Identifikasi golongan steroid dan triterpenoid

Masing-masing ekstrak kulit dan biji buah okra hijau
sebanyak 0,2 g dimaserasi dalam wadah gelap dengan tertutup
rapat dengan 20 mL eter selama 2 jam. Saring dan ambil
filtratnya, 5 mL dari filtrat tersebut diuapkan dalam cawan
penguap hingga diperoleh residu, kedalam residu ditambahkan 2
tetes asam asetat anhidrat dan 1 tetes asam sulfat pekat (pereaksi
Liebermann-Burchard), apabila terbentuk warna hijau artinya
terdapat steroid dan apabila terbentuk warna merah artinya
terdapat triterpenoid (Chandra et al., 2022b).
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d. Kromatografi lapis tipis (KLT)

1) Flavonoid

a)

b)

Penjenuhan Bejana

Masukkan fase gerak butanol:asam asetat:air dengan
perbandingan 4:1:5 (Astutiningsih & Kristianti, 2022).
Tinggi fase gerak dari dasar bejana yaitu sekitar 0,5-1 cm.
Masukkan kertas saring ke dalam bejana dan tutup sampai
kertas saring basah seluruhnya (Depkes RI, 2017).
Prosedur Kromatografi Lapis Tipis

Beri garis batas atas dan bawah dengan
menggunakan pensil masing-masing berjarak 1,5 cm.
Totolkan larutan ekstrak kulit dan biji buah okra hijau yang
telah dilarutkan pada prosedur spektrofotometri UV-Vis di
garis batas bawah, biarkan mengering. Masukkan lempeng
kromatografi lapis tipis ke dalam bejana yang telah jenuh,
tutup kembali dan biarkan fase gerak merambat sampai tanda
batas atas. Keluarkan lempeng dan kering anginkan. Amati
bercak yang terbentuk dibawah lampu UV pada gelombang
pendek (254 nm) dan gelombang panjang (366 nm). Ukur
dan catat jarak tiap bercak dari titik penotolan, serta catat
panjang gelombang tiap bercak yang diamati untuk
menentukan nilai Rf (Retention Factor) (Depkes RI, 2017).

_ jarak migrasi analit

jarak migrasi eluen

e. Spektrofotometri UV-Vis

1) Larutan uji

2)

Masukkan ke dalam labu Erlenmeyer masing-masing

ekstrak kulit dan biji buah okra hijau sebanyak 0,2 g, tambahkan
25 mL etanol 96% (larutan induk 8.000 ppm), aduk selama 30
menit dengan pengaduk magnetik, saring ke dalam labu ukur 25
mL, tambahkan etanol 96% melalui penyaring sampai tanda
batas (Depkes RI, 2017).

Larutan pembanding

Timbang 10 mg kuersetin, masukkan ke dalam labu ukur

10 mL, larutkan dan tambahkan etanol 96% sampai tanda batas
(larutan induk 1.000 ppm). Buat seri pengenceran larutan
pembanding dengan konsentrasi berturut-turut 100, 75, 45, dan
18 ppm (Depkes RI, 2017).
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3)

a) 100 ppm
Pipet larutan induk 1.000 ppm sebanyak 1 mL,
masukkan ke dalam labu ukur 10 mL, larutkan dan
tambahkan etanol 96% sampai tanda batas.
b) 75 ppm
Pipet seri konsentrasi 100 ppm sebanyak 7,5 mL,
masukkan ke dalam labu ukur 10 mL, larutkan dan
tambahkan etanol 96% sampai tanda batas.
c) 45 ppm
Pipet seri konsentrasi 75 ppm sebanyak 6 mL,
masukkan ke dalam labu ukur 10 mL, larutkan dan
tambahkan etanol 96% sampai tanda batas.
d) 18 ppm
Pipet larutan induk 45 ppm sebanyak 4 mL,
masukkan ke dalam labu ukur 10 mL, larutkan dan
tambahkan etanol 96% sampai tanda batas.
Penetapan kadar Flavonoid
Pipet sebanyak 0,5 mL larutan uji dan masing-masing seri
larutan pembanding ke dalam wadah yang sesuai, tambahkan
pada masing-masing 1,5 mL etanol 96%, 0,1 mL aluminium
klorida 10%, 0,1 mL natrium asetat 1 M, dan 2,8 mL aquadest.
Kocok dan diamkan selama 30 menit pada suhu ruang. Ukur
serapan pada panjang gelombang serapan maksimum dengan
menggunakan larutan uji berbagai konsentrasi. Lakukan
pengukuran blanko dengan cara yang sama, tanpa penambahan
aluminium klorida. Buat kurva kalibrasi dan hitung kadar larutan
uji (Depkes RI, 2017).
y =a+ bx
Keterangan:
y :absorbansi sampel
a : konstanta
b : koefisien regresi
X . konsentrasi sampel (mg/L atau ppm)

Kadar total senyawa flavonoid dihitung menggunakan
rumus sebagai berikut:

F=XVXTy100%

m
Keterangan:

F :jumlah flavonoid
¢ : konsentrasi sampel (mg/L atau ppm)
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v :volume total ekstrak (mL)
f : faktor pengenceran
m : berat sampel (g)

D. CARA PENGOLAHAN DAN ANALISIS DATA
Data dari setiap penimbangan dan pengukuran yang telah didapat
kemudian dihitung menggunakan SPSS versi 25.

E. JADWAL PENELITIAN
Tabel 1V. 1. Jadwal Penelitian

Tahun Tahun 2023
. 2022
Kegiatan Bulan Bulan

Nov | Des | Jan | Feb | Mar | Apr | Mei | Jun | Jul

Bimbingan dan
penyusunan
proposal
Penyiapan alat
dan bahan
Ekstraksi
Pengujian
senyawa
metabolit
sekunder
menggunakan
skrining fitokimia
Pengujian
senyawa
flavonoid
menggunakan
kromatografi
lapis tipis (KLT)
Penetapan kadar
total senyawa
flavonoid
menggunakan
spektrofotometri
UV-Vis
Analisis dan
pengolahan data
Penyusunan
skripsi
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