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ABSTRAK

Pinang merupakan tanaman yang banyak tersedia di Indonesia dan memiliki berbagai manfaat.
Pemanfaatan air rebusan biji pinang digunakan masyarakat dalam membersihkan dan
menyembuhkan luka infeksi. Biji pinang mengandung senyawa fenolik seperti flavonoid, tannin,
asam galat, katekin, beta-sitosterol, gum dan asam amino. Biji pinang dilakukan purifikasi untuk
mengilangkan zat ballast yang tidak dibutuhkan. Penelitian ini bertujuan untuk menetapkan kadar
flavonoid total ekstrak kasar dan ekstrak terpurifikasi. Metode yang digunakan dalam penetapan
kadar adalah metode kolorimetri AICIl;. Penetapan kadar flavonoid dilakukan pada panjang
gelombang 413,5 nm dengan standar baku pembanding kuersetin. Plot hubungan antara konsentrasi
kuersetin versus absorbansi diperoleh persamaan kurva baku sebesar y = 0,0088x — 0,17 dengan
nilai R? sebesar 0,9998. Uji kualitatif menunjukkan ekstrak biji pinang tanpa purifikasi, dengan
perlakuan purifikasi n-heksan dan etil asetat mengandung metabolit sekunder diantaranya
flavonoid, saponin, tannin dan fenol. Purifikasi pelarut n-heksan didapatkan hasil rendemen lebih
banyak dibandingkan ekstrak yang dipurifikasi dengan pelarut etil asetat. Kadar flavonoid ekstrak
tanpa purifikasi, ekstrak purifikasi pelarut n-heksan dan etil asetat berturut — turut sebesar 69,13 ;
130,3 ; dan 94,73 mgQE/g. Hal tersebut sebanding dengan perolehan % rendemen tertinggi
diperoleh dari ekstrak terpurifikasi n-heksan. Purifikasi pada ekstrak akan menyebabkan hilangnya
zat ballast dalam ekstrak sehingga kandungan flavonoid pada ekstrak akan lebih tinggi.

Kata kunci : flavonoid, metode AICI3, ekstrak, purifikasi

ABSTRACT
Areca nut is a plant that is widely available in Indonesia and has various benefits. Utilization of
boiled betel nut water is used by the community to clean and heal infected wounds. Betel nuts
contain phenolic compounds such as flavonoids, tannins, gallic acid, catechins, beta-sitosterol,
gum, and amino acids. Areca seeds are purified to remove unnecessary ballast substances. This
study aims to determine the total flavonoid levels of crude extract and purified extract. The method
used in the assay is the AICI3 colorimetric method. Determination of flavonoid levels was carried
out at a wavelength of 413.5 nm with a quercetin standard. The plot of the relationship between
quercetin concentration versus absorbance obtained a standard curve equation of y = 0.0088x - 0.17
with an R2 value of 0.9998. The qualitative test showed that betel nut extract without purification,
with purification treatment of n-hexane and ethyl acetate, contained secondary metabolites
including flavonoids, saponins, tannins, and phenols. The purification of the n-hexane solvent
obtained more yields than the extract purified with ethyl acetate solvent. The flavonoid levels of
the extract without purification, the purified extract of n-hexane and ethyl acetate were 69.13;
130.3; and 94.73 mg QE / g. This is comparable to the highest% yield obtained from purified
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extracts of n-hexane. Purification of the extract will cause the loss of ballast substances in the
extract so that the flavonoid content in the extract will be higher.

Keywords: flavonoids, AICI3 method, extract, purification

PENDAHULUAN

Pinang merupakan tanaman yang banyak
tersedia di Indonesia dengan berbagai manfaat
diantaranya sebagai penyembuh luka bakar,
cacingan dan kudis (Handayani, Sundu, &
Karapa, 2016). Salah satu bagian tanaman
pinang yang dapat dimanfaatkan adalah bagian
biji. Pemanfaatan air rebusan biji pinang
digunakan masyarakat untuk membersihkan dan
menyembuhkan luka infeksi (Sudarsono et al.,
1996). Pemanfaatan biji pinang juga digunakan
sebagai anthelminthik pada manusia dan
binatang (Hamsar, Ismail, Mordi, Ramanathan,
& Mansor, 2011).

Biji pinang mengandung berbagai
metabolit sekunder seperti alkaloid (arecoline,
arecaidine, guvacine dan guvacoline). Biji
pinang juga mengandung senyawa fenolik
seperti flavonoid, tannin, asam galat, katekin,
beta-sitosterol, gum dan asam amino (Hamsar et
al., 2011 ; Samosir et al., 2012). Kandungan
metabolit pada biji pinang dapat diekstraksi
menggunakan pelarut etanol karena cenderung
bersifat polar (Yuliani & Rasyid, 2019).
Menurut Mulangsri & Zulfa (2020) purifikasi
ekstrak  akan  menghasilkan  kandungan
flavonoid yang lebih besar dan murni. Purifikasi
ekstrak biji pinang akan menghilangkan
kandungan kimia yang tidak diperlukan
sehingga aktivitas ekstrak meningkat (Malik,
Ahmad & Najib, 2013).

Flavonoid merupakan salah satu dari
kelompok fenolik yang mempunyai aktivitas
sebagai antioksidan alami. Gugus hidroksil
dalam flavonoid dapat meredam radikal bebas
(El Guiche et al, 2015). Flavonoid memiliki

aktivitas  sebagai  antikolinesterase,  anti
peradangan, inhibitor xanthin oksidase, serta
memperbaiki  gangguan  neurodegenerative

(Panche, Diwan, & Chandra, 2016).

Penelitian ini bertujuan untuk
mengevaluasi pengaruh variasi pelarut terhadap
rendemen ekstrak terpurifikasi biji pinang serta
kandungan flavonoid yang diduga bertanggung
jawab terhadap aktivitas farmakologi biji pinang.

METODE PENELITIAN

1. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan adalah alat gelas, oven,
waterbath (Memmert), Spektrofotometri UV-
Vis (Shimadzu), rotary evaporator (Biobase),
necara analitik (Ohauss).

Bahan yang digunakan biji pinang yang
didapatkan dari Desa Kabupaten Semarang, n-
heksan, etil asetat, etanol 96%, etanol pro
analisis  (Merck), aquadest (Bratachem),
kuersetin (Sigma).

2. Metode Penelitian
Ekstraksi biji pinang

Serbuk biji pinang kering sebanyak 300
mg direndam dengan pelarut etanol 96%
sebanyak 3000 mL pada suhu kamar. Maserasi
dilakukan selama 2 hari dan dilanjutkan dengan
remaserasi. Maserat dilakukan penguapan
menggunakan  rotary  evaporator  hingga
didapatkan ekstrak kental kemudian dihitung %
rendemen ekstrak.

Purifikasi biji pinang

Purifikasi dilakukan dengan menimbang
ekstrak kental sebanyak 10 g dan dilakukan
purifikasi menggunakan pelarut n — heksan dan
etil asetat. Hasil purifikasi masing — masing
pelarut  selanjutnya  dievaporasi  hingga
didapatkan ekstrak kental.
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Analisis Kualitatif Kandungan Biji Pinang

Skrining fitokimia kandungan senyawa
aktif biji pinang dilakukan dengan uji kualitatif
dengan pereaksi warna dan uji kuantitatif
flavonoid total.

Analisis Kuantitatif Kandungan Biji Pinang

Penetapan panjang gelombang maksimal
dilakukan pada panjang gelombang 350 — 500
nm. Penetapan operating time dilakukan dari
menit 0 hingga 30. Pembuatan kurva baku
kuersetin menggunakan konsentrasi 50, 60, 70,
80 dan 90 ppm. Penetapan kadar flavonoid
dilakukan menggunakan metode Alumunium
Chloride Colorimetri (Chang, Yang, Wen, &
Chern, 2002). Kuersetin digunakan sebagai
baku pembanding.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil

Ekstrak biji pinang memiliki karakteristik
warna merah kecoklatan dengan bau khas
pinang.

Tabel 1. Hasil Rendemen Ekstrak Biji Pinang

Bobot serbuk  Bobot ekstrak  Rendemen
300 gram 65,55,0 gram 21,85 %

Ekstrak biji pinang dilakukan purifikasi untuk
menghilangkan senyawa yang tidak digunakan
dalan  penelitian. Purifikasi dilakukan
menggunakan pelarut n-heksan dan etil asetat.
Karakterisasi ekstrak dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil Purifikasi Ekstrak Biji Pinang
(Areca catechu L.)
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Tabel 3. Hasil Skrining Fitokimia

Ekstrak

B?bOt . Rendemen Bentuk Warna Bau
purifikasi
n-heksan 83 % b/b Kental Coklat Khas
kemerahan
Etil asetat 80,1 % b/b  Kental Coklat Khas
kemerahan

Metabolit . Hasil
seil?n((i)elr Pereaksi po;‘::if Kasar Purifikasi Purifikasi
n-heksan Etil Asetat
Tes Merah-
Flavonoid . merah + + +
shinoda
muda
Air
Saponin panas +  Berbuih + + +
HCL 2N
Air
. panas + Hitam
Tanin NaCl + kebiruan * -
FeCl3
Hijau
. + + +
Fenol FeCl3 kehitaman
Keterangan :
+ = Positif mengandung senyawa metabolit
sekunder

Identifikasi senyawa aktif biji pinang
dilakukan dengan kualitatif. Ekstrak tanpa
purifikasi dan purifikasi n-heksan dan etil asetat
mengandung metabolit sekunder antara lain
flavonoid, saponin, tannin dan  fenol
berdasarkan uji kualitatif.

Pengukuran panjang gelombang dilakukan
running pada panjang gelombang 350 — 500 nm.
Panjang gelombang maksimum standar baku
kuersetin didapatkan pada panjang gelombang
413,50 nm dengan operating time pada menit
1-9.

Kurva Baku Kuersetin

08
<
= 0,6 y =0,0088x-0,17
2 2 2
< 04 R*=0
g
o 0,2
(7]
L0
< 0
0 20 40 60 80 100

Konsentrasi (ppm)

Gambar 1. Kurva Baku Kuersetin

Pengukuran standar baku kuersetin
diperoleh plot antara konsentrasi (ppm) dan
absorbansi dengan persamaan kurva baku
sebesar y = 0,0088x — 0,17 dengan nilai R?
sebesar 0,9998.
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Penetapan kadar flavonoid ekstrak kasar
dan purifikasi biji pinang (Areca catechu L)
dilakukan dengan hasil yang tersaji pada Tabel
4.

Tabel 4. Kadar Flavonoid Total Biji Pinang
Rata — rata kadar

Sampel flavonoid (mgQE/g)
Ekstrak kasar 69,13
Ekstrak purifikasi n- 130,3
heksan
Ekstrak purifikasi etil 94,73
asetat

Pembahasan

Biji pinang yang masih segar dilakukan
pengeringan dengan pemanasan tidak di bawah
sinar matahari secara langsung untuk mencegah
kerusak kandungan metanolit sekunder yang
bertanggung jawab terhadap aktivitasnya.
Serbuk  biji pinang dilakukan maserasi
menggunakan etanol 96% lalu dievaporasi
hingga didapatkan ekstrak kental. Pelarut yang
digunakan dalam ekstraksi adalah etanol. Etanol
merupakan  pelarut  yang  baik  untuk
mengekstraksi biji pinang. Menurut Yuliani &
Rasyid  (2019), ekstraksi  biji  pinang
menggunakan pelarut etanol menghasilkan
rendemen lebih tinggi dibandingkan akuades.
Kandungan flavonoid dalam tanaman tertinggi
diperoleh dari ekstraksi dengan pelarut etanol
(Mathur & Vijayvergia, 2017). Senyawa yang
terkandung dalam biji pinang merupakan
senyawa yang larut dalam pelarut polar. Ekstrak
kental yang didapatkan dilakukan perhitungan
rendemen dengan % rendemen sebesar 21,85%.
Perhitungan  rendemen  digunakan  untuk
menghitung prosentase jumlah bahan yang
tersisa hasil proses ekstraksi dan mengetahui
tingkat keefektifan dari proses yang dihasilkan
(Senduk, Montolalu, & Dotulong, 2020).

Ekstrak kasar yang dibuat dilakukan
purifikasi menggunakan pelarut n-heksan dan
etil asetat. Hasil % rendemen ekstrak
terpurifikasi n-heksan lebih tinggi dibandingkan
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ekstrak terpurifikasi etil asetat. Rendemen lebih
tinggi menunjukkan banyaknya komponen
bioaktif dalam ekstrak tersebut. Komponen
metabolit sekunder dalam ekstrak terpurifikasi
n-heksan lebih tinggi diduga karena banyak
kandungan senyawa aktif yang bersifat polar
(Yuliani & Rasyid, 2019). Ekstak terpurifikasi
n-heksan dan etil asetat memiliki karakteristik
yang sama dengan bentuk kental, warna coklat
kemerahan dan bauk has pinang. Purifikasi
menggunakan pelarut yang bersifat non polar
akan menghilangkan zat ballast seperti lilin
yang masih terkandung dalam ekstrak sehingga
ekstrak  yang  diperoleh  bersifat polar
(Puspitasari & Pramono, 2015).

Hasil skrining fitokimia ekstrak biji
pinang dan ekstrak terpurifikasi menunjukkan
tidak adanya perbedaan kandungan senyawa
metabolit sekunder. Pelarut etanol 96% dapat
menyari metabolit sekunder seperti tannin,
polifenol, poliacetilen, flavonol, terpenoid, steroid,
alkaloid dan saponin (Kunti Mulangsri & Zulfa,
2020). Ekstrak kasar, ekstrak terpurifikasi n-
heksan dan etil asetat menunjukkan hasil positif
flavonoid, saponin, tanin dan fenol. Hasil
penelitian ~ Sa’roni &  Adjirni  (2012)
menunjukkan hasil yang hampir sama bahwa
biji pinang mengandung alkaloid, saponin dan
tanin.

Analisis kuantitatif flavonoid dilakukan
menggunakan Spektrofotometri UV-Vis dengan
metode AICI;. Flavonoid termasuk dalam
kelompok polifenol yang banyak terdapat pada
tanaman dan kategorinya didasarkan pada
strukur kimia pendukung. Flavonoid memiliki
gugus aromatik yang terkonjugasi yang dapat

dilakukan pengukuran menggunakan
Spektrofotometri UV-Vis. Aktivitas
farmakologi  flavonoid berdasarkan  gugus

fungsinya (Subedi et al., 2014).

Prinsip metode kolorimetri AICl; adalah
alumunium klorida membentuk kompleks asam
stabil dengan gugus keto C-4 dan gugus
hidroksi pada C-3 dan C-5 dari flavon dan
flavonol. Alumunium klorida ~membentuk
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kompleks asam yang labil dengan gugus ortho-
dihydroxyl pada cincin A dan B dari flavonoid
(Chang et al., 2002). Penambahan AICl; akan
terbentuk kompleks antara alumunium klorida
dengan kuersetin dan terjadi pergeseran panjang
gelombang ke arah visible dengan ditandai
perubahan warna larutan menjadi kuning
(Asmorowati & Lindawati, 2019).

Penetapan kadar flavonoid dilakukan

pengukuran  pada  panjang  gelombang
maksimum  menggunakan  standar  baku
kuersetin. Kuersetin merupakan salah satu

kelompok flavonoid golongan flavonol (Panche
et al.,, 2016). Pengukuran panjang gelombang
maksimal dilakukan pada rentang panjang
gelombang 350 — 550 nm, didapatkan panjang
gelombang maksimum sebesar 413,5 nm.
Menurut Chang et al. (2002) flavonoid memiliki
serapan maksimal pada panjang gelombang 413
nm. Panjang gelombang yang didapakan
digunakan untuk mengukur kadar flavonoid
sampel. Penetapan operating time dilakukan
untuk mengukur waktu stabil pengukuran
sampel sebesar 1 — 9 menit.

Pembuatan kurva baku dilakukan untuk
menghitung kadar kuersetin. Hasil kurva
kalibrasi dinyatakan bahwa semakin tinggi
konsentrasi maka absorbansi yang dapatkan
semakin besar (Asngad & Bagas, 2018). Hasil
persamaan kurva baku yang didapatkan sebesar
y = 0,0088x — 0,17 dengan nilai R?> dan r
berturut — turut sebesar 0,9998 dan 0,9999. Nilai
koefisien variasi (r) yang diperoleh apabila

mendekati angka 1 menunjukkan bahwa
persamaan regresi adalah linier, sehingga
diperoleh korelasi antara konsentrasi dan
absorbansi  sangat kuat (Asmorowati &

Lindawati, 2019).

Hasil pengukuran kadar flavonoid pada
ekstrak tanpa purifikasi, ekstrak terpurifikasi n-
heksan dan terpurifikasi etil asetat biji pinang
diperoleh hasil berturut — turut sebesar 69,13 ;
130,3 ; dan 94,73 mgQE/g. Kadar flavonoid pada
ekstrak yang dilakukan purifikasi n-heksan dan
etil asetat lebih tinggi dibandingkan ekstrak
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tanpa purifikasi. Hal tersebut sebanding dengan
perolehan % rendemen tertinggi diperoleh dari
ekstrak terpurifikasi n-heksan. Purifikasi pada
ekstrak akan menyebabkan hilangnya zat ballast
dalam ekstrak yang bersifat lipofilik sehingga
kandungan flavonoid pada ekstrak akan lebih
tinggi dan kadar zat ballast akan diminimalkan
(Puspitasari & Pramono, 2015). Flavonoid
merupakan metabolit yang mempunyai aktivitas
beragam seperti antibakteri, antiinflamasi,
antioksidan, antijamur dan anthelmentik.
Kandungan flavonoid yang terdapat dalam biji
pinang antara lain naringenin, dihydrotricin,

sinesetin,  nobiletin,  8-demethyleucalyptin,
eucalyptin, rhapontigenin, (+)isolariciresinol,
glyceryl-2-vanillic acid methyl ester,

calquiquelignan M dan N (Yuan et al., 2019).

SIMPULAN

Ekstrak  biji pinang mengandung
senyawa metabolit flavonoid, saponin, tannin
dan fenol berdasarkan uji kualitatif. Penetapan
kadar flavonoid total ekstrak purifikasi lebih
tinggi disbanding ekstrak tanpa purifikasi.
Ekstrak  purifikasi  n-heksan  didapatkan
rendemen yang lebih banyak dan kandungan
flavonoid total paling tinggi.
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