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ABSTRAK
Pengobatan penyakit dengan menggunakan tanaman obat tradisional telah dikenal masyarakat Indonesia sejak zaman dahulu. Sebagian masyarakat lebih menyukai pengobatan dengan tumbuhan obat dari pada obat sintetis. Biji Kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb) merupakan salah satu tanaman yang banyak digunakan sebagai obat oleh masyarakat seperti antioksidan, antibakteri, antiinflamasi dan antifungi. Penelitian ini dilakukan secara fraksinasi untuk mengetahui metabolit sekunder yang terdapat didalam kandungan fraksi dengan menggunakan beberapa pelarut. Metode pembuatan ekstrak dengan maserasi dan diuapkan dengan rotari evaporator lalu dilakukan fraksinasi dengan menggunakan tiga pelarut berdasarkan kepolarannya yaitu polar (aquadest), non polar (n-heksan) dan semipolar (etil asetat), lalu dilakukan uji organoleptis, rendemen, kemudian dilakukan skrining fitokimia serta uji penegasan dengan menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Hasil skrining fitokimia yang didapatkan pada fraksinasi aquadest dan n-heksan mengandung senyawa flavonoid dan fraksinasi etil asetat mengandung senyawa flavonoid dan saponin. Sedangkan hasil uji penegasan menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) pada fraksi aquadest, n-heksan dan etil asetat didapatkan hasil positif yaitu flavonoid. 
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ABSTRACT

Treatment of diseases using traditional medicinal plants has been known to the people of indonesia since ancient times. Some people prefer treatment with medicinal plants than synthetic drugs. Kebiul seeds (Caesalpinia bonduc (L) Roxb) are one of the plants that are widely used as medicine by the community such as antioxidants, antibacterial, anti-inflammatory and antifungal. This research was carried out in fractionation on find out the secondary metabolites contained in the fraction content using several solvent. The method of making extracts with maceration and evaporated with totary evaporator is then fractonated using there solvents based on polar (aquadest), non polar (n-hexane), semi polar (ethyl acetate), then organoleptic testyield, then phytochemical screening and confirmation test using Thin Layer Chromatography (TLC) method. Phytochemical screening results obtained from fractionation of aquadest and n-hexane contained flavonoid compounds and ethyl acetate fractionation containing flavonoid and saponin compounds. While the results of the assertion test using Thin Layer Chromatography (TLC) in the aquadest fraction, n-hexane and ethyl acetate obtained positive results, namely flavonoid.
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PENDAHULUAN

Pengobatan penyakit dengan menggunakan tanam-tanaman obat tradisional telah dikenal masyarakat Indonesia sejak zaman dahulu. Sebagian masyarakat lebih menyukai pengobatan dengan tumbuhan obat dari pada obat sintetis. Mereka meyakini bahwa tumbuhan obat lebih aman dikonsumsi dan kurang menimbulkan efek samping yang tidak diinginkan, sehingga memilih menggunakan obat herbal untuk menyembuhkan berbagai macam penyakit (Togubu, dkk., 2013).

Kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb) merupakan salah satu tanaman yang terdistribusi banyak di beberapa negara seperti India, Sri Lanka, Myanmar dan Indonesia. Biji dari tanaman ini memiliki banyak khasiat seperti antibakteri, antiinflamasi, antioksidan, antidiabetes dan lain-lain. Efek ini muncul karena adanya kandungan senyawa kimia yaitu alkaloid, flavonoid, saponin, tannin, steroid/treiterpenoid yang dapat bekerja untuk mengatasi berbagai jenis penyakit (Gupta, dkk., 2005).

Salah satu tanaman kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb) yang bijinya digunakan sebagai obat oleh masyarakat. Tumbuhan kebiul tumbuh liar dan banyak ditemukan di perkebunan masyarakat yang bebatasan dengan hutan lindung. Tumbuhan kebiul juga banyak ditemukan di Pulau Sumatra khususnya di daerah Bengkulu. Masyarakat Bengkulu menggunakan tumbuhan kebiul sebagai obat yaitu bagian bijinya yang berkhasiat sebagai obat malaria, sakit perut, batu ginjal, kencing manis, dan hernia. 

Pemilihan pelarut pada proses ekstraksi dilakukan dengan alasan karena pelarut mampu melarutkan senyawa yang akan diekstrak, mudah dipisahkan (menguap) dan dimurnikan kembali. Menurut (Hoa, dkk., 2007) bahwa pelarut organik digunakan didasarkan pada sifat kepolaran, kelarutan dan transfer massa dari senyawa yang diekstrak. Kelarutan senyawa sangat ditentukan oleh kepolaran, momen dipol, polarisabilitas dan ikatan hidrogen (Martins, dkk., 2001). 
Penelitian ini dilakukan untuk melihat pengaruh ekstraksi bertingkat secara fraksinasi dengan pelarut yang berbeda tingkat kepolaran seperti (aquadest, n-heksan, dan etil asetat) terhadap ekstrak etanol biji kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb). Proses ekstraksi dan fraksinasi dengan pelarut organik yang berbeda berdasarkan tingkat kepolaran untuk mengambil kadar senyawa bioaktif sehingga didapatkan senyawa dengan menggunakan beberapa pelarut (Sousa, dkk., 2008).

Berdasarkan dari latar belakang diatas maka peneliti tertarik untuk melakukan penelitian tentang “Fraksinasi dan Skrining Fraksi Biji Kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb) dengan Metode KLT (Kromatografi Lapis Tipis)”.

METODOLOGI

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Farmakognosi dan Laboratorium Kimia Akademi Farmasi Al-Fatah Bengkulu dan waktu penelitian adalah bulan Januari sampai bulan Juni 2018.
Alat 


Alat yang digunakan adalah Handscon, masker, rotary evaporator, timbangan, botol gelap, gelas ukur, corong, becker glass, oven, erlemeyer, kertas saring, chamber, corong pisah, botol vial, pipet tetes, Silica gel F254, Pipa Kapiler. 
Bahan 


Bahan yang digunakan adalah Biji kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb), Etanol 96%, n-heksan (C6H14), etil asetat (C4H8O2), aquadest (H2O), n-butanol (C4H10O), asam asetat (CH3COOH), metanol (CH3OH), kloroform (CHCL3), Asam nitrat (HNO3), FeCl3, Mayer, Dragendroff, Wegner, kalium iodida (KI), merkuri (II) Klorida, serbuk Mg, HCL(p), kuarsetin, saponin murni, H2SO4(p), penyemprotan alumunium III klorida 5%.
Prosedur Kerja

Pembuatan Fraksi 

Ekstrak Kental Biji Kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb)  10 gram yang telah diencerkan dengan aquadest (polar) sebanyak 100 ml dan tambahkan dengan pelarut n-heksan (nonpolar) 100 ml kedalam corong pisah. Corong pisah lalu dikocok dan didiamkan hingga terbentuk dua lapisan fraksi. Lapisan bawah (lapisan aquadest) dan lapisan atas (lapisan n-heksan). Lapisan atas diambil yaitu fraksi n-heksan. Fraksi n-heksan dipisahkan selanjutnya fraksi aquadest ditambahkan pelarut semi polar (etil asetat) 100 ml kemudian masukan kedalam corong pisah lalu dikocok dan diamkan hingga terbentuk dua lapisan. Lapisan bawah aquadest dan lapisan atas etil asetat. Kemudian hasil fraksi aquadest, n-heksan, dan etil asetat diuapkan kembali dengan menggunkan waterbath sampai didapatkan fraksi kental.

Skrining Fitokimia Fraksi
a. Uji Alkaloid 

Uji Alkaloid dilakukan dengan cara ekstrak ditambahkan 10 mL CHCl3-amoniak 0,05 N, dikocok perlahan, dibiarkan terjadi pemisahan. Lapisan CHCl3 diambil, kemudian ditambahkan 0,5 mL H2SO4 2 N, dikocok perlahan, dibiarkan terjadi pemisahan. Lapisan asamnya dipipet, lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi lain, ditambah satu tetes pereaksi Mayer, Wagner dan Dragendorff. Hasil positif adanya alkaloid bila terbentuk endapan putih dengan pereaksi Mayer, endapan coklat dengan pereaksi Wagner dan Jingga dengan pereaksi Dragendorff.

b. Uji Flavonoid

Uji flavonoid dilakukan dengan cara menambahkan asam klorida pekat dan logam Mg pada sampel. Tes positif bila terjadi warna merah-jingga (Afriani, dkk., 2016).

c. Uji Saponin 

Uji saponin dilakukan dengan mengocok lapisan air dalam tabung reaksi bila terbentuk busa yang tahan selama lebih kurang 15 menit berarti positif untuk uji saponin (Afriani, dkk., 2016).
d. Uji Steroid 
Uji steroid dengan cara sampel ditambahkan asam asetat anhidrat dan asam sulfat pekat dimana terbentuk warna biru- hijau berarti positif steroid (Afriani, dkk., 2016).

e. Uji Tanin 

Uji tanin dilakukan dengan menambahkan larutan FeCl3 ke dalam sampel. Hasil positif tannin ditunjukkan dengan terbentuknya warna hitam kebiruan pada sampel uji (Afriani, dkk., 2016).
Uji Penegasan dengan KLT

Fase diam yang digunakan dalam fraksi ini adalah silica gel GF254 ukuran 10 x 10 cm3 sedangkan fase gerak dan penampak noda yang digunakan sebagai berikut:

1. Identifikasi Senyawa Flavonoid

Fase gerak:  n-butanol yaitu asam asetat: air (4:1:5) Penampak noda yaitu Pereaksi semprot alumunium (III) Klorida 5% dalam etanol (Andriyani, 2010) Baku pembanding yaitu  Kuarsetin. Jika tampak bercak noda kuning ke hijauan pada penyemprotan pereaksi alumunium (III) Klorida 5% dalam etanol (Nirwana dkk, 2015). Bila tampa pereaksi kimia dibawah lampu UV 365nm, flavonoid akan berfluoresens biru, kuning atau hijau tergantung dari strukturnya.

2. Identifikasi Senyawa Alkaloid

Fase gerak yaitu Etil asetat : Metanol : Air (6:4:2), Penampak noda
yaitu Pereaksi Dragendorff, Baku pembanding yaitu Piperin. Jika
 timbul warna coklat atau jingga setelah penyemprotan pereaksi dragendroff menunjukkan adanya alkaloid (Harbone, 1996), bila tanpa pereaksi kimia, dibawah lampu UV 356 nm, alkaloid akan berfluoresens biru, biru-hijau, atau ungu

3. Identifikasi Senyawa Steroid 

Fase gerak
yaitu toluen : etil asetat : kloroform (5:1:4), Penampak noda yaitu LB. Baku pembanding yaitu β-sitosterol. Jika timbul bercak terlihat pada sinar tampak, pada sinar UV 254 nm dan setelah disemprot penampak bercak LB menunjukan adaya steroid.

4. Identifikasi Senyawa Saponin (Pratama, dkk., 2012)

Fase gerak
yaitu kloroform : methanol : air (13:7:2), Penampak noda yaitu Liberman Bouchardat, Baku Pembanding yaitu Sapogenin. Jika timbul warna hijau setelah penyemprotan Liberman Bouchardat menunjukan adanya senyawa saponin jenis steroid dalam ekstrak.

5. Identifikasi Senyawa Tanin (Astri, dkk., 2009)

Fase gerak
yaitu n-Butanol : asam stearat : air (4:1:5), Penampak noda yaitu Pereaksi FeCl3, Baku Pembanding yaitu Katekin. Jika tampak noda pada saat disinari dengan lampu UV 366 nm berwarna ungu dan diperkuat oleh (Hayati, 2010) yang menyatakan bahwa noda hasil KLT yang diduga senyawa tanin berwarna.

Analisa Data

Analisa data penelitian ini dibuat dengan cara menggambarkan secara deskriptif dan selanjutnya dalam bentuk gambar dan tabel. 

HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil Fraksinasi ekstrak biji kebiul yang telah dilakukan dengan menggunakan tiga golongan pelarut yaitu polar, semipolar, dan nonpolar (Aquadest, n-heksan, Etil Asetat) dapat dilihat pada Tabel I.

Tabel I. Hasil Fraksinasi Ekstrak Etanol Biji Kebiul

	Fraksi
	Berat Ekstrak Kental
	Jumlah Pelarut
	Hasil Fraksi yang telah diuapkan

	Aquadest 
	10 gram
	100 ml
	7,348 gram

	n-heksan
	
	100 ml
	3,179 gram

	Etil Asetat
	
	100 ml
	2,566 gram


Ekstrak biji kebiul yang dibutuhkan untuk proses fraksinasi yaitu 10 gram yang telah diencerkan terlebih dahulu dengan aquadest sebanyak 100 ml dan tambahkan pelarut n-heksan sebanyak 100 ml kedalam corong pisah. Corong pisah kemudian dikocok dan didiamkan hingga terbentuk dua lapisan fraksi, lapisan atas diambil yaitu fraksi n-heksan. Fraksi n-heksan lalu dipisahkan dan fraksi aquadest ditambahkan dengan 100 ml etil asetat kemudian dikocok dan didiamkan hingga membentuk dua lapisan atas dan bawah. Lalu fraksi aquadest dan faksi etil asetat dipisahkan. Kemudian hasil fraksi aquadest, n-heksan, dan etil asetat diuapkan kembali. Setelah itu hasil dari fraksi yang didapat yaitu fraksi aquadest sebanyak 7,348 gr, fraksi n-heksan sebanyak 3,179 gr, dan fraksi etil asetat sebanyak 2,566 gr.
Hasil fraksi tersebut menunjukkan bahwa aquadest lebih banyak didapatkan hasil fraksinya dibandingkan dengan  fraksi n-heksan dan etil asetat dikarekan pelarut n-heksan dan etil asetat adalah pelarut yang mudah menguap sehingga pelarut berkurang pada saat proses penguapan.Hasil pemeriksaan uji Skrining Fraksinsi (Aquadest, N-heksan, Etil Asetat) pada biji kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb) dapat dilihat dari Tabel II. 

Tabel II. Hasil Uji Skrining Fraksinasi (Aquadest, N-heksan, Etil Asetat)

	Fraksinasi
	Nama Senyawa
	Hasil

	
	
	(+)
	(-)

	Aquadest 
	Uji Alkaloid


	
	-

-

-

	
	Uji Flavonoid
	+
	

	
	Uji Saponin
	
	-

	
	Uji Steroid
	
	-

	
	Uji Tanin
	
	-

	N-heksan
	Uji Alkaloid
	
	-

	
	Uji Flavonoid
	+
	

	
	Uji Saponin
	
	-

	
	Uji Steroid
	
	-

	
	Uji Tanin
	
	-

	Etil Asetat
	Uji Alkaloid
	
	-

-

-

	
	Uji Flavonoid
	+
	

	
	Uji Saponin
	+
	

	
	Uji Steroid
	
	_

	
	Uji Tanin
	
	_


Hasil dari uji penegasan fraksi Biji Kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb) dengan menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT) dapat dilihat pada Tabel III.
Tabel III. Hasil Uji Penegasan Fraksi Biji Kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb)

	Sampel

	RF

SP
	RF

BP

	Fraksi Aquadest=
flavonoid
	0,81
	0,79

	Fraksi 

N-heksan= flavonoid
	0,81
	0,79

	Fraksi 

Etil Asetat=

Flavonoid

saponin
	0,81
	0,79

	
	0,98
	0,85


Pada uji identifikasi flavonoid menggunakan magnesium, yang digunakan sebagai pereduksi dimana reduksi dilakukan dalam suasana asam dengan penambahan HCl. Dalam penelitian ini dilakukan dua uji untuk mengidentifikasi senyawa flavanoid, yaitu uji Wilstatter dan uji Bate-Smite. Reaksi positif pada uji Wilstatter ditunjukkan dengan adanya warna jingga sedangkan reaksi positif pada uji Bate-Smite ditunjukkan dengan adanya warna merah. Warna merah pada uji flavonoid dikarenakan terbentuknya garam flavilium. Senyawa flavonoid berkhasiat sebagai antioksidan. Uji flavonoid dilakukan dengan cara Reduksi magnesium ditambahkan asam klorida pekat menghasilkan warna merah jingga pada fraksi aquadest, n-heksan, dan etil asetat pada biji kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb) yang berati dinyatakan positif mengandung flavonoid karena menghasilkan perubahan warna merah jingga. Serta aktivitas flavonoid bekhasiat sebagai antioksidan. Hasil positif flavonoid akan dilakukan uji penegasan dengan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT) menggunakan fase geraknya n-butanol : asam asetat : air, serta dilihat dengan sinar UV 254 didapatkan hasil Rf untuk fraksi aquadest sebesar 0,81 cm, hasil Rf fraksi n-heksan sebesar 0,81 dan hasil Rf fraksi etil asetat sebesar 0,81. Pada uji flavonoid ini menggunakan baku pembanding yaitu kuarsetin dan didapatkan nilai Rf sebesar 0,79. Jadi hasil reaksi warna untuk flavonoid ini menunjukan hasil yang positif dengan perubahan warna merah jingga, serta nilai Rf sampel dengan Rf baku pembanding mempunyai nilai yang hampir sama sehingga biji kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb) bisa dikatakan mengandung flavonoid.
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Gambar 1. Reaksi terbentuknya garam flavilum

Pada uji identifikasi saponin menggunakan aquadest dengan mengocok hingga didapatkannya buih/busa yang tahan selama 15 menit dengan tinggi busa/buih ±1 cm, timbulnya buih/busa pada uji saponin menunjukan adanya glikosida yang mempunyai kemampuan untuk membentuk buih dalam air yang terhidrolisis menjadi glukosa dan senyawa lainnya (Rusdi, 1990). Senyawa saponin berkhasiat sebagai antibakteri. Hasil yang terjadi timbulnya buih/busa hanya didapatkan pada fraksi etil asetat setinggi 1 cm sedangkan fraksi aquadest dan fraksi n-heksan tidak timbul/terbentuk buih/busa. Hal ini disebabkan dari proses maserasi yang kurang sempurna yaitu proses penyarian zat aktif yang hanya mampu terekstraksi sebesar 50%, kemungkinan besar ada beberapa senyawa yang hilang saat ekstraksi dan fraksinasi, karena beberapa senyawa sulit diekstraksi pada suhu kamar (Marjoni, 2016). Adapun faktor lain dimana saat proses pemisahan ada fraksi yang ikut tertarik dan terbawa oleh aquadest serta suhu saat proses pengocokan tidak tetap yang mengakibatkan pelarut yang digunakan mudah menguap. Hasil positif saponin pada fraksi etil asetat dilanjutkan dengan uji penegasan dengan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT) menggunakan fase geraknya kloroform : metanol : air, serta dilihat dengan sinar UV 254 didapatkan hasil Rf fraksi etil asetat sebesar 0,98. Pada uji saponin ini menggunakan baku pembanding yaitu sapogenin dan didapatkan nilai Rf sebesar 0,85. Jadi hasil reaksi warna untuk saponin menunjukan hasil yang positif tetapi nilai Rf sampel dengan Rf baku permbanding berbeda dengan jarak Rf yang cukup jauh sehingga hasil saponin dengan uji penegasan metode kromatografi lapis tipis ini negatif, diperkirakan terjadi kesalahan pada derajat kejenuhan yang terlalu jenuh, suhu yang tidak tetap pada saat proses pemisahan yang disebabkan oleh penguapan, serta pada saat penotolan yang dilakukan dengan sampel fraksi terlalu pekat dan mengakibatkan bercak noda berekor.
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Gambar 2. Reaksi Hidrolisis saponin dengan aquadest

KESIMPULAN 
a. Senyawa Kimia yang terkandung dalam fraksi (Aquadest, n-heksan, dan etil asetat) ekstrak biji kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb) hanya mengandung senyawa metabolit sekunder yaitu flavonoid.

b. Nilai Rf yang didapat dari fraksi (Aquadest, n-heksan, dan etil asetat) ekstrak biji kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb) yaitu 0,81.
UCAPAN TERIMAKASIH


Ucapan terima kasih disampaikan kepada Akademi Farmasi Al-Fatah Bengkulu atas bantuan fasilitas Laboratorium penelitian yang diberikan.

DAFTAR PUSTAKA

Andriyani, D., Utami, P I., Dhani, B.A. 2010. Penetapan Kadar Tanin Daun Rambutan (Nephelium lappaceum L) Secara Spektrofotometri Ultraviolet Visibel. Pharmacy 07 (02): 1-11.

Arundina, I., Theresia, I. B. S., Muhammad , L., dan Retno, I. 2015. Identifikasi Kromatografi lapis tipis sudamala (Artemisa Vulgaris L.), Maj Ked Gi Ind 1 (2): 167-171.

Hayati, E. K., Ghanaim a.f., DAN Lailis.S. 2010. Fraksinasi dan Identifikasi Senyawa Tanin pada Daun Belimbing Wuluh (Averhoa bilimbi L.). ISSN  1907-9850. Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

Marjoni, R. 2016. Dasar-Dasar Fitokimia Untuk Diploma III Farmasi. Trans Info Media. Jakarta.

Sousa, A. 2008. “Effect of solvent and extraction temperatures on the antioxidant potential of traditional stoned table olives „„alcaparras‟‟, LWT, 41, hal 739–745.

Togubu, S., Lidya I.M., Jessy E. P., NavilaS. 2013. Aktivitas Antihiperglikemik dari EkstrakEtanol dan Heksana Tumbuhan Suruhan (Peperomia pellucid (L.) Kunth) pada Tikus Wistar (Rattus norvegicus L.) yang Hiperglikemik. Jurnal MIPA UNSRAT 2(2). 109-114.

64

