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INTISARI

Senyawa fenol dalam daun sirih memiliki aktivitas farmakologi sebagai antibakteri, antijamur,
dan antioksidan. Aktivitas farmakologi obat herbal dipengaruhi oleh kandungan fitokimianya, sehingga
diperlukan standardisasi untuk memperoleh pemastian kualitas, profil fitokimia, dan aktivitas
farmakologi yang konsisten dari obat herbal. Fingerprint merupakan standar utama untuk emenetapkan
kualitas suatu obat herbal. Kromatografi lapis tipis (KLT) vyang dipadukan dengan
spektrofotodensitometri merupakan metode yang dapat digunakan untuk mendapatkan profil fingerprint
senyawa fenol dalam daun sirih. Dalam penelitian ini, sampel daun sirih diekstraksi dengan metode
refluks menggunakan pelarut etanol 96%. Identifikasi senyawa golongan fenol dilakukan dengan KLT
menggunakan fase diam silika gel 60 F254 dan fase gerak toluen: Etil asetat (93:7 v/v), serta pereaksi
warna yaitu FeCls dan Folin-Ciocalteau. Profil fingerprint senyawa golongan fenol ekstrak etanol daun
sirih (Piper betle Linn.) ditunjukkan pada Rf 0,19; 0,42; dan 0,62. Bercak positif senyawa golongan
fenol berwarna hitam berdasarkan identifikasi dengan FeCls dan biru tua dengan Folin-Ciocalteau.
Panjang gelombang maksimum senyawa golongan fenol adalah 283 nm.

Kata Kunci: sirih, fenol, fingerprint, KLT-spektrofotodensitometri.

ABSTRACT

Phenol compound in Piper betle leaves has several pharmacology activities such as antibacteria,
antifungi and antioxidant. The pharmacology activities of a herbal drug are influenced by the
phytochemistry content, so in order to do a quality determination that provides phytochemistry profile
and consistent pharmacology activities, a standardization is required. Fingerprint is the main standard to
perform quality control for herbal drug. TLC-spectrophotodensitometry was used as the method in order
to provide fingerprint profile of phenol compound. In this experiment, Piper betle leaves samples were
extracted by reflux method using ethanol 96% as the solvent. Identification of phenol compound was
done using TLC-spectrophotodensitometry with Silica gel 60 F254 as the stationary phase, toluena:
ethyl acetate (93:7 v/v) as the mobile phase, FeCls and Folin-Ciocalteau as the reagent. The fingerprint
profile of phenol compund was shown in Rf value 0,19; 0,42; and 0,62. Positive results of phenol
compound are black spot on FeCls colour test and dark blue spot on Folin-Ciocalteau colour test.
Maximum wavelength of phenol compound was 283 nm.

Keyword: Piper betle, phenol, fingerprint, TLC-spectrophotodensitometry.
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PENDAHULUAN

Daun sirih hijau (Piper betle Linn.)
merupakan salah satu tanaman yang sering
digunakan sebagai obat herbal di Indonesia.
Daun sirih hijau secara tradisional berkhasiat
sebagai obat cuci mata, obat batuk, obat
keputihan, menghilangkan bau mulut, dan obat
sariawan (Harman, 2013). Senyawa fenol yang
merupakan kandungan terbesar pada daun sirih
memiliki  aktivitas  farmakologi  sebagai
antibakteri, antijamur, dan antioksidan (Parwata
dkk., 2009; Ali et al., 2010; Fuadi, 2014).

Aktivitas farmakologi obat herbal sangat
tergantung dari kandungan fitokimia yang ada
di dalamnya, sehingga dibutuhkan standardisasi
untuk memperoleh pemastian kualitas, pofil
fitokimia, dan aktivitas farmakologi yang
konsisten dari obat herbal tersebut (Liang et al.,
2004). Senyawa fenol merupakan kandungan
terbesar dalam daun sirih yang merupakan
penentu aktivitas farmakologisnya, sehingga
perlu dilakukan identifikasi untuk mengetahui
profil standar senyawa tersebut. Metode standar
yang digunakan untuk standardisasi bahan baku
obat herbal atau produk herbal menurut WHO
adalah fingerprint.

Penentuan fingerprint kandungan kimia
suatu tanaman merupakan metode yang dapat
digunakan  untuk  menjamin integritas,
kesamaan, dan menentukan perbedaan profil
kandungan kimia dari suatu tanaman (Lianget
al., 2004). Beberapa metode analisis yang dapat
digunakan untuk penentuan fingerprint adalah
HPLC, LC-MS, GC-MS, KLT (Kromatografi
Lapis Tipis) (Annegowda et al., 2012). KLT
merupakan metode sederhana yang dapat
digunakan untuk mendapatkan fingerprint suatu
senyawa, dimana dengan metode ini akan
didapatkan parameter fingerprint yaitu nilai Rf,
Spektrum, Kromatogram dan penampakan
bercak pada plat KLT yang menunjukkan
kandungan senyawa yang terkandung dalam
ekstrak.

Identifikasi kandungan kimia dalam daun
sirih dilakukan dengan sistem KLT: fase diam
silika gel 60 Fzs4 dan fase gerak toluen: etil
asetat atau dengan fase diam HPTLC silika gel
60 GF2s4 dan fase gerak campuran toluen: etil
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asetat: asam formiat (3:3:0,2) v/v (Depkes
R1,2008; Annegowda et al.,2012).

Pada penelitian ini akan dilakukan
kromatografi fingerprint senyawa golongan
fenol dari ekstrak etanol daun sirih hijau (Piper
betle Linn.) dengan metode KLT-spektrofoto
densitometri.

BAHAN DAN METODE

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan vyaitu CAMAG
Automatic TLC Sampler 4, CAMAG TLC
Visualizer, densitometer CAMAG TLC Scanner
4, CAMAG TLC plate heater Ill, dan bejana
kromatografi (CAMAG-Muttenz-Switzerland).
Sampel daun sirih hijau diperoleh dari Desa
Duda Utara, Kecamatan Selat, Kabupaten
Karangasem, pelarut yang digunakan untuk
ekstraksi adalah etanol 96% dan fase gerak:
toluen, etil asetat, dan asam format.

Metode

Ekstraksi senyawa golongan fenol dari
daun sirih hijau dilakukan menggunakan pelarut
etanol 96% dengan metode refluks pada suhu 60
°C selama 2 jam. Fase gerak yang digunakan
untuk memisahkan senyawa golongan fenol dari
daun sirih hijau adalah campuran toluen: etil
asetat = 93: 7 v/v (fase gerak I) dan campuran
toluen: etil asetat: asam formiat (3:3:0,2) v/v
(fase gerak Il). Masing-masing bercak diidenti-
fikasi dengan pereaksi warna FeCls; dan Folin-
Ciocalteau. Evaluasi pemisahan yang baik
dilihat dari nilai Rs (Resolusi) dan Tf (Tailing
Factor) dari masing-masing fase gerak. Fase
gerak terbaik digunakan untuk tahap selanjutnya
untuk menentukan profil fingerprint sampel.
Sampel dielusi dengan fase gerak terpilih, yaitu
fase gerak yang memenuhi persyaratan nilai Rs
dan Tf. Identifikasi senyawa golongan fenol
dilakukan dengan penampak bercak mengguna-
kan pereaksi warna, yaitu FeCls dan Folin-
Ciocalteau. Kromatogram dan hasil reaksi yang
diperoleh diamati dan tentukan bercak yang
positif senyawa golongan fenol ekstrak etanol
daun sirih. Puncak kromatogram yang positif
senyawa golongan fenol dipindai untuk melihat
bentuk spektrum senyawa fenol.
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HASIL

Ekstrak kental yang didapat berupa
ekstrak berwarna hijau tua, dilarutkan dalam
metanol dan dielusi dengan kedua fase gerak.
Hasil pemisahan dari kedua fase gerak dapat
dilihat pada gambar 1.
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Berdasarkan hasil pemisahan dengan
kedua fase gerak maka dapat dihitung nilai Rs
dan Tf dari masing-masing fase gerak. Hasil
perhitungan Rs dan Tf dari masing-masing fase
gerak dapat dilihat pada tabel 1.

Gambar 1. Hasil Pemisahan dari Kedua Fase Gerak.
Keterangan:

(a) = Fase Gerak | (Toluen: Etil Asetat = 93:7 v/v); (b) = Fase Gerak Il (Toluen: Etil Asetat: Asam Format =
3:3:0,2 viv); (A) = Kromatogram pada Panjang Gelombang 210 nm; (B) = Pengamatan Bercak Kromatogram
Sampel Ekstrak Etanol Daun Sirih; (1) = Sinar Tampak; (1) = UV 254; (111) = sinar tampak setelah dicelup
dengan pereaksi FeCls; (IV) = sinar tampak setelah disemprot dengan pereaksi Folin-Ciocalteau; (1), (mP1),
(S1) = Puncak senyawa golongan fenol 1; (2), (mP2), (S2) = Puncak senyawa golongan fenol 2; (3), (mP3),
(S3) = Puncak senyawa golongan fenol 3.

Tabel 1. Nilai Rs dan Tf Masing-Masing Puncak Senyawa Golongan Fenol dari Kedua Sistem

Fase Gerak.
Fase Gerak (FG)
Parameter I (Toluen:Etil Asetat = Il (Toluen: Etil Asetat: Asam
93:7 viv) Format = 3:3:0,2 v/v)
A:X=2 A:X=047
Y =1,67 Y =1,125
Rs B:X=111 B:X=1,125
Y=1 Y =0,95
C:X=15 C:X=144
Y =219 Y =0,55
A=09 A=2
Tf B=0,93 B=1
c=117 C=0,64

Keterangan:
X = puncak senyawa yang muncul sebelum senyawa golongan fenol terhadap senyawa golongan fenol;
Y = puncak senyawa golongan fenol terhadap puncak senyawa yang muncul setelah senyawa golongan fenol;
A = senyawa golongan fenol 1 (FG I dan I1); B = senyawa golongan fenol 2 (FG | dan II);
C = senyawa golongan fenol 3 (FG I dan II).
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Hasil kromatografi Fingerprint senyawa
golongan fenol dapat dilihat pada gambar 2.
Terdapat tiga bercak yang positif senyawa
golongan fenol berdasarkan reaksi dengan
pereaksi warna, yaitu hitam untuk FeClz dan
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biru tua untuk Folin-Ciocalteau (Nugrahaning-
tyas dkk., 2005; Banu and Nagarajan, 2014).
Spektrum  dari  masing-masing  puncak
kromatogram senyawa golongan fenol dapat
dilihat pada gambar 3.
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Gambar 2. Hasil Kromatografi Fingerprint Senyawa Golongan Fenol.

Keterangan:

(A) = Identifikasi dengan pereaksi warna; (1) = Sinar Tampak; (1) = UV 254;

(111 = sinar tampak setelah dicelup dengan FeCls; (IV)

= sinar tampak setelah disemprot dengan Folin-

Ciocalteau; (1), (mP1) = Puncak senyawa golongan fenol 1; (2), (mP2) = Puncak senyawa golongan fenol 2;
(3), (mP3) = Puncak senyawa golongan fenol 3.
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Gambar 3. Spektrum dari Masing-Masing Puncak Kromatogram Senyawa Golongan Fenol.
Keterangan:
(A), (mP1) = Puncak senyawa golongan fenol 1; (B), (mP2) = Puncak senyawa golongan fenol 2;
(C), (mP3) = Puncak senyawa golongan fenol 3.
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PEMBAHASAN

Ekstraksi daun sirih dilakukan dengan
menggunakan metode ekstraksi padat-cair yaitu
refluks dengan suhu 60°. Ekstraksi senyawa
golongan fenol akan lebih efisien dengan
menggunakan suhu tidak lebih dari 80°C (Xu et
al., 2005; Dutra et al., 2008).

Berdasarkan evaluasi hasil pemisahan,
maka fase gerak yang terpilih adalah fase gerak
I yaitu campuran toluen: etil asetat (93: 7 v/v).
Evaluasi hasil pemisahan dilihat dari nilai Rs
dan Tf masing-masing fase gerak. Nilai Rs dan
Tf dari fase gerak | telah memenuhi
persyaratan, yaitu Rs > 1,5 dan nilai Tf berada
pada rentang 0,9-1,4 (Tabel 1).

Identitas fingerprint ditunjukkan dengan
pengamatan warna bercak kromatogram pada
plat dan dilengkapi dengan pola puncak
kromatogram yang merupakan profil fingerprint
yang lebih objektif. Hasil identifikasi dengan
pereaksi warna menunjukkan terdapat tiga spot
yang positif senyawa golongan fenol. Spot-spot
tersebut teridentifikasi disekitar Rf 0,19 (mP1);
0,42 (mP2); dan 0,62 (mP3). Hal ini
menunjukkan, dalam ekstrak daun sirih yang
diteliti, terdapat tiga senyawa golongan fenol
dengan polaritas yang berbeda, ditunjukkan
dengan adanya tiga posisi bercak dengan urutan
polaritas mP1> mP2 > mP3. Setiap puncak
kromatogram yang diduga positif senyawa
golongan fenol dipindai kembali untuk
mengetahui bentuk spektrum senyawa fenol.

Berdasarkan hasil pengukuran spektrum
masing-masing puncak kromatogram, Kketiga
puncak yang teridentifikasi senyawa golongan
fenol menghasilkan intensitas maksimum pada
panjang gelombang 283 nm, yang menunjukkan
ketiga senyawa tersebut miliki struktur
elektronik yang sama sehingga memberikan
serapan maksimum pada daerah pangjang
gelombang yang sama.

KESIMPULAN

Profil fingerprint senyawa golongan fenol
ekstrak etanol daun sirih (Piper betle Linn.)
ditunjukkan pada Rf 0,19; 0,42; dan 0,62.
Bercak yang positif senyawa golongan fenol
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berwarna hitam berdasarkan identifikasi dengan
pereaksi FeClz dan biru tua dengan pereaksi
Folin-Ciocalteau dan panjang gelombang
maksimum senyawa golongan fenol adalah 283
nm.
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