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RINGKASAN 

Penetapan Kadar Fenol Total, Flavonoid & Alkaloid Serta Uji Aktivitas 

Antiinflamasi Ekstrak Etanolik Tepung Otot (Stellaria media (L.) Vill); 

Mas’uliyatul Hukmiyah, 142210101070; 2018: 89 halaman; Fakultas Farmasi 

Universitas Jember. 

Inflamasi atau peradangan merupakan respon normal jaringan hidup terhadap 

cedera atau infeksi yang disebabkan oleh trauma fisik, zat kimiawi, maupun zat-zat 

mikrobiologik. Parameter keberhasilan uji aktivitas antiinflamasi ini ditandai dengan 

adanya penurunan tebal udem mencit setelah induksi karagenan. Tepung otot 

(Stellaria media) merupakan tumbuhan yang termasuk dalam famili Caryophyllaceae. 

Menurut beberapa penelitian, tumbuhan tepung otot mengandung senyawa 

phlobatanin, saponin, alkaloid, flavonoid, steroid, tanin, triterpenoid, dan fenol. 

Sedangkan pada penelitian ini juga dilakukan skrining fitokimia dan didapatkan hasil 

bahwa tumbuhan tepung otot mengandung alkaloid, saponin, steroid, triterpenoid, 

flavonoid dan polifenol. Selanjutnya dilakukan uji penetapan kadar fenol total, 

flavonoid dan alkaloid didapatkan kadar fenol total sebesar 5,672 ± 1,186 mg GAE/g 

ekstrak, kadar flavonoid sebesar 4,732 ± 0,172 mg QE/g ekstrak dan kadar alkaloid 

sebesar 1,631 ± 0,013 mg BE/g ekstrak. 

Uji aktivitas antiinflamasi menggunakan hewan uji mencit yang diinduksi 

karagenan dengan model inflamasi akut. Hewan uji akan diberi variasi dosis ekstrak 

etanol 96% tepung otot untuk mengetahui aktivitas antiinflamasi paling optimal 

dengan melihat penurunan tebal udem mencit pada kelompok dosis dan kelompok 

kontrol. Pada pengujian aktivitas antiinflamasi diawali dengan  pengukuran tebal 

plantar mencit dengan menggunakan jangka sorong dan dilakukan perhitungan tebal 

udem. Tebal plantar sebelum perlakuan disebut sebagai tebal plantar awal (T0). 

Mencit diberikan perlakuan 1 jam sebelum diinduksi dengan suspensi karagenan 1%. 

Pengukuran tebal plantar dilakukan pada waktu 0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5 dan 6 jam setelah 

induksi karagenan (Tt). Data tebal udem yang didapat dihitung nilai AUC dan % daya 

antiinflamasi dan dianalisis menggunakan ANOVA. 

Hasil dari uji aktivitas antiinflamasi menunjukkan bahwa dosis 400 mg/kgBB 

ekstrak etanol 96% tepung otot merupakan dosis yang terbaik dari penelitian ini yang 

dapat digunakan sebagai alternatif antiinflamasi. Hasil uji statistik dosis 400 

mg/kgBB dan kontrol positif menunjukkan hasil tidak berbeda signifikan yang berarti 

memiliki kemampuan antiinflamasi yang hampir sama dengan natrium diklofenak 6,5 

mg/kgBB (kontrol positif). 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang  

Inflamasi atau peradangan merupakan respon normal jaringan hidup terhadap 

cedera atau infeksi yang disebabkan oleh trauma fisik, zat kimiawi, maupun zat-zat 

mikrobiologik (Henson, 2005). Terdapat beberapa gejala penanda terjadinya 

inflamasi yaitu calor, rubor, dolor, tumor, dan fungsio laesa (Stankov, 2012). 

Inflamasi yang terjadi segera setelah adanya rangsang iritan disebut sebagai inflamasi 

akut, sedangkan inflamasi yang terjadi dalam jangka panjang dan ditandai dengan 

adanya fibrosis atau hiperplasia disebut inflamasi kronis (Rankin, 2004). Sinusitis 

akut dan peritonitis adalah penyakit yang disebabkan oleh inflamasi akut, sedangkan 

bronkitis, aterosklerosis, osteoartritis, dan reumatoid artritis merupakan beberapa 

penyakit yang disebabkan oleh inflamasi kronis (Spite dan Serhan, 2010; Petersen 

dan Pedersen, 2005).  

Agen terapi yang digunakan untuk menekan dan mengatasi proses inflamasi 

disebut antiinflamasi (Dorland, 2002). Obat antiinflamasi bekerja dengan 

menghambat enzim siklooksigenase (COX) sehingga menurunkan biosintesis dari 

prostaglandin (Pountos dkk., 2011). Anti Inflamasi Non Steroid (AINS) adalah 

golongan obat antiinflamasi yang sering digunakan, salah satunya adalah natrium 

diklofenak yang digunakan untuk meredakan bengkak peradangan dan nyeri (Gan, 

2010). Penggunaan AINS beresiko menimbulkan beberapa efek samping seperti 

iritasi gastrointestinal dan tukak lambung sehingga tidak boleh diberikan pada 

individu yang mengalami tukak saluran cerna, gangguan pencernaan, dan gangguan 

gastrointestinal lainnya (Pountos dkk., 2011). Pada penelitian yang dilakukan oleh 

Harirforoosh dan Jamali (2009) juga menyebutkan adanya efek samping dari obat 

golongan ini terhadap ginjal.  

Berbagai efek samping dari penggunaan obat AINS ini semakin mendorong 

munculnya isu kembali ke alam (back to nature) dengan berkembangnya penggunaan 

obat tradisional (Katno dan Pramono, 2008). Menurut World Health Organization 
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(WHO) sebanyak 4 miliyar orang atau 80% populasi di dunia telah menggunakan 

obat tradisional untuk semua aspek dalam meningkatkan kesehatannya (Owen, 2002). 

Obat tradisional dengan kandungan bahan alam yang berasal dari tumbuhan memiliki 

porsi yang lebih besar dibandingkan yang berasal dari hewan atau mineral, sehingga 

obat tradisional lebih identik dengan tumbuhan obat (Katno dan Pramono, 2008).  

Stellaria media atau dikenal dengan nama tepung otot merupakan tumbuhan 

obat yang tumbuh di daerah Tengger dan secara empiris digunakan  sebagai pereda 

pegal dan keseleo. Berdasarkan hasil wawancara masyarakat Suku Tengger, 

tumbuhan tersebut digunakan dengan cara diremas-remas dan ditempelkan pada 

daerah yang pegal dan keseleo. Rasa pegal yang dimaksud suku Tengger adalah nyeri 

lokal pada daerah punggung, pinggang, kaki dan tangan, sedangkan keseleo yang 

terjadi berupa rasa nyeri disertai bengkak peradangan. Penelitian yang dilakukan oleh 

Oyebanji dkk (2011) menyebutkan bahwa ekstrak metanolik daun S. media 

mengandung phlobatannins, saponin dan alkaloid yang memiliki aktivitas sebagai 

analgesik dan antiinflamasi. Penelitian lain juga menyebutkan bahwa ekstrak 

petrolium eter daun S. media mengandung steroid dan lemak; ekstrak kloroform daun 

S. media mengandung steroid, flavonoid dan tanin; ekstrak metanolik daun S. media 

mengandung flavonoid, tanin, karbohidrat, dan protein serta ekstrak air daun S. media 

yang mengandung saponin, karbohidrat dan protein dengan aktivitas sebagai 

antiinflamasi, penyembuhan patah tulang, diuretik, ekspektoran dan antiasma (Arora 

dan Sharma, 2012).  

Menurut Chandra dan Rawat (2015) ekstrak etanolik daun S. media 

mengandung vitamin C, karoten, potasium dan silikon yang memiliki aktivitas 

sebagai antirematik, antiinflamasi, antipruritus, meringankan gatal atau untuk 

mengobati psoriaris dan penyembuhan patah tulang. Berbagai penelitian terkait 

tumbuhan tepung otot tersebut umumnya masih terbatas pada bagian daun dengan 

berbagai kandungan dan aktivitasnya sebagai antiinflamasi, sehingga dimungkinkan 

adanya kandungan dan aktivitas antiinflamasi yang tidak jauh berbeda pada bagian 

lain dari tumbuhan tepung otot. 
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Berdasarkan uraian di atas, maka perlu dilakukan penelitian terkait 

penggunaan bagian lain pada tumbuhan tepung otot serta pengujian aktivitasnya 

sebagai antiinflamasi. Pengujian dilakukan melalui uji laboratorium secara in vivo 

yang diawali dengan skrining fitokimia untuk mengetahui golongan senyawa pada 

tumbuhan tepung otot, penetapan kadar dari golongan senyawa tersebut dan 

pengujian aktivitas antiinflamasi dengan penggunaan variasi dosis ekstrak etanolik 

tumbuhan tepung otot pada hewan uji yang diberi rangsangan karagenan.  

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan uraian latar belakang di atas, maka dapat dirumuskan  beberapa 

permasalahan sebagai berikut: 

1. Apa saja golongan senyawa yang terkandung dalam ekstrak etanolik tepung otot 

(S. media)? 

2. Berapa kadar fenol total, flavonoid dan alkaloid yang terkandung dalam ekstrak 

etanolik tepung otot (S. media)? 

3. Bagaimana aktivitas antiinflamasi ekstrak etanolik tepung otot (S. media) pada 

dosis 100 mg/kgBB, 200 mg/kgBB dan 400 mg/kgBB terhadap tebal udem mencit 

yang diinduksi karagenan? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Berdasarkan rumusan masalah di atas, maka tujuan yang ingin dicapai dalam 

penelitian ini antara lain: 

1. Untuk mengetahui golongan senyawa yang terkandung dalam ekstrak etanolik 

tepung otot (S. media). 

2. Untuk mengetahui banyaknya kadar fenol total, flavonoid dan alkaloid yang 

terkandung dalam ekstrak etanolik tepung otot (S. media).  

3. Untuk mengetahui aktivitas antiinflamasi ekstrak etanolik tepung otot (S. media) 

pada dosis 100 mg/kgBB, 200 mg/kgBB dan 400 mg/kgBB terhadap tebal udem 

mencit yang diinduksi karagenan. 
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1.4 Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang efek 

antiinflamasi yang ditimbulkan oleh ekstrak etanolik tepung otot (S. media), 

memberikan kontribusi terhadap pengembangan tumbuhan tepung otot (S. media) 

sebagai alternatif dari obat antiinflamasi serta  dasar untuk penelitian selanjutnya. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Deskripsi Tumbuhan Tepung Otot 

Klasifikasi, morfologi, khasiat, dan kandungan tumbuhan tepung otot dapat 

dijelaskan sebagai berikut: 

2.1.1 Klasifikasi Tepung Otot 

Tumbuhan tepung otot dapat diklasifikasikan sebagai berikut: 

Domain  : Eukaryota 

Kingdom  : Plantae 

Phylum  : Spermatophyta 

Subphylum : Angiospermae 

Class : Dicotyledonae 

Order : Caryophyllales 

Family : Caryophyllaceae 

Genus : Stellaria 

Species   : Stellaria media (L.) Vill (CABI, 2017) 

2.1.2 Morfologi Tepung Otot 

Tepung otot adalah tanaman berumbai lemah, akarnya berserat dan dangkal, 

tanaman ini sesekali menumbuhkan akarnya pada bagian yang menonjol, batang 

bercabang, tegak berurutan dari pangkalnya, agak lemah, panjangnya 20 hingga 80 

cm, daunnya berhadap-hadapan, sederhana, ukurannya sangat bervariasi dalam tiap 

tanaman yang berbeda, halus, atau dibatasi dengan rambut di dekat pangkal, 

berbentuk bulat telur atau elips, tajam atau sedikit runcing, panjangnya 6 sampai 30 

mm, lebarnya 3 hingga 15 mm, tangkai daun bagian bawah berdiameter 5 sampai 20 

mm dan memiliki garis rambut, tangkai daun biasanya sangat pendek (daun duduk), 

bunganya tunggal atau hanya  ada beberapa bunga berwarna putih, tangkai bunga 

mendekati pembuluh rambut, berurutan naik, sepal ada lima, panjangnya 3,5 hingga 6 

mm, tumpul, biasanya dengan rambut lembut panjang, kelopaknya  ada lima, 
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berwarna putih, kecil, lebih pendek dari sepal, biasanya terdiri dari dua bagian atau 

bahkan tidak ada, benang sari tiga sampai lima, putik tunggal dengan tiga atau empat 

bentuk,  buah yang banyak biji, bulat telur, biasanya sedikit lebih lama keluarnya dari 

sepal, membelah menjadi lima segmen, bijinya berwarna coklat gelap, kekuningan 

atau coklat kemerahan, bentuknya hampir bundar, sedikit memanjang, sekitar 1 mm, 

permukaan ditutupi dengan garis lengkung (CABI, 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.1 Herba S. media (Sumber: CABI, 2017)  

2.1.3 Khasiat Tumbuhan 

Daun S. media digunakan sebagai antirematik, antiinflamasi, pembersih wajah 

seperti toner, bahan pendingin, meringankan batuk, pelembab kulit, obat  luka, 

antipruritus, infus yang digunakan untuk meringankan gatal dan untuk mengobati 

psoriaris, penyembuhan patah tulang dan pembengkakan (Chandra dan Rawat, 2015). 

Menurut Oyebanji dkk (2012), daun S. media memiliki aktivitas sebagai antiinflamasi 

dan analgesik. Sedangkan menurut Arora dan Sharma (2012), daun S. media memiliki 

aktivitas sebagai antiinflamasi, penyembuhan pada patah tulang, diuretik, ekspektoran 

dan antiasma. Menurut Rani dkk (2012), S. media memiliki aktivitas sebagai anti-

obesitas. 
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2.1.4 Kandungan Kimia  

Kandungan daun S. media menurut Oyebanji dkk (2011) yaitu phlobatanin, 

saponin dan alkaloid. Menurut Arora dan Sharma (2012) daun S. media mengandung 

flavonoid, steroid, saponin, tanin, karbohidrat, protein dan lemak. Menurut Chandra 

dan Rawat (2015) daun S. media mengandung vitamin C, karoten, kaya akan 

potasium dan silikon. Menurut Rani dkk (2012) S. media mengandung vitamin, 

mineral, flavonoid, triterpenoid, fenol, β-karoten, lemak dan pentasakarida.  

2.2 Deskripsi Ekstraksi 

Ekstraksi yang dijelaskan mengenai definisi ekstraksi dan metode ekstraksi, 

sebagai berikut: 

2.2.1 Definisi Ekstraksi 

  Ekstraksi adalah penyarian atau penarikan zat kimia yang terdapat dalam 

bahan alam baik dari tumbuhan, hewan, biota laut dengan menggunakan pelarut 

organik tertentu yang sesuai (Buss dan Butler, 2010). Pelarut organik yang umum 

digunakan untuk ekstraksi adalah metanol, etanol 70% dan etanol 96% (Sasidharan 

dkk., 2011). Hasil dari ekstraksi disebut sebagai ekstrak. Ekstrak merupakan sediaan 

kering, kental atau cair dibuat dengan menyari simplisia nabati atau hewani menurut 

cara yang cocok (Kemenkes RI, 2000). 

2.2.2 Metode Ekstraksi 

Maserasi merupakan cara penyarian yang mudah dan sederhana. Maserasi 

dilakukan dengan cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari (Azwanida, 

2015). Keuntungan cara penyarian dengan maserasi adalah cara pengerjaan dan 

peralatan yang digunakan sederhana dan mudah diusahakan. Kerugiannya adalah 

pengerjaannya lama dan penyariannya kurang sempurna (Harvey, 2008). Maserasi 

dapat dimodifikasi menjadi beberapa metode yaitu salah satunya adalah remaserasi. 

Remaserasi dilakukan dengan cara membagi cairan penyari menjadi 2 bagian. 

Seluruh serbuk simplisia dimaserasi dengan cairan penyari pertama, sesudah diendap-
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tuangkan dan diperas, ampas dimaserasi lagi dengan cairan penyari yang kedua 

(Kemenkes RI, 2000). 

Penelitian ini menggunakan metode ekstraksi remaserasi dikarenakan cara 

pengerjaanya lebih mudah dan sederhana serta peralatannya mudah didapatkan. 

Selain itu, jumlah rendemen yang didapat lebih banyak karena dilakukan maserasi 

kembali menggunakan pelarut baru. Adapun pelarut yang digunakan adalah etanol 

96%, seperti yang telah diketahui bahwa pelarut etanol merupakan pelarut polar yang 

mana akan menarik senyawa-senyawa polar juga seperti fenol, flavonoid dan 

alkaloid. 

2.3 Skrining Fitokimia 

Skrining fitokimia bertujuan untuk mengetahui kandungan senyawa/golongan 

senyawa dalam suatu tanaman atau ekstrak tanaman (Ditjen POM, 1989). Langkah 

pertama dalam melakukan skrining fitokimia adalah pembuatan ekstrak, kemudian 

dilakukan penelitian golongan senyawa dengan cara reaksi warna, reaksi endapan 

atau dengan kromatografi lapis tipis (KLT). Pada proses ekstraksi digunakan pelarut 

yang dapat melarutkan semua zat yang ada dalam tumbuhan tersebut seperti etanol 

dan metanol. Pada umumnya golongan senyawa yang akan diperiksa adalah alkaloid, 

glikosida saponin, triterpenoid, steroid, flavonoid, tanin dan senyawa polifenol 

(Farnsworth, 1966). 

Pada penelitian ini, pemeriksaan golongan-golongan senyawa tersebut 

menggunakan KLT, dimana proses pemisahan analit-analit dalam sampel terdistribusi 

antara dua fase, yaitu fase diam dan fase gerak (Brosseau dkk., 2009). Prinsipnya 

yaitu fase diam ditempatkan pada penyangga berupa pelat gelas, logam atau lapisan 

yang cocok. Campuran yang akan dipisahkan ditotolkan berupa bercak. Setelah pelat 

ditaruh di dalam bejana tertutup rapat yang berisi fase gerak, pemisahan terjadi 

selama perambatan kapiler. Hasil pemisahan dari KLT dinyatakan dengan nilai Rf 

(Sasidharan dkk., 2011). 
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Berikut prinsip deteksi masing-masing golongan senyawa, yaitu: 

a. Deteksi Senyawa Alkaloid 

Deteksi senyawa alkaloid menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT). Fase 

gerak yang digunakan adalah etil asetat:metanol:air (9:2:2), sedangkan penampak 

noda yang digunakan adalah pereaksi Dragendorff. Lempeng KLT yang telah 

disemprot dengan pereaksi Dragendorff yang merupakan penampak noda spesifik 

untuk senyawa alkaloid, menunjukkan adanya noda berpendar berwarna jingga 

berlatar belakang kuning di bawah lampu UV pada panjang gelombang 254 nm 

dan 366 nm. Parameter yang diamati adalah nilai Rf sebesar 0,9 (Harborne, 1998). 

Alkaloid mengandung nitrogen sebagai bagian dari sikliknya serta mengandung 

subtituen seperti gugus amina, amida, fenol, dan metoksi sehingga alkaloid 

bersifat semipolar. Lempeng silika disemprot dengan penampak noda dragendorff 

untuk mendeteksi adanya alkaloid. Setelah disemprot dengan pereaksi akan terjadi 

coupling antara pereaksi dragendorff dengan nitrogen yang terdapat pada alkaloid 

membentuk pasangan ion. Alkaloid mengandung atom nitrogen bebas sehingga 

dapat digunakan untuk membentuk ikatan kovalen koordinat dengan K+ yang 

merupakan ion logam. Pereaksi akan membentuk kompleks berwarna orange-

merah ketika bereaksi dengan alkaloid, meskipun beberapa warna juga telah 

diketahui seperti kuning/orange, merah/hitam, merah muda hingga ungu 

tergantung spesies dan genus (Roper dkk., 1965). 

b. Deteksi Senyawa Saponin, Triterpenoid dan Steroid  

Deteksi senyawa saponin, triterpenoid dan steroid menggunakan kromatografi 

lapis tipis (KLT). Fase gerak yang digunakan adalah heksana:etil asetat (4:1), 

sedangkan penampak noda yang digunakan adalah pereaksi anisaldehid asam 

sulfat dan antimon klorida. Lempeng KLT yang telah disemprot dengan pereaksi 

anisaldehid asam sulfat menunjukkan adanya noda berpendar berwarna merah 

ungu, sedangkan KLT yang telah disemprot dengan pereaksi antimon klorida 

menunjukkan adanya noda berpendar berwarna merah muda. Keduanya berpendar 

pada panjang gelombang 254 nm dan 366 nm (Harborne, 1998). 
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c. Deteksi Senyawa Flavonoid 

Flavonoid termasuk ke dalam senyawa polifenol yang memiliki sejumlah 

gugus hidroksi sehingga cenderung bersifat polar (Heim dkk., 2002). Identifikasi 

golongan flavonoid menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT) dengan 

fase gerak butanol:asam asetat glasial:air (4:1:5). Lempeng silika disemprot 

dengan penampak noda uap amonia atau sitrat borat untuk mendeteksi adanya 

flavonoid. Flavonoid yang memiliki gugus hidroksi berkedudukan orto akan 

memberikan fluoresensi kuning intensif pada panjang gelombang 366 nm dan jika 

bereaksi dengan sitrat borat. Selain itu, kandungan flavonoid juga ditegaskan 

dengan nilai Rf 0,92 dan Rf 0,54 (Ayoola dkk., 2008).  

d. Deteksi Senyawa Polifenol 

Pengujian polifenol dilakukan dengan penambahan FeCl3 10% dan 

diperkirakan akan menimbulkan warna biru tua, biru kehitaman atau hitam 

kehijauan. Terbentuknya warna hitam kehijauan dikarenakan senyawa fenol yang 

terkandung membentuk senyawa kompleks dengan Fe3+ (Shalini dan 

Sampathkumar, 2012).  

e. Deteksi Senyawa Tanin 

Tanin termasuk dalam golongan fenolik yang mengandung kerangka cincin 

aromatik yang mengandung gugus hidroksil (OH). Perubahan warna terjadi ketika 

penambahan FeCl3 yang bereaksi dengan salah satu gugus hidroksil pada senyawa 

tanin, penambahan FeCl3 pada ekstrak uji menghasilkan warna hijau kehitaman 

yang menunjukkan adanya senyawa tanin (Ayoola  dkk., 2008). 

2.4 Penetapan Kadar 

Penetapan kadar merupakan prosedur pengukuran properti atau konsentrasi 

analit dalam suatu sampel. Ada beberapa instrumen yang dapat digunakan untuk 

penetapan kadar suatu analit dalam sampel salah satunya dengan spektrofotometer 

UV-VIS. Prinsip kerja dari spektrofotometer UV-VIS yaitu didasarkan pada transisi 

n-π* ataupun π-π* sehingga memerlukan adanya gugus kromofor dalam molekul. 
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Transisi tersebut terjadi pada daerah spektrum (sekitar 200 hingga 700 nm) yang 

praktis digunakan untuk eksperimen (Day dan Underwood, 2002). Metode 

spektrofotometri UV-Vis memiliki keuntungan yaitu memberikan cara sederhana 

untuk menetapkan kuantitas zat yang sangat kecil (Perkampus, 1992). 

Prinsip penetapan kadar fenol total, flavonoid dan alkaloid sebagai berikut: 

2.4.1 Fenol total 

Penetapan kadar fenol total menggunakan metode Folin-Ciocalteu dimana 

prinsip dari metode ini adalah reaksi oksidasi gugus fenolik hidroksil (Cicco dkk., 

2009). Pereaksi ini mengoksidasi fenolat (garam alkali) dan mereduksi asam 

heteropoli menjadi suatu kompleks molibdenum-tungsten. Selama reaksi tersebut 

berlangsung, gugus  fenolik-hidroksil bereaksi dengan peraksi Folin-Ciocalteu 

membentuk kompleks fosfotungstat-fosfomolibdat berwarna biru dengan struktur 

yang belum diketahui dan dapat dideteksi menggunakan spektrofotometer UV-Vis. 

Warna biru yang terbentuk akan semakin pekat setara dengan konsentrasi ion 

fenolat yang terbentuk, artinya semakin besar konsentrasi senyawa fenolik maka 

semakin banyak ion fenolat yang akan mereduksi asam heteropoli sehingga warna 

biru yang dihasilkan semakin pekat. Ion fenolat yang terbentuk memiliki gugus 

berikatan rangkap atau terkonjugasi yang akan mengabsorbsi radiasi 

elektromagnetik di daerah UV-Vis (Stahl, 1985).  

 

 

H3PO4(MoO3)13   +                    +   H2O    +    H3(PMo13O40) 

          atau 

              H7(PMo13O40) 

 

     Pereaksi            Senyawa Fenol             Kuinon            Kompleks   

     Folin-Ciocalteu                      Molybdenum blue 

 

 

Gambar 2.2 Pembentukan Kompleks antara Pereaksi Folin-Ciocalteu dan 

                                 Senyawa Fenol (Sumber: Stahl, 1985) 
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2.4.2 Flavonoid  

Penetapan kadar flavonoid menggunakan metode AlCl3 (Atanassova dkk., 

2011). Metode ini memiliki prinsip yaitu pembentukan kompleks yang stabil 

dengan C-4 gugus keto, serta pada C-3 atau C-4 gugus hidroksil dari flavon dan 

flavonol, dalam penambahannya aluminium klorida membentuk kompleks asam 

yang stabil dengan gugus ortohidroksil pada cincin A- atau B- dari senyawa-

senyawa flavonoid. Senyawa kompleks yang terbentuk akan mengabsorbsi radiasi 

elektromagnetik di daerah UV-Vis (Chang dkk., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.3 Pembentukan Kompleks antara Flavonoid dan AlCl3  

(Sumber: Chang, 2002) 

2.4.3 Alkaloid  

Penetapan kadar alkaloid menggunakan metode Bromocresol green (BCG), 

dimana prinsip dari metode ini adalah pembentukan kompleks antara alkaloid 

dengan reagen BCG yang akan membentuk senyawa berwarna kuning yang 

diekstraksi dengan kloroform pada pH 4,7 dan diukur pada panjang gelombang 

maksimum 415 nm (Patel dkk., 2015). 
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         + 

 

 

Kation Alkaloid   Anion BCG 

 

 

 

               + 

                              

 

Gambar 2.4 Pembentukan Kompleks antara Alkaloid dan BCG  

(Sumber: Patel dkk., 2015) 

2.5 Deskripsi Inflamasi 

Inflamasi merupakan respon normal jaringan hidup terhadap cedera atau 

infeksi yang disebabkan oleh trauma fisik, zat kimia yang merusak, atau zat-zat 

mikrobiologik (Henson, 2005). Menurut Stankov (2012) inflamasi merupakan cara 

dasar suatu tubuh bereaksi terhadap infeksi, iritasi atau cedera lainnya yang ditandai 

dengan timbulnya kemerahan, panas, bengkak, nyeri dan kehilangan fungsi tubuh. 

Menurut Medzhitov (2008) inflamasi adalah respon adaptif yang disebabkan adanya 

rangsangan dan kondisi berbahaya, seperti infeksi dan cedera jaringan. Inflamasi 

merupakan suatu respon biologis yang menunjukkan adanya bahaya seperti patogen, 

sel-sel yang rusak dan iritasi. Selain itu, inflamasi merupakan proses perlindungan 

untuk menghilangkan partikel asing dan untuk memulai proses penyembuhan 

(Signore, 2013).  

Inflamasi dapat diklasifikasikan menjadi dua yaitu inflamasi akut dan 

inflamasi kronik, sebagai berikut: 
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a. Inflamasi akut  

Inflamasi akut ditandai dengan adanya kemerahan dan panas yang terlihat 

jelas pada jaringan luar. Hal tersebut terjadi akibat pecahnya sel mast sehingga 

melepaskan mediator-mediator inflamasi dan enzim lisosom serta ditandai dengan 

meningkatnya jumlah leukosit (Ingawale dkk., 2015). Selain itu, terjadi eksudasi 

cairan plasma menuju tempat inflamasi yang terus meningkat sehingga terbentuk 

cairan eksudat yang ditandai dengan edema (Ryan dan Majno, 1997). 

b. Inflamasi kronik 

Inflamasi kronik ditandai dengan banyaknya eksudat jaringan granulomatosis, 

monotosit, dan pengumpulan plasma sel akibat jaringan mengalami fibrosis dan 

timbulnya hiperplasia di sekitar jaringan (Ingawale dkk., 2015). Bagian-bagian 

jaringan yang diserang akan mengeluarkan reaksi imun antara suatu antigen dengan 

suatu antibodi yang merangsang terjadinya inflamasi. Inflamasi kronik mempunyai 

waktu kerja yang lama (Rankin, 2004). 

2.5.1 Mediator 

Inflamasi dimulai saat sel mast berdegranulasi dan melepaskan zat kimia 

seperti histamin, serotonin dan zat kimia lainnya. Histamin merupakan mediator 

kimia utama inflamasi juga dilepaskan oleh basofil dan trombosit. Akibat pelepasan 

histamin adalah vasodilatasi pembuluh darah sehingga terjadi peningkatan aliran 

darah dan terjadinya peningkatan permeabilitas kapiler pada awal inflamasi (Corwin, 

2008). 

Mediator lain yang dilepaskan yaitu faktor kemotaktik neutrofil dan eusinofil, 

dilepaskan oleh leukosit yang dapat menarik sel-sel ke daerah cedera. Selain itu, 

prostaglandin juga dilepaskan. Saat membran sel mengalami kerusakan, fosfolipid 

akan diubah menjadi asam arakidonat yang dikatalisis oleh fosfolipase A. Asam 

arakidonat selanjutnya akan dimetabolisme oleh lipooksigenase dan siklooksigenase. 

Pada jalur siklooksigenase inilah prostaglansin disintesis. Prostaglandin dapat 

meningkatkan aliran darah ke tempat yang mengalami inflamasi, meningkatkan 
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permeabilitas kapiler dan merangsang reseptor nyeri. Sintesis prostaglandin ini dapat 

dihambat oleh golongan obat AINS (Pountos dkk., 2011). Leukotrien merupakan 

produk akhir dari metabolisme asam arakidonat pada jalur lipooksigenase. Senyawa 

ini dapat meningkatkan permeabilitas kapiler dan meningkatkan adhesi leukosit pada 

pembuluh kapiler selama cedera atau infeksi (Corwin, 2008). 

Mediator inflamasi yang lain adalah sitokin, yaitu zat-zat yang dikeluarkan 

oleh leukosit. Sitokin bekerja seperti hormon dengan merangsang sel-sel lain pada 

sistem imun untuk berproliferase atau menjadi aktif selama infeksi dan inflamasi. 

Sitokin terdiri dari dua kategori yang bersifat pro-inflamasi dan antiinflamasi. Sitokin 

pro-inflamasi antara lain interleukin-1 yang berasal dari makrofag dan monosit, 

interleukin-2, interleukin-6, tumor necrosis factor, dan interferon gamma berasal dari 

aktivasi limfosit (Tracey, 2002). Sitokin pro-inflamasi berperan dalam merangsang 

makrofag untuk meningkatkan fagositosis dan merangsang sumsum tulang untuk 

meningkatkan produksi leukosit dan eritrosit. Sitokin antiinflamasi meliputi 

interleukin-4 dan interleukin-10 yang berperan dalam menurunkan sekresi sitokin 

pro-inflamasi. Selain itu juga terdapat kemokin yaitu sejenis sitokin, bekerja sebagai 

agen kemotaksis yang meregulasi pergerakan leukosit (Corwin, 2008). 

2.5.2 Mekanisme terjadinya Inflamasi 

Inflamasi merupakan reaksi dari jaringan atau sel terhadap suatu rangsang 

atau cedera. Setiap ada cedera maka akan timbulnya rangsangan untuk dilepaskannya 

mediator-mediator inflamasi tertentu yang akan menstimulasi terjadinya perubahan 

jaringan pada reaksi radang tersebut diantaranya serotonin, bradikinin, histamin, 

leukotrien dan prostaglandin (Rankin, 2004). Histamin menyebabkan vasodilatasi 

pada arteriol yang didahului dengan vasokonstriksi awal dan peningkatan 

permeabilitas kapiler sehingga menyebabkan distribusi sel darah merah mengalami 

perubahan. Aliran darah yang lambat mengakibatkan sel darah merah akan 

menggumpal sehingga sel darah putih terdesak kepinggir, makin lambat aliran darah 

maka sel darah putih akan menempel pada dinding pembuluh darah yang semakin 
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lama semakin banyak. Perubahan permeabilitas yang terjadi menyebabkan cairan 

keluar dari pembuluh darah dan berkumpul dalam jaringan. Rasa sakit, vasodilatasi, 

meningkatnya permeabilitas kapiler merupakan akibat dari dilepaskannya bradikinin. 

Prostaglandin berpotensi kuat  sebagai penyebab radang setelah bergabung dengan 

mediator lainnya (Ahmed, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Gambar 2.5 Mekanisme Inflamasi 

(Sumber: Katzung, 2006) 
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fosfolipid membran sel. Ketika membran sel mengalami kerusakan oleh suatu 

rangsangan maka enzim fosfolipase akan diaktivasi untuk mengubahnya menjadi 

asam arakidonat, sebagian diubah oleh enzim siklooksigenase menjadi prostaglandin, 

prostasiklin dan tromboksan. Bagian lain dari asam arakidonat diubah oleh enzim 

lipooksigenase menjadi leukotrien (Needleman dkk., 1986). Leukotrien dibentuk di 

granulosit eosinofil untuk vasokonstriksi di bronkus dan mukosa lambung. 

Leukotrien yang dibentuk melalui jalur lipooksigenase yaitu LTA4 yang tidak stabil 

yang kemudian oleh hidrolase diubah menjadi LTB4 atau LTC4 yang terakhir bisa 

diubah menjadi LTD4 dan LTE4. Khusus LTB4 disintesa di makrofag dan bekerja 

menstimulasi migrasi leukosit. Mediator-mediator ini dinamakan slow substance of 

anaphylaxis (SRS-A) (Tjay dan Rahardja, 2002). 

2.6 Deskripsi Antiinflamasi  

Menurut Dorland (2002) antiinflamasi merupakan suatu agen/obat yang 

bekerja melawan atau menekan proses peradangan. Obat-obat antiinflamasi adalah 

golongan obat yang memiliki mekanisme kerja umum berupa penghambatan sintesis 

prostaglandin jalur penghambatan enzim siklooksigenase. Siklooksigenase 

bertanggung jawab atas biosintesis prostaglandin. Berdasarkan mekanisme kerjanya, 

obat-obat antiinflamasi dibagi menjadi dua kelompok besar yaitu obat antiinflamasi 

golongan steroid yang bekerja dengan cara menghambat pelepasan prostaglandin dari 

sel-sel sumbernya, dan obat antiinflamasi golongan nonsteroid yang bekerja melalui 

mekanisme lain seperti inhibisi siklooksigenase yang berperan pada biosintesis 

prostaglandin. Pengobatan antiinflamasi mempunyai 2 tujuan utama yaitu 

meringankan rasa nyeri yang seringkali merupakan gejala awal yang terlihat dan 

keluhan utama yang terus menerus dari pasien dan kedua memperlambat atau 

membatasi perusakan jaringan (Qandil, 2012).  

Mekanisme kerja obat golongan nonsteroid yaitu dengan menghambat  

prostaglandin (Tjay dan Rahardja, 2002). Prostaglandin diproduksi oleh mukosa 

lambung dan mempunyai efek sitoprotektif, mekanisme kerja utama prostaglandin 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


18 
 

18 
 

adalah menghambat sekresi lambung. Sintesis prostaglandin yang dihambat 

menyebabkan sekresi asam yang berlebih, sehingga meningkatkan keasamannya yang 

berpotensi menimbulkan tukak (ulser) (Tarnawski dkk., 2013). Sedangkan menurut 

Suleyman dkk (2008) mekanisme obat antiinflamasi nonsteroid pada umumnya 

menghambat  biosintesis prostaglandin terutama pada perubahan asam arakidonat 

menjadi PGG2, kebanyakan obat-obat antiinflamasi nonsteroid juga mempunyai 

aktivitas analgetik, antipiretik dan hampir semua menyebabkan efek samping 

gangguan saluran cerna berupa tukak lambung. 

Beberapa obat yang termasuk dalam obat antiinflamasi steroid antara lain 

adalah kortison asetat, hidrokortison, prednison, deksametason, betametason dan 

sebagainya (Rhen dan Cidlowski, 2005). Sedangkan yang termasuk obat 

antiinflamasi nonsteroid antara lain asam asetil salisilat, natrium diklofenak, 

indometasin, ibuprofen, fenilbutason dan lain-lain (Blower, 1993). 

2.7 Uji Aktivitas Antiinflamasi 

Uji aktivitas antiinflamasi dilakukan dengan metode induksi karagenan pada 

telapak kaki mencit. Uji aktivitas antiinflamasi dengan metode tersebut merupakan 

salah satu metode yang sederhana, mudah, sering digunakan, tidak menimbulkan 

kerusakan jaringan, tidak menimbulkan bekas dan memberikan respon yang lebih 

peka terhadap obat antiinflamasi (Necas dan Bartosikova, 2013). 

Terdapat tiga fase pembentukan udem yang diinduksi karagenan. Fase 

pertama yaitu pelepasan histamin dan serotonin yang berlangsung hingga 90 menit. 

Fase kedua yaitu pelepasan bradikinin yang terjadi pada 1,5 hingga 2,5 jam setelah 

induksi. Fase ketiga yaitu terjadi pelepasan prostaglandin pada 3 jam setelah induksi, 

kemudian udem berkembang cepat dan bertahan pada volume maksimal sekitar 5 jam 

setelah induksi. Pelepasan prostaglandin  juga bersamaan dengan migrasi leukosit 

pada daerah radang. Prostaglandin merupakan mediator inflamasi yang berasal dari 

asam arakidonat oleh aksi dari siklooksigenase. Neutrofil akan bermigrasi ke tempat 

terjadinya inflamasi, yaitu tempat  dilepaskannya mediator inflamasi (Jones dkk., 
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2016). Menurut Corsini dkk (2005), udem yang disebabkan oleh karagenan bisa 

bertahan selama 6 jam dan berangsur-angsur berkurang dalam waktu 24 jam. 

2.8 Deskripsi Karagenan dan Natrium Diklofenak 

      Penjelasan mengenai karagenan dan natrium diklofenak, sebagai berikut: 

1. Karagenan 

Iritan yang digunakan untuk pengujian aktivitas antiinflamasi adalah 

karagenan. Karagenan merupakan polisakarida hasil ekstraksi rumput laut dari famili 

Euchema, Chondrus, dan Gigartina (Li dkk., 2014). Bentuknya berupa serbuk 

berwarna putih hingga kuning kecoklatan, ada yang berbentuk butiran kasar hingga 

serbuk halus, tidak berbau, serta memberi rasa berlendir di lidah. Karagenan juga 

memiliki sifat larut dalam air bersuhu 80°C (Belova dan Dyshlyuk, 2016). 

Karagenan digunakan sebagai rangsangan pembentukan edema dalam 

inflamasi akut. Karagenan dipilih karena dapat menstimulasi pelepasan prostaglandin 

setelah disuntikkan ke hewan uji. Oleh karena itu, karagenan dapat digunakan sebagai 

iritan dalam metode uji yang bertujuan untuk mencari obat-obat antiinflamasi, 

tepatnya yang bekerja dengan menghambat sintesis prostaglandin (Winter dkk., 

1962). 

2. Natrium Diklofenak 

Natrium diklofenak merupakan obat AINS golongan asam karboksilat turunan 

asam fenil asetat. Obat ini mempunyai dosis sekali pakai 25 mg atau 50 mg, dua 

sampai tiga kali sehari, sedangkan dosis pemakaian tablet lepas lambat adalah 100-

200 mg/hari (Chuasuwan dkk., 2009; AHFS Drug Information, 2008). Natrium 

diklofenak memiliki waktu paruh yang pendek, antara 1-2 jam (Chuasuwan dkk., 

2009). Obat ini adalah penghambat siklooksigenase yang nonselektif dan kuat serta 

mengurangi aktivitas asam arakidonat. Obat ini dilaporkan dapat mengurangi sintesis 

prostaglandin dan leukotrien (Gan, 2010). Efek-efek yang tidak diinginkan bisa 

terjadi pada kira-kira 20% dari pasien dan meliputi distress gastrointestinal, 

pendarahan gastrointestinal dan timbulnya ulserasi lambung, sekalipun timbulnya 
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ulkus lebih jarang terjadi daripada penggunaan beberapa AINS lainnya (Pountos dkk., 

2011).  

Mekanisme kerja natrium diklofenak yaitu pada saat membran sel mengalami 

kerusakan oleh suatu rangsangan kimiawi, fisik, atau mekanis maka enzim 

fosfolipase diaktifkan untuk mengubah fosfolipida menjadi asam arakidonat (Gan, 

2010). Asam lemak poli tak jenuh sebagian diubah oleh enzim siklooksigenase 

menjadi endoperoksida dan seterusnya menjadi prostaglandin. Siklooksigenase terdiri 

dari dua isoenzim, yaitu COX-1 (tromboksan dan prostasiklin) dan COX-2 

(prostaglandin). Secara umum natrium diklofenak bekerja dengan menghambat COX-

1 dan COX-2 sehingga menghasilkan penghambatan sintesis prostaglandin (Tjay dan 

Rahardja, 2002). 

Farmakokinetik dari natrium diklofenak yaitu diabsorbsi secara cepat dan 

sempurna dalam lambung, terakumulasi pada cairan sinovial. Kadar plasma tertinggi 

dicapai dalam 2 jam. Urin merupakan jalan utama ekskresi obat ini dan metabolitnya 

(Davies dan Anderson, 1997). Farmakodinamik dari natrium diklofenak yaitu 

mempunyai aktivitas antiinflamasi dengan menghambat aktivitas dari enzim 

siklooksigenase sehingga mengurangi produksi prostaglandin oleh jaringan. Namun, 

natrium diklofenak juga memiliki efek samping berupa masalah saluran cerna dan 

obat ini juga dapat meningkatkan kadar enzim  hepar (Pountos dkk., 2011). 
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN 

3.1 Jenis Penelitian 

Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian True Experimental 

Laboratories yang bertujuan untuk mengetahui pengaruh yang timbul akibat adanya 

perlakuan tertentu yang akan dibandingkan dengan kelompok kontrol (Lusiana dkk., 

2015). 

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret 2018-selesai di Laboratorium 

Kimia Analisis dan Laboratorium Farmakologi Fakultas Farmasi Universitas Jember. 

3.3 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini menggunakan rancangan Pre and Post test only With Control 

Group Design. Secara skematis rancangan penelitian induksi karagenan digambarkan 

sebagai berikut: 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Rancangan Skematis Penelitian Uji Antiinflamasi  
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X  : Perlakuan 

Y  : Penyuntikan karagenan 1% sebanyak 0,05 mL 

B  : Data tebal plantar mencit setelah penyuntikan karagenan pada waktu t 

     (Tt) 

(-)  : Kontrol negatif (Suspensi CMC-Na 1%) 

(+) : Kontrol positif (Suspensi natrium diklofenak dalam CMC-Na 1%) 

1  : Suspensi ekstrak etanol 96% tumbuhan tepung otot dosis 100 mg/kgBB 

2  : Suspensi ekstrak etanol 96% tumbuhan tepung otot dosis 200 mg/kgBB 

3   : Suspensi ekstrak etanol 96% tumbuhan tepung otot dosis 400 mg/kgBB 

3.4 Deskripsi Subjek Penelitian 

Subjek penelitian dari penelitian ini terdiri dari jumlah hewan penelitian dan 

kriteria hewan penelitian, sebagai berikut: 

3.4.1 Jumlah Hewan Penelitian 

  Jumlah sampel percobaan dalam penelitian ini menggunakan rumus Federer 

(Shaw dkk., 2002):  

{ (p-1) (n- 1) } ≥ 15 ......................................(1.1) 

Keterangan: 

n: Jumlah sampel 

p: Jumlah kelompok kontrol dan perlakuan 

 

apabila p = 5, maka         { (5-1) (n- 1) } ≥ 15 

          4n-4 ≥ 15 

                          n ≥ 4,75 

Jadi, pada penelitian ini digunakan mencit sebanyak 25 ekor dimana 5 ekor untuk 

masing-masing kelompok dan perlakuan.  

3.4.2 Kriteria Hewan Penelitian  

Penelitian ini menggunakan mencit (Mus musculus) jantan strain Balb-C sehat 

sebanyak 25 ekor, berumur 2-3 bulan dengan BB 20-30 gram. 

3.5 Variabel Penelitian 

Variabel penelitian dari penelitian ini terdiri dari variabel bebas, variabel 

terikat dan variabel terkendali, sebagai berikut: 
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3.5.1 Variabel Bebas 

  Variabel bebas pada penelitian ini adalah dosis ekstrak etanol 96% tumbuhan 

tepung otot yang diberikan pada mencit. 

3.5.2 Variabel Terikat 

  Variabel terikat pada penelitian ini adalah tebal udem mencit. 

3.5.3 Variabel Terkendali  

  Variabel terkendali pada penelitian ini terdiri dari tempat pengambilan 

sampel; metode ekstraksi; metode penetapan kadar; jenis, umur, jenis kelamin, berat 

badan dan pemeliharaan mencit; dosis karagenan; waktu dan lama perlakuan; dan 

prosedur pengujian. 

3.6 Definisi Operasional 

      Definisi operasional dari penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1. Tepung Otot adalah tumbuhan yang memiliki nama ilmiah Stellaria media, 

berasal dari  Desa Ledokombo, Kecamatan Sumber, Probolinggo, Jawa Timur 

yang telah diidentifikasi oleh UPT Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI) 

Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi Pasuruan. Bagian 

tumbuhan yang digunakan adalah semua bagian mulai dari daun, bunga, batang 

dan akar.  

2. Aktivitas antiinflamasi dapat diketahui melalui parameter pengujian respon 

terhadap inflamasi diperoleh dari pengukuran tebal plantar menggunakan jangka 

sorong dan perhitungan tebal udem pada masing-masing mencit.  

3. Tebal plantar yang diukur menggunakan jangka sorong adalah telapak kaki 

bagian tengah yang telah diinjeksi dengan karagenan. 
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3.7 Alat dan Bahan Penelitian 

3.7.1 Alat Penelitian 

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat penggiling, toples 

maserasi, batang pengaduk, corong buchner, rotary evaporator (Steroglass Strike 

300), gelas ekstrak, oven (Memmert), timbangan analitik (Ohaus), set alat gelas, 

spatula, pinset, spektrofotometer UV-Vis (Hitachi U-1800), timbangan hewan 

(Ohaus), kandang hewan, mortir dan stamper, alat-alat suntik untuk injeksi (One Med 

Disposable syringe), stopwatch, jangka sorong, spidol. 

3.7.2 Bahan Penelitian 

 Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tumbuhan tepung 

otot yang diambil dari Desa Ledokombo Kecamatan Sumber Kabupaten Probolinggo, 

etanol 96%, HCl 2 N (Emsure), NaCl, NH4OH 28%, kloroform (Emsure), kertas 

saring, metanol, lempeng KLT (kiesel gel GF 254), etil asetat, akuades, pereaksi 

Dragendorf, kapas, amonia, heksana, anisaldehida asam sulfat, etanol, butanol, asam 

asetat glasial, toluena, aseton, asam formiat, FeCl3, gelatin, NaCl 10%, bromocresol 

green (BCG) (Sigma-Aldrich), NaOH 2 N, Na2HPO4, asam sitrat, standar berberin 

klorida (Sigma-Aldrich), kuersetin, AlCl3 (Merck), CH3COOK, etanol p.a., asam 

galat (Sigma-Aldrich), reagen Folin-Ciocalteau, Na2CO3 (Bratako Ermika), mencit, 

sarung tangan tebal, CMC-Na 1%, natrium diklofenak 6,5 mg/kgBB, karagenan 1% 

(Sigma-Aldrich). 

3.8 Prosedur Penelitian 

3.8.1 Penyiapan Simplisia  

 Tahapan ini diawali dengan proses sortasi basah pada tumbuhan tepung otot, 

dilanjutkan dengan pencucian hingga bersih menggunakan air mengalir. Tumbuhan 

tepung otot lalu dikeringkan dengan cara diangin-anginkan selama satu minggu 

hingga diperoleh bahan yang kering. Proses selanjutnya adalah sortasi kering pada 
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simplisia. Kemudian, dilakukan perajangan pada tumbuhan tepung otot menjadi 

ukuran yang lebih kecil dan dihaluskan hingga menjadi serbuk. 

3.8.2 Ekstraksi Simplisia 

 Ekstrak dibuat dari serbuk kering simplisia dengan cara maserasi menggunakan 

pelarut etanol 96%. Serbuk kering simplisia sebanyak 400 gram dimasukkan ke 

dalam maserator dan ditambahkan pelarut etanol 96% sebanyak 7,5 kali bobot serbuk. 

Campuran direndam selama 5 hari sambil diaduk. Maserat dipisahkan dengan cara 

filtrasi. Ampas kemudian di remaserasi menggunakan cairan penyari kedua selama 2 

hari, lalu maserat dipisahkan seperti cara sebelumnya. Seluruh maserat yang 

terkumpul, dilakukan penguapan menggunakan rotary evaporator hingga diperoleh 

ekstrak kental. Ekstrak kental lalu dikeringkan menggunakan oven pada suhu 40˚C 

hingga kering. Perhitungan rendemen ditentukan berdasarkan persentase bobot (b/b) 

antara rendemen dengan bobot serbuk simplisia yang digunakan dalam penimbangan 

(Kemenkes RI, 2000). 

% rendemen ekstrak = 
berat ekstrak yang diperoleh

berat bahan yang diekstrak
 × 100% 

3.8.3 Skrining Fitokimia 

Skrining fitokimia dilakukan pada senyawa golongan alkaloid, glikosida 

saponin, triterpenoid, steroid, flavonoid, polifenol dan tanin. Menurut Harborne 

(1998) berikut identifikasinya:  

a. Identifikasi Golongan Senyawa Alkaloid 

Penyiapan sampel dalam identifikasi golongan senyawa alkaloid yaitu ekstrak 

sebanyak 0,3 gram ditambah dengan 5 mL HCl 2 N, sampel diaduk dan didinginkan 

pada temperatur ruang. Setelah dingin ditambah 0,3 gram NaCl, diaduk rata 

kemudian disaring. Filtrat yang diperoleh ditambah 5 mL HCl 2 N. 

Selanjutnya dilakukan identifikasi golongan senyawa alkaloid dengan 

kromatografi lapis tipis (KLT) yaitu larutan hasil penyiapan sampel ditambah 

NH4OH 28% sampai larutan menjadi basa dan didiamkan selama 30 menit, kemudian 
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diekstraksi dengan 5 mL kloroform bebas air, lalu disaring. Filtrat diuapkan sampai 

kering, kemudian dilarutkan dalam metanol dan siap untuk pemeriksaan dengan KLT  

pada kondisi: 

Fase diam  : kiesel gel GF 254 

Fase gerak  : etil asetat:metanol:air (9:2:2) 

Penampak noda : pereaksi Dragendorf 

Jika timbul warna jingga menunjukkan adanya alkaloid dalam ekstrak. 

b. Identifikasi Golongan Senyawa Glikosida Saponin, Steroid dan Triterpenoid 

Ekstrak sebanyak 0,5 gram ditambah 5 ml HCl 2 N, dididihkan dan tutup 

dengan corong berisi kapas basah selama 2 jam untuk menghidrolisis saponin. 

Setelah dingin dinetralkan dengan amonia, kemudian diekstraksi dengan 3 mL 

heksana sebanyak 3 kali, lalu larutan diuapkan sampai tinggal 0,5 mL, kemudian 

ditotolkan pada pelat KLT dengan kondisi:  

Fase diam  : kiesel gel GF 254 

Fase gerak  : heksana:etil asetat (4:1) 

Penampak noda  : anisaldehida asam sulfat (dipanaskan) 

Jika terjadi perubahan warna merah ungu menunjukkan adanya saponin triterpenoid 

dan steroid. 

c. Identifikasi Golongan Senyawa Flavonoid 

Penyiapan sampel dalam identifikasi senyawa golongan flavonoid yaitu 0,3 

gram ekstrak dikocok dengan 3 mL heksana berkali-kali sampai ekstrak heksana tidak 

berwarna kemudian filtrat dilarutkan dalam etanol. 

Selanjutnya dilakukan identifikasi senyawa golongan flavonoid dengan 

kromatografi lapis tipis (KLT) yaitu larutan hasil penyiapan sampel ditotolkan pada 

fase diam, uji KLT dengan kondisi: 

Fase diam  : kiesel gel GF 254 

Fase gerak  : butanol:asam asetat glasial:air (4:1:5) 

Penampak noda : sitrat borat (dipanaskan) 

Adanya flavonoid ditunjukkan dengan timbulnya noda berwarna kuning intensif. 
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d. Identifikasi Golongan Senyawa Polifenol 

Penyiapan sampel dalam identifikasi golongan senyawa polifenol yaitu 0,3 

gram ekstrak ditambah 10 mL akuades panas, diaduk dan dibiarkan sampai 

temperatur kamar, lalu ditambahkan 3-4 tetes 10% NaCl, diaduk, dan disaring.  

Selanjutnya dilakukan identifikasi golongan senyawa polifenol dengan 

kromatografi lapis tipis (KLT) yaitu larutan hasil penyiapan sampel ditotolkan pada 

fase diam. Uji KLT dengan kondisi: 

Fase diam  : kiesel gel GF 254 

Fase gerak  : toluena:aseton:asam formiat (6:6:1) 

Penampak noda : pereaksi FeCl3 

Jika timbul noda warna hitam menunjukkan adanya polifenol dalam ekstrak. 

e. Identifikasi Golongan Senyawa Tanin 

Penyiapan sampel dalam identifikasi golongan senyawa tanin yaitu 0,05 gram 

ekstrak ditambah 10 mL akuades panas, diaduk dan dibiarkan sampai temperatur 

kamar, lalu ditambahkan 3-4 tetes NaCl 10%, diaduk, dan disaring. Filtrat dibagi 

menjadi dua bagian masing-masing ± 4 mL yaitu larutan A dan larutan B.  Larutan A 

digunakan untuk uji gelatin yaitu ditambahkan dengan sedikit gelatin dan 5 mL 

larutan NaCl 10%. Jika terjadi endapan putih setelah penambahan gelatin 

menunjukkan adanya tanin. Selanjutnya larutan B digunakan untuk uji ferriklorida 

yaitu ditambahkan beberapa tetes FeCl3, kemudian diamati perubahan warna yang 

terjadi. Jika terjadi perubahan warna hijau kehitaman menunjukkan adanya tanin.  

3.8.4 Penetapan Kadar 

         Penetapan kadar dilakukan pada senyawa golongan fenol total, flavonoid dan 

alkaloid sebagai berikut : 

1. Penetapan Kadar Fenol Total 

Metode penentuan kadar fenol total menggunakan metode Folin-Ciocalteu 

(Singleton dkk., 1999). 
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a.  Pembuatan Larutan Standar Asam Galat 

Dibuat larutan induk terlebih dahulu dengan menimbang 30 mg asam galat, 

dan dilarutkan dengan etanol 100 mL, sehingga diperoleh konsentrasi 300 

µg/mL. Larutan 300 µg/mL diencerkan hingga diperoleh konsentrasi 30, 60, 90, 

120 µg/mL. 

b.  Penentuan Panjang Gelombang Maksimal 

Dipipet 0,5 mL larutan standar direaksikan dengan 5 mL reagen Folin-

Ciocalteu (1:10 v/v air) dan didiamkan selama 5 menit. Larutan tersebut 

ditambahkan 4 mL natrium karbonat, dikocok selama 15 detik. Salah satu 

larutan standar dipilih untuk scanning panjang gelombang dan dilihat 

spektranya di spektrofotometer UV-Vis. Absorbansi terbesar menunjukkan titik 

puncak spektra dan digunakan sebagai panjang gelombang maksimal yang 

terpilih. 

c.  Penentuan Waktu Inkubasi 

Dipipet 0,5 mL larutan standar asam galat direaksikan dengan 5 mL reagen 

Folin-Ciocalteu (1:10 v/v air) dan didiamkan selama 5 menit. Larutan tersebut 

ditambahkan 4 mL natrium karbonat, dikocok selama  15 detik, diukur 

absorbansinya pada panjang gelombang 765 nm dengan spektrofotometer UV-

Vis mulai menit ke-0 sampai menit ke-60 dengan selang waktu 5 menit. 

d.  Pembuatan Larutan Sampel 

Ditimbang 90 mg ekstrak etanol tepung otot dan direplikasi tiga kali. 

Kemudian ekstrak yang telah ditimbang dilarutkan dengan etanol 10 mL 

sehingga diperoleh konsentrasi 9.000 µg/mL.  

e.  Pembuatan Kurva Kalibrasi 

Dipipet 0,5 mL larutan standar lalu direaksikan dengan 5 mL reagen Folin-

Ciocalteu (1:10 v/v air) dan didiamkan selama 5 menit. Larutan tersebut 

ditambahkan 4 mL natrium karbonat, dikocok selama 15 detik kemudian 

didiamkan selama 45 menit. Larutan tersebut dimasukkan ke dalam kuvet dan 

diukur absorbansinya dengan menggunakan panjang gelombang 765 nm. 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


29 
 

29 
 

f.  Pengujian Fenol Total 

Dipipet 0,5 mL larutan sampel direaksikan dengan 5 mL reagen Folin-

Ciocalteu (1:10 v/v air) dan didiamkan selama 5 menit. Larutan tersebut 

ditambahkan 4 mL natrium karbonat, dikocok selama 15 detik kemudian 

didiamkan selama 40 menit. Larutan tersebut dimasukkan ke dalam kuvet dan 

diukur absorbansinya dengan menggunakan panjang gelombang 765 nm. Kadar 

fenol total dinyatakan dalam mg GAE (ekuivalensi asam galat) dalam 1 gram 

ekstrak. 

2. Penetapan Kadar Flavonoid  

Metode penentuan kadar flavonoid menggunakan metode AlCl3 (Woisky dan 

Salatino, 1998). 

a. Pembuatan Larutan Standar Flavonoid 

Dibuat larutan induk terlebih dahulu dengan menimbang 20 mg dan 40 mg 

kuersetin, masing-masing dilarutkan dengan metanol 10 mL sehingga diperoleh 

konsentrasi 2000  µg/mL dan 4000 µg/mL. Larutan 2000 µg/mL diencerkan 

hingga diperoleh konsentrasi 20, 100, dan 140 µg/mL. Sedangkan larutan 4000 

µg/mL diencerkan hingga diperoleh konsentrasi 80 µg/mL. 

b. Penentuan Panjang Gelombang 

Dipipet 0,5 mL larutan standar direaksikan dengan 1,5 mL metanol, 1 mL 

reagen AlCl3 (10% v/v akuades), 1 mL CH3COOK dan 2,8 mL akuades. Dipilih 

salah satu larutan standar untuk scanning panjang gelombang dan dilihat 

spektranya menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Absorbansi terbesar 

menunjukkan titik puncak spektra dan digunakan sebagai panjang gelombang 

maksimal yang terpilih. 

c. Penentuan Waktu Inkubasi 

Dipipet 0,5 mL larutan standar kuersetin direaksikan dengan 1,5 mL 

metanol, 1 mL reagen AlCl3 (10% v/v akuades), 1 mL CH3COOK dan 2,8 mL 

akuades. Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 428 nm dengan 
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spektrofotometer UV-Vis mulai menit ke-0 sampai ke-60 dengan selang waktu 

5 menit. 

d. Pembuatan Larutan Sampel 

Ditimbang 50 mg ekstrak etanol tepung otot dan direplikasi tiga kali. 

Kemudian ekstrak yang telah ditimbang dilarutkan dengan metanol 10 mL 

sehingga diperoleh konsentrasi 5000 µg/mL. 

e. Pembuatan  Kurva Kalibrasi 

Dipipet 0,5 mL larutan standar direaksikan dengan 1,5 mL metanol, 1 mL 

reagen AlCl3 (10% v/v akuades), 1 mL CH3COOK dan 2,8 mL akuades 

kemudian didiamkan selama 25 menit dalam kuvet. Selanjutnya larutan diukur 

absorbansinya dengan menggunakan panjang gelombang 428 nm. 

f. Pengujian Flavonoid 

Dipipet 0,5 mL larutan sampel lalu direaksikan dengan 1,5 mL metanol, 1 

mL reagen AlCl3 (10% v/v akuades), 1 mL CH3COOK dan 2,8 mL akuades 

kemudian didiamkan selama 25 menit dalam kuvet. Kemudian larutan diukur 

absorbansinya dengan menggunakan panjang gelombang 428 nm. Kadar 

flavonoid dinyatakan dalam mg QE (ekuivalensi kuersetin) dalam 1 gram 

ekstrak. 

3. Penetapan Kadar Alkaloid 

Metode penentuan  kadar alkaloid menggunakan metode Bromocresol green 

(BCG) (Patel dkk., 2015). 

a.  Pembuatan Larutan Bromocresol green (BCG) 10-4 M 

Larutan BCG dibuat dengan menimbang sebanyak 69,8 mg BCG dan 

mencampurkan dengan 3 mL NaOH 2 N dan 5 mL akuades, kemudian 

dipanaskan pada suhu 50-60°C selama 15 menit hingga larut sempurna. 

Kemudian larutan campuran diencerkan dengan 1 liter akuades. 

b.  Pembuatan Dapar Fosfat pH 4,7 

Dapar fosfat pH 4,7 dibuat dengan mencampur natrium fosfat (Na2HPO4) 

0,2 M dengan asam sitrat (C6H8O7) 0,2 M hingga dihasilkan pH 4,7. 
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c. Preparasi Larutan Standar Berberin Klorida 

Dibuat larutan induk standar berberin klorida 100 µg/mL terlebih dahulu 

dengan menimbang 1 mg berberin klorida kemudian dilarutkan dengan etanol 

dalam labu ukur 10 mL hingga tepat tanda sehingga diperoleh  konsentrasi 100 

µg/mL. Kemudian diambil sejumlah 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; dan 1,4 mL larutan induk 

standar berberin klorida 100 µg/mL kemudian masing-masing dimasukkan ke 

dalam corong pisah, ditambahkan 5 mL dapar fosfat dan 5 ml larutan BCG 10-4 

M. Campuran dikocok dan kompleks yang terbentuk diekstraksi dengan 5 mL 

kloroform. Lapisan kloroform diambil kemudian dilarutkan dalam labu ukur 10 

mL dengan kloroform hingga tepat tanda. Sehingga menghasilkan konsentrasi 

4, 6, 8, 10, dan 14 µg/mL. 

d. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum 

Penentuan panjang gelombang maksimum dilakukan pada standar berberin 

10 µg/mL yang telah dipreparasi dengan BCG 10-4 M. Serapan diukur dengan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 200-800 nm. 

e. Preparasi Kurva Kalibrasi Larutan Standar Berberin 

Konsentrasi 4, 6, 8, 10 dan 14 µg/mL hasil pengenceran larutan induk 

standar diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum. Blanko 

yaitu semua reagen tanpa larutan standar, kemudian diambil fase kloroformnya. 

Kurva kalibrasi dan persamaan regresi dibuat antara data absorbansi dan 

konsentrasi standar berberin (µg/mL). 

f. Penetapan Kadar Alkaloid  

Larutan sampel dibuat dengan menimbang 50 mg ekstrak etanol tepung 

otot, dilarutkan dalam HCl 2 N dan kemudian disaring. 1 mL larutan uji diambil 

kemudian ditambahkan 5 mL dapar fosfat pH 4,7 dan 5 mL larutan BCG 10-4 

M. Campuran dikocok dan kompleks yang terbentuk diekstraksi dengan 5 mL 

kloroform. Lapisan kloroform diambil kemudian dilarutkan dalam labu ukur 10 

mL dengan kloroform hingga tepat tanda. Pembuatan larutan sampel dilakukan 

sebanyak 3 kali replikasi. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 352 nm. 
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Kadar alkaloid ditentukan berdasarkan interpolasi absorbansi analit ke dalam 

persamaan regresi linear standar berberin sehingga didapatkan konsentrasi (x) 

dalam satuan µg/mL. Kadar alkaloid dinyatakan dalam mg BE (ekuivalensi 

berberin) dalam 1 gram ekstrak. 

3.8.5 Uji Aktivitas Antiinflamasi 

  Uji antiinflamasi dapat dilakukan dengan beberapa tahap, diantaranya: 

1. Penyiapan Hewan Uji 

 Hewan uji diadaptasikan selama 7 hari pada kandang yang memiliki ventilasi 

baik dan selalu dijaga kebersihannya, diberikan makan dan minum ad libitum. 

Pemuasaan dilakukan selama semalam (16-18 jam) sebelum dilakukan pemejanan 

terhadap hewan uji. 

2. Pembuatan Suspensi Ekstrak 

 Ekstrak etanol tumbuhan tepung otot ditimbang sebanyak 100 mg, 200 mg dan 

400 mg yang kemudian disuspensikan ke dalam CMC-Na 1% sedikit demi sedikit 

dan diaduk hingga homogen sampai volume 10 mL untuk dosis ekstrak tumbuhan 

tepung otot 100, 200 dan 400 mg/kgBB. Perhitungan dapat dilihat pada Lampiran 1.6. 

3. Pembuatan CMC-Na 1% 

 CMC-Na 1% dibuat dengan menimbang 1 gram CMC-Na dan ditaburkan dalam 

10 mL air hangat (20 kali berat CMC) dan dibiarkan sampai mengembang. Kemudian 

diaduk sampai terbentuk massa yang kental dan  ditambah air sampai 100 mL. 

4. Pembuatan Suspensi Natrium Diklofenak 6,5 mg/kgBB 

 Suspensi natrium dikofenak 6,5 mg/kgBB dibuat dengan cara menimbang 

natrium diklofenak sebanyak 6,5 mg dan disuspensikan dalam CMC-Na 1% hingga 

volume 10 mL. Perhitungan dapat dilihat pada Lampiran 1.5. 

5. Pembuatan Sediaan Karagenan 1% 

 Sediaan karagenan yang akan digunakan yaitu karagenan 1% yang dibuat dengan 

cara mancampurkan 1 gram karagenan dengan larutan CMC-Na 1% sampai 

volumenya 100 mL.  
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6. Perlakuan Hewan Uji 

 Mencit dibagi menjadi 5 kelompok dengan masing-masing kelompok berisi 5 

ekor mencit. Kemudian dilakukan penimbangan dan mencit diberi perlakuan sebagai 

berikut: 

1. kelompok I (Kontrol negatif): 5 ekor mencit diberi CMC-Na 1% secara p.o 

2. kelompok II (Kontrol positif): 5 ekor mencit diberi suspensi natrium 

diklofenak 6,5 mg/kgBB dalam CMC-Na 1% secara p.o 

3. kelompok III (dosis 100 mg/kgBB): 5 ekor mencit diberi ekstrak etanolik 

tepung otot dalam CMC-Na 1% dengan dosis 100 mg/kgBB secara p.o  

4. kelompok IV (dosis 200 mg/kgBB): 5 ekor mencit diberi ekstrak etanolik 

tepung otot dalam CMC-Na 1% dengan dosis 200 mg/kgBB secara p.o 

5. kelompok V (dosis 400 mg/kgBB): 5 ekor mencit diberi ekstrak etanolik 

tepung otot dalam CMC-Na 1% dengan dosis 400 mg/kgBB secara p.o 

Selanjutnya dilakukan pengukuran tebal plantar mencit dengan menggunakan 

jangka sorong. Tebal plantar sebelum perlakuan disebut sebagai tebal plantar awal 

(T0). Mencit diberikan perlakuan 1 jam sebelum diinduksi inflamasi dengan 

suspensi karagenan 1% sebanyak 0,05 mL. Pengukuran tebal plantar dilakukan 

pada waktu 0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5 dan 6 jam setelah induksi karagenan (Tt). 

7. Pengamatan dan Pencatatan Data Tebal Plantar dan Tebal Udem 

Data yang diperoleh dari pengukuran tebal plantar setiap waktu pada semua 

kelompok ditabulasikan kemudian dihitung tebal udemnya. Perhitungan nilai AUC0-6 

yaitu luas daerah bawah kurva yang menunjukkan hubungan tebal udem pada 

masing-masing mencit tiap satuan waktu (mm.jam). Nilai AUC0-6 dapat dihitung 

dengan rumus sebagai berikut: 

AUC0-6 = 
T0+T0,5

2
  (t0,5 – t0) + 

T0,5+T1

2
 (t1 – t0,5) + 

T1+T2

2
 (t2 – t1) + 

T2+T3

2
 (t3 – t2) +  

                
T3+T4

2
 (t4 – t3) + 

T4+T5

2
 (t5 – t4) + 

T5+T6

2
 (t6 – t5) 
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Selanjutnya, untuk melihat efek antiinflamasi dapat dihitung % daya antiinflamasi 

dengan rumus sebagai berikut: 

% daya antiinflamasi =  
AUC kontrol negatif – AUC perlakuan 

AUC kontrol negatif
× 100% 

3.8.6 Analisis Data  

Data pengamatan aktivitas antiinflamasi berupa adanya udem setelah 

diinduksi karagenan. Data nilai AUC masing-masing mencit dianalisis menggunakan 

metode statistik uji (ANOVA) dengan taraf kepercayaan 95%. Dengan syarat uji 

homogenitas serta uji normalitas memenuhi persyaratan uji yaitu nilai p>0,05. 

Dilakukan analisis lanjutan post hoc test menggunakan metode uji LSD untuk 

mengetahui perbedaan yang bermakna pada suatu kelompok. Namun, apabila salah 

satu syarat untuk uji ANOVA tidak terpenuhi, maka dilakukan uji Kruskal-Wallis. 

Kemudian dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney jika terdapat perbedaan yang 

bermakna. 
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3.9 Skema Kerja Penelitian 

3.9.1 Skema Kerja 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.2 Skema Kerja 

diekstraksi dengan etanol 96% secara 

maserasi 

- dikentalkan dengan rotary evaporator 

- dikeringkan dengan oven suhu 40˚C 

 

 

-  sortasi basah dan pencucian 

-  dikeringkan 

-  sortasi kering & perajangan 

-  dihaluskan  
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3.9.2 Skema Pengujian Antiinflamasi dengan Induksi Karagenan 

 

 

 

Gambar 3.3 Skema Pengujian Antiinflamasi dengan Induksi Karagenan 

Suspensi 

CMC-Na 

1% 

Analisis Data 

Tebal plantar masing-masing mencit diukur dengan jangka sorong (T0) yang 

digunakan sebagai tebal plantar dasar sebelum penyuntikan 

K(-) K(+) K1 K2 K3 

Suspensi 

Na-

Diklofenak 

Dosis 100 

mg/kgBB 

Dosis 200 

mg/kgBB 

Dosis 400 

mg/kgBB 

 Didiamkan selama 1 jam 

Telapak kaki masing-masing mencit diinduksi dengan karagenan 1% 0,05 ml 

Tebal plantar masing-masing mencit diukur dengan jangka sorong pada waktu 0; 

0,5; 1; 2; 3; 4; 5 dan 6 jam setelah induksi karagenan (Tt) 

Nilai AUC % daya antiinflamasi 

Pembagian Kelompok 
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BAB 5. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian dapat  disimpulkan bahwa: 

1. Ekstrak etanol 96% tepung otot mengandung golongan senyawa alkaloid, 

saponin, steroid, triterpenoid, flavonoid dan polifenol. 

2. Kadar fenol total dalam ekstrak etanol 96% tepung otot yaitu sebesar 5,672 ± 

1,186 mg GAE/g ekstrak, kadar flavonoid dalam ekstrak etanol 96% tepung otot 

yaitu sebesar 4,732 ± 0,172 mg QE/g ekstrak, sedangkan kadar alkaloid dalam 

ekstrak etanol 96% tepung otot yaitu sebesar 1,631 ±  0,013 mg BE/g ekstrak. 

3. Ekstrak etanol 96% tepung otot pada dosis 100 mg/kgBB, 200 mg/kgBB dan 400 

mg/kgBB mampu memberikan aktivitas antiinflamasi dengan metode induksi 

karagenan dengan % daya antiinflamasi sebesar 12,027%, 24,170% dan 

46,735%. Pemberian ekstrak etanol 96% tepung otot pada dosis 400 mg/kgBB 

merupakan dosis yang terbaik dari penelitian ini sebagai antiinflamasi dalam 

menurunkan tebal udem mencit yang diinduksi karagenan. 

5.2  Saran 

Saran yang dapat diberikan sebagai berikut: 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai kandungan senyawa yang 

terdapat pada ekstrak etanol 96% tepung otot yang memiliki aktivitas sebagai 

antiinflamasi. 

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui dosis optimum yang 

aman dari ekstrak etanol 96% tepung otot sebagai antiinflamasi. 

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui toksisitas dari ekstrak 

etanol 96% tepung otot.  
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LAMPIRAN 

LAMPIRAN 1. PERHITUNGAN 

1.1 Perhitungan % Rendemen Ekstrak 

Berat ekstrak = 32,622 gram 

Berat serbuk yang diekstraksi = 400 gram 

% rendemen ekstrak = 
berat ekstrak hasil ekstraksi

berat serbuk yang diekstraksi
 × 100% 

                           = 
32,622 gram

400 gram
 × 100% 

                = 8,16% 

1.2 Perhitungan Dalam Uji Penetapan Kadar Fenol Total 

a. Pembuatan Larutan Folin-Ciocalteu 

Sebanyak 1mL Folin-Ciocalteu diencerkan dengan akuades 10 mL 

b. Pembuatan Na2CO3  

Sebanyak 7,5 gram Na2CO3 dilarutkan dalam 100 mL akuades 

c. Pembuatan Larutan Asam Galat  

Larutan induk yang dibuat adalah 300 μg/mL 

30 mg

100 mL
× 1000 mL/L = 300 µg/mL  

Penimbangan asam galat = 31,3 mg  

Larutan induk = 
31,3 mg

100 mL
× 1000 mL/L = 313 µg/mL  

Sebanyak 31,3 mg asam galat dilarutkan dalam 100 mL etanol sehingga 

didapatkan konsentrasi 313 μg/mL.  

Pengenceran larutan induk: 

0,5 mL

5 mL
× 313 µg/mL = 31,3 µg/mL  

1 mL

5 mL
× 313 µg/mL = 62,6 µg/mL  

1,5 mL

5 mL
× 313 µg/mL = 93,9 µg/mL  
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2 mL

5 mL
× 313 µg/mL = 125,2 µg/mL  

d. Pembuatan Ekstrak Uji 

90 mg

10 mL
× 1000 mL/L = 9000 µg/mL  

Sebanyak 90 mg ekstrak dilarutkan dalam 10 mL etanol sehingga didapatkan 

konsentrasi 9000 μg/mL. Pembuatan ekstrak uji dilakukan 3 kali replikasi. 

Replikasi 1 = 90,2 mg 

90,2 mg

10 mL
× 1000 mL/L = 9020 µg/mL  

Replikasi 2 = 90,3 mg 

90,3 mg

10 mL
× 1000 mL/L = 9030 µg/mL  

Replikasi 3 = 90,3 mg 

90,3 mg

10 mL
× 1000 mL/L = 9030 µg/mL  

e. Pembuatan  Blanko Negatif 

0,5 mL etanol ditambah 5 mL Folin-Ciocalteu didiamkan selama 5 menit dalam 

tabung reaksi kemudian ditambah 4 mL Na2CO3 dikocok selama 15 detik. 

f. Perhitungan Kadar Fenol Total 

Sampel Konsentrasi (µg/mL) Absorbansi 

Asam galat 

31,3 0,355 

62,6 0,563 

93,9 0,725 

125,2 0,903 

Ekstrak 

9020 0,391 

9030 0,497 

9030 0,436 

 

Persamaan kurva baku standar yang  diperoleh yaitu y = 0,005x + 0,185 dengan 

nilai r = 0,998. Berdasarkan persamaan tersebut dapat ditentukan kadar fenol 

total larutan sampel ekstrak tepung otot ekivalen asam galat dengan 

menghitung nilai x. Absorbansi sampel ekstrak tepung otot dimasukkan ke y. 

Perhitungan sebagai berikut: 
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 Replikasi 1  

    y = 0,005x + 0,185 

     0,391 = 0,005x + 0,185 

    x = 41,2 µg GAE/mL 

dari nilai x dapat dihitung kadar fenol total per berat ekstrak tepung otot 

dengan cara sebagai berikut: 

Kadar fenol total = konsentrasi ekstrak x 
volume larutan

berat ekstrak
 

Kadar fenol total = 41,2 µg GAE/mL x 
10 mL

0,0902 g
 

Kadar fenol total = 4547,461µg GAE/g ekstrak 

Kadar fenol total = 4,547 mg GAE/g ekstrak 

Jadi, dalam 1 gram ekstrak etanol 96% tepung otot mengandung 4,547 mg 

fenol total yang setara dengan asam galat. 

 Replikasi 2 

     y = 0,005x + 0,185 

     0,497 = 0,005x + 0,185 

     x =  62,4 µg GAE/mL  

dari nilai x dapat dihitung kadar fenol total per berat ekstrak tepung otot 

dengan cara sebagai berikut: 

Kadar fenol total = konsentrasi ekstrak x 
volume larutan

berat ekstrak
 

Kadar fenol total = 62,4 µg GAE/mL x 
10 mL

0,0903 g
 

Kadar fenol total = 6910,299 µg GAE/g ekstrak 

Kadar fenol total = 6,910 mg GAE/g ekstrak 

Jadi, dalam 1 gram ekstrak etanol 96% tepung otot mengandung 6,910 mg 

fenol total yang setara dengan asam galat. 

 Replikasi 3 

     y = 0,005x + 0,185 

     0,436 = 0,005x + 0,185 
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     x =  50,2 µg GAE/mL  

dari nilai x dapat dihitung kadar fenol total per berat ekstrak tepung otot 

dengan cara sebagai berikut: 

Kadar fenol total = konsentrasi ekstrak x 
volume larutan

berat ekstrak
 

Kadar fenol total = 50,2 µg GAE/mL x 
10 mL

0,0903 g
 

Kadar fenol total = 5559,247 µg GAE/g ekstrak 

Kadar fenol total = 5,559 mg GAE/g ekstrak 

Jadi, dalam 1 gram ekstrak etanol 96% tepung otot mengandung 5,559 mg 

fenol total yang setara dengan asam galat. 

g.  Perhitungan Standar Deviasi dan CV 

SD = √
(a−x)

2     + (b−x)2   + ….

n−1
 

    = √
(4,547−5,672)2  + (6,910−5,672)2+ (5,559−5,672)2

3−1
 

    = √
(1,266) + (1,533) + (0,013)

2
 

    = 1,186 

Keterangan : a,b = kadar fenol total ekstrak tepung  otot 

           x = kadar rata-rata fenol total ekstrak tepung otot 

           n = banyaknya data 

CV = 
SD

X
 × 100% 

         = 
1,186

5,672
 × 100% 

         = 20,910%  

1.3 Perhitungan Dalam Uji Penetapan Kadar Flavonoid 

a. Pembuatan Larutan AlCl3 10% 

Ditimbang AlCl3 sebanyak 2,5 gram di ad 25 mL akuades 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


60 
 

60 
 

b. Pembuatan Larutan CH3COOK 1 M 

Mr = 98 g/mol 

M = 
m

Mr
 ×  

1 

V (L)
 

1 M = 
x 

98 g/mol
 ×  

1

0,01 L
 

1 mol/L = 
x 

98 g/mol
 ×  

1

0,01 L
 

          x = 1 × 98 × 0,01 gram  

             = 0,98 gram 

Ditimbang CH3COOK sebanyak 0,98 gram di ad 10 mL akuades 

c. Pembuatan Larutan Standar Kuersetin 

Larutan induk yang dibuat adalah 2000 μg/mL dan 4000 μg/mL 

 
20 mg

10 mL
 × 1000 mL/L = 2000 μg/mL 

 
40 mg

10 mL
 × 1000 mL/L = 4000 μg/mL 

Penimbangan kuersetin = 20,9 mg dan 40,7 mg  

Larutan induk 1 =  
20,9 mg

100 mL
 × 1000 mL/L = 2090 μg/mL 

Larutan induk 2 = 
40,7 mg

100 mL
 × 1000 mL/L = 4070 μg/mL 

Sebanyak 20,9 mg dan 40,7 mg kuersetin dilarutkan dalam 10 mL akuades 

sehingga didapatkan konsentrasi 2090 μg/mL dan 4070 μg/mL. 

Pengenceran larutan induk: 

0,1 mL

10 mL
 × 2090 µg/mL = 20,9 µg/mL 

0,2 mL

5 mL
 × 4070 µg/mL = 81,4 µg/mL 

0,5 mL

10 mL
 × 2090 µg/mL = 104,5 µg/mL 

0,7 mL

10 mL
 × 2090 µg/mL = 146,3 µg/mL 

d. Pembuatan Ekstrak Uji 

50 mg

10 mL
 × 1000 mL/L = 5000 µg/mL 
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Sebanyak 50 mg ekstrak dilarutkan dalam 10 mL metanol sehingga didapatkan 

konsentrasi 5000 μg/mL. Pembuatan ekstrak uji dilakukan 3 kali replikasi. 

Replikasi 1 = 50,3 mg 

50,3 mg

10 mL
 × 1000 mg/mL = 5030 µg/mL 

Replikasi 2 = 50,3 mg 

50,3 mg

10 mL
 × 1000 mg/mL = 5030 µg/mL 

Replikasi 3 = 50,3 mg 

50,3 mL

10 mL
 × 1000 mg/mL = 5030 µg/mL 

e. Pembuatan Blanko Negatif 

2 mL metanol dimasukkan dalam tabung reaksi ditambah 1 mL AlCl3, 1 mL 

CH3COOK dan 2,8 mL akuades ditunggu 25 menit. 

f. Perhitungan Kadar Flavonoid 

Sampel Konsentrasi (µg/mL) Absorbansi 

Kuersetin 

20,9 0,378 

81,4 0,705 

104,5 0,834 

146,3 1,023 

Ekstrak 

5030 0,393 

5030 0,401 

5030 0,394 

 

Persamaan kurva baku standar yang  diperoleh yaitu y = 0,005x + 0,277 dengan 

nilai r = 0,998. Berdasarkan persamaan tersebut dapat ditentukan kadar alkaloid 

larutan sampel ekstrak tepung otot ekivalen kuersetin dengan menghitung nilai 

x. Absorbansi sampel ekstrak tepung otot dimasukkan ke y. Perhitungan 

sebagai berikut: 

 Replikasi 1  

     y = 0,005x + 0,277 

     0,393 = 0,005x + 0,277 

     x = 23,2 µg QE/mL 
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dari nilai x dapat dihitung kadar flavonoid per berat ekstrak tepung otot 

dengan cara sebagai berikut: 

Kadar flavonoid = konsentrasi ekstrak x 
volume larutan

berat ekstrak
 

Kadar flavonoid = 23,2 µg QE/mL x 
10 mL

0,0503 g
 

Kadar flavonoid = 4612,326 µg QE/g ekstrak 

Kadar flavonoid = 4,612 mg QE/g ekstrak 

Jadi, dalam 1 gram ekstrak etanol 96% tepung otot mengandung 4,612 mg 

flavonoid yang setara dengan kuersetin. 

 Replikasi 2  

     y = 0,005x + 0,277 

     0,401 = 0,005x + 0,277 

     x = 24,8 µg QE/mL 

dari nilai x dapat dihitung kadar flavonoid per berat ekstrak tepung otot 

dengan cara sebagai berikut: 

Kadar flavonoid = konsentrasi ekstrak x 
volume larutan

berat ekstrak
 

Kadar flavonoid = 24,8 µg QE/mL x 
10 mL

0,0503 g
 

Kadar flavonoid = 4930,418 µg QE/g ekstrak 

Kadar flavonoid = 4,930 mg QE/g ekstrak 

Jadi, dalam 1 gram ekstrak etanol 96% tepung otot mengandung 4,930 mg 

flavonoid yang setara dengan kuersetin. 

 Replikasi 3  

     y = 0,005x + 0,277 

     0,394 = 0,005x + 0,277 

     x = 23,4 µg QE/mL 

dari nilai x dapat dihitung kadar flavonoid per berat ekstrak tepung otot 

dengan cara sebagai berikut: 

Kadar flavonoid = konsentrasi ekstrak x 
volume larutan

berat ekstrak
 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


63 
 

63 
 

Kadar flavonoid = 23,4 µg QE/mL x 
10 mL

0,0503 g
 

Kadar flavonoid = 4652,087 µg QE/g ekstrak 

Kadar flavonoid = 4,652 mg QE/g ekstrak 

Jadi, dalam 1 gram ekstrak etanol 96% tepung otot mengandung 4,652 mg 

flavonoid yang setara dengan kuersetin. 

g. Perhitungan Standar Deviasi dan CV 

SD = √
(a−x)

2     + (b−x)2   + ….

n−1
 

               = √
(4,612−4,732)2  + (4,930−4,732)2+ (4,652−4,732)2

3−1
 

               = √
(0,014) + (0,039) + (0,006)

2
 

               = 0,172 

Keterangan : a,b = kadar flavonoid ekstrak tepung otot 

           x = kadar rata-rata flavonoid ekstrak tepung otot 

           n = banyaknya data 

CV = 
SD

X
 × 100% 

         = 
0,172

4,732
 × 100% 

         = 3,635% 

1.4 Perhitungan Dalam Uji Penetapan Kadar Alkaloid 

a. Pembuatan Larutan BCG (Bromocresol green) 10-4 M 

Mr = 698,02 g/mol 

M = 
m

Mr
 ×  

1 

V (L)
 

10-4 mol/L = 
m

698,02 g/mol
 ×  

1 

1 L
 

             m = 0,0698 gram 

                 = 69,8 mg 
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Ditimbang 68,9 mg BCG kemudian ditambah dengan 3 mL NaOH 2N  dan 5 

mL akuades, setelah itu dipanaskan pada suhu 50°C selama 15 menit dan 

selanjutnya diencerkan dengan 1L akuades. 

b. Pembuatan Dapar 

Natrium fosfat (Na2HPO4) 0,2 M 

Mr = 358,2 g/mol 

 M = 
m

Mr
 ×  

1 

V (L)
 

0,2 mol/L = 
m

358,2 g/mol
 ×  

1 

0,1 L
 

             m = 7,164 gram 

Asam sitrat monohidrat (C6H8O7) 0,2 M 

Mr = 210,14 g/mol 

 M = 
m

Mr
 ×  

1 

V (L)
 

0,2 mol/L = 
m

210,14 g/mol
 ×  

1 

0,1 L
 

             m = 4,203 gram 

Dibuat larutan Na2HPO4 dengan menimbang 7,164 gram Na2HPO4 dilarutkan 

dalam 100 mL akuades, kemudian dibuat larutan C6H8O7 dengan menimbang 

4,203 gram C6H8O7 dilarutkan dalam 100 mL akuades. Selanjutnya kedua 

larutan tersebut dicampur dan diukur pH sebesar 4,7. 

c. Pembuatan larutan HCl 2 N 

N1 × V1 = N2 × V2 

12 N × V1 = 2 N × 50 mL 

             V1 = 
2 N × 50 mL

12 N
 

                  = 8,33 mL 

d. Pembuatan Larutan Berberin Klorida  

Larutan induk yang dibuat adalah 100 μg/mL 

 
1 mg

10 mL
 × 1000 mL/L = 100 μg/mL 
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 Penimbangan berberin = 1,02 mg 

Larutan induk = 
1,02 mg

10 mL
 × 1000 mL/L = 102 μg/mL 

Sebanyak 1,02 mg berberin klorida dilarutkan dalam 10 mL etanol sehingga 

didapatkan konsentrasi 102 μg/mL. 

Pengenceran larutan induk: 

0,4 mL

10 mL
 × 102 µg/mL = 4,08 µg/mL 

0,6 mL

10 mL
 × 102 µg/mL = 6,12 µg/mL 

0,8 mL

10 mL
 × 102 µg/mL = 8,16 µg/mL 

1 mL

10 mL
 × 102 µg/mL = 10,20 µg/mL 

1,4 mL

10 mL
 × 102 µg/mL = 14,28 µg/mL 

e. Pembuatan Ekstrak Uji 

50 mg

10 mL
 × 1000 mL/L = 5000 µg/mL 

Sebanyak 50 mg ekstrak dilarutkan dalam 10 mL HCl 2 N sehingga didapatkan 

konsentrasi 5000 μg/mL. Pembuatan ekstrak uji dilakukan 3 kali replikasi. 

Replikasi 1 = 50,3 mg 

50,3 mg

10 mL
 × 1000 mg/mL = 5030 µg/mL 

Replikasi 2 = 50,2 mg 

50,2 mg

10 mL
 × 1000 mg/mL = 5020 µg/mL 

Replikasi 3 = 50,4 mg 

50,4 mL

10 mL
 × 1000 mg/mL = 5040 µg/mL 

f. Pembuatan Blanko Negatif 

10 mL HCl dimasukkan dalam corong pisah ditambah 5 mL dapar fosfat, 5 mL 

BCG  dan 5 mL kloroform kemudian diambil fase kloroformnya. 
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g. Perhitungan Kadar Alkaloid 

Sampel Konsentrasi (µg/mL) Absorbansi 

Berberin 

4,08 0,187 

6,12 0,331 

8,16 0,489 

10,20 0,627 

14,28 0,897 

Ekstrak 

5030 0,476 

5020 0,469 

5040 0,480 

 

Persamaan kurva baku standar yang  diperoleh yaitu y = 0,069x - 0,091 dengan 

nilai r = 0,999. Berdasarkan persamaan tersebut dapat ditentukan kadar alkaloid 

larutan sampel ekstrak tepung otot ekivalen berberin dengan menghitung nilai 

x. Absorbansi sampel ekstrak tepung otot dimasukkan ke y. Perhitungan 

sebagai berikut: 

 Replikasi 1  

     y = 0,069x - 0,091 

     0,476 = 0,069x - 0,091 

     x = 8,217 µg BE/mL 

dari nilai x dapat dihitung kadar alkaloid per berat ekstrak tepung otot 

dengan cara sebagai berikut: 

Kadar alkaloid = konsentrasi ekstrak x 
volume larutan

berat ekstrak
 

Kadar alkaloid = 8,217 µg BE/mL x 
10 mL

0,0503 g
 

Kadar alkaloid = 1633,598 µg BE/g ekstrak 

Kadar alkaloid = 1,634 mg BE/g ekstrak 

Jadi, dalam 1 gram ekstrak etanol 96% tepung otot mengandung 1,634 mg 

alkaloid yang setara dengan berberin. 

 Replikasi 2 

     y = 0,069x - 0,091 
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     0,469 = 0,069x - 0,091 

     x = 8,116 µg BE/mL 

dari nilai x dapat dihitung kadar alkaloid per berat ekstrak tepung otot 

dengan cara sebagai berikut: 

Kadar alkaloid = konsentrasi ekstrak x 
volume larutan

berat ekstrak
 

Kadar alkaloid = 8,116 µg BE/mL x 
10 mL

0,0502 g
 

Kadar alkaloid = 1616,733 µg BE/g ekstrak 

Kadar alkaloid = 1,617 mg BE/g ekstrak 

Jadi, dalam 1 gram ekstrak etanol 96% tepung otot mengandung 1,617 mg 

alkaloid yang setara dengan berberin. 

 Replikasi 3 

     y = 0,069x - 0,091 

     0,480 = 0,069x - 0,091 

     x = 8,275 µg BE/mL 

dari nilai x dapat dihitung kadar alkaloid per berat ekstrak tepung otot 

dengan cara sebagai berikut: 

Kadar alkaloid = konsentrasi ekstrak x 
volume larutan

berat ekstrak
 

Kadar alkaloid = 8,275 µg BE/mL x 
10 mL

0,0504 g
 

Kadar alkaloid = 1641,865 µg BE/g ekstrak 

Kadar alkaloid = 1,642 mg BE/g ekstrak 

Jadi, dalam 1 gram ekstrak etanol 96% tepung otot mengandung 1,642 mg 

alkaloid yang setara dengan berberin. 

h. Perhitungan Standar Deviasi 

SD = √
(a−x)

2     + (b−x)2   + ….

n−1
 

               = √
(1,634−1,631)2  + (1,617−1,631)2+ (1,642−1,631)2

3−1
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               = √
(0,000009) + (0,000196) + (0,000121)

2
 

               = 0,013 

Keterangan : a,b = kadar alkaloid ekstrak tepung otot 

             x = kadar rata-rata alkaloid ekstrak tepung otot 

           n = banyaknya data 

CV = 
SD

X
 × 100% 

         = 
0,013

1,631
 × 100% 

         = 0,798% 

1.5 Perhitungan Dosis Natrium Diklofenak 6,5 mg/kgBB 

     Dosis natrium diklofenak orang dewasa = 50 mg 

     Konversi dosis ke mencit :  

     50 mg natrium diklofenak pada manusia ̴ 50 mg × 0,0026  pada mencit 

                       = 0,13 mg/20 gBB 

1000 g

20 g
 × 0,13 mg = 6,5 mg/kgBB  

Volume pemberian pada mencit sebesar 0,2 mL/20 gBB  ̴  0,13 mg/20 gBB 

Volume yang dibuat = 10 mL 

Jumlah natrium diklofenak yang ditimbang untuk 10 mL 

0,13 mg

0,2 mL
 × 10 mL = 6,5 mg 

1.6 Perhitungan Berat Ekstrak 

Dosis = 
Berat ekstrak yang  ditimbang

Berat mencit
 

Perhitungan berat ekstrak  pada masing-masing dosis disesuaikan dengan 

berat badan mencit. Volume pemberian ekstrak etanol 96% tepung otot adalah 0,2 

dalam 10 mL CMC Na 1% 

Dosis kg/BB mencit                 = 
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mL/20 gBB. Untuk perhitungan berat ekstrak yang akan ditimbang disesuaikan 

dengan volume larutan yang akan dibuat yaitu 10 mL. 

a. Dosis 100 mg/kgBB 

100 mg

1000 g
 = 

x

20 g
  

            x = 2 mg 

2 mg

0,2 mL
   =  

x

10 mL
 

                   x = 100 mg 

Pembuatan ekstrak dosis 100 mg/kgBB dengan cara menimbang ekstrak 

sebanyak 100 mg yang digerus dan disuspensikan dengan CMC-Na 1% b/v 

hingga homogen sampai 10 mL. 

b. Dosis 200 mg/kgBB 

200 mg

1000 g
 =  

x

20 g
  

                    x = 4 mg 

              
4 mg

0,2 mL
  =  

x

10 mL
 

          x =  200 mg 

Pembuatan ekstrak dosis 200 mg/kgBB dengan cara menimbang ekstrak 

sebanyak 200 mg yang digerus dan disuspensikan dengan CMC-Na 1% b/v 

hingga homogen sampai 10 mL. 

c. Dosis 400 mg/kgBB 

400 mg

1000 g
=  

x

20 g
  

  x =  8 mg 

8 mg

0,2 mL
   =  

x

10 mL
 

      x   =  400 mg 

Pembuatan ekstrak dosis 400 mg/kgBB dengan cara menimbang ekstrak 

sebanyak 400 mg yang digerus dan disuspensikan dengan CMC-Na 1% b/v 

hingga homogen sampai 10 mL. 
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Contoh perhitungan volume pemberian: 

Volume pemberian per oral pada masing-masing mencit disesuaikan dengan 

berat badan mencit 

0,2 mL

20 g
=  

x

24 g
   x = 0,24 mL 

 

 Data volume pemberian per oral pada masing-masing mencit 

 

 

 

Kelompok Mencit ke- Berat (gram) 
Volume yang 

diberikan (mL) 

Tebal plantar sebelum 

diinjeksi karagenan 

(T0) (mm) 

Kelompok 

negatif 

(CMC-Na) 

1 24,0 0,240 0,230 

2 22,6 0,226 0,215 

3 21,0 0,210 0,200 

4 19,0 0,190 0,175 

5 20,0 0,200 0,195 

Kelompok 

positif 

(Na-diklofenak) 

1 28,2 0,282 0,240 

2 25,0 0,250 0,214 

3 26,5 0,265 0,235 

4 20,3 0,203 0,200 

5 19,7 0,197 0,170 

Dosis 100 

mg/kgBB 

1 23,1 0,231 0,215 

2 21,1 0,211 0,200 

3 20,9 0,209 0,190 

4 22,0 0,220 0,220 

5 21,7 0,217 0,210 

Dosis 200 

mg/kgBB 

1 24,1 0,241 0,200 

2 20,6 0,206 0,180 

3 20,0 0,200 0,190 

4 23,9 0,239 0,190 

5 26,8 0,268 0,215 

Dosis 400 

mg/kgBB 

1 23,7 0,237 0,200 

2 23,7 0,237 0,180 

3 19,0 0,190 0,165 

4 24,0 0,240 0,230 

5 22,9 0,229 0,170 
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LAMPIRAN 2 

HASIL SKRINING FITOKIMIA 

2.1 Hasil Skrining Fitokimia  

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) KLT-Alkaloid; (b) KLT-Saponin, steroid, triterpenoid; (c) KLT-Flavonoid; 

(d) KLT-Polifenol; (e) Uji FeCl3-Tanin; (f) Uji Gelatin-Tanin 

Bercak noda 

berwarna jingga 

Bercak noda 

berwarna ungu Bercak noda berwarna 

kuning intensif 

Bercak berwarna 

hitam  

Blanko  

Warna hijau  

kehitaman 

Tidak terjadi 

endapan putih 

(a) (b) (c) 

(d) (e) (f) 

Blanko  
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LAMPIRAN 3 

SCANNING PANJANG GELOMBANG MAKSIMUM 

3.1 Scanning Panjang Gelombang Maksimum Standar Asam Galat 
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3.2 Scanning Panjang Gelombang Maksimum Standar Kuersetin 
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3.3 Scanning Panjang Gelombang Maksimum Standar Berberin 
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LAMPIRAN 4 

HASIL OPTIMASI WAKTU INKUBASI 

4.1 Hasil Optimasi Waktu Inkubasi Pengujian Fenol Total 

a. Hasil Optimasi Waktu Inkubasi Standar Asam Galat 

Tabel 4.1.a Hasil Optimasi Waktu Inkubasi Standar Asam Galat 

Waktu (menit) Absorbansi 

0 0,508 

5 0,579 

10 0,608 

15 0,646 

20 0,661 

25 0,672 

30 0,682 

35 0,691 

40 0,699 

45 0,705 

50 0,711 

55 0,715 

60 0,720 
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b. Hasil Optimasi Waktu Inkubasi Sampel Ekstrak Etanol 96% Tepung Otot 

Tabel 4.1.b Hasil Optimasi Waktu Inkubasi Sampel Ekstrak Etanol 96% 

Tepung Otot 

Waktu (menit) Absorbansi 

0 0,301 

5 0,350 

10 0,370 

15 0,384 

20 0,395 

25 0,410 

30 0,414 

35 0,422 

40 0,435 

45 0,440 

50 0,447 

55 0,447 

60 0,457 
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4.2 Hasil Optimasi Waktu Inkubasi Pengujian Flavonoid  

a. Hasil Optimasi Waktu Inkubasi Standar Kuersetin  

Tabel 4.2.a Hasil Optimasi Waktu Inkubasi Standar Kuersetin  

Waktu (menit) Absorbansi 

0 0,375 

5 0,376 

10 0,378 

15 0,381 

20 0,383 

25 0,385 

30 0,386 

35 0,387 

40 0,389 

45 0,390 

50 0,392 

55 0,394 

60 0,395 
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b. Hasil Optimasi Waktu Inkubasi Sampel Ekstrak Etanol 96% Tepung Otot 

Tabel 4.2.b Hasil Optimasi Waktu Inkubasi Sampel Ekstrak Etanol 96% 

Tepung Otot 

Waktu (menit) Absorbansi 

0 0,139 

5 0,145 

10 0,148 

15 0,152 

20 0,156 

25 0,158 

30 0,159 

35 0,161 

40 0,163 

45 0,164 

50 0,166 

55 0,168 

60 0,169 
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LAMPIRAN 5 

DATA ANALISIS KADAR FENOL TOTAL 

5.1 Hasil Analisis Larutan Standar Asam Galat 

Tabel 5.1 Hasil Analisis Kadar Fenol Total Standar Asam Galat 

Konsentrasi (µg/mL) Absorbansi 

31,3 0,355 

62,6 0,563 

93,9 0,725 

125,2 0,903 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2 Hasil Analisis Larutan Sampel Ekstrak Etanol 96% Tepung Otot 

Tabel 5.2 Hasil Analisis Kadar Fenol Total Sampel Ekstrak Etanol 96% Tepung 

Otot 

Konsentrasi 

(µg/mL) 
Replikasi Absorbansi 

Kadar fenol 

total (mg 

GAE/g ekstrak) 

Rata-rata kadar fenol 

total ± SD (mg 

GAE/g ekstrak) 

9020 1 0,391 4,547 

5,672 ± 1,186 9030 2 0,497 6,910 

9030 3 0,436 5,559 

 

y = 0,005x + 0,185

r = 0,998
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LAMPIRAN 6 

DATA ANALISIS KADAR FLAVONOID 

6.1 Hasil Analisis Larutan Standar Kuersetin 

Tabel 6.1 Hasil Analisis Kadar Flavonoid Standar Kuersetin 

Konsentrasi (µg/mL) Absorbansi 

20,9 0,378 

81,4 0,705 

104,5 0,834 

146,3 1,023 

 

 

 

6.2 Hasil Analisis Larutan Sampel Ekstrak Etanol 96% Tepung Otot 

Tabel 6.2 Hasil Analisis Kadar Flavonoid Sampel Ekstrak Etanol 96% Tepung 

Otot 

Konsentrasi 

(µg/mL) 
Replikasi Absorbansi 

Kadar 

Flavonoid (mg 

QE/g ekstrak) 

Rata-rata Kadar 

Flavonoid ± SD(mg 

QE/g ekstrak)  

5030 

1 0,393 4,612 

4,732 ± 0,172 2 0,401 4,930 

3 0,394 4,652 

y = 0,005x + 0,277

r = 0,998
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LAMPIRAN 7 

DATA ANALISIS KADAR ALKALOID 

7.1 Hasil Analisis Larutan Standar Berberin 

Tabel 7.1 Hasil Analisis Kadar Alkaloid Standar Berberin 

Konsentrasi (µg/mL) Absorbansi 

4,08 0,187 

6,12 0,332 

8,16 0,489 

10,20 0,627 

14,28 0,897 

 

7.2 Hasil Analisis Larutan Sampel Ekstrak Etanol 96% Tepung Otot 

Tabel 7.2 Hasil Analisis Kadar Alkaloid Sampel Ekstrak Etanol 96% Tepung 

Otot 

Konsentrasi 

(µg/mL) 
Replikasi Absorbansi 

Kadar Alkaloid 

(mg BE/g 

ekstrak) 

Rata-rata Kadar 

Alkaloid ± SD (mg 

BE/g ekstrak) 

5030 1 0,476 1,634 

1,631 ± 0,013 5020 2 0,469 1,617 

5040 3 0,480 1,642 

y = 0,069x - 0,091

r = 0,999
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LAMPIRAN 8 

DATA TEBAL PLANTAR, TEBAL UDEM DAN NILAI AUC 

8.1 Data Tebal Plantar Mencit 

 

Kelompok 
Mencit 

ke- 

Waktu (jam) 

0 0,5 1 2 3 4 5 6 

Kelompok 

Negatif 

(CMC-Na) 

1 0,345 0,380 0,385 0,385 0,370 0,370 0,365 0,360 

2 0,400 0,450 0,380 0,375 0,375 0,365 0,350 0,340 

3 0,320 0,370 0,370 0,345 0,345 0,330 0,330 0,330 

4 0,315 0,325 0,390 0,340 0,300 0,300 0,300 0,280 

5 0,300 0,400 0,340 0,330 0,330 0,330 0,320 0,320 

 

Kelompok 

positif 

(Na-

Diklofenak) 

1 0,335 0,440 0,380 0,375 0,350 0,300 0,300 0,300 

2 0,300 0,320 0,330 0,300 0,285 0,285 0,270 0,270 

3 0,400 0,450 0,365 0,320 0,320 0,315 0,300 0,300 

4 0,275 0,300 0,265 0,250 0,250 0,250 0,245 0,245 

5 0,300 0,330 0,300 0,245 0,240 0,240 0,240 0,220 

 

Dosis 100 

mg/ 

kgBB 

1 0,230 0,370 0,370 0,350 0,350 0,350 0,330 0,320 

2 0,310 0,320 0,330 0,310 0,310 0,300 0,300 0,300 

3 0,300 0,320 0,350 0,355 0,340 0,300 0,290 0,280 

4 0,270 0,360 0,365 0,365 0,350 0,350 0,340 0,340 

5 0,280 0,370 0,370 0,370 0,366 0,352 0,330 0,320 

 

Dosis 200 

mg/kgBB 

1 0,320 0,340 0,300 0,300 0,295 0,280 0,280 0,280 

2 0,350 0,360 0,310 0,300 0,300 0,300 0,300 0,250 

3 0,330 0,300 0,300 0,300 0,290 0,270 0,270 0,270 

4 0,300 0,340 0,325 0,325 0,300 0,300 0,280 0,272 

5 0,340 0,360 0,345 0,345 0,340 0,320 0,320 0,315 

 

Dosis 400 

mg/kgBB 

1 0,300 0,300 0,300 0,300 0,290 0,280 0,280 0,270 

2 0,290 0,300 0,300 0,280 0,280 0,270 0,260 0,240 

3 0,300 0,265 0,225 0,225 0,220 0,200 0,200 0,200 

4 0,300 0,325 0,330 0,330 0,320 0,300 0,290 0,290 

5 0,270 0,280 0,265 0,250 0,245 0,245 0,240 0,225 
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8.2 Data Tebal Udem Mencit 

Kelompok 
Mencit 

ke- 

Waktu (jam) 

0 0,5 1 2 3 4 5 6 

Kelompok 

Negatif 

(CMC-Na) 

1 0,115 0,150 0,155 0,155 0,140 0,140 0,135 0,130 

2 0,185 0,235 0,165 0,160 0,160 0,150 0,135 0,125 

3 0,120 0,170 0,170 0,145 0,145 0,130 0,130 0,130 

4 0,140 0,150 0,150 0,165 0,125 0,125 0,125 0,105 

5 0,105 0,205 0,205 0,135 0,135 0,135 0,125 0,125 

Rata-rata ± SD 
0,133 0,182 0,169 0,152 0,141 0,136 0,130 0,123 

0,032 0,037 0,022 0,012 0,013 0,010 0,005 0,010 

Kelompok 

positif 

(Na-

diklofenak) 

1 0,095 0,200 0,140 0,135 0,110 0,060 0,060 0,060 

2 0,086 0,106 0,116 0,086 0,071 0,071 0,056 0,056 

3 0,165 0,215 0,130 0,085 0,085 0,080 0,065 0,065 

4 0,075 0,100 0,065 0,050 0,050 0,050 0,045 0,045 

5 0,130 0,160 0,130 0,075 0,070 0,070 0,070 0,050 

Rata-rata ± SD 
0,110 0,156 0,116 0,086 0,077 0,066 0,059 0,055 

0,037 0,053 0,030 0,031 0,022 0,011 0,010 0,008 

Dosis 100 

mg/kgBB 

1 0,015 0,155 0,155 0,135 0,135 0,135 0,115 0,105 

2 0,110 0,120 0,130 0,110 0,110 0,100 0,100 0,100 

3 0,110 0,130 0,160 0,165 0,150 0,110 0,100 0,090 

4 0,050 0,140 0,145 0,145 0,130 0,130 0,120 0,120 

5 0,070 0,160 0,160 0,160 0,156 0,142 0,120 0,110 

Rata-rata ± SD 
0,071 0,141 0,150 0,143 0,136 0,123 0,111 0,105 

0,041 0,017 0,013 0,022 0,018 0,018 0,010 0,011 

Dosis 200 

mg/kgBB 

1 0,120 0,140 0,100 0,100 0,095 0,080 0,080 0,080 

2 0,170 0,180 0,130 0,120 0,120 0,120 0,120 0,070 

3 0,140 0,110 0,110 0,110 0,100 0,080 0,080 0,080 

4 0,110 0,150 0,135 0,135 0,110 0,110 0,090 0,082 

5 0,125 0,145 0,130 0,130 0,125 0,105 0,105 0,100 

Rata-rata ± SD 
0,133 0,145 0,121 0,119 0,110 0,099 0,095 0,082 

0,023 0,025 0,015 0,014 0,013 0,018 0,017 0,011 

Dosis 400 

mg/kgBB 

1 0,100 0,100 0,100 0,100 0,090 0,080 0,080 0,070 

2 0,110 0,120 0,120 0,100 0,100 0,090 0,080 0,060 

3 0,135 0,100 0,060 0,060 0,055 0,035 0,035 0,035 

4 0,070 0,095 0,100 0,100 0,090 0,070 0,060 0,060 

5 0,100 0,110 0,095 0,080 0,075 0,075 0,070 0,055 

Rata-rata ± SD 
0,103 0,105 0,095 0,088 0,082 0,070 0,065 0,056 

0,023 0,010 0,022 0,018 0,018 0,021 0,019 0,013 
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8.3 Data Nilai AUC dan % Daya Antiinflamasi 

Kelompok Mencit ke- 
AUC 

(mm.jam) 

Rata-rata 

AUC ± SD 

(mm.jam)  

% Daya 

Antiinflamasi 

Kelompok 

Negatif 

(CMC-Na) 

1 0,858 

0,873 ± 0,044 - 

2 0,953 

3 0,859 

4 0,864 

5 0,831 

Kelompok positif 

(Na-diklofenak) 

1 0,551 

0,496 ± 0,101 43,184 

2 0,475 

3 0,595 

4 0,336 

5 0,522 

Dosis 100 

mg/kgBB 

1 0,771 

0,768 ± 0,071 12,027 

2 0,656 

3 0,784 

4 0,778 

5 0,851 

Dosis 200 

mg/kgBB 

1 0,571 

0,662 ± 0,006 24,170 

2 0,746 

3 0,583 

4 0,691 

5 0,718 

Dosis 400 

mg/kgBB 

1 0,445 

0,465 ± 0,088 46,735 

2 0,578 

3 0,332 

4 0,490 

5 0,482 

 

Contoh  perhitungan tebal udem: 

Tebal udem = Tt – T0 

                    = 0,345 – 0,230 

                    = 0,115 mm 

Keterangan: 

T0 = tebal plantar mencit sebelum diinduksi karagenan 

Tt  = tebal plantar mencit setelah diinduksi karagenan (tiap jam) 
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Contoh perhitungan nilai AUC: 

AUC0-6 = 
T0+T0,5

2
  (t0,5 – t0) + 

T0,5+T1

2
 (t1 – t0,5) + 

T1+T2

2
 (t2 – t1) + 

T2+T3

2
 (t3 – t2) +  

                
T3+T4

2
 (t4 – t3) + 

T4+T5

2
 (t5 – t4) + 

T5+T6

2
 (t6 – t5) 

 = 
0,115+0,150

2
  (0,5-0) + 

0,150+0,155

2
 (1-0,5) + 

0,155+0,155

2
 (2-1) + 

0,155+0,140

2
  

    (3-2) + 
0,140+0,140

2
 (4-3) + 

0,140+0,135

2
 (5-4) + 

0,135+0,130

2
 (6-5) 

= 0,858 mm.jam 

Contoh perhitungan % daya antiinflamasi: 

% daya antiinflamasi = 
(AUC kontrol negatif)−(AUC perlakuan)

AUC kontrol negatif
 x 100% 

          = 
0,873 −0,496

0,873
× 100%  

          = 43,184% 
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LAMPIRAN 9 

ANALISIS DATA STATISTIK 

9.1 Analisis One Way ANOVA Nilai AUC 

a.  Uji Normalitas 

 

b. Uji Homogenitas dan ANOVA  
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c. Uji LSD 
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LAMPIRAN 10 

DOKUMENTASI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tumbuhan Tepung Otot Ekstrak Etanol 96% Tepung Otot 

Pengukuran Tebal Plantar Mencit 
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LAMPIRAN 11 

HASIL DETERMINASI 

11.1 Hasil Determinasi Tepung Otot (Stellaria media (L.) Vill) 
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