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ABSTRAK

GAMBARAN KADAR TANIN TOTAL EKSTRAK ETANOL
PADA BIlJI KEWER (Senna occidentalis (L.) Link) DENGAN
METODE MIKROPLATE READER

Tina Lestari
Program Studi D3 Farmasi
Fakultas 1lmu Kesehatan
Institut Kesehatan Karsa Husada Garut

Biji kewer (Senna occidentalis (L.) Link) merupakan salah satu tanaman obat yang
memiliki potensi sebagai sumber senyawa metabolit sekunder, khususnya tanin
yang termasuk dalam kelompok polifenol. Tanin diketahui memiliki berbagai ak-
tivitas biologis, seperti antioksidan, antibakteri, antiinflamasi, serta agen astringen
yang berperan penting dalam bidang farmasi dan kesehatan. Kandungan senyawa
bioaktif dalam bahan alam dapat dipengaruhi oleh proses pengolahan pascapanen,
salah satunya penyangraian, yang berpotensi menyebabkan perubahan struktur
jaringan dan stabilitas senyawa akibat paparan suhu tinggi. Oleh karena itu, diper-
lukan kajian untuk mengetahui pengaruh perlakuan tersebut terhadap kadar tanin
total pada biji kewer. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui gambaran kadar
tanin total pada ekstrak etanol biji kewer yang disangrai dan tanpa disangrai
menggunakan metode vanilin—asam sulfat dengan instrumen microplate reader.
Penelitian ini menggunakan desain deskriptif kuantitatif dengan pendekatan labor-
atorium. Sampel dibagi menjadi dua kelompok, yaitu biji kewer yang disangrai
pada suhu 150°C selama 15 menit dan biji kewer tanpa penyangraian. Ekstraksi
dilakukan menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 96%. Penetapan
kadar tanin total dilakukan berdasarkan reaksi kolorimetri vanilin—asam sulfat dan
diukur pada panjang gelombang 492 nm menggunakan microplate reader dengan
katekin sebagai standar pembanding. Hasil dinyatakan dalam satuan mg Catechin
Equivalent per gram ekstrak (mg CE/g ekstrak). Hasil penelitian menunjukkan
bahwa rendemen ekstrak biji kewer yang disangrai sebesar 3,03%, sedangkan tanpa
disangrai sebesar 6,15%. Nilai absorbansi masing-masing sampel adalah 0,0392
dan 0,0250. Kadar tanin total pada ekstrak disangrai sebesar 654,16 mg CE/g
ekstrak, sedangkan pada ekstrak tanpa disangrai sebesar 27,63 mg CE/g ekstrak.

Kata Kunci: (Senna occidentalis (L.) Link), tanin total, penyangraian, maserasi,
microplate reader.



ABSTRACT

DESCRIPTION OF TOTALTANNIN CONTENT IN ETHANOLIC
EXTRACT (Senna Occidentalis (L.) Link) USING MICROPLATE
READER

Tina Lestari
Program Studi D3 Farmasi
Fakultas 1lmu Kesehatan
Institut Kesehatan Karsa Husada Garut

(Senna occidentalis (L) Link). seeds are one of the medicinal plants that have po-
tential as a source of secondary metabolites, particularly tannins, which belong to
the polyphenol group. Tannins are known to exhibit various biological activities,
including antioxidant, antibacterial, anti-inflammatory, and astringent properties,
which are important in pharmaceutical and health applications. The content of bi-
oactive compounds in natural materials may be influenced by post-harvest pro-
cessing, such as roasting, which can alter tissue structure and compound stability
due to heat exposure. Therefore, an investigation is required to evaluate the effect
of roasting on the total tannin content of Senna occidentalis Linn. seeds. This study
aimed to determine the total tannin content of ethanol extracts from roasted and
unroasted Senna occidentalis Linn. seeds using the vanillin—sulfuric acid method
with a microplate reader instrument. This research employed a descriptive quanti-
tative laboratory-based design. The samples were divided into two groups, namely
roasted seeds at 150°C for 15 minutes and unroasted seeds. Extraction was per-
formed using maceration with 96% ethanol. Total tannin content was determined
based on a vanillin—sulfuric acid colorimetric reaction and measured at 492 nm
using a microplate reader with catechin as the reference standard. Results were
expressed as mg Catechin Equivalent per gram of extract (mg CE/g extract). The
results showed that the extraction yield of roasted seeds was 3.03%, while un-
roasted seeds showed 6.15%. The absorbance values were 0.0392 and 0.0250, re-
spectively. The total tannin content was 654.16 mg CE/g extract for roasted seeds
and 27.63 mg CE/g extract for unroasted seeds. In conclusion, roasting treatment
affects the total tannin content of ethanol extracts of Senna occidentalis Linn.
seeds. The microplate reader method proved to be effective for quantitative tannin
analysis due to its high sensitivity, minimal sample requirement, and good repro-
ducibility.

Keywords: (Senna occidentalis (L.) Link, total tannin, roastingmaceration, micro-
plate reader.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan salah satu negara yang memiliki keanekaragaman
hayati terbesar di dunia dengan berbagai jenis tanaman yang berpotensi dimanfaat-
kan sebagai obat tradisional. Pemanfaatan tanaman obat telah dilakukan secara
turun-temurun oleh masyarakat sebagai upaya menjaga kesehatan maupun mem-
bantu mengatasi berbagai penyakit. Seiring berkembangnya ilmu pengetahuan dan
teknologi di bidang kefarmasian, penggunaan tanaman obat tidak hanya didasarkan
pada pengalaman empiris, tetapi juga memerlukan pembuktian secara ilmiah me-
lalui penelitian yang mampu memberikan informasi mengenai kandungan senyawa
aktif, mutu, keamanan, dan potensi pemanfaatannya. Oleh karena itu, penelitian
terhadap tanaman obat terus berkembang sebagai bagian dari upaya mendukung
pengembangan obat tradisional yang bermutu, aman, dan bermanfaat (Hersilaet al.,
2023).

Salah satu tanaman yang memiliki potensi untuk dikembangkan adalah biji
kewer Senna occidentalis (L.) Link. Tanaman ini termasuk famili Fabaceae dan
tumbuh cukup melimpah di berbagai wilayah Indonesia. Masyarakat telah me-
manfaatkan beberapa bagian tanaman ini sebagai bahan pengobatan tradisional,
seperti daun, akar, batang, maupun bijinya. Biji kewer diketahui mengandung
berbagai metabolit sekunder yang memiliki aktivitas biologis, antara lain alkaloid,

flavonoid, saponin, terpenoid, antrakuinon, dan tanin. Keberadaan metabolit



sekunder tersebut menjadikan biji kewer sebagai salah satu tanaman yang berpo-
tensi untuk terus diteliti dan dikembangkan sebagai bahan alam di bidang kefarma-
sian (Srivastava et al., 2025).

Salah satu metabolit sekunder yang menjadi perhatian dalam penelitian bahan
alam adalah tanin. Tanin merupakan senyawa polifenol yang tersusun atas gugus
hidroksil dan memiliki kemampuan membentuk ikatan dengan protein maupun sen-
yawa organik lainnya. Senyawa ini banyak ditemukan pada berbagai bagian tum-
buhan, seperti daun, kulit batang, buah, biji, dan akar. Tanin diketahui memiliki
berbagai aktivitas biologis, di antaranya sebagai antioksidan, antibakteri, antidiare,
dan astringen, sehingga keberadaannya sering dijadikan salah satu parameter dalam
evaluasi mutu bahan alam. Informasi mengenai kadar tanin total menjadi penting
karena dapat memberikan gambaran mengenai kandungan senyawa aktif pada suatu
ekstrak tanaman yang selanjutnya dapat digunakan sebagai data ilmiah dalam
pengembangan penelitian maupun standarisasi bahan baku obat tradisional (Hersila
et al., 2023).

Penyangraian merupakan salah satu bentuk pengolahan awal yang banyak dit-
erapkan pada bahan alam sebelum dimanfaatkan lebih lanjut. Proses ini dilakukan
melalui pemanasan kering pada suhu dan waktu tertentu sehingga dapat
menghasilkan perubahan karakteristik fisik bahan, seperti warna, aroma, tekstur,
dan kadar air. Dalam penelitian bahan alam, penyangraian sering digunakan sebagai
salah satu tahapan preparasi sampel karena mampu menghasilkan bahan yang lebih
kering, lebih stabil selama penyimpanan, serta lebih mudah dihaluskan menjadi ser-

buk simplisia. Di sisi lain, biji kewer juga dapat digunakan tanpa melalui proses



penyangraian sehingga kedua kondisi tersebut dapat memberikan informasi
mengenai kadar tanin total pada ekstrak yang dihasilkan (Liu et al., 2023).

Tahap selanjutnya setelah preparasi bahan adalah proses ekstraksi. Ekstraksi
merupakan proses pemisahan senyawa kimia yang terkandung di dalam bahan alam
menggunakan pelarut yang sesuai sehingga senyawa aktif dapat diperoleh dalam
bentuk ekstrak. Keberhasilan proses ekstraksi sangat dipengaruhi oleh jenis pelarut,
metode ekstraksi, ukuran partikel simplisia, waktu ekstraksi, serta sifat kimia sen-
yawa yang akan ditarik. Pada penelitian ini digunakan etanol sebagai pelarut karena
memiliki kemampuan yang baik dalam melarutkan senyawa polifenol, termasuk
tanin, serta relatif aman, mudah menguap, dan banyak digunakan dalam penelitian
fitokimia. Penggunaan etanol juga sejalan dengan prinsip green chemistry karena
berasal dari sumber yang dapat diperbarui dan memiliki dampak lingkungan yang
lebih rendah dibandingkan beberapa pelarut organik lainnya (Firdiyansyah et al.,
2024).

Metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi. Maserasi merupakan
metode ekstraksi konvensional yang dilakukan dengan cara merendam serbuk sim-
plisia dalam pelarut pada suhu ruang selama waktu tertentu disertai pengadukan
secara berkala. Metode ini dipilih karena prosedurnya sederhana, tidak memerlukan
pemanasan selama proses ekstraksi, serta sesuai untuk senyawa metabolit sekunder
yang sensitif terhadap suhu tinggi. Kontak yang berlangsung cukup lama antara
pelarut dan bahan memungkinkan senyawa tanin larut secara optimal ke dalam pel-
arut etanol sehingga diperoleh ekstrak yang dapat digunakan untuk analisis kadar

tanin total (Bitwell et al., 2023; Naviglio et al., 2019).



Setelah ekstrak diperoleh, dilakukan penetapan kadar tanin total
menggunakan metode vanilin—asam sulfat dengan instrumen microplate reader.
Metode ini bekerja berdasarkan pembentukan kompleks berwarna merah hasil
reaksi antara tanin terkondensasi dengan pereaksi vanilin dalam suasana asam. In-
tensitas warna yang terbentuk diukur sebagai nilai absorbansi pada panjang gelom-
bang 492 nm menggunakan microplate reader. Selanjutnya, nilai absorbansi terse-
but dihitung menggunakan kurva baku katekin sehingga diperoleh kadar tanin total
yang dinyatakan sebagai mg Catechin Equivalent per gram ekstrak (mg CE/g
ekstrak). Penggunaan microplate reader dipilih karena mampu memberikan hasil
pengukuran yang cepat, akurat, memerlukan volume sampel yang relatif sedikit,
serta dapat digunakan untuk menganalisis beberapa sampel secara bersamaan se-
hingga sesuai untuk analisis kuantitatif senyawa tanin (Latifa, 2015).

1.2 Rumusan Masalah

Bagaimana Gambaran kadar tanin total pada ekstrak etanol biji kewer Senna
occidentalis (L) Link yang disangrai dan tanpa disangrai menggunakan microplate
reader?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Mengetahui gambaran kadar tanin total pada ekstrak etanol biji kewer Senna
occidentalis (L) Link yang disangrai dan tanpa disangrai menggunakan metode

vanillin-asam sulfat dengan instrumen microplate reader.

1.3.2 Tujuan Khusus

1. Mengetahui kadar tanin total pada ekstrak etanol biji kewer Senna occiden-

talis (L) Link yang disangrai.



2. Mengetahui kadar tanin total pada ekstrak etanol biji kewer Senna occiden-
talis (L) Link tanpa disangrai.
1.4 Manfaat
1.4.1 Manfaat bagi Penulis

Penelitian ini diharapkan dapat menjadi sarana bagi penulis untuk menerap-
kan ilmu dan keterampilan yang telah diperoleh selama proses perkuliahan, khu-
susnya dalam bidang farmasi bahan alam dan analisis fitokimia. Selain itu,
penelitian ini diharapkan dapat meningkatkan kemampuan penulis dalam
melakukan preparasi sampel, proses ekstraksi, penetapan kadar tanin total
menggunakan metode vanilin—asam sulfat dengan instrumen microplate reader,
serta menganalisis dan menyajikan data hasil penelitian secara ilmiah.
1.4.2 Manfaat bagi Instansi

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah referensi ilmiah di ling-
kungan Program Studi D3 Farmasi Fakultas Ilmu Kesehatan Institut Kesehatan
Karsa Husada Garut. Selain itu, penelitian ini diharapkan dapat menjadi sumber
informasi dan bahan acuan bagi mahasiswa maupun peneliti yang akan melakukan
penelitian lanjutan mengenai kandungan metabolit sekunder, khususnya kadar tanin
total pada tanaman obat.
1.4.3 Manfaat bagi Masyarakat

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah kepada
masyarakat mengenai kadar tanin total pada ekstrak etanol biji kewer (Senna occi-
dentalis (L.) Link) yang disangrai dan tanpa disangrai. Informasi tersebut diharap-

kan dapat menambah wawasan masyarakat mengenai kandungan senyawa tanin



pada biji kewer serta mendukung pemanfaatan tanaman obat secara lebih tepat ber-

dasarkan data ilmiah.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Senna occidentalis (L) Link

Senna occidentalis (L.) Link merupakan tanaman obat dari famili Fabaceae
yang banyak ditemukan di daerah tropis dan subtropis. Tanaman ini telah lama di-
manfaatkan secara tradisional karena mengandung berbagai senyawa metabolit
sekunder yang berpotensi memberikan aktivitas farmakologis. Pemanfaatan tradi-
sional tersebut mencerminkan adanya pengalaman empiris yang panjang, di mana
masyarakat telah mengenali efek terapeutik tanaman ini, baik melalui penggunaan
bijinya, daun, maupun bagian tanamn lainnya. Dalam pengembangan obat berbasis
bahan alam, keberadaan tanaman yang telah digunakan secara tradisional menjadi
titik awal yang penting untuk diteliti lebih lanjut secara ilmiah.

Dalam perspektif farmasi bahan alam, tanaman kewer (Senna occidentalis
(L.) Link) menarik untuk diteliti karena mengandung berbagai metabolit sekunder,
seperti alkaloid, flavonoid, saponin, antrakuinon, terpenoid, dan tanin. Senyawa-
senyawa tersebut diketahui berpotensi memberikan berbagai aktivitas biologis se-
hingga tanaman ini banyak dikembangkan sebagai bahan penelitian di bidang far-
masi (Srivastava., et al 2025).

Bagian tanaman kewer yang dapat dimanfaatkan meliputi daun, batang, akar,
dan biji. Namun, biji menjadi salah satu bagian yang menarik untuk dikaji karena

mengandung berbagai komponen Kimia yang berpotensi memberikan aktivitas



farmakologis. Biji tanaman berfungsi sebagai tempat penyimpanan cadangan nu-
trisi sekaligus menyimpan senyawa metabolit sekunder yang berperan dalam mem-
pertahankan keberlangsungan hidup tanaman. Oleh karena itu, analisis terhadap
kandungan senyawa aktif pada biji kewer, khususnya tanin, menjadi penting untuk
memperoleh informasi ilmiah mengenai potensinya sebagai bahan alam (Martiani
et al., 2023).

Selain kandungan senyawa bioaktif, karakteristik pengolahan bahan juga
dapat memengaruhi komposisi kimia tanaman. Salah satu bentuk pengolahan yang
sering dilakukan pada biji adalah proses penyangraian. Penyangraian dapat
menyebabkan perubahan fisik maupun kimia, seperti penurunan kadar air,
perubahan warna, perubahan tekstur, serta perubahan kandungan senyawa aktif
akibat paparan panas. Pada senyawa fenolik seperti tanin, perlakuan suhu tertentu
dapat menyebabkan perubahan struktur kimia yang berpengaruh terhadap jumlah
senyawa yang dapat diekstraksi (Liu et al., 2023).

Berdasarkan potensi tersebut, tanaman kewer (Senna occidentalis (L.) Link)
menjadi salah satu tanaman yang memiliki peluang untuk dikembangkan dalam
bidang farmasi berbasis bahan alam. Namun, pemanfaatannya membutuhkan kajian
ilmiah mengenai karakteristik bahan, kandungan metabolit sekunder, serta metode
analisis yang tepat. Salah satu parameter penting dalam evaluasi bahan alam adalah
penetapan kadar tanin total karena tanin merupakan salah satu senyawa aktif yang

berkontribusi terhadap aktivitas biologis tanaman.

2.1.1 Klasifikasi Tanaman Kewer

Secara taksonomi, tanaman kewer (Senna occidentalis (L.) Link) termasuk



dalam famili Fabaceae atau suku polong-polongan. Famili Fabaceae merupakan sa-
lah satu famili tumbuhan terbesar yang memiliki banyak anggota dengan kemam-
puan menghasilkan berbagai metabolit sekunder, termasuk senyawa fenolik, flavo-
noid, dan tanin. Karakteristik tersebut menyebabkan banyak tanaman dari famili

Fabaceae menjadi objek penelitian dalam bidang farmasi bahan alam (Ahmad,

2025).
Tabel 2.1 Klasifikasi Tanaman Kewer

Tingkatan Klasifikasi
Kingdom Plantae (Tumbuhan)
Subkingdom Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)
Divisi Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Kelas Magnoliopsida (Dicotyledon)
Sub Kelas Rosidae
Ordo Fabales
Famili Fabaceae (Suku polong-polongan)
Genus Senna
Spesies Senna occidentalis L

Klasifikasi ini menunjukkan bahwa tanaman tersebut masih satu kelompok
dengan berbagai tanaman leguminosa lain yang dikenal kaya akan metabolit
sekunder. Penempatan Senna occidentalis (L.) Link dalam famili Fabaceae menjadi
indikator awal bahwa tanaman ini berpotensi mengandung senyawa fenolik, alka-
loid, flavonoid, maupun tanin yang secara umum banyak ditemukan pada kelompok

legum.

Gambar 2.1 Pohon kewer (Detik.com, 2024)
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(Senna occidentalis (L) Link) dikenal dengan berbagai nama lokal, salah
satunya biji kewer atau kopi senna. Penamaan ini berkaitan dengan bentuk dan
warna bijinya yang menyerupai biji kopi setelah melalui proses tertentu, termasuk
penyangraian. Di beberapa daerah, biji tanaman ini bahkan dimanfaatkan sebagai
bahan minuman alternatif pengganti kopi, meskipun penggunaannya masih terbatas
dan bersifat tradisional. Keberagaman nama lokal tersebut menunjukkan bahwa
tanaman ini telah lama berinteraksi dengan kehidupan masyarakat, sekaligus mene-

gaskan perannya sebagai tanaman yang memiliki nilai guna praktis.

Gambar 2. 2 Biji kewer (Martiani et al, 2023)

Secara ekologis, Senna occidentalis (L) Link merupakan tanaman yang
mampu tumbuh dengan baik pada berbagai kondisi lingkungan. Tanaman ini sering
dijumpai tumbuh liar di lahan terbuka, tepi jalan, area persawahan, maupun perke-
bunan. Kemampuannya beradaptasi terhadap kondisi tanah yang relatif miskin hara,
paparan sinar matahari yang tinggi, serta variasi curah hujan menjadikan tanaman
ini tergolong tangguh dan mudah berkembang. Karakter adaptif tersebut mem-
berikan keuntungan tersendiri dalam konteks ketersediaan bahan baku, karena tana-
man ini tidak memerlukan teknik budidaya yang kompleks untuk dapat tumbuh dan

berkembang.
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2.1.2 Morfologi Tanaman Kewer
Tanaman kewer (Senna occidentalis (L.) Link) merupakan tanaman semak

tahunan yang termasuk dalam famili Fabaceae dengan karakteristik morfologi yang
khas. Tanaman ini memiliki kemampuan adaptasi yang tinggi sehingga dapat tum-
buh pada berbagai kondisi lingkungan, terutama daerah tropis dan subtropis. Secara
umum, tanaman kewer memiliki ukuran sedang dengan tinggi sekitar 1-2 meter,
tergantung pada kondisi lingkungan tumbuh, ketersediaan unsur hara, serta faktor
iklim seperti intensitas cahaya dan curah hujan (Ahmad, 2025).

Bagian batang tanaman kewer berbentuk tegak, bercabang banyak, dan mem-
iliki permukaan yang relatif halus. Batangnya berwarna hijau ketika masih muda
dan dapat berubah menjadi kecoklatan seiring dengan bertambahnya umur tanaman
akibat proses lignifikasi. Struktur batang yang bercabang memungkinkan tanaman
memiliki tajuk yang lebih luas sehingga mendukung pertumbuhan daun dan proses
fotosintesis secara optimal. Selain itu, percabangan batang membantu menopang
organ tanaman seperti daun, bunga, dan buah selama proses pertumbuhan (Sri-
vastava et al., 2025).

Daun tanaman kewer termasuk tipe daun majemuk menyirip (pinnate com-
pound leaves) dengan susunan anak daun yang berpasangan di sepanjang tangkai
daun utama. Anak daun berbentuk lonjong hingga elips dengan ujung meruncing
dan permukaan daun berwarna hijau. Struktur daun tersebut merupakan karakteris-
tik yang umum ditemukan pada genus Senna. Daun merupakan organ utama tempat
berlangsungnya proses fotosintesis yang berperan dalam menghasilkan energi dan
mendukung pertumbuhan serta perkembangan tanaman (Ahmad, 2025).

Bunga (Senna occidentalis (L.) Link) memiliki karakteristik berupa bunga
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berwarna kuning cerah dengan bentuk khas kelompok Fabaceae. Bunga tersusun
dalam kelompok bunga (inflorescence) yang muncul pada bagian ketiak daun atau
ujung cabang. Warna bunga yang mencolok berfungsi sebagai daya tarik bagi se-
rangga penyerbuk sehingga mendukung proses reproduksi tanaman. Struktur bunga
menjadi salah satu karakter penting dalam identifikasi morfologi tanaman kewer di
lapangan (Martiani et al., 2023).

Buah tanaman kewer berbentuk polong (legume) yang memanjang dan
mengandung beberapa biji di dalamnya. Buah muda umumnya berwarna hijau dan
akan berubah menjadi coklat tua hingga kehitaman ketika mengalami pematangan.
Bentuk buah polong merupakan ciri khas famili Fabaceae yang menjadi tempat
perkembangan biji sebelum mengalami penyebaran. Setelah buah matang dan men-
galami pengeringan, polong akan membuka dan melepaskan bijinya ke lingkungan
(Srivastava et al., 2025).

Biji merupakan bagian tanaman kewer yang menjadi fokus dalam penelitian
ini. Biji Senna occidentalis (L.) Link memiliki bentuk pipih hingga oval dengan
ukuran kecil dan permukaan yang relatif keras. Warna biji berkisar dari coklat ke-
hijauan hingga coklat tua kehitaman tergantung tingkat kematangan. Struktur biji
terdiri atas lapisan kulit biji (seed coat) yang berfungsi melindungi bagian dalam
biji, jaringan penyimpan cadangan makanan, serta embrio yang berperan dalam
proses perkecambahan tanaman (Martiani et al., 2023).

Kulit biji yang keras berfungsi melindungi embrio dari kerusakan mekanis
maupun pengaruh lingkungan. Sementara itu, jaringan penyimpan cadangan ma-

kanan menyediakan nutrisi yang diperlukan selama proses perkecambahan hingga
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terbentuk tanaman (Liu et al., 2023).

Selama proses pematangan, biji mengalami perubahan warna dan tekstur
yang merupakan karakteristik alami tanaman. Perubahan tersebut menjadi salah
satu ciri yang digunakan dalam identifikasi tingkat kematangan biji (Nakitto et al.,
2024).

Berdasarkan karakteristik morfologinya, biji kewer memiliki ciri khas berupa
bentuk pipih hingga oval, permukaan yang keras, serta warna cokelat tua ketika
matang. Karakteristik tersebut menjadi dasar dalam proses identifikasi bahan baku

sebelum digunakan pada penelitian.

2.1.3 Karakteristik Biji Kewer (Senna occidentalis (L.) Link)

Biji kewer merupakan salah satu bagian tanaman Senna occidentalis (L.)
Link yang memiliki potensi besar untuk dikembangkan sebagai sumber bahan alam
dalam bidang farmasi. Tanaman ini termasuk dalam famili Fabaceae yang dikenal
memiliki kemampuan menghasilkan berbagai metabolit sekunder sebagai
mekanisme pertahanan alami terhadap lingkungan. Bagian biji menjadi salah satu
bagian yang menarik untuk diteliti karena berfungsi sebagai organ penyimpanan
cadangan makanan sekaligus tempat akumulasi berbagai senyawa bioaktif yang di-

perlukan dalam proses pertumbuhan tanaman (Ahmad, 2025).

Secara morfologi, biji Senna occidentalis (L.) Link memiliki bentuk pipih
hingga oval dengan ukuran relatif kecil dan permukaan yang keras. Warna biji
umumnya hijau kecoklatan saat masih muda dan berubah menjadi coklat tua hingga
hitam ketika mengalami pematangan. Karakteristik warna dan bentuk biji tersebut

menjadi salah satu ciri khas tanaman kewer yang membedakannya dari spesies lain
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dalam genus Senna. Setelah mengalami proses penyangraian, biji kewer mengalami
perubahan karakteristik fisik berupa perubahan warna menjadi lebih gelap,
penurunan kadar air, perubahan tekstur, serta terbentuknya aroma khas akibat reaksi

kimia selama pemanasan (Martiani et al., 2023).

Struktur biji secara umum terdiri atas tiga bagian utama yaitu kulit biji
(testa), jaringan penyimpan cadangan makanan, dan embrio. Kulit biji berfungsi
sebagai lapisan pelindung terhadap kondisi lingkungan dan gangguan mikroorgan-
isme, sedangkan bagian dalam biji menyimpan berbagai komponen nutrisi seperti
protein, lipid, karbohidrat, serta senyawa metabolit sekunder. Keberadaan metabolit
sekunder pada biji berkaitan dengan mekanisme pertahanan tanaman karena sen-
yawa tersebut mampu memberikan perlindungan terhadap serangan patogen mau-

pun herbivora (Fraga-Corral et al., 2021).

Biji kewer secara tradisional telah dimanfaatkan oleh masyarakat sebagai
bahan alternatif minuman karena memiliki karakteristik menyerupai kopi setelah
dilakukan proses penyangraian. Pemanfaatan tersebut menunjukkan bahwa biji
kewer memiliki nilai fungsional yang berpotensi dikembangkan lebih lanjut. Na-
mun, penggunaan bahan alam sebagai bahan obat maupun produk kesehatan me-
merlukan kajian ilmiah mengenai kandungan senyawa aktif, keamanan, serta karak-

teristik kimianya agar dapat digunakan secara tepat (Srivastava et al., 2025).

Selain karakteristik fisiknya, biji kewer juga memiliki karakteristik kimia

berupa kandungan berbagai senyawa metabolit sekunder, terutama golongan
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fenolik. Senyawa fenolik merupakan kelompok senyawa yang memiliki cincin aro-
matik dengan satu atau lebih gugus hidroksil yang berperan dalam berbagai aktivi-
tas biologis tanaman. Salah satu golongan senyawa fenolik yang terdapat pada biji
kewer adalah tanin, yang akan dibahas lebih lanjut pada subbab berikutnya (Putri
etal., 2024).
2.1.4 Kandungan Metabolit Sekunder Biji Kewer

Tanaman Senna occidentalis (L.) Link diketahui mengandung berbagai me-
tabolit sekunder, antara lain alkaloid, flavonoid, saponin, terpenoid, antrakuinon,
dan tanin. Dalam penelitian ini, pembahasan difokuskan pada tanin karena senyawa
tersebut merupakan parameter yang dianalisis untuk menentukan kadar tanin total
pada ekstrak etanol biji kewer (Sunani & Hendriani, 2023).
2.1.5 Senyawa Bioaktif pada Biji Kewer dan Potensi Farmakologinya

Keberadaan senyawa bioaktif pada biji kewer menjadikan tanaman ini
memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai sumber bahan baku obat tradisional
maupun produk kesehatan berbasis bahan alam. Aktivitas biologis tanaman
umumnya berasal dari interaksi berbagai metabolit sekunder yang terkandung di
dalamnya. Senyawa fenolik seperti tanin dan flavonoid menjadi kelompok utama
yang berperan dalam aktivitas antioksidan melalui mekanisme penghambatan

reaksi oksidatif (Li et al., 2025).

Keberadaan berbagai metabolit sekunder pada biji kewer memberikan po-
tensi farmakologi, antara lain sebagai antioksidan, antibakteri, dan antiinflamasi.
Potensi tersebut terutama berasal dari senyawa fenolik, termasuk tanin, yang

diketahui memiliki berbagai aktivitas biologis. Pada penelitian ini, pembahasan



16

difokuskan pada tanin sebagai senyawa yang dianalisis kadar totalnya (Putri et al.,

2024).

Potensi farmakologi tersebut menunjukkan bahwa biji kewer tidak hanya
memiliki nilai sebagai bahan pangan alternatif, tetapi juga memiliki peluang untuk
dikembangkan dalam bidang kefarmasian. Namun, pengembangan bahan alam
membutuhkan data ilmiah mengenai kandungan senyawa aktif, salah satunya me-
lalui penetapan kadar tanin total. Oleh karena itu, penelitian mengenai kadar tanin
pada ekstrak etanol biji kewer dengan perlakuan berbeda menjadi penting untuk

mengetahui karakteristik kimia bahan tersebut.

2.2 Senyawa Tanin Total

Tanin merupakan golongan senyawa metabolit sekunder yang tergolong da-
lam kelompok polifenol kompleks dengan karakteristik utama mampu membentuk
ikatan kuat dengan protein dan makromolekul lainnya. Secara kimiawi, senyawa
ini tersusun atas gugus hidroksil dan beberapa gugus terkait seperti karboksil yang
terikat pada cincin aromatik, sehingga memberikan sifat reaktif yang tinggi dalam

sistem biologis (Fraga-Corral et al., 2021).

2.2.1 Pengertian dan Struktur Kimia Tanin

Tanin merupakan senyawa metabolit sekunder yang termasuk ke dalam ke-
lompok polifenol kompleks dengan berat molekul relatif tinggi. Senyawa ini mem-
iliki banyak gugus hidroksil fenolik yang memungkinkan terbentuknya ikatan hi-
drogen dengan protein dan makromolekul lainnya sehingga memberikan sifat khas

berupa rasa sepat (astringent) serta kemampuan mengendapkan protein. Berdasar-
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kan sifat hidrolisisnya, tanin dibedakan menjadi tanin terhidrolisis dan tanin ter-
kondensasi (Fraga-Corral et al., 2021). Berdasarkan responsnya terhadap proses hi-
drolisis, tanin umumnya dibedakan menjadi tanin terhidrolisis yang relatif labil dan
tanin terkondensasi yang memiliki struktur polimer lebih stabil terhadap degradasi
fisik (Fraga-Corral et al., 2021).

Secara struktur kimia, tanin memiliki cincin aromatik yang terikat dengan
gugus hidroksil fenolik. Gugus hidroksil tersebut berperan penting dalam aktivitas
biologis tanin karena mampu memberikan elektron atau atom hidrogen untuk men-
stabilkan radikal bebas. Struktur polifenol pada tanin juga memungkinkan ter-
jadinya interaksi hidrofobik dan ikatan hidrogen dengan berbagai senyawa biologis
sehingga menghasilkan kompleks yang stabil (Sunani & Hendriani, 2023).

Berdasarkan struktur penyusunnya, tanin memiliki tingkat kompleksitas yang
lebih tinggi senyawa fenolik sederhana. Struktur tersebut menyebabkan tanin mem-
iliki karakteristik kimia yang beragam, termasuk kemampuan sebagai antioksidan,
pengkelat ion logam, serta penghambat aktivitas enzim tertentu. Karakteristik ini
menjadikan tanin banyak dikaji dalam pengembangan obat berbasis bahan alam (Li
et al., 2025).

Dalam tanaman, tanin tidak hanya berfungsi sebagai senyawa aktif yang
memberikan manfaat farmakologis, tetapi juga memiliki fungsi ekologis. Tanin
dapat mengurangi tingkat konsumsi tanaman oleh herbivora karena memberikan
rasa pahit dan sepat. Selain itu, tanin juga membantu tanaman menghadapi serangan
mikroorganisme melalui mekanisme penghambatan pertumbuhan patogen (Fraga-

Corral et al., 2021).
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2.2.2 Klasifikasi Tanin
Berdasarkan struktur kimianya, tanin secara umum dibagi menjadi dua ke-

lompok utama yaitu tanin terhidrolisis (hydrolysable tannins) dan tanin terkonden-
sasi (condensed tannins). Perbedaan kedua kelompok tersebut didasarkan pada
struktur penyusun, kestabilan kimia, serta kemampuan mengalami proses hidrolisis.

a. Tanin Terhidrolisis (Hydrolysable Tannins)

Tanin terhidrolisis merupakan jenis tanin yang memiliki struktur lebih seder-
hana dibandingkan tanin terkondensasi. Senyawa ini tersusun atas inti molekul
gula, terutama glukosa, yang berikatan dengan asam fenolat seperti asam galat atau
asam elagat melalui ikatan ester.

Karakteristik utama tanin terhidrolisis adalah kemampuannya mengalami
pemecahan struktur melalui proses hidrolisis menggunakan asam, basa, atau enzim
tertentu. Hasil hidrolisis tersebut menghasilkan komponen penyusun berupa gula
dan senyawa fenolik sederhana (Fraga-Corral et al., 2021).

Tanin jenis ini banyak ditemukan pada beberapa tanaman obat dan diketahui
memiliki aktivitas biologis seperti antioksidan dan antimikroba. Namun, karena
struktur esternya relatif mudah mengalami perubahan, tanin terhidrolisis memiliki
kestabilan yang lebih rendah terhadap perlakuan panas dibandingkan tanin ter-
kondensasi.

b. Tanin Terkondensasi (Condensed Tannins)

Tanin terkondensasi merupakan kelompok tanin yang tersusun dari polimer
flavonoid, terutama unit flavan-3-ol seperti katekin dan epikatekin. Jenis tanin ini
memiliki struktur yang lebih kompleks dan lebih stabil dibandingkan tanin terhi-

drolisis.
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Tanin terkondensasi banyak ditemukan pada bagian kulit batang, biji, buah,
dan daun tanaman. Dalam penelitian bahan alam, kelompok tanin ini sering diana-
lisis menggunakan metode vanilin—asam sulfat karena mampu menghasilkan reaksi
warna dengan intensitas tertentu yang dapat diukur secara spektrofotometri (Ra-
hayu et al., 2019).

Pada penelitian biji kewer, penggunaan standar katekin dalam analisis kadar
tanin total berkaitan dengan kemampuan metode vanilin—asam sulfat dalam
mendeteksi kelompok tanin terkondensasi. Hasil pengukuran kemudian dinyatakan
sebagai ekuivalen katekin (Catechin Equivalent) yang menggambarkan jumlah

tanin berdasarkan standar pembanding tersebut.

2.2.3 Karakteristik Fisikokimia Tanin

Tanin memiliki beberapa karakteristik fisikokimia yang menjadi dasar dalam
proses ekstraksi, identifikasi, dan analisis kuantitatif. Salah satu karakteristik utama
tanin adalah sifat polaritasnya yang tinggi akibat keberadaan gugus hidroksil
fenolik dalam jumlah besar.

Sifat polar tersebut menyebabkan tanin memiliki kemampuan larut dalam pel-
arut polar seperti air, etanol, dan metanol. Dalam penelitian bahan alam,
penggunaan etanol sebagai pelarut ekstraksi dipilih karena mampu melarutkan sen-
yawa fenolik termasuk tanin secara efektif serta memiliki tingkat keamanan yang
baik untuk penelitian bidang farmasi.

Selain sifat kelarutan, tanin juga memiliki kemampuan membentuk kompleks

dengan protein. Interaksi antara tanin dan protein terjadi melalui ikatan hidrogen
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serta interaksi hidrofobik. Kemampuan tersebut menyebabkan terjadinya pengen-
dapan protein yang menjadi dasar aktivitas astringen tanin.

Karakteristik lain dari tanin adalah kemampuan sebagai agen pengkelat ion
logam. Tanin mampu mengikat ion logam seperti besi (Fe*") dan tembaga (Cu?*)
yang berperan dalam pembentukan radikal bebas. Mekanisme tersebut berkontri-
busi terhadap aktivitas antioksidan tanin dalam sistem biologis (Sunani & Hendri-

ani, 2023).

2.2.4 Fungsi Biologis Tanin pada Tanaman

Tanin merupakan salah satu metabolit sekunder yang memiliki peranan
penting dalam sistem pertahanan alami tanaman. Keberadaan tanin dalam jaringan
tanaman tidak hanya berfungsi sebagai komponen penyusun Kimia, tetapi juga ber-
peran dalam mekanisme adaptasi tanaman terhadap berbagai tekanan lingkungan.
Senyawa ini diproduksi oleh tanaman sebagai bentuk perlindungan terhadap
gangguan biotik maupun abiotik, seperti serangan herbivora, mikroorganisme pa-
togen, serta kondisi lingkungan yang tidak menguntungkan (Fraga-Corral et al.,

2021).

Salah satu fungsi utama tanin pada tanaman adalah sebagai mekanisme per-
tahanan terhadap herbivora. Tanin memiliki karakteristik rasa sepat (astringent)
yang dapat menurunkan tingkat palatabilitas jaringan tanaman sehingga mengu-
rangi kemungkinan tanaman dikonsumsi oleh hewan pemakan tumbuhan. Selain
memberikan rasa tidak nyaman, tanin juga dapat berikatan dengan protein dalam

sistem pencernaan hewan sehingga menghambat proses pemanfaatan nutrisi.
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Mekanisme tersebut menjadikan tanin sebagai salah satu senyawa pertahanan kimia

yang efektif bagi tanaman (Sunani & Hendriani, 2023).

Selain sebagai perlindungan terhadap herbivora, tanin juga memiliki fungsi
dalam mempertahankan tanaman terhadap serangan mikroorganisme. Kemampuan
tanin dalam membentuk kompleks dengan protein dan enzim menyebabkan sen-
yawa ini dapat menghambat pertumbuhan beberapa jenis mikroorganisme. Interaksi
antara tanin dengan protein membran maupun enzim mikroorganisme dapat me-
nyebabkan gangguan metabolisme sel sehingga pertumbuhan patogen menjadi ter-

hambat.

Pada bagian biji tanaman, tanin memiliki fungsi penting dalam menjaga
keberlangsungan dan perlindungan embrio. Kandungan tanin pada biji dapat mem-
bantu menghambat aktivitas mikroorganisme selama proses penyimpanan serta
melindungi jaringan biji dari kerusakan akibat faktor lingkungan. Keberadaan tanin
dalam biji kewer (Senna occidentalis (L.) Link) menjadi salah satu alasan bagian
tersebut menarik untuk diteliti, karena selain berperan dalam sistem pertahanan
tanaman, tanin juga memiliki potensi aktivitas biologis yang bermanfaat dalam bi-
dang farmasi.

2.2.5 Aktivitas Farmakologi Tanin

Tanin merupakan salah satu senyawa bioaktif tanaman yang banyak diteliti
karena memiliki berbagai aktivitas farmakologi. Aktivitas tersebut berkaitan erat
dengan struktur kimianya yang kaya akan gugus hidroksil fenolik sehingga

memungkinkan tanin berinteraksi dengan berbagai molekul biologis. Dalam bidang
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farmasi, tanin diketahui memiliki aktivitas sebagai antioksidan, antibakteri, anti-
inflamasi, serta astringen yang mendukung potensinya sebagai bahan aktif alami

(Putri et al., 2024).

Aktivitas antioksidan merupakan salah satu aktivitas farmakologi utama
dari tanin. Radikal bebas yang terbentuk akibat proses metabolisme maupun papa-
ran lingkungan dapat menyebabkan stres oksidatif yang berpotensi merusak kom-
ponen sel. Tanin memiliki kemampuan menangkap radikal bebas melalui
mekanisme donor atom hidrogen dari gugus hidroksil fenolik yang dimilikinya.
Selain itu, tanin juga mampu mengikat ion logam seperti Fe** dan Cu** yang ber-
peran dalam pembentukan radikal bebas melalui reaksi oksidatif. Kemampuan ter-
sebut menjadikan tanin berpotensi sebagai agen antioksidan alami dalam pengem-

bangan produk kesehatan (Li et al., 2025).

Selain aktivitas antioksidan, tanin juga memiliki aktivitas antibakteri.
Mekanisme antibakteri tanin terjadi melalui beberapa jalur, salah satunya adalah
kemampuan tanin dalam membentuk ikatan dengan protein penyusun dinding dan
membran sel bakteri. Ikatan tersebut dapat menyebabkan perubahan permeabilitas
membran sehingga mengganggu proses transportasi nutrisi dan metabolisme sel
bakteri. Tanin juga dapat menghambat aktivitas enzim tertentu yang diperlukan
oleh mikroorganisme untuk mempertahankan kehidupannya (Sunani & Hendriani,

2023).

Tanin juga diketahui memiliki aktivitas antiinflamasi yang berkaitan dengan

kemampuannya dalam menghambat proses oksidatif dan mengurangi pembentukan
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mediator inflamasi. Inflamasi yang berlebihan dapat menyebabkan kerusakan jarin-
gan akibat peningkatan produksi radikal bebas dan mediator peradangan. Kan-
dungan senyawa fenolik dalam tanin dapat membantu mengurangi efek tersebut

melalui mekanisme penghambatan jalur inflamasi tertentu (Li et al., 2025).

Aktivitas farmakologi lain yang menjadi karakteristik khas tanin adalah ak-
tivitas astringen. Sifat astringen terjadi akibat kemampuan tanin dalam mengendap-
kan protein pada permukaan jaringan. Dalam bidang farmasi, sifat ini dapat di-
manfaatkan untuk memberikan efek protektif pada jaringan mukosa, mengurangi
sekresi cairan, serta membantu proses penyembuhan luka ringan. Oleh karena itu,
kandungan tanin dalam suatu tanaman sering menjadi salah satu parameter penting
dalam evaluasi potensi farmakologi bahan alam.

2.2.6 Faktor yang Memengaruhi Kandungan Tanin

Kandungan tanin dalam suatu tanaman tidak selalu memiliki nilai yang
sama karena dipengaruhi oleh berbagai faktor internal maupun eksternal. Perbedaan
kadar tanin dapat terjadi antarspesies tanaman, antarbagian tanaman, maupun aki-
bat perlakuan yang diberikan selama proses pengolahan bahan. Faktor-faktor terse-
but perlu diperhatikan dalam penelitian bahan alam karena dapat memengaruhi

hasil analisis kadar tanin total.

Faktor genetik merupakan salah satu faktor utama yang menentukan ke-
mampuan tanaman dalam menghasilkan tanin. Setiap jenis tanaman memiliki jalur

biosintesis metabolit sekunder yang berbeda sehingga menghasilkan jumlah dan
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komposisi tanin yang berbeda pula. Perbedaan genetik antarspesies maupun varie-
tas dapat menyebabkan variasi kandungan tanin meskipun tanaman berasal dari ke-

lompok yang sama (Fraga-Corral et al., 2021).

Selain faktor genetik, kondisi lingkungan tumbuh juga berpengaruh ter-
hadap produksi tanin. Faktor seperti intensitas cahaya, suhu, ketersediaan air, jenis
tanah, serta unsur hara dapat memengaruhi aktivitas metabolisme tanaman. Pada
kondisi tertentu, tanaman dapat meningkatkan produksi metabolit sekunder terma-

suk tanin sebagai bentuk adaptasi terhadap tekanan lingkungan.

Umur tanaman dan tingkat kematangan bagian tanaman juga dapat memen-
garuhi kandungan tanin. Pada beberapa tanaman, kadar tanin dapat meningkat pada
fase tertentu sebagai bagian dari mekanisme pertahanan. Oleh karena itu, tahap
perkembangan tanaman perlu diperhatikan agar hasil analisis kandungan senyawa

aktif dapat dibandingkan secara lebih akurat.

Proses pengolahan bahan sebelum ekstraksi juga menjadi faktor penting
yang memengaruhi kadar tanin. Tahapan seperti pengeringan dan penyangraian
dapat menyebabkan perubahan struktur kimia senyawa aktif. Pada proses penyan-
graian, panas dapat menyebabkan kerusakan dinding sel sehingga senyawa tanin
lebih mudah keluar saat ekstraksi. Namun, paparan suhu tinggi dalam waktu lama
juga dapat menyebabkan oksidasi dan degradasi senyawa fenolik sehingga jumlah

tanin yang terukur dapat mengalami perubahan (Nakitto et al., 2024).

Selain perlakuan bahan, metode ekstraksi juga sangat menentukan jumlah

tanin yang diperoleh. Jenis pelarut, konsentrasi pelarut, lama ekstraksi, suhu, serta
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ukuran partikel simplisia dapat memengaruhi efektivitas proses ekstraksi. Tanin
memiliki sifat polar sehingga umumnya lebih mudah diekstraksi menggunakan pel-
arut polar seperti etanol dan air. Oleh karena itu, pemilihan metode ekstraksi yang
tepat menjadi faktor penting dalam memperoleh kadar tanin yang optimal (Firdi-

yansyah et al., 2024).

2.3 Proses Penyangraian terhadap Stabilitas Senyawa Tanin

Penyangraian (roasting) merupakan teknik pengolahan pasca-panen yang
melibatkan aplikasi panas kering pada suhu tinggi untuk memicu serangkaian
perubahan fisik, kimia, dan organoleptik pada bahan biji-bijian. Proses ini tidak
hanya bertujuan untuk menurunkan kadar air guna memperpanjang umur simpan
dan mencegah pertumbuhan mikroba, tetapi juga krusial dalam pembentukan
aroma, rasa, dan warna melalui reaksi Maillard dan degradasi Strecker. Namun,
dari perspektif fitokimia, penyangraian adalah proses “pedang bermata dua”. Di
satu sisi, pemanasan dapat membantu mendestruksi dinding sel tanaman, sehingga
mempermudah pelepasan senyawa bioaktif yang terikat dalam matriks seluler saat
proses ekstraksi selanjutnya. Namun, di sisi lain, paparan suhu yang ekstrem dan
durasi waktu yang tidak terkontrol dapat berdampak fatal terhadap stabilitas sen-

yawa metabolit sekunder senyawa metabolit sekunder (Nakitto et al., 2024).
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Gambar 2. 3 Alat Penyangrai (Astro, 2026)

Senyawa fenolik dan tanin memiliki sensitivitas yang tinggi terhadap perla-
kuan termal. Selama proses penyangraian, terjadi pemutusan ikatan kovalen dan
degradasi struktur cincin aromatik polifenol akibat oksidasi termal. Studi yang dil-
akukan oleh Leba Uron, M. (2017) menunjukkan bahwa variasi suhu dan waktu
penyangraian berkorelasi langsung dengan penurunan kadar total fenolik.
Mekanisme penurunannya melibatkan dekomposisi senyawa fenolik sederhana
menjadi bentuk yang tidak terdeteksi atau polimerisasi lanjut menjadi senyawa mel-
anoidin yang tidak larut. Suhu tinggi dapat menyebabkan gugus hidroksil (-OH)
yang merupakan ciri khas senyawa fenolik mengalami oksidasi, sehingga
menurunkan kapasitas antioksidan bahan tersebut secara drastic (Mubarok et al.,
2023). Selain itu, fenomena thermal degradation ini juga sering kali diikuti oleh
reaksi hidrolisis pada ikatan ester tanin galat atau tanin ellagat. Oleh karena itu,
penentuan titik kritis suhu dan lama penyangraian menjadi parameter yang sangat
vital untuk menyeimbangkan antara pembentukan karakteristik sensorik yang di-
inginkan dengan preservasi kandungan senyawa bioaktif yang bermanfaat bagi

kesehatan (Putri et al., 2024).
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2.4 Ekstraksi dengan Pelarut Etanol

Ekstraksi merupakan tahapan fundamental yang tidak dapat dipisahkan dalam
penelitian senyawa bioaktif berbasis bahan alam, karena tahap inilah yang menen-
tukan sejauh mana senyawa target dapat dipisahkan secara optimal dari matriks al-
aminya. Keberhasilan analisis kuantitatif dan kualitatif suatu senyawa sangat ber-
gantung pada efektivitas proses ekstraksi yang diterapkan. Dalam konteks
penelitian farmasi, ekstraksi tidak hanya dipahami sebagai proses teknis pemisahan,
tetapi juga sebagai upaya ilmiah untuk menjaga integritas struktur kimia senyawa

aktif agar tetap stabil dan representatif terhadap kondisi alaminya.

Gambar 2. 4 Alat Ekstraksi

Secara prinsip, ekstraksi bekerja berdasarkan mekanisme perpindahan massa,
yaitu berpindahnya senyawa target dari jaringan atau matriks bahan ke dalam pela-
rut yang digunakan. Proses ini terjadi karena adanya perbedaan afinitas antara sen-
yawa dengan pelarut, yang umumnya dipengaruhi oleh kesesuaian sifat fisikokimia,
khususnya polaritas. Senyawa akan lebih mudah larut dan terekstraksi ke dalam
pelarut yang memiliki karakteristik polaritas serupa. Pemahaman mengenai sifat
kimia senyawa target menjadi landasan utama dalam menentukan jenis pelarut yang

paling tepat digunakan.
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Tanin sebagai salah satu kelompok metabolit sekunder utama pada tanaman
dikenal memiliki sifat polar hingga semipolar. Karakter ini berasal dari keberadaan
banyak gugus hidroksil fenolik dalam strukturnya, yang memungkinkan tanin ber-
interaksi kuat melalui ikatan hidrogen dengan pelarut polar. Atas dasar tersebut,
tanin umumnya dapat diekstraksi secara efektif menggunakan pelarut polar seperti
air, metanol, dan etanol. Namun, dalam praktik penelitian farmasi, pemilihan pela-
rut tidak hanya mempertimbangkan daya larut semata, tetapi juga aspek keamanan,
stabilitas senyawa, dan kemudahan penguapan pelarut setelah proses ekstraksi
selesai. Etanol dipilih sebagai pelarut dalam penelitian ini karena memiliki
sejumlah keunggulan yang relevan dengan tujuan analisis tanin. Secara kimia, eta-
nol merupakan pelarut polar protik yang mampu melarutkan berbagai senyawa
fenolik, termasuk tanin dalam berbagai bentuknya. Etanol juga memiliki kemam-
puan penetrasi yang baik ke dalam jaringan sel tanaman, sehingga dapat membantu
pelepasan senyawa bioaktif dari matriks seluler secara lebih efektif dibandingkan
beberapa pelarut lainnya.

Selain keunggulan dari sisi kemampuan melarutkan, etanol juga dikenal se-
bagai pelarut yang relatif aman digunakan. Dalam bidang farmasi dan ilmu bahan
alam, etanol digolongkan sebagai pelarut yang memiliki tingkat toksisitas rendah
dibandingkan pelarut organik lain seperti metanol atau kloroform. Hal ini menjadi-
kan etanol lebih sesuai untuk penelitian yang berorientasi pada pengembangan ba-
han baku farmasi, sediaan herbal, maupun produk kesehatan, karena residu pelarut
yang mungkin tertinggal tidak menimbulkan risiko signifikan bagi keamanan

pengguna.
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Aspek lain yang mendukung penggunaan etanol adalah sifatnya yang mudah
menguap. Titik didih etanol yang relatif rendah memungkinkan pelarut ini di-
hilangkan dengan mudah melalui proses penguapan atau pemekatan, tanpa memer-
lukan suhu yang terlalu tinggi. Kondisi ini penting untuk menjaga stabilitas tanin
yang sensitif terhadap panas berlebih. Dalam metodologi penelitian, penggunaan
etanol juga memberikan fleksibilitas dalam pemilihan teknik ekstraksi. Etanol dapat
diaplikasikan dalam berbagai metode, seperti maserasi, refluks, soxhletasi, maupun
ekstraksi berbantuan ultrasonik. Metode maserasi dengan etanol sering dipilih ka-
rena prosedurnya relatif sederhana, tidak memerlukan peralatan kompleks, serta
mampu mempertahankan struktur senyawa fenolik dengan baik. Proses ini
memungkinkan kontak yang cukup lama antara pelarut dan bahan, sehingga sen-
yawa tanin dapat terekstraksi secara optimal.

Dari sudut pandang analisis lanjutan, ekstrak etanol dalam analisis fitokimia
memiliki peran penting sebagai medium yang digunakan untuk menarik senyawa
metabolit sekunder dari bahan alam, termasuk senyawa fenolik seperti tanin yang
terdapat pada biji Senna occidentalis (L.) Link. Tanin sebagai senyawa polifenol
memiliki karakteristik yang dapat terdeteksi melalui reaksi kolorimetri
menggunakan pereaksi spesifik seperti vanilin—asam sulfat, sehingga dapat diana-
lisis secara kuantitatif menggunakan instrumen microplate reader. Metode ini
menghasilkan respons absorbansi yang dapat digunakan untuk menentukan kadar
tanin total dalam ekstrak tanaman melalui pembentukan kompleks berwarna yang

stabil pada kondisi analisis tertentu (Rahayu et al., 2019)
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Firdiyansyah et al. (2024) menjelaskan bahwa pemilihan metode ekstraksi
sangat memengaruhi efektivitas perolehan senyawa fenolik. Metode ekstraksi mod-
ern dinilai lebih efisien dari segi waktu, penggunaan pelarut, dan selektivitas, na-
mun tetap harus disesuaikan dengan sifat kimia senyawa target. Di sisi lain, Ar-
rofiqi, Sakti, dan Mayangsari (2024) menyatakan secara langsung bahwa “Litera-
ture review ini mengeksplorasi berbagai metode ekstraksi konvensional yang
digunakan untuk mengekstraksi senyawa fenolik dari bahan alam termasuk ma-
serasi, perkolasi, refluks, Soxhlet, dekok, dan infusa, serta memaparkan efisiensi,
kelebihan, dan keterbatasannya.” Mereka juga menegaskan bahwa metode konven-
sional, meskipun sederhana dan ekonomis, sering memerlukan waktu lama dan
berisiko menyebabkan degradasi senyawa fenolik sensitif panas. Dalam penelitian
ini, penggunaan ekstraksi etanol dengan metode yang terkontrol diharapkan mampu
menghasilkan ekstrak yang representatif untuk analisis kadar tanin secara kuanti-
tatif menggunakan metode microplate reader.

2.4.1 Maserasi

Maserasi merupakan metode ekstraksi paling sederhana dan ekonomis yang
melibatkan perendaman bahan padat dalam pelarut pada suhu ruang (Bitwell et al.,
2023). Metode ini cocok untuk senyawa yang sensitif terhadap panas (Naviglio et
al., 2019). Keunggulannya terletak pada kesederhanaan alat, meskipun memerlukan
jumlah pelarut yang banyak.

1. Prinsip Kerja: Terjadi proses keseimbangan konsentrasi. Cairan pelarut (eta-
nol) akan menembus dinding sel biji kewer dan masuk ke dalam rongga sel

yang mengandung tanin. Tanin akan larut dalam etanol karena perbedaan
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konsentrasi (di dalam sel pekat, di luar sel encer), sehingga tanin terdorong
keluar ke pelarut.

2. Proses Detail: Biasanya dilakukan selama 3 x 24 jam (atau sesuai
prosedurmu) sambil sesekali diaduk. Pengadukan ini penting supaya konsen-
trasi larutan di sekitar permukaan bahan tetap terjaga encer, sehingga proses
"penarikan” tanin terus berjalan.

3. Kelebihan: Sangat aman untuk tanin yang sensitif panas, alatnya murah, dan
pengerjaannya gampang.

4. Kekurangan: Perlu waktu lama dan pelarutnya boros karena setelah be-
berapa lama, pelarut akan jenuh dan tidak bisa menarik tanin lagi secara

maksimal.

Gambar 2. 5 Alat Maserasi (Farmasi Indonesia, 2021)

2.4.2 Perkolasi

Perkolasi adalah metode ekstraksi kontinyu di mana pelarut mengalir melalui
matriks padat yang dikemas dalam wadah silindris atau perkolator (Chhetri et al.,
2018a). Metode ini lebih efisien dibandingkan maserasi karena pelarut yang jenuh

terus digantikan oleh pelarut segar (Chhetri et al., 2018).
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Prinsip Kerja: Pelarut etanol dialirkan secara perlahan dari atas ke bawah
melewati tumpukan serbuk biji kewer yang ada di dalam tabung perkolator.
Proses Detail: Serbuk biji kewer dibasahi dulu sebelum dimasukkan ke perko-
lator supaya selnya mengembang. Setelah itu, etanol diteteskan terus-mene-
rus. Pelarut yang turun ke bawah membawa tanin, sementara tumpukan bahan
di atas selalu dibilas oleh etanol baru (pelarut segar).

Kelebihan: Jauh lebih efektif daripada maserasi karena bahan selalu bertemu
dengan pelarut yang masih "bersih” (belum jenuh), sehingga tanin yang ter-
tarik bisa lebih banyak.

Kekurangan: Alatnya lebih khusus (perkolator), butuh waktu untuk mengatur
kecepatan tetesan pelarut, dan kalau serbuknya terlalu halus, alirannya bisa

mampet.

perkolator peskolas: biasa perkolasi kontinyu

Gambar 2. 6 Perlokasi (Branzowy, 2025)
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2.4.3 Sokhletasi
Sokhletasi atau Soxhlet extraction merupakan salah satu metode ekstraksi
konvensional yang banyak digunakan dalam penelitian bahan alam, khususnya un-
tuk mengekstraksi senyawa fenolik dari matriks tanaman. Metode ini dirancang un-
tuk memungkinkan proses ekstraksi berlangsung secara kontinu menggunakan pel-
arut yang sama melalui mekanisme refluks berulang. Dalam konteks penelitian sen-
yawa tanin, sokhletasi dipandang sebagai metode yang mampu memberikan
efisiensi ekstraksi yang tinggi karena kontak antara bahan dan pelarut berlangsung
secara intensif dan berulang dalam sistem tertutup. Secara konseptual, metode
sokhletasi memadukan prinsip pelarutan senyawa target dengan pemanasan terken-
dali, sehingga proses difusi dan pelarutan tanin dari matriks sel tanaman ke dalam
pelarut etanol dapat berlangsung lebih cepat dari pada metode tanpa pemanasan.
Alara, Abdurahman, dan Ukaegbu (2018) menjelaskan bahwa Soxhlet extraction
merupakan salah satu metode konvensional yang umum dipilih untuk memulihkan
senyawa fenolik dari bahan tanaman karena relatif hemat pelarut serta memiliki
kemampuan ekstraksi yang lebih baik dibandingkan teknik lain seperti maserasi
atau perkolasi. Keunggulan ini menjadikan sokhletasi sering digunakan sebagai
metode pembanding atau metode standar dalam kajian ekstraksi senyawa fenolik.
1. Prinsip Kerja
Prinsip dasar sokhletasi adalah ekstraksi berulang menggunakan pelarut
panas yang direfluks. Etanol dipanaskan hingga mendidih, kemudian uapnya
naik ke kondensor dan mengalami pendinginan hingga kembali menjadi

cairan. Pelarut cair ini kemudian menetes ke dalam selongsong (thimble)
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yang berisi serbuk biji kewer. Tanin yang larut dalam etanol akan terekstraksi
dan terbawa ke dalam labu alas bulat. Setelah volume tertentu tercapai, laru-
tan ekstrak akan tersifon kembali ke labu, dan siklus ini berlangsung berulang
kali hingga proses ekstraksi dianggap optimal.
Proses Detail

Serbuk biji kewer dimasukkan ke dalam selongsong kertas saring atau
thimble, kemudian ditempatkan dalam alat Soxhlet yang terhubung dengan
labu alas bulat berisi etanol sebagai pelarut. Sistem kemudian dipanaskan
menggunakan pemanas listrik atau heating mantle. Proses ekstraksi berlang-
sung dalam beberapa siklus refluks, biasanya selama 6-8 jam atau sesuai
dengan protokol penelitian. Selama proses berlangsung, etanol yang bersir-
kulasi secara kontinu akan terus melarutkan tanin dari matriks bahan.
Kelebihan

Metode sokhletasi memiliki efisiensi ekstraksi yang tinggi karena ba-
han diekstraksi secara terus-menerus dengan pelarut yang relatif segar.
Penggunaan pelarut juga lebih hemat dari pada maserasi, karena pelarut yang
sama digunakan berulang kali dalam satu sistem tertutup. Selain itu, pema-
nasan yang terkontrol dapat mempercepat proses pelarutan tanin, sehingga
waktu ekstraksi lebih singkat dibandingkan metode perendaman.
Kekurangan

Meskipun efektif, sokhletasi memiliki keterbatasan utama berupa
penggunaan suhu tinggi dalam waktu relatif lama. Kondisi ini berpotensi me-

nyebabkan degradasi senyawa fenolik yang sensitif terhadap panas, termasuk
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beberapa fraksi tanin. Selain itu, metode ini memerlukan peralatan khusus
dan konsumsi energi yang lebih besar dibandingkan maserasi.

@blogkimia

Gambar 2. 7 Alat Soxhletasi

2.5 Mikroplate Reader

Microplate reader adalah spektofotometer khusus yang disusun untuk mem-
baca lempeng mikro (microplate). Microplate reader menggunakan prinsip
spektofotometri yang sama seperti metode konvensional, tetapi dapat menghasilkan
peningkatan jumlah sampel yang dapat dianalisis. Perbedaan dengan spektro-
fotometer konvensional yang memfasilitasi pembacaan pada berbagai panjang ge-
lombang, microplate reader memiliki filter atau Kisi-Kisi disfraksi yang membatasi
rentang panjang gelombang yang digunakan, umunya antara 400 sampai 750 nm.
Beberapa microplate reader bekerja dalam rentang ultraviolet dan melakukan ana-
lisis ntara 340-700 nm. Sistem optik yang dimanfaatkan oleh banyak produsen
menggunakan serat optik untuk menyuplai cahaya untuk sumur lempeng mikro
yang berisis sampel. Berkas cahaya yang melewati sampel memiliki diameter yang
berkisar antara 1 sampai 3 mm. Suatu sistem deteksi mendeteksi cahaya yang be-

rasal dari sampel, menguatkan sinyal dan menentukan absorbansi sampel. Selanjut-
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nya suatu sistem pembacaan mengubahnya menjadi data yang memungkinkan in-
terpretasi hasil pengujian. Saat ini beberapa microplate reader menggunakan sistem
berkas cahaya ganda (Latifa, 2015).

Metode microtiter plate adalah teknik yang paling sering digunakan untuk
menilai kuantitatif pembentukan biofilm. Teknik ini melibatkan melekatkan film
bakteri dengan metanol, pewarnaan dengan Kristal violet, melepaskan pewarna teri-
kat dengan asam asetat glasial 33% dan mengukur densitas optik (OD) dengan pan-
jang gelombang 492nm menggunakan pembaca enzim immu nosorbent. Pewarnaan
Kristal Violet telah banyak dimodifikasi untuk meningkatkan akurasi dan untuk
memungkinkan kuantifikasi biofilm di seluruh sumuran well. Kristal violet adalah
pewarna dasar yang mengikat molekul bermuatan negatif dan polisakarida dalam
matriks ekstraseluler (Latifa, 2015).

Metode microtiter plate adalah metode pemeriksaan biofilm yang efektif ka-
rena lebih banyak bakteri yang menempel pada dinding sumuran, juga tampaknya
penggunaan asam asetat glasial sebagai dekolorisasi menjadi nilai lebih dari teknik

ini (Latifa, 2015).

Gambar 2. 8 Microplate reader
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2.7 Kerangka Pemikiran Penelitian

Senna occidentalis (L.) Link yang mengandung metabolit sekunder golongan
fenolik, terutama tanin yang memiliki aktivitas biologis sebagai antioksidan dan
agen astringen melalui kemampuan membentuk kompleks dengan protein serta sen-
yawa makromolekul lainnya (Fraga-Corral et al., 2021)Penelitian ini didasari oleh
pemikiran bahwa biji kewer Senna occidentalis (L) Link merupakan sumber daya
alam lokal yang memiliki potensi kekayaan fitokimia luar biasa, namun pemanfaa-
tannya dalam bidang farmasi masih perlu didukung oleh data profil zat aktif yang
terstandar. Tanaman ini menyimpan spektrum metabolit sekunder yang sangat luas,
di mana identifikasi terhadap bioaktivitasnya menjadi kunci penting dalam mem-
buka potensi pemanfaatan di masa depan sebagai agen terapeutik fungsional (Sri-
vastava et al., 2025). Salah satu komponen metabolit sekunder utama yang menjadi
fokus dalam penelitian ini adalah senyawa tanin, yang secara kimiawi didefinisikan
sebagai senyawa polifenol kompleks yang tersusun atas gugus hidroksi dan gugus
karboksil yang dihasilkan secara alami oleh tanaman. Senyawa tanin ini diketahui
memiliki peranan strategis dalam dunia kesehatan karena spektrum aktivitas biolo-
gisnya yang luas, mencakup khasiat sebagai agen astringen, anti diare, antibakteri,
serta antioksidan alami (Hersila et al., 2023).

Dalam aspek pengolahannya, biji kewer sering kali diberikan perlakuan fisik
berupa penyangraian guna meningkatkan karakteristik organoleptik serta memper-
baiki stabilitas penyimpanan bahan. Akan tetapi, secara ilmiah perlu dipahami
bahwa setiap metode pemrosesan termal, termasuk pemanasan kering melalui pen-

yangraian, memiliki dampak yang sangat signifikan terhadap jumlah, stabilitas,
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serta profil aktivitas farmakologis dari senyawa bioaktif yang terkandung di dalam
matriks bahan nabati tersebut (Liu et al., 2023). Perubahan suhu dan lama pema-
nasan berisiko memicu terjadinya degradasi termal maupun perubahan struktur
kimia pada senyawa fenolik sensitif panas, yang pada akhirnya akan memengaruhi
integritas mutu bahan alam. Oleh karena itu, klasifikasi yang tepat terhadap jenis
tanin serta pemilihan strategi pemrosesan yang hati-hati sangat diperlukan guna
meminimalkan dampak hilangnya zat aktif akibat faktor degradasi fisik (Li et al.,
2025).

Guna memperoleh data yang representatif, penetapan kadar tanin total dalam
penelitian ini dilakukan menggunakan metode microplate reader yang berdasarkan
reaksi vanillin-asam sulfat, yang menghasilkan warna terukur pada Panjang gelom-

bang 492nm. Besar absorbansi yang terbentuk berbanding lurus dengan kadar.
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Gambar 2. 9 Kerangka Pemikiran
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METODELOGI PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian

Penelitian ini dirancang menggunakan metode penelitian deskriptif dengan
pendekatan kuantitatif. Desain deskriptif dipilih secara spesifik karena tujuan utama
penelitian ini adalah untuk membuat deskripsi, gambaran, atau lukisan secara
sistematis, faktual, dan akurat mengenai fakta-fakta serta hubungan antar fenomena
yang diselidiki, dalam hal ini adalah profil kadar tanin total. Pendekatan kuantitatif
diterapkan melalui pengukuran variabel penelitian menggunakan instrumen labor-
atorium yang menghasilkan data numerik berupa nilai absorbansi, yang selanjutnya
dikonversi menjadi satuan konsentrasi. Penelitian ini tidak dimaksudkan untuk
menguji hipotesis statistik, melainkan bertujuan menggambarkan kadar tanin total
pada ekstrak etanol biji kewer (Senna occidentalis (L.) Link) yang memperoleh
perlakuan penyangraian dan tanpa penyangraian berdasarkan hasil pengukuran
menggunakan metode vanilin—asam sulfat.
3.2 Variabel Penelitian

Variabel penelitian merupakan segala sesuatu yang ditetapkan oleh peneliti
untuk dipelajari sehingga diperoleh informasi yang kemudian digunakan untuk
menarik kesimpulan. Variabel dalam penelitian ini adalah kadar tanin total pada
ekstrak etanol biji kewer Senna occidentalis (L) Link yang disangrai dan tanpa
disangrai yang ditentukan menggunakan metode vanilin-asam sulfat dengan instru-

men microplate reader.

40
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3.3 Definisi Operasional

Tabel 3.1 Definisi Operasional

Komponen Penjelasan

Variabel Gambaran Kadar Tanin pada Ekstrak Etanol pada Biji Kewer
Senna occidentalis (L) Link yang Disangrai dan Tanpa Disangrai.

Definisi Jumlah tanin total yang terdapat dalam ekstrak etanol biji kewer

Variabel yang disangrai dan tanpa disangrai.

Cara Ukur Pengukuran absorbansi menggunakan metode microplate reader
dan perhitungan kurva baku katekin.

Alat Ukur  Microplate Reader.

Hasil Ukur Kadar Tanin Total dalam satuan mg Catechin Equivalent (mg CE/g
ekstrak)

Skala Rasio

3.4 Populasi dan Sampel
3.4.1 Populasi

Populasi dalam penelitian ini adalah biji kewer Senna occidentalis (L) Link
yang diperoleh dari Desa Wisata Saung Ciburial Sukalaksana, Kecamatan Sama-
rang, Kabupaten Garut.
3.4.2 Sampel

Sampel merupakan bagian dari populasi yang diambil dari keseluruhan objek
penelitian dan dianggap mewakili karakteristik populasi secara umum. Pemilihan
sampel dilakukan secara purposif dengan mempertimbangkan kesesuaian bahan
terhadap tujuan penelitian serta homogenitas karakteristik fisik dan biologis bahan
uji. Sampel dalam penelitian ini berupa ekstrak biji kewer Senna occidentalis (L)
Link yang mengalami perlakuan penyangraian dan tanpa penyangraian. Biji kewer
yang digunakan sebagai sampel diperoleh dari tanaman Senna occidentalis yang
telah mencapai fase kematangan fisiologis optimal, dengan perkiraan umur tana-

man +6-8 bulan, yaitu pada kondisi tanaman telah berbuah sempurna dan biji telah
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berkembang secara maksimal. Pemilihan biji pada rentang umur tersebut didasar-
kan pada pertimbangan bahwa pada fase kematangan ini akumulasi metabolit
sekunder, khususnya senyawa fenolik seperti tanin, telah mencapai tingkat yang
relatif stabil dan representatif untuk dianalisis.

Seluruh sampel biji kewer diperoleh dari wilayah Desa Wisata Saung Ciburial
Sukalaksana, Kecamatan Samarang, Kabupaten Garut. Pemilihan lokasi ini didasar-
kan pada ketersediaan tanaman yang tumbuh secara alami serta kondisi lingkungan
yang relatif seragam, sehingga dapat meminimalkan variasi eksternal yang berpo-
tensi memengaruhi kandungan kimia bahan. Setelah dikumpulkan, biji kewer
diseleksi secara visual untuk memastikan keseragaman ukuran, warna, dan tingkat
kematangan, serta dibersihkan dari kotoran sebelum diproses lebih lanjut menjadi
ekstrak sesuai dengan perlakuan yang telah ditetapkan.

3.5 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Januari-Mei 2026 di Laboratorium Kimia
Farmasi Analisis dan Laboratorium Bahan Alam Program Studi D3 Farmasi
Fakultas Ilmu Kesehatan Institut Kesehatan Karsa Husada Garut.

3.6 Instrumen Penelitian
3.6.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat utama dan alat ukur,
Kertas saring whatman No.1, timbangan analitik, oven pengering, ayakan mesh 40,
microplate reader, microplate 96 well, vortex mixer, tabung reaksi, rotary evapora-

tor, water bath, corong kaca, tip mikropipet, cawan porselen, mortir dan stamper.
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3.6.2 Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah biji kewer yang disangrai

dan tanpa disangrai, ekstrak sampel biji kewer, etanol 96%, katekin, larutan vanillin
4%, larutan asam sulfat (H2SO.) 32%, methanol p.a, alumunium foil, dan aquadest.
3.6.3 Proses Penyangraian

Penyangraian biji kewer Senna occidentalis (L) Link dilakukan
menggunakan alat penyangrai pada suhu 150°C selama 15 menit. Proses penyan-
graian bertujuan untuk memberikan perlakuan termal pada sampel untuk mem-
peroleh ekstrak biji kewer yang selanjutnya digunakan dalam kadar tanin total yang
terkandung dalam biji kewer. Selama proses penyangraian, biji kewer diaduk secara
perlahan agar pemanasan berlangsung merata dan mencegah terjadinya gosong
pada sebagian bahan. Setelah proses penyangraian selesai, biji kewer didinginkan
pada suhu ruang hingga mencapai kondisi stabil, kemudian dihaluskan menjadi ser-
buk dan digunakan untuk proses ekstraksi.
3.6.4 Ekstrak Etanol

Ekstraksi dilakukan menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol
96%. Serbuk biji kewer direndam dalam etanol dengan perbandingan simplisia dan
pelarut sebesar 1:10 (b/v), kemudian didiamkan selama 3 x 24 jam pada suhu ruang
dengan pengadukan setiap 24 jam disertai pengadukan berkala untuk membantu
proses perpindahan senyawa aktif dari matriks simplisia ke dalam pelarut. Metode
maserasi dipilih karena memiliki prosedur yang sederhana serta mampu
mengekstraksi senyawa fenolik secara efektif (Bitwell & Indra, 2023; Zhang et al.,

2018). Dalam beberapa penelitian, metode ini juga digunakan sebagai pendekatan
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ekstraksi tanin dari bahan tanaman sebelum dilakukan analisis menggunakan mi-
croplate reader (Mukhriani et al., 2014). Setelah proses maserasi selesai, filtrat
dipisahkan dari residu, kemudian diuapkan menggunakan rotary evaporator hingga
diperoleh ekstrak kental sebagai hasil akhir proses ekstraksi (Leba Uron, 2017;
Naviglio et al., 2019).
3.6.5 Pembuatan Larutan Standar

Larutan standar dibuat menggunakan katekin sebagai senyawa standar.
Sebanyak 10 mg katekin ditimbang secara seksama, kemudian dilarutkan dengan
metanol p.a. hingga volume 10 mL sehingga diperoleh larutan stok dengan konsen-
trasi 1000 ppm. Larutan stok kemudian diencerkan menjadi beberapa seri konsen-
trasi, yaitu 14,71; 29,43; 58,85; 117,70; 235,40; 470,80; dan 941,60 ppm. Masing-
masing larutan standar selanjutnya direaksikan dengan pereaksi vanilin 4% dan
asam sulfat 32%, kemudian diukur absorbansinya menggunakan microplate reader
pada panjang gelombang 492 nm. Nilai absorbansi yang diperoleh digunakan untuk
membuat kurva baku katekin dan memperoleh persamaan regresi linear sebagai da-
sar perhitungan kadar tanin total sampel.
3.6.6 Pengukuran Absorbansi Menggunakan Microplate Reader

Pengukuran absorbansi dalam penelitian ini dilakukan menggunakan
instrumen microplate reader dengan metode vanilin-asam sulfat. Metode ini
didasarkan pada reaksi antara senyawa tanin terkondensasi yang terdapat dalam
sampel dengan pereaksi vanilin dalam suasana asam, sehingga menghasilkan
kompleks berwarna merah. Intensitas warna yang terbentuk berbanding lurus

dengan konsentrasi tanin yang terkandung dalam sampel. Katekin digunakan
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sebagai larutan standar untuk pembuatan kurva baku karena memiliki struktur yang
mewakili golongan tanin terkondensasi. Larutan standar katekin dan larutan sampel
direaksikan dengan larutan vanilin 4% dan asam sulfat 32%, kemudian diinkubasi
pada suhu ruang hingga terbentuk warna yang stabil. Selanjutnya, absorbansi
diukur menggunakan microplate reader pada panjang gelombang 492 nm. Nilai
absorbansi yang diperoleh dari larutan standar digunakan untuk membuat kurva
baku katekin dan menghasilkan persamaan regresi linear, sedangkan nilai
absorbansi sampel digunakan untuk menentukan kadar tanin total yang dinyatakan
sebagai mg Catechin Equivalent per gram ekstrak (mg CE/g ekstrak).
3.7 Cara Pengumpulan Data
3.7.1 Pengumpulan Bahan dan Determinasi Tanaman

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah biji kewer Senna occi-
dentalis (L) Link yang diperoleh dari Desa Wisata Saung Ciburial, Sukalaksana,
Kecamatan Samarang, Kabupaten Garut. Biji kewer dibagi menjadi dua kelompok
perlakuan, yaitu biji kewer yang disangrai dan tanpa disangrai. Masing-masing ke-
lompok sampel dibuat menjadi simplisia, kemudian dihaluskan dan ditimbang
sebanyak 600gram untuk proses ekstraksi menggunakan metode maserasi dengan
pelarut etanol 96%. Determinasi tanaman dilakukan di Herbarium Bandungense,

Sekolah lImu dan Teknologi Hayati, Institut Teknologi Bandung (ITB).

3.7.2 Preparasi Sampel

Biji kewer Senna occidentalis (L) Link yang diperoleh dari Desa Wisata
Saung Ciburial, Sukalaksana, Kecamatan Samarang, Kabupaten Garut terlebih da-

hulu dilakukan sortasi basah untuk memisahkan kotoran, biji yang rusak, dan bahan
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asing lainnya. Selanjutnya, biji dicuci menggunakan air mengalir hingga bersih dan
ditiriskan.

Biji kewer kemudian dibagi menjadi dua kelompok perlakuan, yaitu ke-
lompok biji kewer yang disangrai dan kelompok biji kewer tanpa disangrai. Pen-
yangraian dilakukan pada suhu dan waktu yang telah ditentukan dalam penelitian.
Setelah perlakuan selesai, kedua kelompok sampel dikeringkan menggunakan
lemari pengering hingga diperoleh bahan yang kering dan memiliki kadar air ren-
dah. Proses pengeringan bertujuan untuk mencegah pertumbuhan mikroorganisme
serta menjaga kestabilan senyawa aktif yang terkandung dalam sampel.

Sampel yang telah kering kemudian dihaluskan menggunakan blender dan
diayak menggunakan ayakan mesh 40 sehingga diperoleh serbuk simplisia dengan
ukuran yang seragam. Serbuk simplisia yang diperoleh selanjutnya disimpan dalam
wadah tertutup rapat dan digunakan untuk proses ekstraksi menggunakan pelarut

etanol 96%.

3.7.3 Pembuatan Ekstrak

Pembuatan ekstrak biji kewer Senna occidentalis (L) Link dilakukan
menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 96%. Serbuk simplisia biji
kewer yang telah dikeringkan dan dihaluskan ditimbang sebanyak 600 gram,
kemudian dimasukkan ke dalam wadah maserasi yang bersih dan kering. Selanjut-
nya, simplisia direndam menggunakan etanol 96% hingga seluruh bagian simplisia
terendam sempurna.

Proses maserasi dilakukan selama 3 x 24 jam pada suhu ruang dan sesekali dil-

akukan pengadukan untuk meningkatkan kontak antara pelarut dan bahan sehingga
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proses penarikan senyawa aktif dapat berlangsung secara optimal. Setelah proses
maserasi selesai, campuran disaring menggunakan kertas saring untuk memisahkan
filtrat dari ampas simplisia. Ampas yang diperoleh kemudian dimaserasi kembali
menggunakan etanol 96% hingga proses ekstraksi berlangsung optimal.

Seluruh filtrat hasil maserasi dikumpulkan dan diuapkan menggunakan rotary evap-
orator pada suhu 40-50°C hingga diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kental yang
dihasilkan kemudian ditimbang untuk menentukan rendemen ekstrak dan disimpan
dalam wadah tertutup sebelum digunakan untuk pengujian kadar tanin total

menggunakan metode vanilin-asam sulfat dengan instrumen microplate reader.

3.7.4 Uji Kadar Total Tanin dengan metode Microplate reader

Penetapan kadar total tanin pada ekstrak etanol biji kewer Senna occidentalis
(L) Link yang disangrai dan tanpa disangrai dilakukan menggunakan metode
Vanilin-Asam Sulfat dengan instrumen microplate reader. Metode ini berdasarkan
pada reaksi antara senyawa tanin terkondensasi dengan pereaksi vanilin dalam
suasana asam yang akan menghasilkan kompleks berwarna merah. Intensitas warna
yang berbentuk sebanding dengan konsentrasi tanin dalam sampel sehingga dapat
diukur secara kuantitatif berdasarkan nilai absorbansi yang dihasilkan. Pengukuran
dilakukan menggunakan microplate reader karena memiliki sensitivitas yang baik,
membutuhkan volume sampel secara simutan sehingga meningkat efisiensi
analisis.

1. Pembuatan Larutan Vanilin 4%
Larutan vanilin 4% dibuat dengan menimbang vanilin sebanyak 4 gram

kemudian dilarutkan menggunakan metanol p.a hingga volume 100 ml dalam
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labu ukur. Larutan dihomogenkan hingga seluruh serbuk vanilin larut
sempurna dan diperoleh larutan yang jernih. Larutan vanilin yang telah dibuat
disimpen dalam botol gelap untuk menghindari kerussksn akibat paparan
cahaya dan digunakan sebagai pereaksi dalam penetapan kadar total tanin.
Pembuatan Larutan Asam Sulfat 32%

Larutan asam sulfat 32% dibuat dengan mengencerkan asam sulfat pekat
menggunakan aquades hingga diperoleh konsentrasi 32%. Proses pengenceran
dilakukan secara hati-hati dengan menambahkan asam ke dalam air secara
perlahan sambil diaduk untuk menghindari peningkatkan suhu yang
berlebihan larutan yang telah dibuat disimpen dalam wadah tertutup hingga
digunakan dalam proses analisis

Pembuatan Larutan Standar Katekin

Larutan standar dibuat menggunakan katekin sebagai senyawa pembanding.
Sebanyak 10 mg katekin ditimbang secara seksama kemudian dimasukkan
kedalam labu ukur 10 ml dan dilarutkan menggunakan metanol p.a hingga
tanda batas sehingga diperoleh larutan stok dengan konsentrasi 1000 ppm.
Larutan stok kemudian diencerkan untuk memperoleh seri konsentrasi standar
yaitu 14,71; 29,43; 58,85; 117,70; 235,40; 470,80; dan 941,60 ppm. Larutan
standar ini digunakan untuk membuat kurva baku yang akan digunakan dalam
penentuan kadar tanin total sampel.

Pembuatan Larutan Sampel

Ekstrak etanol biji kewer yang disangrai dan ekstrak etanol biji kewer tanpa

disangrai digunakan sebagai sampel pengujian. Masing-masing ekstrak
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ditimbang secara seksama sebanyak 10 mg kemudian dimasukkan ke dalam
labu ukur 10 mL. Selanjutnya ditambahkan metanol p.a hingga tanda batas
sehingga diperoleh larutan sampel dengan konsentrasi 1000 ppm. Larutan
dihomogenkan menggunakan vortex hingga ekstrak larut sempurna.

Apabila masih terdapat partikel yang tidak larut, larutan disaring
menggunakan kertas saring untuk memperoleh larutan yang jernih. Larutan
sampel yang telah homogen kemudian digunakan dalam proses pengujian
kadar tanin total menggunakan metode microplate reader.

Pengujian Kadar Total Tanin Menggunakan microplate Reader

Pengujian kadar tanin total dilakukan menggunakan microplate 96 well.
Larutan standar katekin, blanko, dan larutan sampel dipipet ke dalam sumur
(well) microplate sesuai dengan tata letak pengujian yang telah ditentukan.
Setiap konsentrasi standar dan sampel dibuat dalam tiga kali pengulangan
(triplo) untuk meningkatkan validitas hasil pengukuran.

Ke dalam masing-masing sumur ditambahkan larutan vanilin 4% dan larutan
asam sulfat 32% dengan perbandingan volume yang sama. Campuran
kemudian dihomogenkan secara perlahan dan diinkubasi pada suhu ruang
selama waktu yang telah ditentukan hingga terbentuk warna merah yang stabil
sebagai hasil reaksi antara tanin dan pereaksi vanilin-asam sulfat.

Setelah proses inkubasi selesai, absorbansi masing-masing larutan diukur
menggunakan microplate reader pada panjang gelombang 492 nm. Nilai ab-

sorbansi yang diperoleh dari larutan standar digunakan untuk membuat kurva
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baku katekin dan memperoleh persamaan regresi linear. Selanjutnya, nilai ab-
sorbansi sampel dimasukkan ke dalam persamaan regresi tersebut untuk
menentukan konsentrasi tanin total dalam ekstrak. Hasil pengukuran dinya-

takan sebagai mg Catechin Equivalent per gram ekstrak (mg CE/g ekstrak).
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3.8 Analisis Data

Data yang diperoleh dalam penelitian ini berupa nilai absorbansi larutan
standar katekin dan larutan sampel ekstrak etanol biji kewer Senna occidentalis (L)
Link yang disangrai dan tanpa disangrai menggunakan metode vanilin-asam sulfat
dengan instrumen microplate reader pada panjang gelombang 492 nm.
3.8.1 Pembuatan Kurva Baku Katekin

Larutan standar katekin dengan berbagai konsentrasi (14,71; 29,43; 58,85;

117,70; 235,40; 470,80; dan 941,60 ppm) diukur nilai absorbansinya menggunakan
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microplate reader pada panjang gelombang 492 nm. Nilai konsentrasi standar (x)
dan absorbansi (y) kemudian dianalisis menggunakan perangkat lunak GraphPad
Prism untuk memperoleh kurva baku dan persamaan regresi linear.
Persamaan regresi linear dinyatakan sebagai berikut:
y=ax+b
Keterangan:
e 'y =absorbansi
e X = konsentrasi katekin (ppm)
e a=intersep (titik potong terhadap sumbu y)
e b =slope atau kemiringan garis regresi
Nilai koefisien determinasi (R?) digunakan untuk menilai linearitas hubungan
antara konsentrasi dan absorbansi. Semakin mendekati nilai 1, maka semakin baik
linearitas kurva baku yang diperoleh.
3.8.2 Penentuan Kadar Tanin Total
Nilai absorbansi sampel dimasukkan ke dalam persamaan regresi linear untuk
memperoleh konsentrasi tanin (C). Konsentrasi sampel dihitung menggunakan ru-
mus:

Kadar tanin total dihitung menggunakan rumus:

y—a
b

X =

Keterangan:
X = konsentrasi sampel (mg/L)
y = absorbansi sampel

a = intersep
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b = slope

Selanjutnya kadar tanin total dihitung menggunakan rumus:

CXVXFP

Kadar Tanin Total (mg CE/g ekstrak) =

Keterangan:
e C = konsentrasi hasil perhitungan dari kurva baku (mg/L)
eV =volume larutan sampel (L)
o FP = faktor pengenceran
e W = Derat ekstrak yang digunakan (g)
Hasil perhitungan dinyatakan sebagai miligram Catechin Equivalent per
gram ekstrak (mg CE/g ekstrak). Data yang diperoleh kemudian disajikan dalam
bentuk tabel dan diinterpretasikan secara deskriptif untuk menggambarkan kadar

tanin total pada ekstrak etanol biji kewer yang disangrai dan tanpa disangrai.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian
4.1.1 Hasil Determinasi Tanaman

Hasil determinasi tanaman dilakukan di Herbarium Bandungense, Sekolah
Ilmu dan Teknologi Hayati, Institut Teknologi Bandung (ITB) menunjukan bahwa
sampel digunakan adalah biji kewer Senna occidentalis (L) Link dan hasil dapat

dilihat pada lampiran 1

4.1.2 Hasil Simplisia dan Serbuk

Biji kewer Senna occidentalis (L) Link yang diperoleh dari Desa Wisata
Saung Ciburial, Kecamatan Samarang, Kabupaten Garut. Sebelum digunakan
sebagai bahan penelitian, biji kewer terlebih dahulu dilakukan proses sortasi untuk
memisahkan kotoran, biji yang rusak, serta bahan asing lainnya yang dapat
memengaruhi kualitas sampel. Setelah proses sortasi selesai, biji kewer dicuci
menggunakan air mengalir untuk menghilangkan debu dan kotoran yang menempel
pada permukaan biji.
Biji kewer yang telah bersih kemudian dibagi menjadi dua kelompok perlakuan,
yaitu biji kewer yang disangrai dan biji kewer tanpa disangrai. Perlakuan
penyangraian dilakukan untuk mengetahui pengaruh pemanasan terhadap
kandungan tanin yang terdapat dalam biji kewer. Setelah perlakuan selesai, kedua
kelompok sampel dikeringkan hingga diperoleh kadar air yang rendah sehingga

dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme dan mencegah kerusakan bahan
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selama penyimpanan.

Proses pengeringan menghasilkan simplisia biji kewer yang memiliki karakteristik
fisik berupa warna coklat tua hingga kehitaman, berbau khas, serta memiliki tekstur
keras dan kering. Pengeringan merupakan tahap penting dalam pembuatan sim-
plisia karena dapat memperpanjang masa simpan bahan serta menjaga kestabilan
senyawa metabolit sekunder yang terkandung di dalamnya. Simplisia yang telah
kering kemudian dihaluskan menggunakan alat penggiling hingga diperoleh serbuk
simplisia. Serbuk simplisia yang dihasilkan memiliki ukuran partikel yang relatif
homogen, berwarna coklat kehitaman, berbau khas aromatik, dan bertekstur halus.
Penghalusan simplisia menjadi serbuk bertujuan untuk memperbesar luas
permukaan bahan sehingga kontak antara sampel dan pelarut selama proses
ekstraksi menjadi lebih optimal. Semakin kecil ukuran partikel simplisia, maka
semakin besar luas permukaan yang dapat berinteraksi dengan pelarut sehingga
proses perpindahan massa senyawa aktif ke dalam pelarut berlangsung lebih efektif.
Pada penelitian ini, serbuk simplisia yang diperoleh digunakan sebagai bahan baku
dalam proses ekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol 96%.
Penggunaan serbuk simplisia yang homogen diharapkan mampu meningkatkan
efisiensi ekstraksi dan menghasilkan ekstrak yang representatif untuk analisis kadar
tanin menggunakan metode microplate reader.

Tabel 4. 1 karakteristik simplisia biji kewer

Parameter Hasil
Bentuk Biji
Warna Coklat Kehitaman
Bau Khas
Rasa Sepat

Tekstur Kering
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4.1.3 Hasil Ekstraksi Biji Kewer

Hasil ekstraksi masing — masing 600 gram serbuk simplisia biji kewer yang
disangrai dan tanpa disangrai dengan cara maserasi menggunakan pelarut etanol
96% secara bertahap. Ekstraksi sampel biji kewer yang disangrai sebanyak 18,19
gram dengan rendemen sebesar 3,03%, dan ekstrak sampel biji kewer tanpa
disangrai sebanyak 36,94 gram dengan rendemen sebesar 6,15%. Hasil ekstraksi

serbuk simplisia biji kewer yang disangrai dan tanpa disangrai dapat dilihat pada

tabel 4.1.
Tabel 4. 2 Hasil ekstraksi serbuk simplisia biji kewer yang disangrai dan tanpa
disangrai
No Sampel Berat Sim- Volume Pel- Bobot Rendemen (%)
plisia (g) arut (L) Ekstrak (g)
1. Biji Kewer 600 6 18,19 3,03
Disangrai
2. Biji Kewer 600 6 36,94 6,15

Tanpa Disangrai

4.1.4 Hasil Kurva Baku Katekin

hasil pengukuran menunjukkan bahwa setiap konsentrasi larutan standar
katekin menghasilkan nilai absorbansi tertentu yang digunakan untuk membentuk
kurva baku. Data tersebut menghasilkan persamaan regresi linier yang menjadi da-
sar dalam penentuan konsentrasi tanin total pada sampel. Persamaan regresi
digunakan untuk mengonversi nilai absorbansi sampel menjadi konsentrasi ekuiva-
len katekin (Catechin Equivalent). Nilai koefisien determinasi (R?) yang mendekati
satu menunjukkan bahwa hubungan antara konsentrasi larutan standar dengan nilai
absorbansi memiliki linearitas yang sangat baik sehingga persamaan regresi dapat

digunakan dalam proses analisis kadar tanin total.
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Tabel 4. 3 Nilai hasil kurva baku katekin

Larutan Konsentrasi Absorbansi Rata-rata  Standar
Uji (ppm) | T i Absorbansi  Deviasi
Katekin 0,00 0,0243 0,0246 0,0242 0,0244 0,0002

29,43 0,0319 0,0316 0,0317 0,0317 0,0002
58,85 0,0374 0,0384 0,0388 0,0382 0,0007
117,70 0,0548 0,0549 0,0546 0,0548 0,0002
235,40 0,0755 0,0776 0,0817 0,0783 0,0032
470,80 0,1297 0,1280 0,1295 0,1291 0,0009
941,60 0,2123 0,2135 0,2179 0,2146 0,0029

R%=0,9993
0.25-
e
0.20 -
@ -
S 0.154 1.285
o o Y = 0.1
@ 0.10- , x)
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0.05- _*
+°
000 T 1 1 T 1
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Gambar 4. 1 Gambar Kurva Baku Katekin

Hasil analisi kurva baku katekin menunjukan adanya hubungan yang linear
antara konsentarsi larutan standar dengan nilai absorbansi yang dihasilkan. Pening-
katan konsentrasikatekin diikutu oleh peningkatan nilai absorbansi secara pro-
porsional.

4.1.5 Hasil Absorbansi Sampel

hasil pengukuran menunjukkan nilai absorbansi ekstrak etanol biji kewer
yang diperoleh setelah sampel direaksikan dengan pereaksi vanilin—asam sulfat dan
Campuran larutan dihomogenkan, kemudian diinkubasi hingga reaksi pembentukan

warna berlangsung sempurna. Selanjutnya, absorbansi masing-masing larutan
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diukur menggunakan microplate reader pada panjang gelombang 492 nm. Nilai
absorbansi larutan standar digunakan untuk membuat kurva baku katekin dan mem-
peroleh persamaan regresi linear. Persamaan regresi tersebut selanjutnya digunakan
untuk menghitung konsentrasi ekuivalen katekin (Catechin Equivalent) pada setiap

sampel.

Tabel 4. 4 Data Absorbansi Sampel

Larutan  Konsentrasi Absorbansi Rata-rata  Standar
Uji (ppm) l 1 i Absorbansi  Deviasi

Ekstrak biji 90,91 0,0392 0,0392 0,0393 0,0392 0,0001

kewer

disangrai

Ekstrak biji 90,91 0,0249 0,0250 0,0250 0,0250 0,0001

kewer tanpa

disangrai

Berdasarkan Tabel 4.4 Data absorbansi yang diperoleh menunjukkan bahwa
proses analisis menggunakan microplate reader telah menghasilkan data kuantitatif
yang dapat digunakan untuk menentukan kadar tanin total dalam satuan mg Cate-

chin Equivalent per gram ekstrak (mg CE/g ekstrak).

4.1.6 Hasil Kadar Tanin Total

Tabel 4. 5 Hasil Kadar Tanin Total

Larutan Konsen- Ekuivalen Katekin mg CE/g ekstrak  Rata- Standar

Uji trasi rata Deviasi
(opm) I i I I i
Ekstrak 90,91 59,51 59,51 59,92 654,62 654,62 659,17 654,16 2,63
biji
kewer

disangrai
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Ekstrak 90,91 2,26 2,64 2,64 2489 29,00 29.00 27,63 2,37
biji

kewer

tanpa

disangrai

Berdasarkan Tabel 4.5 hasil analisis menunjukkan bahwa kadar tanin total
ekstrak etanol biji kewer yang disangrai sebesar 654,16 mg CE/g ekstrak, se-
dangkan kadar tanin total ekstrak etanol biji kewer tanpa penyangraian sebesar
27,63 mg CE/g ekstrak. Nilai tersebut diperoleh dari hasil perhitungan berdasarkan
persamaan regresi kurva baku katekin dan dinyatakan dalam satuan mg Catechin
Equivalent per gram ekstrak (mg CE/g ekstrak).

4.2 Pembahasan

Biji kewer (Senna occidentalis (L.) Link) mengandung metabolit sekunder
golongan fenolik, terutama tanin yang memiliki aktivitas biologis sebagai antioksi-
dan, antibakteri, dan agen astringen. Aktivitas tersebut berkaitan dengan kemam-
puan tanin dalam berinteraksi dengan protein dan makromolekul biologis melalui
ikatan hidrogen dan interaksi hidrofobik (Fraga-Corral et al., 2021; Hersila et al.,
2023).

Proses penyangraian pada suhu 150°C selama 15 menit memberikan
pengaruh terhadap struktur fisik simplisia. Pemanasan kering menyebabkan peru-
bahan jaringan tanaman yang tersusun atas selulosa, hemiselulosa, dan lignin se-
hingga meningkatkan porositas jaringan. Kondisi ini mempermudah pelepasan sen-
yawa aktif dari matriks sel selama proses ekstraksi (Liu et al., 2023). Selain itu,

proses pemanasan juga dapat menonaktifkan enzim oksidatif yang berperan dalam
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degradasi senyawa fenolik sehingga kestabilan senyawa dapat lebih terjaga (Putri
etal., 2024).

Tanin sebagai senyawa polifenol memiliki sensitivitas terhadap suhu
tinggi. Paparan panas dapat memicu oksidasi gugus fenolik serta transformasi
struktur kimia yang dapat menghasilkan bentuk turunan fenolik lain yang masih
memiliki aktivitas reaktif terhadap pereaksi kimia (Nakitto et al., 2024; Li et al.,
2025). Kondisi ini  menunjukkan bahwa perlakuan panas tidak hanya
mempengaruhi struktur fisik bahan, tetapi juga dapat mempengaruhi profil kimia
senyawa aktif.

Ekstraksi menggunakan etanol 96% dengan metode maserasi dipilih karena
sesuai dengan sifat polar tanin. Etanol mampu menembus jaringan tanaman dan
melarutkan senyawa fenolik melalui interaksi ikatan hidrogen, sehingga ekstraksi
dapat berlangsung optimal pada suhu ruang (Bitwell & Indra, 2023). Proses ma-
serasi selama 3 x 24 jam dengan pengadukan berkala memberikan kesempatan yang
cukup untuk mencapai keseimbangan konsentrasi antara pelarut dan simplisia.

Hasil rendemen menunjukkan nilai 3,03% pada sampel yang melalui proses
penyangraian dan 6,15% pada sampel tanpa penyangraian. Kondisi ini dipengaruhi
oleh perubahan struktur jaringan serta kemungkinan hilangnya sebagian komponen
yang bersifat volatil selama proses pemanasan (Liu et al., 2023).

Pengukuran absorbansi menggunakan microplate reader menunjukkan nilai
0,0392 pada sampel disangrai dan 0,0250 pada sampel tanpa disangrai. Nilai ini
menggambarkan intensitas pembentukan kompleks warna antara tanin dan reagen

vanilin—asam sulfat yang diukur secara kuantitatif pada panjang gelombang 492 nm
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(Rahayu et al., 2019).

Hasil kadar tanin total menunjukkan nilai 654,16 mg CE/g ekstrak pada
sampel disangrai dan 27,63 mg CE/g ekstrak pada sampel tanpa disangrai. Inter-
pretasi hasil ini perlu mempertimbangkan bahwa metode vanilin—asam sulfat tidak
sepenuhnya spesifik terhadap tanin murni, melainkan dapat memberikan respons
terhadap senyawa fenolik lain seperti flavan-3-ol dan proantosianidin yang mem-
iliki struktur serupa. Oleh karena itu, nilai yang diperoleh lebih tepat dipahami se-
bagai total senyawa fenolik reaktif dalam bentuk ekuivalen katekin (catechin equiv-
alent) (Rahayu et al., 2019; Fraga-Corral et al., 2021).

Selain itu, hasil analisis juga dipengaruhi oleh faktor teknis seperti ho-
mogenitas larutan, ketepatan pipetasi, kondisi inkubasi, serta kestabilan pemben-
tukan warna kompleks selama pengukuran. Nilai koefisien determinasi kurva baku
(R2 =0,9969) menunjukkan bahwa hubungan konsentrasi dan absorbansi memiliki
linearitas yang baik, sehingga metode kuantifikasi dapat digunakan dengan tingkat
keandalan yang tinggi.

Secara keseluruhan, hasil penelitian menunjukkan bahwa tahapan preparasi
bahan, metode ekstraksi, serta metode analisis memiliki kontribusi terhadap hasil
akhir yang diperoleh. Interaksi antara faktor fisik, kimia, dan analitik menjadi ba-
gian penting dalam menentukan nilai kadar tanin total yang terukur. Oleh karena
itu, hasil penelitian ini merepresentasikan respons kimia sistem analisis terhadap
ekstrak bahan alam yang digunakan.

Metode microplate reader dengan reaksi vanilin—asam sulfat terbukti efektif

untuk analisis kuantitatif senyawa fenolik karena memiliki sensitivitas tinggi,
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efisiensi waktu, serta kemampuan analisis multi-sampel dengan volume kecil. Na-
mun demikian, interpretasi hasil tetap perlu mempertimbangkan keterbatasan spe-

sifisitas metode dalam mendeteksi tanin secara murni.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian mengenai gambaran kadar tanin total pada ekstrak

etanol biji kewer (Senna occidentalis (L.) Link) yang disangrai dan tanpa disan-

grai menggunakan metode vanilin—asam sulfat dengan instrumen microplate

reader, dapat disimpulkan bahwa:

1.

Biji kewer (Senna occidentalis (L.) Link) mengandung senyawa metabolit
sekunder golongan fenolik berupa tanin yang dapat dianalisis secara kuanti-
tatif menggunakan metode vanilin—asam sulfat dengan microplate reader.
Proses penyangraian pada suhu 150°C selama 15 menit memberikan
pengaruh terhadap karakteristik fisik simplisia serta proses ekstraksi sen-
yawa aktif dari bahan.

Ekstrak etanol biji kewer yang disangrai memiliki rendemen sebesar 3,03%,
sedangkan ekstrak tanpa disangrai memiliki rendemen sebesar 6,15%.
Nilai absorbansi pada ekstrak biji kewer yang disangrai sebesar 0,0392, se-
dangkan pada ekstrak tanpa disangrai sebesar 0,0250.

Kadar tanin total pada ekstrak biji kewer yang disangrai sebesar 654,16 mg
CE/g ekstrak, sedangkan pada ekstrak tanpa disangrai sebesar 27,63 mg

CE/qg ekstrak.
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Metode vanilin—asam sulfat dengan instrumen microplate reader dapat
digunakan sebagai metode analisis yang efektif, sensitif, dan efisien dalam

penetapan kadar tanin total pada ekstrak bahan alam.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, saran yang dapat diberikan

adalah sebagai berikut:

1.

Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan variasi suhu dan waktu penyan-
graian untuk memperoleh kondisi pengolahan yang lebih optimal terhadap
kandungan senyawa fenolik pada biji kewer (Senna occidentalis (L.) Link).
Disarankan penggunaan metode analisis lain seperti Folin—Ciocalteu atau
Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (HPLC) untuk memperoleh data pen-
dukung terkait profil senyawa fenolik secara lebih spesifik.

Perlu dilakukan pengujian aktivitas biologis ekstrak seperti aktivitas anti-
oksidan dan antibakteri untuk memperkuat potensi farmakologis biji kewer.
Diperlukan penelitian lanjutan mengenai standardisasi simplisia dan ekstrak
sebagai dasar pengembangan bahan baku fitofarmaka.

Perlu dilakukan validasi metode lebih lanjut untuk meningkatkan keandalan

hasil analisis kadar tanin total pada bahan alam.
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LAMPIRAN

Lampiran 1.Surat hasil determinasi tanaman

INSTITUT TEKNOLOGI BANDUNG
SEKOLAH ILMU DAN TEKNOLOGI HAYAT]

Gedung Labtek XI, Jalan Ganesa No.10, Bandung 40132, Telp.: +6222 2511575, Fax.: +6222 2534107

e-mail: sith@itb.ac.id situs: www.sith.itb.ac.id
Nomor 1 4428/1T1.C11.2/TA.00/2026 3 Juni 2026
Perihal : Determinasi tumbuhan

Yth. Dekan

Fakultas IImu Kesehatan

Institut Kesehatan Karsa Husada Garut
JI. Nusa Indah No. 24

Garut

Menindaklanjuti surat dari Dekan Fakultas Ilmu Kesehatan Institut Kesehatan Karsa Husada Garut
Nomor 050/IKKHG.2/TU/VI/2026 tanggal 2 Juni 2026 perihal permintaan determinasi tumbuhan,
bersama ini kami informasikan bahwa setelah dilakukan proses identifikasi oleh staf kami, sampel
tumbuhan yang dikirim oleh Sdr. Wafgi Naufal Fahrizal (NIM: KHGF23050), yaitu:

No Nama sampel Hasil determinasi Famili
1. Kewer Senna occidentalis (L.) Link Fabaceae
(Gassia occidentalis L.)

Referensi:
1. Hou, D., Larsen, K.& Larsen, S. S. (1996). Caesalpiniaceae (Leguminosae-
Caesalpinioideae). Flora Malesiana - Series 1, Spermatophyta, 12(2), 409-730.
2. POWO (2026). "Plants of the World Online. Facilitated by the Royal Botanic Gardens, Kew.
Published on the Internet;

2026."

Demikian yang kami sampaikan. Atas perhatian dan kerjasama yang diberikan, kami ucapkan
terima kasih.

, M.Si., Ph.D. o
Tembusan:

Dekan SITH ITB (sebagai laporan)

Terakreditasi oleh:

ASIIN naneT
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Lampiran 2. Diagram alir penelitian

Biji kewer yang
disangrai dan tanpa
disangrai

Serbuk simplisia biji
kewer yang disangrai
dan tanpa disangrai

\J

Ekstrak etanol biji
kewer yang disangrai
dan tanpa disangrai

¥

Preaksi
Vanillin - Asam Sulfat

Pengeringan, sortasi
kering dan penyerbukan

Penimbangan,
pengekstrakan dengan
metode maserasi secara
bertahap menggunakan
pelarut etanol 96%

Mengukur Absorbansi dengan
microlate reader (492 nm)

Kadar tanin total
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Lampiran 3. Diagram alir pembuatan ekstrak

Serbuk Kering Simplisia Biji
Kewer yang Disangrai dan
Tanpa Disangrai

- Dimaserasi dengan
pelarut etanol 96%
- Disaring

N

dipekatkan

Ekstrak Etanol Biji
Kewer yang Disangrai
dan Tanpa Disangrai
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Lampiran 4. Perhitungan rendemen ektrak biji kewer yang disangrai dan tanpa
disangrai

a. Ekstrak biji kewer yang disangrai

Bobot ekstrak yang diperoleh

R 0, =
endemen (%) Bobot simplisia awal X100

Rendemen (%) = % x 100 = 3,03%

b. Ekstrak biji kewer tanpa disangrai

Bobot ekstrak yang diperoleh

Rend o) — X1
endemen (%) Bobot simplisia awal 00

Rendemen (%) = % x 100 = 6,15%
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Lampiran 5. Perhitungan kadar tanin total (CE/g ekstrak)
1. Persamaan kurva baku
Persamaan yang digunakan:

y = 0,000202145x + 0,0280524

Keterangan:
e 'y =absorbansi sampel
e X = konsentrasi tanin (ppm)
2. Menentukan konsentrasi sampel (x)

Rumus:

3. Sampel 1 (Biji kewer disangrai)
e Absorbansi (y) = 0,0392

Substitusi:
0,0392 — 0,0280524
X = 770,000202145
0,0111476
* = 0,000202145
x = 55,12 ppm

4. Sampel 2 (Biji kewer tanpa disangrai)
e Absorbansi (y) = 0,0250
Substitusi:

_0,0250 —0,0280524

X = 70,000202145
—0,0030524

* = 0,000202145
x = —15,10 ppm (= 0 ppm secara praktis)

5. Konversi ke mg CE/g ekstrak

Rumus:



CXVXFP
mg CE/g = ————

Keterangan:
e C = konsentrasi hasil kurva (mg/L atau ppm)
e V =volume larutan (L)
o FP = faktor pengenceran
e W = Derat ekstrak (g)
6. Hasil akhir
o Ekstrak biji kewer disangrai = 654,16 mg CE/g ekstrak
o Ekstrak biji kewer tanpa disangrai = 27,63 mg CE/g ekstrak
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Lampiran 6. Perhitungan kurva baku katekin

a. Data Absorbansi Rata-rata

73

Konsentrasi (ppm) Absorbansi
0,00 0,0244
29,43 0,0317
58,85 0,0382
117,70 0,0548
235,40 0,0783
470,80 0,1291
941,60 0,2146

b. Hasil Perhitungan Regresi Linear

Persamaan regresi: y = 0,000202145x + 0,0280524

Koefisien determinasi (R?) = 0,9969475

c. Tabel Perhitungan x2 dan xy

X y X2 Xy
0,00 0,0244 0,0000 0,000000
29,43 0,0317 866,1249 0,932931
58,85 0,0382 3463,3225 2,248070
117,70 0,0548 13853,2900 6,449960
235,40 0,0783 55413,1600 18,431820
470,80 0,1291 221652,6400 60,780280
941,60 0,2146 886610,5600 202,067360
d. Rekapitulasi
o Xx=1853,78

Ty =0,5711

2x>=1.181.859,0979
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Xxy =290,910421

Persamaan Regresi Linear
Slope (b):
b = 0,000202145

Intercept (a):

a =0,0280524

Persamaan Kurva Baku
y = 0,000202145x+0,0280524

Koefisien Determinasi
R2=0,9969475 =~ 0,9969



Lampiran 7. Dokumentasi penelitian
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Pengeringan

Lo

k

Penimbangan
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Perendaman simplisia ( Maserasi )
3 |

Proses pemekatan

Ekstrak Biji kewer

Penimbangan ektrak kental

Pembuatan larutan katekin




Lampiran 8. Lembar bimbingan karya tulis ilmiah
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Lampiran 9. Lembar persetujuan dan matriks seminar hasil penelitian

LEMBAR PERSETUJUAN
PERBAIKAN SEMINAR HASIL PENELITIAN

JUDUL : GAMBARAN KADAR TANIN TOTAL PADA EKSTRAK
ETANOL BIJI KEWER SENNA OCCIDENTALIS (L).
LINK DENGAM METODE MIKROPLATE READER

NAMA : TINA LESTARI

NIM : KHGF23002

Telah melaksanakan perbaikan sesuai dengan saran tim penguji
seminar hasil penelitian

Garut, 21 Juli 2026
Menyetujui,

uji [ Penguji II

(ot

apt.Dina Nirwana Suwinda, S.Si., M.Farm Dr. H. Dian Roslan H, S.Kep., M.Kep.

Pembimbing

Dr. Dadang Muhammad Hasyim, M. Si.
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