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RINGKASAN

Validasi Metode Gas Chromatography-Flame lonization Detector untuk
Analisis Kandungan Mitraginin dari Daun Kratom (Mitragyna speciosa)
Varietas Merah, Putih, dan Hijau

Elok Siti Nurjannah

Kratom (Mitragyna speciosa Korth.) merupakan tanaman tropis dari familia
Rubiaceae yang banyak dijumpai di Asia Tenggara, termasuk Indonesia. Di
Indonesia, kratom banyak ditemukan di Kalimantan Barat dan secara tradisional
digunakan masyarakat setempat sebagai obat herbal untuk mengatasi berbagai
keluhan kesehatan seperti pereda nyeri, obat demam, dan pengobatan diare. Namun,
saat ini kratom sering disalahgunakan dan dijual bebas dalam bentuk serbuk atau
ekstrak, bahkan dipasarkan melalui platform online, sehingga menunjukkan
pentingnya pengawasan dan regulasi terhadap peredaran kratom. Daun kratom
mengandung lebih dari 54 jenis alkaloid, dengan mitraginin sebagai alkaloid mayor
yang mencapai 66% dari total alkaloid. Mitraginin memiliki berat molekul sekitar
398,5 g/mol dan termasuk dalam kelompok indole alkaloid dengan aktivitas
farmakologis kompleks, termasuk sebagai agonis parsial reseptor p-opioid, serta
menunjukkan efek analgesik, antidepresan, stimulan pada dosis rendah, sedatif dan

euforik pada dosis tinggi.

Berdasarkan warna tulang daun, kratom diklasifikasikan menjadi tiga varietas
utama yaitu merah, hijau, dan putih. Perbedaan warna tulang daun ini diduga
berkaitan dengan kandungan alkaloid, terutama mitraginin. Badan Pengawas Obat
dan Makanan (BPOM) Indonesia telah menetapkan kebijakan bahwa kratom tidak
diperbolehkan sebagai bahan dalam obat tradisional dan suplemen kesehatan.
Sejalan dengan itu, Badan Narkotika Nasional (BNN) sejak tahun 2019 telah
mengkampanyekan agar kratom dimasukkan ke dalam kategori narkotika golongan
I karena mengandung senyawa berbahaya bagi kesehatan. Oleh karena itu,
pengembangan metode analisis yang akurat sangat diperlukan untuk mendukung
fungsi pengawasan dan forensik. Meskipun berbagai metode telah dikembangkan
menggunakan HPLC, UPLC-MS, GC-MS, dan LC-MS/MS, metode Gas
Chromatography (GC) dengan detektor Flame Ionization Detector (FID) tetap



dipilih karena beberapa keunggulan strategis, antara lain instrumen lebih umum
tersedia di laboratorium Indonesia, memiliki sensitivitas dan selektivitas tinggi,

biaya operasional lebih rendah, serta dynamic range yang sangat luas.

Rumusan masalah penelitian ini adalah apakah metode analisis GC-FID
memenuhi parameter validasi untuk penetapan kadar mitraginin dari fraksinasi cair-
cair asam-basa daun kratom, berapa kadar mitraginin dari fraksinasi cair-cair asam-
basa daun kratom varietas merah, hijau, dan putih, serta varietas manakah yang
menghasilkan kadar mitraginin tertinggi. Penelitian ini bertujuan mengembangkan
dan memvalidasi metode GC-FID untuk penetapan kadar mitraginin pada tiga
varietas daun kratom, dalam rangka pengembangan metode analisis yang
tervalidasi dan terstandardisasi berbasis tanaman obat Indonesia yang valid dan
aplikatif untuk kepentingan pengawasan, forensik, serta mendukung kemandirian

bahan baku lokal.

Penelitian ini merupakan penelitian kuantitatif eksperimental laboratorium
melalui uji validasi metode analisis GC-FID dan penetapan kadar mitraginin.
Sampel penelitian adalah daun kering Mitragyna speciosa varietas merah, hijau,
dan putih yang berasal dari Kalimantan Barat dan telah dideterminasi di Herbarium
Bogoriense, LIPI. Simplisia daun kratom distandardisasi sesuai Farmakope Herbal
Indonesia Edisi II tahun 2017, kemudian diekstraksi dengan metode maserasi
menggunakan pelarut etil asetat dengan perbandingan 1:10. Sebanyak 100 gram
serbuk daun kratom dimaserasi dengan etil asetat 1000 mL secara bertahap, diaduk
menggunakan magnetic stirrer, kemudian didiamkan selama 24 jam dengan

pengulangan 3 kali untuk memastikan ekstraksi optimal.

Purifikasi senyawa aktif dilakukan menggunakan metode fraksinasi cair-cair
asam-basa. Ekstrak kental dilarutkan dalam asam asetat 10%, kemudian
ditambahkan NH4OH bertahap hingga pH 9-10 untuk membebaskan alkaloid dari
bentuk garamnya. Endapan alkaloid yang terbentuk kemudian diekstraksi dengan
kloroform dalam corong pisah, dan fase kloroform yang mengandung alkaloid
mitraginin diuapkan hingga diperoleh residu alkaloid kering. Analisis GC-FID
dilakukan dengan kondisi optimum menggunakan kolom HP-5 (30 m x 320 pm x
0,25 pm), suhu injektor 280°C, program temperatur kolom 200-285°C, suhu

detektor 280°C, volume injeksi 1 pL, laju alir gas pembawa helium 1,0 mL/menit,
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dan rasio split 1:10. Validasi metode analisis dilakukan sesuai pedoman ICH
Q2(R2) dan AOAC, meliputi spesifisitas menggunakan TLC-densitometri
sekaligus menghitung nilai resolusi, selektivitas dievaluasi dengan melihat
keterpisahan antara mitraginin dengan matriks dan internal standard, linieritas pada
rentang konsentrasi 5-100 mg/L, presisi dengan 6 kali replikasi, dan akurasi
menggunakan metode spike-recovery pada tiga tingkat konsentrasi (80%, 100%,
dan 120%). Penetapan kadar mitraginin dilakukan dengan menginjeksikan sampel
fraksi alkaloid dari ketiga varietas kratom ke sistem GC-FID, kemudian kadar
dihitung menggunakan persamaan kurva kalibrasi yang telah divalidasi. Analisis
data statistik menggunakan One-Way ANOVA untuk mengevaluasi perbedaan

kadar mitraginin antar varietas, dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD.

Hasil standardisasi simplisia menunjukkan ketiga varietas memenuhi
persyaratan Farmakope Herbal Indonesia Edisi II tahun 2017. Varietas hijau
menunjukkan kadar sari larut air tertinggi (21,61%) dan kadar sari larut etanol
tertinggi (15,15%), mengindikasikan kandungan metabolit sekunder termasuk
alkaloid mitraginin yang potensial lebih tinggi. Ekstraksi dengan maserasi
menghasilkan rendemen ekstrak pada varietas hijau 5,98%, varietas putih 5,86%,
dan varietas merah 4,45%. Hasil fraksinasi cair-cair asam-basa menghasilkan
rendemen pada varietas merah 1,00+0,56%, varietas hijau 0,86+0,188%, dan
varietas putth 0,7340,09%. Skrining fitokimia menggunakan pereaksi Mayer,
Wagner, dan Dragendorff menunjukkan hasil positif alkaloid pada ketiga varietas,

mengonfirmasi keberadaan alkaloid indol terutama mitraginin.

Analisis TLC menunjukkan nilai Rf fraksi alkaloid kratom hijau 0,66-0,71,
kratom merah 0,62-0,66, dan kratom putih 0,65-0,66, yang sebanding dengan
standar mitraginin 0,67. Selanjutnya, analisis TLC-densitometri pada panjang
gelombang 254 nm menunjukkan kesamaan nilai Rf dan profil spektrum antara
fraksi alkaloid dengan standar mitraginin murni, mengindikasikan spesifisitas
metode. Nilai resolusi (Rs) yang diperoleh sebesar 1,38 untuk sampel fraksinasi dan
1,08 untuk standar mitraginin, keduanya memenuhi kriteria Rs > 1,0. Validasi
metode GC-FID menunjukkan Uji selektivitas pada kromatogram GC-FID
menunjukkan keterpisahan puncak mitraginin terhadap matriks dan internal

standard (IS). linieritas metode sangat baik dengan persamaan regresi y = 0,0152x
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+0,1058, koefisien korelasi r = 0,9993, dan koefisien determinasi R* = 0,9987 pada
rentang konsentrasi 5-100 mg/L. Presisi metode ditunjukkan dengan nilai %RSD
0,7996%, memenuhi kriteria < 2,0%. Akurasi metode diuji menggunakan spike-
recovery dengan persen recovery 96,29% pada konsentrasi 80%, 100,44% pada
konsentrasi 100%, dan 101,84% pada konsentrasi 120%, seluruhnya berada dalam
rentang akseptabel 95-105%. System Suitability Test menunjukkan %RSD

1,6421%, memenuhi persyaratan < 2,0%.

Penetapan kadar mitraginin menunjukkan variasi signifikan antar varietas.
Metode fraksinasi cair-cair asam-basa menghasilkan kadar mitraginin pada kratom
hijau sebesar 1,1321 + 0,0194 mg/g, kratom merah 0,6409 + 0,0377 mg/g, dan
kratom putih 0,1510 £ 0,0031 mg/g. Metode fraksinasi cair-cair asam-basa terbukti
31-71 kali lebih efektif dibandingkan metode ekstraksi langsung dengan pelarut etil
asetat. Analisis statistik One-Way ANOVA menunjukkan perbedaan kadar
mitraginin yang sangat signifikan antar ketiga varietas kratom dengan nilai F =
796,136 dan signifikansi p < 0,001. Uji Post Hoc LSD mengonfirmasi bahwa semua
pasangan varietas berbeda secara signifikan (p < 0,001), dengan urutan kadar

mitraginin dari tertinggi ke terendah adalah hijau, merah, kemudian putih.

Metode GC-FID yang dikembangkan telah memenuhi seluruh parameter
validasi metode analisis sesuai pedoman ICH Q2(R2), AOAC, dan USP, meliputi
spesifisitas, selektivitas, linieritas, range, akurasi, dan presisi. Kadar mitraginin
dalam simplisia daun kratom hasil fraksinasi cair-cair asam-basa bervariasi
signifikan antar varietas, dengan varietas hijau menghasilkan kadar tertinggi, diikuti
varietas merah dan putih. Temuan variasi kadar mitraginin ini memiliki implikasi
penting mengingat BPOM melarang kratom sebagai bahan obat tradisional dan
suplemen Kesehatan (SE.HK.04.4.421.09.16.1740/2016), serta BNN menyatakan
kratom berbahaya dengan efek sedatif hingga narkotika pada dosis tinggi
(SEB/3985/X/KA/PL.02/2019/BNN). Oleh karena itu, varietas kratom hijau
diidentifikasi sebagai sumber mitraginin paling potensial untuk keperluan
penelitian, standardisasi, dan implementasi metode deteksi tervalidasi dalam upaya
pengendalian peredaran kratom berbasis bukti ilmiah. Saran penelitian selanjutnya
meliputi analisis alkaloid lain dengan metode kromatografi canggih (HPLC-

DAD/LC-MS), studi pengaruh agroklimat dan musim panen terhadap kadar
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mitraginin, penelitian stabilitas mitraginin dalam berbagai kondisi penyimpanan,
pengembangan metode ekstraksi yang efisien dan ramah lingkungan, serta validasi
kolaboratif metode GC-FID untuk menetapkannya sebagai metode standar analisis

mitraginin di Indonesia.
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ABSTRAK

Validasi Metode Gas Chromatography-Flame Ionization Detector untuk
Analisis Kandungan Mitraginin dari Daun Kratom (Mitragyna speciosa)
Varietas Merah, Putih, dan Hijau

Elok Siti Nurjannah

Kratom (Mitragyna speciosa Korth.) mengandung alkaloid mitraginin yang
memiliki aktivitas farmakologis sebagai analgesik dan stimulan, namun berpotensi
disalahgunakan sehingga diperlukan metode analisis yang tervalidasi untuk
pengendalian mutu dan pengawasan. Penelitian ini bertujuan mengembangkan dan
memvalidasi metode Gas Chromatography-Flame lonization Detector (GC-FID)
untuk penetapan kadar mitraginin pada tiga varietas daun kratom (merah, hijau,
putih) dari Kalimantan Barat. Simplisia daun kratom yang telah distandardisasi
diekstraksi dengan maserasi menggunakan etil asetat, dilanjutkan fraksinasi cair-
cair asam-basa untuk pemurnian mitraginin. Analisis dilakukan menggunakan GC-
FID dengan kolom HP-5 (30 m % 320 um X 0,25 um) pada suhu injektor 280°C,
program suhu kolom 200-285°C, laju alir gas pembawa helium 1,0 mL/menit, dan
rasio split 1:10. Validasi metode meliputi spesifisitas dengan TLC-densitometri (Rs
> 1,0), selektivitas ditunjukkan keterpisahan puncak (peak) mitraginin dari
komponen matriks dan standar internal pada kromatogram, linieritas (r = 0,9993;
range 5,0-100,0 mg/L), presisi (%RSD 0,7996%), dan akurasi (recovery 96,29-
101,84%). Hasil penelitian menunjukkan metode GC-FID memenuhi seluruh
parameter validasi sesuai ICH Q2(R2) dan AOAC. Kadar mitraginin tertinggi
ditemukan pada varietas hijau (1,1321 + 0,0194 mg/g), diikuti merah (0,6409 +
0,0377 mg/g) dan putih (0,1510 £ 0,0031 mg/g). Analisis statistik One-Way
ANOVA mengkonfirmasi perbedaan sangat signifikan antar varietas daun kratom
(F =796,136; p < 0,001). Metode fraksinasi cair-cair asam-basa terbukti 31-71 kali
lebih efektif dibanding ekstraksi langsung. Kesimpulannya, metode GC-FID yang
telah tervalidasi ini bersifat reliabel dan aplikatif untuk analisis kuantitatif
mitraginin dalam standardisasi dan pengawasan produk kratom.

Kata Kunci: Mitragyna speciosa, mitraginin, GC-FID, validasi metode, fraksinasi
cair-cair asam-basa
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ABSTRACT

Validation of Gas Chromatography-Flame Ionization Detector Method for
Analysis of Mitragynine Content from Kratom Leaves (Mitragyna speciosa)
Red, White, and Green Varieties

Elok Siti Nurjannah

Kratom (Mitragyna speciosa Korth.) contains the alkaloid mitragynine,
which possesses pharmacological activities as an analgesic and stimulant; however,
it has potential for abuse, necessitating a validated analytical method for quality
control and surveillance. This study aimed to develop and validate a Gas
Chromatography-Flame Ionization Detector (GC-FID) method for the
determination of mitragynine content in three kratom leaf varieties (red, green, and
white) from West Kalimantan. Standardized kratom leaf simplicia were extracted
by maceration using ethyl acetate, followed by acid-base liquid-liquid fractionation
for mitragynine purification. Analysis was performed using GC-FID with an HP-5
column (30 m x 320 wm X% 0.25 um) at an injector temperature of 280°C, column
temperature program of 200-285°C, helium carrier gas flow rate of 1.0 mL/min,
and split ratio of 1:10. Method validation included specificity by TLC-densitometry
(Rs > 1.0), selectivity demonstrated by separation of mitragynine peak from matrix
components and internal standard in the chromatogram, linearity (r = 0.9993; range
5.0-100.0 mg/L), precision (%RSD 0.7996%), and accuracy (recovery 96.29-
101.84%). The results showed that the GC-FID method met all validation
parameters according to ICH Q2(R2) and AOAC guidelines. The highest
mitragynine content was found in the green variety (1.1321 + 0.0194 mg/g),
followed by red (0.6409 £+ 0.0377 mg/g) and white (0.1510 + 0.0031 mg/g). One-
way ANOVA statistical analysis confirmed highly significant differences among
kratom leaf varieties (F = 796.136; p < 0.001). The acid-base liquid-liquid
fractionation method proved to be 31-71 times more effective than direct extraction.
In conclusion, this validated GC-FID method is reliable and applicable for
quantitative analysis of mitragynine in kratom product standardization and
surveillance.

Keywords: Mitragyna speciosa, mitragynine, GC-FID, method validation, acid-
base alkaloid fractionation
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