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ABSTRAK 

Anggraiyani, Sindi* Setyaningrum, Lindawati** Purwanti, Aliyah***. 2023. 

Validasi Metode Analisis KCKT Fase Terbalik Pada Penetapan Kadar Alkaloid 

Total Ekstrak Etanol Biji Kakao (Theobroma cacao L.). Skripsi. Program Studi 

sarjana Farmasi Universitas dr. Soebandi. 

 

Biji kakao (Theobroma cacao L.) mengandung senyawa yang berpotensi di 

Indonesia. Salah satunya adalah golongan alkaloid yang mempunyai turunan 

kafein yang berperan untuk meningkatkan fokus / konsentrasi. Kromatografi Cair 

Kinerja Tinggi (KCKT) merupakan salah satu metode yang digunakan unuk 

pemisahan senyawa secara selektif dalam suatu sempel dengan parameter 

selektivitas, linieritas, LOD & LOQ, presisi, dan akurasi. Tujuan penelitian ini 

untuk mengetahui dan mendapatkan kondisi optimum KCKT fase terbalik yang 

meliputi laju alir, fase gerak, dan panjang gelombang, 8agar memenuhi validasi 

metode analisis serta untuk mengetahui kadar alkaloid total pada ekstrak etanol 

biji kakao. Desain penelitian ini adalah deskriptif ekperimental laboratorium 

dengan sampel yang digunakan adalah serbuk biji kakao. Kondisi KCKT dengan 

fase diam kolom poroshell C-18 untuk validasi metode analisis dan penetapan 

kadar alkaloid total pada ekstrak kakao biji kakao yang digunakan merupakan 

hasil optimasi metode analisis yaitu laju alir 1,0 mL/menit, fase gerak 

metanol:aquabidesilata (30:70) diamati pada panjang gelombang 272 nm. Hasil 

penelitian menunjukan uji validasi memenuhi persyaratan parameter yang 

meliputi uji presisi %KV 0,055%, uji akurasi menghasilkan % recovery berkisar 

100%, selektivitas yang baik, linieritas dengan r = 0,9998 serta nilai Vx0 = 0,552 

%, LOD 31.618 ppm dan LOQ 105.396 ppm. Rata-rata kadar alkaloid total yang 

diperoleh 3,395. Penelitian dapat disimpulkan bahwa metode analisis yang telah 

divalidasi dapat diaplikasikan pada penetapan kadar alkaloid total dalam ekstrak 

etanol biji kakao (Theobroma cacao L.).  

 

Kata Kunci: Biji kakao, alkaloid, KCKT, validasi metode, dan penetapan kadar 
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ABSTRACT  

Anggraiyani, Sindi* Setyaningrum, Lindawati** Purwanti, Aliyah***. 2023. 

Validation of the Reverse Phase HPLC Analysis Method in Determining 

Total Alkaloid Content of Ethanol Extract of Cocoa Seeds (Theobroma cacao 

L.). Essay. Pharmacy Undergraduate Study program, University of dr. Soebandi. 

 

Cocoa beans (Theobroma cacao L.) contain compounds that have potential 

in Indonesia. One of them is a group of alkaloids which have caffeine derivatives 

which play a role in increasing focus/concentration. High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) is a method used for the selective separation of 

compounds in a sample with parameters of selectivity, linearity, LOD & LOQ, 

precision and accuracy. The purpose of this study was to determine and obtain the 

optimum conditions for the reversed phase of HPLC which includes flow rate, 

mobile phase, and wavelength in order to meet the validation of the analytical 

method and to determine the total alkaloid content in the ethanol extract of cocoa 

beans. The design of this study was a descriptive laboratory experiment with 

cocoa bean powder as the sample. The HPLC condition with the stationary phase 

of the C-18 shaft shell column for validating the analytical method and 

determining the total alkaloid content in the cocoa extract of cocoa beans used is 

the result of optimizing the analytical method, namely a flow rate of 1.0 

mL/minute, the mobile phase is methanol:aquabidesilata (30:70 ) was observed at 

a wavelength of 272 nm. The results showed that the validation test met the 

parameter requirements which included a precision test of %KV 0.055%, an 

accuracy test resulting in % recovery around 100%, good selectivity, linearity 

with r = 0.9998 and a value of Vx0 = 0.552 %, LOD 31,618 ppm and LOQ 

105,396 ppm. The average total alkaloid content obtained was 3.395. It can be 

concluded that the validated analytical method can be applied to the determination 

of total alkaloid content in the ethanol extract of cocoa beans (Theobroma cacao 

L.). 

 

Keywords: Cocoa beans, alkaloids, HPLC, method validation and determination 

of levels 

*Author 
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BAB 1 PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Kakao (Theobroma cacao L.) merupakan salah satu tanaman yang berperan 

penting dalam perekonomian Indonesia. Indonesia menduduki urutan ketiga 

terbesar di Dunia dengan produksi kakao sebanyak 240.000 ton setelah Pantai 

Gading dan Gana di Afrika Barat (Aryani, et al., 2018). Salah satu produsen buah 

kakao yang terdapat di Indonesia adalah Pusat Penelitian Kopi dan Kakao 

Indonesia (PUSLITKOKA) yang didirikan sejak 1 Januari 1911 pada masa 

kolonial belanda yang berada di Kota Jember Provinsi Jawa Timur. Pusat 

penelitian ini memproduksi sebanyak 2000 ton kakao (Felicia, et al., 2016). 

Konsumsi kakao di Indonesia  akan terus tumbuh menjadi sebesar 684,83 ribu ton 

pada tahun 2021, dengan tingkat pertumbuhan rata-rata 7,98% per tahun 

(Kementerian Pertanian, 2019). 

Indonesia merupakan salah satu penghasil dan pengekspor kakao terbesar di 

dunia dan juga mengimpor biji kakao. Selain itu, Indonesia juga mengimpor biji 

kakao yang berasal dari afrika dengan tujuan memenuhi pengolahan dalam proses 

pencampuran biji kakao sehingga menghasilkan cita rasa yang milky dan aroma 

yang kuat (Hadinata and Marianti, 2020). Biji kakao dapat diolah menjadi 

berbagai produk dengan nilai tambah yang lebih tinggi. Biji kakao mengandung 

berbagai kandungan antara lain protein, lemak, karbohidrat, senyawa polifenol, 

flavonoid dan methylxanthine (Rodriguez, et al., 2012). 
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Biji kakao mengandung dua jenis alkaloid utama yaitu theobromine dan 

caffein. Keduanya merupakan pengencer methylxan yang terkenal yang ada dalam 

kakao dan produk turunan kakao (Rojo-Poveda, et al., 2021). Methylxanthine 

adalah turunan xanthine yang mengandung gugus metil, yang meliputi kafein, 

teobromin, dan teofilin (Meng et al., 2009). Pada biji kakao mengandung kafein 

sebanyak 0,07-0,36% (Sudibyo, 2012), sedangkan pada theobromine merupakan 

senyawa yang paling melimpah pada biji kakao, dengan kandungan 1-4% (Lim, 

2012). Diketahui juga bahwa biji kakao mengandung berbagai jenis senyawa 

termasuk alkaloid, lemak, protein, pati, monosakarida, amina biogenik, alkaloid 

isokuinolin, tanin katekin dan oksalat (Alfrida, 2018).  

Theobromine adalah stimulan yang lebih lemah daripada kafein dan 

mempunyai efek pada jantung dan sistem saraf. Selain itu pada kafein adalah 

stimulan yang sering digunakan untuk meningkatkan fokus atau konsentrasi dan 

memperbaiki suasana hati. Kedua alkaloid ini juga dikenal karena memiliki efek 

anti-inflamasi dan antioksidannya. Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsumsi 

dalam bentuk minuman kakao atau dark chocolate dalam jumlah sedikit dapat 

lebih memperlancar sistem peredaran darah atau mengukur kemampuan pembuluh 

darah untuk mengendurkan dan mempercepat adaptasi peredaran darah (Melisa 

Darmawan dkk., 2020). Menurut sebuah studi ditemukan bahwa konsumsi kakao 

meningkatkan aliran darah otak, berperan dalam pengobatan penyakit otak seperti 

demensia dan stroke terutama pada pria (Latif, 2013). 

Alkaloid adalah metabolit yang paling umum memiliki atom nitrogen 

sekunder yang ditemukan di jaringan tumbuhan dan hewan. Sebagian besar 
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senyawa alkaloid berasal dari tumbuh-tumbuhan. Alkaloid terdapat pada berbagai 

bagian tumbuhan seperti bunga, biji, daun, ranting, akar dan kulit batang (Hartati, 

2010). Alkaloid adalah sekelompok senyawa alami yang memiliki implikasi di 

bidang kesehatan yang penting. Alkaloid memiliki efek farmakologis yang kuat 

pada sistem mamalia serta organisme lain, oleh karena itu alkaloid memiliki efek 

terapeutik yang penting. Morfin, atropin, vinkristin dan kina merupakan contoh 

alkaloid yang memiliki efek terapeutik sebagai agen antimalaria dan antikanker. 

Oleh karena itu, penentuan kandungan alkaloid sangat penting untuk kualitas 

tanaman obat (Shamsa et al., 2008). 

Salah satu metode yang digunakan untuk pengambilan senyawa alkaloid 

dalam biji kakao dilakukan dengan cara ekstraksi. Ekstraksi merupakan proses 

pemisahan bahan dari campurannya dengan pelarut yang sesuai. Teknik ini secara 

selektif melarutkan satu atau lebih senyawa dalam pelarut yang sesuai. Larutan 

dari senyawa terlarut ini disebut ekstrak (Chaugule et al., 2019). Penelitian ini 

menggunakan metode ekstraksi maserasi yang dilakukan dengan proses 

perendaman bahan dalam pelarut yang sesuai agar zat aktif terserap dengan sedikit 

atau tanpa proses pemanasan. Keuntungan dari metode ini adalah tidak 

memerlukan suhu tinggi dan karena itu cocok untuk ekstraksi bahan yang tidak 

panas (senyawa yang mudah menguap) (Laily, 2016). 

Penelitian ini juga menggunakan metode ekstraksi cair-cair untuk 

mengekstraksi senyawa tunggal dari golongan alkaloid. Ekstraksi cair-cair adalah 

pemisahan komponen kimia antara dua fase pelarut yang tidak bercampur (pelarut 

organik dan air), dengan beberapa komponen larut pada fase pertama dan 
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beberapa pada fase kedua. Senyawa kimia dipisahkan menjadi dua fase sesuai 

kepolarannya dengan perbandingan konsentrasi yang tetap (Masfufah, 2016). 

Ekstrak yang didapatkan dari hasil ektraksi proses sebelumnya akan dilakukan 

penetapan kadar alkaloid total dan dianalisis dengan metode Kromatografi Cair 

Kinerja Tinggi (KCKT) fase terbalik. 

Beberapa metode untuk mengidentifikasi keberadaan senyawa alkaloid pada 

tanaman antara lain metode HPLC, fluorometri, kromatografi ion, kolorimetri, GC 

dan KLT (Aksara, et al., 2013; Altun, 2002; Chen & Wang, 2001; Katayama & 

Taniguchi, 1989; Pagliarussi, et al., 2002; Qing-qin et al., 2002). Penelitian 

mengenai penetapan kadar alkaloid total dalam ekstrak etanol bunga lawang 

(Illicium verum Hook.f) dengan Spektrofotometri UV-Vis pernah dilakukan oleh 

(Danila, 2022) dan pada penelitian Setyaningrum et al., (2022) dengan metode 

analisis HPLC untuk penentuan kandungan alkaloid total dalam ekstrak etanol 

daun sirsak (Annona muricata L.) dengan fase gerak asetonitril: metanol: aqua 

bidestillata (80:5:15), serta penelitian lainnya pernah dilakukan oleh Czech et al, 

(2011) terhadap theobromine dan kafein dalam kopi dengan menggunakan fase 

gerak campuran buffer amonium asetat 20 mM pH 7,5 dan metanol (80:20), 

kolom C18 Phenomenex Kinetex 2,6 µm dan laju alir 1,0 mL/menit. Hasil 

penelitian ini menunjukkan linieritas yang baik, namun teobromin tidak dapat 

dipisahkan dari matriks sampel.  

Berdasarkan deskripsi penelitian sebelumnya belum ada penelitian terhadap 

penetapan kadar alkaloid total ekstrak etanol biji kakao (Theobroma cacao L.) 

dengan metode validasi analisis KCKT fase terbalik. Oleh karena itu, penelitian 
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ini dilakukan untuk mendapatkan metode yang memenuhi parameter-parameter 

validasi. Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah Kromatografi Cair 

Kinerja Tinggi (KCKT), pemilihan yang didasarkan pada keunggulan KCKT yang 

mampu memisahkan senyawa tunggal yang diinginkan dan mendeteksi analit 

pada konsentrasi rendah. Prinsip kromatografi adalah pemisahan berdasarkan 

kepolaran analit. Fase KCKT yang digunakan adalah fase terbalik, fase terbalik 

adalah fase yang menggunakan fase gerak polar dan fase diam non-polar (Aulia, 

2016). Sistem KCKT dipilih karena memiliki daya pisah yang baik, peka, kolom 

dapat digunakan kembali, dan dapat  menganalisis molekul  besar dan kecil 

(Harmita, 2004).  

Dalam prosedur penetapan kadar dibutuhkan langkah sistematis sebelumnya 

yaitu optimasi dan validasi. Optimasi dilakukan untuk menentukan panjang 

gelombang optimal dari senyawa yang dianalisis. Selain itu, perlu juga 

mengoptimalkan komposisi fase gerak sesuai dengan komposisi yang diinginkan 

agar hasil pemisahan dan analisisnya optimum. Validasi dilakukan untuk 

mendapatkan kondisi analisis yang sesuai untuk penetapan kadar alkaloid total 

dalam ekstrak etanol biji kakao (Theobroma cacao L.) dengan metode KCKT. 

Kondisi analisis yang sesuai diperoleh ketika hasil analisis memenuhi parameter 

yang valid seperti selektivitas, linearitas, limit deteksi, limit kuantitas, akurasi dan 

presisi. 

 Pada penelitian sebelumnya belum ditemukan peneliti yang melakukan validasi 

dan penetapan kadar pada senyawa utama golongan alkaloid yaitu kafein terutama 

pada biji kakao (Theobroma cacao L.) menggunakan KCKT. Oleh karena itu, 
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penelitian tentang validasi metode analisis dan penetapan kadar alkaloid total pada 

biji kakao (Theobroma cacao L.) dengan menggunakan standar kafein. Penelitian 

ini dilakukan guna untuk mengetahui kadar alkaloid yang terkandung dalam biji 

kakao (Theobroma cacao L.) yang berasal dari PUSLITKOKA yang terletak di 

Jenggawah kota Jember. 

Berdasarkan uraian di atas, maka perlu dilakukan validasi metode analisis 

untuk penetapan kadar alkaloid total ekstrak etanol biji kakao (Theobroma cacao 

L.) secara KCKT Fase terbalik agar diperoleh metode analisis yang valid, akurat 

dan dapat dipertanggungjawabkan secara ilmiah. 

1.2 Rumusan Masalah  

1) Bagaimana kondisi optimum KCKT fase terbalik (laju alir, fase gerak, dan 

panjang gelombang) pada ekstrak etanol biji kakao (Theobroma cacao L.)? 

2) Apakah kondisi optimasi KCKT fase terbalik yang terpilih telah 

memenuhi persyaratan validasi untuk melakukan penetapan kadar alkaloid 

total pada ekstrak etanol biji kakao (Theobroma cacao L.)? 

3) Berapa kadar alkaloid total dalam ekstrak etanol biji kakao (Theobroma 

cacao L.) secara KCKT fase terbalik? 

1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan Umum 

Penelitian ini bertujuan untuk melakukan validasi metode KCKT fase 

terbalik pada ekstrak biji kakao (Theobroma cacao L.) berdasarkan analisis 

data yang diperoleh dari hasil penetapan kadar alkaloid telah memenuhi 
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persyaratan validasi metode analisis seperti selektivitas, linieritas, limit 

deteksi, limit kuantitasi, akurasi dan presisi. 

1.3.2 Tujuan Khusus 

1) Untuk mendapatkan kondisi optimum KCKT fase terbalik (laju alir, 

fase gerak, dan panjang gelombang) pada ekstrak etanol biji kakao 

(Theobroma cacao L.). 

2) Untuk mendapatkan kondisi optimasi KCKT fase terbalik yang 

terpilih telah memenuhi persyaratan validasi untuk melakukan 

penetapan kadar alkaloid pada ekstrak etanol biji kakao (Theobroma 

cacao L.).  

3) Untuk mengetahui kadar alkaloid total dalam ekstrak etanol biji 

kakao (Theobroma cacao L.) yang ditetapkan dengan metode KCKT 

fase terbalik.  

1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Manfaat bagi Peneliti  

1) Dapat dijadikan sebagai sumber informasi bagi peneliti tentang 

validasi metode dan penentuan kadar dari ekstrak etanol biji kakao 

(Theobroma cacao L.) secara KCKT fase terbalik. 

2) Dapat dijadikan sebagai sumber informasi ilmiah atau sebagai 

referensi bagi peneliti yang akan melanjutkan tentang validasi 

metode dan penentuan kadar alkaloid total ekstrak etanol biji kakao 

(Theobroma cacao L.) secara KCKT fase terbalik. 
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1.4.2 Manfaat bagi Mahasiswa 

1) Dapat dijadikan sebagai referensi mahasiswa untuk proposal 

penelitian. 

2) Dapat dijadikan sebagai dasar penelitian selanjutnya dalam 

penentuan kadar alkaloid total ekstrak etanol biji kakao (Theobroma 

cacao L.) secara KCKT fase terbalik. 

1.4.3 Manfaat bagi Pusat Penelitian Kopi dan Kakao 

1) Dapat menambah referensi penelitian untuk pusat Penelitian Kopi 

dan Kakao. 

2) Pusat Penelitian Kopi dan Kakao dapat mengembangkan penelitian 

atau kajian lebih lanjut dengan menggunakan KCKT fase terbalik 

untuk memvalidasi metode dan penentuan kadar ekstrak etanol biji 

kakao (Theobroma cacao L.). 

1.4.4 Manfaat bagi Industri 

1) Dapat dijadikan sebagai bahan contoh dalam praktek perkuliahan. 

2) Dapat dijadikan studi lebih lanjut validasi metode dan penentuan 

kadar alkaloid total ekstrak etanol biji kakao (Theobroma cacao L.) 

menggunakan (KCKT) fase terbalik. 

3) Dapat dijadikan sebagai acuan dalam penelitian serupa yang 

dilakukan oleh institusi. 
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1.5 Keaslian Penelitian 

Tabel 1.1 Keaslian Penelitian 

Peneliti 
Tahun 

terbit 
Judul Penelitian Hasil Penelitian 

Yulius 

Denis 

2018 Penetapan Kadar Kafein Dalam 

Kopi Bubuk Murni Robusta 

Merek “X” Dengan Metode 

High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) Fase 

Terbalik 

Hasil penelitian menunjukan pada 

penetapan kadar rata-rata kadar kafein 

dalam 2 gram sampel kopi bubuk 

murni robusta merek “X” pada 6 kali 

replikasi dengan perlakuan duplo 

adalah 2,349 ± 0,106 %b/b dengan 

nilai CV 4,450 %. Berdasarkan BPOM 

sudah memenuhi batas konsumsi 

kafein maksimum yaitu kurang dari 50 

mg/sajian atau 150 mg/hari. 

Dyah 

Purwanin

g Tyas 

2021 Validasi Metode Analisis dan 

Penetapan Kadar Kafein 

Menggunakan Metode KCKT 

Fase Terbalik pada Sampel Teh 

Hitam dari PTPN XII Lawang 

Jawa Timur 

Hasil penelitian menunjukkan pada 

rata-rata kadar kafein dalam 10 mg 

sampel produk teh hitam dari PTPN 

XII Lawang, Jawa Timur adalah 

sebesar 6,57650% b/b atau 65,76504 

mg. Hal ini sesuai dengan ketentuan 

persyaratan BPOM yaitu batas 

konsumsi kafein maksimum 50 mg 

sampai 150 mg /hari.  

Ayu Dwi 

Wardani 

2021 Validasi Metode Dan Penentuan 

Kadar Alkaloid Total Fraksi Etil 

Asetat Daun Sirsak (Annona 

muricata L.). Secara 

Spektrofotometri Uv-Vis Di 

Desa Kemiri Kabupaten Jember 

Hasil penelitian yang didapat dari 

perhitungan dengan menggunakan 

persamaan y = 0,0196x +0,1495 dan 

koefisien korelasi (r) 0,9998 dan 

diperoleh kadar alkaloid total dalam 

fraksi etil asetat daun sirsak (Annona 

muricata L.) didapatkan kadar rata-rata 

4,1859% b/b. 

Lindawati 

Setyanin

grum, et 

al. 

 

 

2022 Development and Validation of 

RP-HPLC Analysis Method for 

Determination of Total Alkaloid 

Content of Soursop (Annona 

muricata L.) Leaf Extract 

Hasil penelitian yang didapat dari 

perhitungan dengan menggunakan 

persamaan y = 0,75852x + 106,19513 

dengan r mendekati 1 yaitu diperoleh 

kadar 0,0862 ± 0,004 % (b/b) dari 

standar kafein 100% . 

Devia 

Danila & 

Ellsya 

Angeline 

Rawar 

2022 Penetapan Kadar Alkaloid Total 

dalam Ekstrak Etanol Bunga 

Lawang (Illicium Verum Hook. 

F) Secara spektrofotometri Uv-

Vis 

 Hasil penetapan kadar alkaloid yang 

telah diperoleh dari ekstrak etanol 

bunga lawang   sebesar 35,04  mg/g  

dengan  persentase 3,50%. 
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Tanaman Kakao (Theobroma cacao L.) 

Kakao (Theobroma cacao L.) merupakan salah satu dari bahan baku 

perkebunan  yang dikembangkan untuk  ekspor dan kebutuhan industri makanan 

dan  minuman dalam negeri (Sri utami et al., 2018). Kakao adalah tanaman  yang  

nama ilmiahnya adalah Theobroma cacao L. Kakao memiliki nama keluarga 

Sterculiaceae. Tumbuhan ini asli Amerika Selatan yang kini banyak ditanam di 

beberapa daerah tropis Biji yang dihasilkan merupakan produk olahan dengan 

nama yang sudah tidak asing lagi yaitu coklat (Bisma et al., 2022). 

2.1.1 Klasifikasi Kakao (Theobroma cacao L.) 

 

 

 

 

 

 
 

(sumber : Pratiwi S. P., 2022) 

Gambar 2.1 Tanaman Kakao (Theobroma cacao L.) 

Menurut Jefrica (2022), tanaman kakao (Theobroma cacao L.) dapat 

diklasifikasikan sebagai berikut: 

Kelas  : Dicotyledonae 

Subkelas : Dialypetalae 

Divisi  : Spermatophyta  

Subdivisi : Angiospermae 

Ordo  : Malvales 

Famili  : Sterculiaceae 
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Genus  : Theobroma 

Spesies : Theobroma cacao L. 

2.1.2 Morfologi Kakao (Theobroma cacao L.) 

Tanaman kakao tergolong tanaman tahunan (perennial) dan merupakan 

tanaman dikotil (biji berkeping dua) dengan 10 pasang kromosom. 

Theobroma cacao L. terbagi menjadi dua subjenis, yaitu T. cacao dan T. 

sphaerocarpum (chev). Subjenis T. sphaerocarpum memiliki pertumbuhan 

yang lebih kuat dan produktivitas yang lebih tinggi dari pada T. cacao. 

(Martono 2014). 

Menurut penelitian Martono (2014), daerah asal tanaman kakao adalah 

hutan tropis dengan curah hujan dan kelembapan yang tinggi sehingga 

tanaman dapat tumbuh tinggi. Batang kakao tumbuh vertikal, tinggi tanaman 

kebun bervariasi antara 1,8-3 m pada umur tiga tahun dan 4,5-7 m pada umur 

12 tahun, sedangkan tinggi kakao liar 20 m. Warna daun kakao bervariasi dari 

coklat kecokelatan, coklat kemerahan, coklat kemerahan, kemerahan, merah, 

merah muda, merah tua dan kuning kemerahan. Daun muda berwarna kuning, 

kuning muda, coklat, merah-coklat, hijau-coklat, merah-hijau dan hijau, 

panjang daun 10-48 cm dan lebar 4-20 cm. Selain memperkuat akar tanaman 

kakao, mereka menyerap air dan unsur hara yang terlarut dalam tanah dan 

mengangkut air dan unsur hara ke tempat yang dibutuhkan.  

Tanaman kakao memiliki akar tunggang yang termasuk akar serabut 

dan tumbuh disekitar permukaan tanah sampai sekitar 30 cm. Pertumbuhan 

akar bisa 8 per meter ke samping dan 15 m ke bawah. Bunga kakao tergolong 
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bunga sempurna dari daun kelopak (calyx) sebanyak 5 helai berwarna merah 

muda dan benang sari (androecium), total 10 daun. Panjang tangkai bunga 2-

4 tangkai cm. Warna tangkai bunga bervariasi dari hijau muda, hijau, 

kemerahan, merah muda dan merah. Dalam kondisi normal, tanaman kakao 

sudah bisa berproduksi bunga hingga 6000-10000 per tahun dan hanya sekitar 

5%. dapat menjadi buah. Buah kakao memiliki permukaan buah yang halus, 

cukup halus, agak kasar dan kasar dengan alur dangkal, sedang dan dalam, 

jumlah alur sekitar 10, dengan ketebalan 1-2 cm tergantung jenis klonnya. 

Panjang buah 16,2-20,50 diameter 8-10,07 cm. Biji kakao dapat dibagi 

menjadi tiga bagian terutama yaitu kotiledon (87,10%), kulit (12%) dan organ 

(0,9%). Benih yang terbentuk lonjong relatif datar, berukuran 2,5 x 1,5 cm. 

Biji kakao tertutup lendir (pulp) berwarna putih. 

2.1.3 Kandungan Biji Kakao (Theobroma cacao L.) 

Woskresensky menemukan theobromine dalam biji kakao pada tahun 

1842 dan strukturnya ditentukan oleh Emil Fischer pada akhir abad 19. 

Theobromine berasal dari kata theobroma, awalnya berasal dari isomer 

teofilin dan dikenal sebagai senyawa xanthine dengan 2 gugus metil. Sebelum 

diproses (fermentasi), biji kakao mengandung teobromin sekitar 14-38 gram 

dan kafein 1-8 gram per kilogram berat kering biji kakao (Sepriyani, 2020). 

Metabolit sekunder yang terdapat pada biji kakao berupa steroid, 

terpenoid, flavonoid, alkaloid, tanin dan fenolik. Biji kakao yang belum 

diolah memiliki sekitar 12-18 senyawa polifenol dengan kelompok utama 

flavanol, antosianin dan proantosianidin. Senyawa polifenol didominasi oleh 



13 
 

 
 

katekin dan epilogalokatekin. Polifenol dalam biji kakao juga didominasi oleh 

golongan flavonoid yaitu proantosianidin ±58%, flavanol ±37% dan 

antosianidin ±4%. Pada senyawa metabolit sekunder polifenol ini dapat 

digunakan sebagai antibakteri untuk membunuh atau menghambat 

pertumbuhan mikroorganisme pangan (Sepriyani, 2020). 

2.1.4 Manfaat Biji Kakao (Theobroma cacao L.) 

Potensi pemanfaatan biji kakao olahan dan efek kesehatannya telah 

dibahas di Amerika Tengah dan Eropa sejak tahun 1600-1700an. Pada tahun 

1850-1900an perkembangan biji kakao olahan yang bermanfaat bagi 

kesehatan diterima secara luas. Selama 30-40 tahun, setelah banyak penelitian 

dan ditemukannya beberapa zat bermanfaat dalam biji kakao olahan, 

masyarakat percaya bahwa biji kakao berperan penting dalam menjaga 

kesehatan. Salah satu zat bermanfaat dari biji kakao olahan adalah flavonoid 

yang termasuk dalam sub-kelompok senyawa polifenol (Sepriyani, 2020). 

2.2 Ekstraksi  

Ekstraksi adalah proses penarikan senyawa-senyawa kimia yang larut dengan 

cara memisahkannya dari bahan-bahan yang tidak larut dalam cairan pelarut. 

Simplisia yang diekstraksi mengandung zat aktif larut dan tidak larut seperti serat 

pangan, karbohidrat, protein dan lain-lain. Secara sederhana, bahan aktif yang 

terkandung dapat dibedakan menjadi kelompok minyak atsiri, alkaloid, flavonoid 

dan lain-lain. Struktur kimia yang berbeda mempengaruhi kelarutan dan 

kestabilan senyawa tersebut terhadap panas, udara, cahaya, logam berat, dan 

asam. Mengetahui bahan aktif yang terkandung memudahkan pemilihan pelarut 
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dan metode ekstraksi yang tepat (Rondang Tambun, et al., 2016). Salah satu 

metode ilmiah untuk menemukan obat tradisional adalah ekstraksi. Metode 

ekstraksi merupakan metode pemisahan komponen yang bergerak dari padat ke 

cair atau dari cair ke cair (Santosa & Sulistiawati, 2014). 

Berbagai jenis metode ekstraksi yang biasa dilakukan untuk proses penentuan 

senyawa sebagai beriku : 

1) Maserasi 

Maserasi merupakan metode pemisahan komponen yang tidak melalui 

proses pemanasan atau cukup dengan merendam bahan dalam pelarut pada 

suhu ruang (Susanty & Bachmid, 2016). Maserasi dilakukan dengan cara 

merendam tanaman simplisia dengan pelarut tertentu dalam wadah tertutup 

tanpa ada celah kemudian didiamkan pada suhu ruang (Mukhriani, 2014). 

Waktu terbaik untuk proses perendaman adalah 24-48 jam untuk 

mendapatkan hasil rendaman yang baik (Chairunnisa et al., 2019). 

Keuntungan dari proses maserasi adalah lebih sederhana karena tidak 

memerlukan pemanasan, pelarut dipilih berdasarkan kepolaran dan 

kelarutan bahan sehingga pemisahan mudah, dan proses perendaman 

hanya tinggal memungkinkan ekstraksi banyak senyawa yang terekstraksi 

(Susanty & Bachmid, 2016). Selain keuntungan yang baik, maserasi 

memiliki kelemahan yaitu membutuhkan waktu lama, tidak semua 

senyawa larut pada suhu ruang sehingga perubahan suhu juga diperlukan 

agar maserasi lebih optimal (Chairunnisa et al., 2019). 
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2) Perkolasi 

Proses ekstraksi di mana pelarut organik dituangkan di atas bahan tanaman 

dengan pelarut selanjutnya membawa senyawa ini bersamanya adalah 

proses perkolasi (Hasrianti et al., 2016). Proses perkolasi dilakukan dengan 

bantuan perkolasi tanaman yang ditempatkan dalam alat perkolasi 

(perkolator) hingga alirannya mengalir dan ditempatkan di wadah di 

bawahnya sebagai penampunya. Perendaman pelarut perkolasi dapat 

memakan waktu ± 3 jam dan hasil perendaman dilewatkan melalui 

perkolator selama 2 hari hingga warna aliran tetes jernih (Hasanah et al., 

2015). Keuntungan perkolasi adalah pelarut yang masuk ke bahan 

diencerkan dengan pelarut baru. Namun penggunaan perkolasi 

membutuhkan banyak pelarut, jika bahan simplisia tidak homogen pelarut 

sulit mengalir ke semua bagian yang seharusnya mengalir, dan metode 

perkolasi membutuhkan waktu yang lama (Mukhriani, 2014).  

3) Infusa 

Metode infus yang sederhana dan murah juga memiliki sedikit kekurangan 

meliputi hilangnya zat yang mudah menguap melalui penguapan, zat 

tersebut akan mengendap kembali ketika kelarutannya sangat jenuh dan 

beberapa orang sederhana tidak dapat menggunakan metode ini. karena zat 

yang terkandung di dalamnya tidak tahan terhadap pemanasan yang lama 

(Karim, 2014). Proses kerja infus melibatkan pemanasan bahan yang 

digunakan cukup dengan pelarut air hingga 90ºC dalam 15 menit. Waktu 

15 menit dihitung pada saat suhu mencapai 90 °C dengan pengadukan 
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berulang (Khafidhoh et al., 2015). Simplisia yang sudah matang kemudian 

disaring dan diuapkan untuk mengurangi pelarut dari infusa (Leonardy et 

al., 2019). 

4) Sokletasi 

Metode ekstraksi lainnya adalah soxletasi. Soxletasi adalah proses yang 

menggunakan pelarut organik yang mengalir berulang kali pada suhu dan 

jumlah pelarut tertentu. Bahan simplisia yang dibungkus dengan kertas 

saring diletakkan di atas timbal yang terletak di bawah kondensor, yang 

juga mengandung pelarut tertentu di dalam timbal (Zain, et al., 2016). 

Penuangan berulang dengan cara ini dapat dilakukan sampai pelarut tidak 

lagi menghasilkan warna. Hal ini dapat dilakukan dalam waktu sekitar 2 

jam dengan pemanasan pada suhu 70 ºC dan memberikan ± 5 siklus 

ekstraksi hingga warna pelarut memudar (Zain, et al., 2016). 

5) Refluks 

Prinsip refluks hampir sama dengan soxletasi, namun perbedaannya disini 

adalah soxleting pelarut yang digunakan pada sampel tertentu, sedangkan 

pada refluks pelarut dicampur langsung dengan sampel terbatas pada suhu 

dan waktu tertentu yang relatif untuk memperbaiki adanya air hidup dan 

mati (recooling) (Hasrianti, et al., 2016). Menggunakan suhu sekitar 60 °C 

pada proses refluks dengan pemanasan selama 3 jam menghasilkan ekstrak 

cair, yang kemudian dipanaskan kembali dalam penangas air hingga 

menghasilkan ekstrak kental (Syamsul, et al., 2020). Pada dasarnya, 

pelarut yang dimasukkan ke dalam tabung alas bulat menguap pada suhu 
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tinggi tetapi akan didinginkan dan berubah menjadi embun saat melewati 

kondensor kemudian kembali ke tabung alas bundar, sehingga pelarut yang 

menguap tidak mengalir keluar selama proses refluks (Susanty & 

Bachmid, 2016 ). 

2.2.1 Tinjauan tentang ekstrak 

Ekstrak adalah sediaan kental yang diperoleh dengan cara 

mengekstraksi zat aktif yang berasal dari nabati atau hewani dengan pelarut 

yang sesuai, setelah itu semua atau hampir semua pelarutnya diuapkan dan 

sisa massa atau serbuknya diolah sehingga memenuhi standar yang ditetapkan 

(Depkes RI, 1995).  

Ekstrak cair adalah sediaan simplisia herbal yang mengandung etanol 

sebagai pelarut atau pengawet. Kecuali dinyatakan lain dalam setiap 

monografi, setiap mL ekstrak mengandung 1 gram simplisia yang memenuhi 

syarat. Ekstrak cair yang cenderung mengendap dapat didiamkan dan 

disaring, atau bagian beningnya dapat dituangkan. Cairan bening yang 

dihasilkan memenuhi persyaratan farmakope. Ekstrak cair dapat dibuat dari 

ekstrak yang sesuai (Depkes RI, 1995). 

2.3 Pelarut 

Pelarut merupakan salah satu faktor penentu dalam proses ekstraksi, sehingga 

banyak faktor yang harus diperhatikan dalam pemilihan pelarut. Ada dua 

pertimbangan utama dalam pemilihan jenis pelarut, yaitu pelarut harus 

mempunyai daya larut yang tinggi dan pelarut tidak berbahaya atau tidak beracun 

(Guenther, 2006). Tabel 3 menunjukkan titik didih berbagai pelarut dan 
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komponen terlarut. Di antara pelarut ini, yang paling umum digunakan adalah air, 

etanol, etil asetat, petroleum eter, kloroform, dan heksana.  

Tabel 2.1 Jenis pelarut dan komponen terlarut serta titik didihnya 

Sumber : Scheflan & Morris (1983), Weissenberg (2001). 

Jenis Pelarut Titik Didih (ºC) 

Air 100 

Etanol 78,8 

Etil Asetat 77 

Petroleum Eter 70 

 Heksana 69 

Asam Askorbat > 190 

Karotenoid > 580 

Alkaloid > 100 

Steroid > 135 

Menurut Sutrian (2008), pelarut yang baik untuk ekstraksi adalah yang 

memilikinya kelarutan yang tinggi dari zat yang dapat diekstraksi. Kelarutan yang 

tinggi ini berkaitan dengan kepolaran pelarut dan kepolaran senyawa yang dapat 

diekstraksi. Senyawa polar memiliki kecenderungan kuat untuk larut dalam 

pelarut polar dan sebaliknya. Berdasarkan tetapan listriknya, pelarut organik dapat 

dibedakan menjadi dua, yaitu polar dan non polar. Konstanta dielektrikum 

dinyatakan sebagai gaya tolak menolak antara dua partikel bermuatan listrik 

dalam sebuah molekul. Semakin tinggi konstanta dielektrikumnya semakin polar 

pula pelarutnya (Sudarmadji, et al., 1989). Pelarut dapat digunakan untuk 

ekstraksi tunggal atau campuran. Pelarut campuran yang paling sering digunakan 

campuran air dan etanol, campuran air dan metanol dan campuran air dan eter.  

2.3.1 Kloroform 

Kloroform adalah senyawa yang mengandung setidaknya 99,0 % lebih 

dari 99,5% CHCl3 dan sisanya adalah alkohol. Kloroform adalah pelarut 
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dengan sifat semipolar. Ketika kloroform menguap dalam nyala api, maka 

akan membentuk gas yang berbahaya (Departemen Kesehatan, 2014). 

2.3.2 Asam Asetat 

Asam asetat atau lebih dikenal dengan asam cuka (CH3COOH) 

merupakan senyawa bentuk cair, tidak berwarna, berbau menyengat dengan 

rasa asam kuat dan larut dalam air, alkohol, gliserol, eter. Pada tekanan 

atmosfer, titik didihnya adalah 118,1 ºC. Asam asetat memiliki aplikasi yang 

sangat luas dalam industri dan industri makanan. Di Indonesia kebutuhan 

asam asetat masih harus diimpor, sehingga kemandirian dalam penyediaan 

bahan ini harus diupayakan (Handoyo, 2007).  

2.3.3 Metanol 

Metanol adalah senyawa kimia dengan rumus kimia CH3OH atau etil 

etanol adalah zat yang mudah terbakar, sangat ringan, mudah menguap tidak 

berwarna, memiliki bau yang khas, sedikit lebih manis dan alkohol paling 

sederhana. Banyak produk industri penggunaan metanol sebagai cairan 

pembersih mobil, tiner cat, detergen dan parfum. Selain itu, metanol juga 

digunakan untuk dicampur dengan etanol sebagai minuman keras tradisional 

(Levine. et al., 2009).  

2.3.4 Aseton 

Aseton adalah senyawa karbonil dengan gugus fungsi keton (-CO). 

Aseton juga dikenal sebagai propanon, dimetil keton, propan-2-on, 2-

propanon, β-keton propana dan dimetil formal dehida. Aseton dibuat dari 

alkohol sekunder dengan cara oksidasi. Aseton adalah senyawa organik 
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dalam bentuk cairan tidak berwarna dan mudah terbakar. Sifat aseton mudah 

menguap, mudah terbakar dan memiliki bau yang khas. Aseton biasanya 

digunakan sebagai pelarut (Prasetyo et al., 2018).  

2.3.5 Etanol 

Etanol atau sering juga disebut Alkohol adalah cairan bening mudah 

terbakar, tidak berwarna, mudah terbakar mudah menguap, bercampur dengan 

air, eter dan kloroform, diperoleh dengan melalui fermentasi karbohidrat dari 

ragi disebut juga dengan etil alkohol (Mardoni, 2007). Etanol atau etil alkohol 

(C2H5OH) termasuk pemberian gugus hidroksil polaritas dalam molekul dan 

mengakibatkan meningkatnya ikatan hidrogen intermolekuler. Etanol 

memiliki kelarutan yang relatif tinggi dan karena itu tidak bereaksi dengan 

komponen lain. Kerugiannya adalah harganya yang mahal (Mardoni, 2007). 

Massa jenis etanol adalah 0,7893 g/mL. Titik didih etanol di bawah tekanan 

suhu atmosfer adalah 78,32 ºC. Indeks bias viskositas pada 20°C adalah 

1,36143 dan 1,17 cP. Etanol adalah pelarut volatile atau semi-polar karena 

dapat melarutkan senyawa polar dan non polar. Gugus-OH polar dan -

CH3CH2 non polar. Karbon pendek pada etanol ini menyebabkan sifat non-

polar.  

2.4 Senyawa Alkaloid  

Alkaloid adalah suatu golongan senyawa yang tersebar luas di sebagian besar 

tanaman. Semua alkaloid mengandung setidaknya satu atom nitrogen dasar dan 

membentuk cincin heterosiklik (Harbourne, 1984). Alkaloid dapat ditemukan 

pada biji, daun, ranting dan kulit kayu. Kandungan alkaloid tanaman ini bisa 
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mencapai 10-15%. Alkaloid sebagian besar beracun, tetapi beberapa sangat 

berguna dalam pengobatan. Alkaloid yang tidak berwarna, biasanya aktif secara 

optik, sebagian besar merupakan senyawa kristal, tetapi hanya sedikit yang 

berbentuk cair seperti nikotin pada suhu kamar (Sabirin, et al., 1994). Alkaloid 

biasanya terdapat pada tanaman dalam bentuk garam organik, padat dan kristal, 

dan sebagian besar tidak berwarna. Adanya alkaloid pada daun dan buah segar 

biasanya memberikan rasa pahit di lidah. Dalam bidang kesehatan, alkaloid 

berperan sebagai pemicu syaraf, penambah tekanan darah, pereda nyeri, 

antimikroba, obat penenang, obat penyakit jantung dan lain-lain (Robinson, 

1995).  

Alkaloid juga bisa dalam bentuk cair, seperti nikotin dan konin. Alkaloid 

umumnya hanya larut dalam pelarut organik. Kebiasaan pada senyawa alkaloid 

tersebut mudah mengalami dekomposisi, khususnya panas dan cahaya dengan 

adanya oksigen. Hasil dekomposisi seringkali berupa N-oksida (Lenny, 2006). 

Alkaloid dapat dibedakan dari sebagian besar komponen tanaman lainnya 

berdasarkan sifat basanya. Oleh karena itu, golongan senyawa ini sering diisolasi 

dalam bentuk garamnya dengan pelarut HCl atau H2SO4 (Kristanti, et al., 2008).  

Alkaloid biasanya diperoleh dengan cara mengekstraksi bahan dengan 

menggunakan air yang sudah diasamkn, pengasaman dilakukan dengan 

menambahkan HCl. Tujuannya adalah untuk menarik alkaloid dan membentuk 

garam alkaloid amina serta meningkatkan kelarutan alkaloid dalam air. Alkaloid 

amina bereaksi dengan asam kuat  membentuk garam alkilamonium. Jenis reaksi 

ini digunakan untuk memisahkan amina dari zat netral atau larut dalam air dalam 
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suasana asam. Garam alkaloid  hasil pengasaman dibuat basa dengan penambahan 

NH4OH, sehingga garam alkaloid tersebut membentuk basa bebas alkaloid 

(Robinson, 1995). 

2.4.1 Struktur Alkaloid 

 

 

 

 

 

Sumber: (Robinson, 1995) 

Gambar 2.3 Struktur Senyawa Alkaloid 

Sebagian besar alkaloid memiliki kerangka dasar polisiklik dasar yang 

mengandung cincin heterosiklik nitrogen dan mengandung substituen yang 

tidak terlalu bervariasi. Atom nitrogen alkaloid hampir selalu dalam bentuk 

gugus amin(-NR2) atau gugus amida (-CO-NR2) dan tidak pernah dalam 

bentuk gugus nitro (NO2) atau gugus diazo. Meskipun substituen oksigen 

biasanya terdapat sebagai gugus fenol (-OH), metoksi (-OCH3), atau 

metilendioksi (-O-CH2-O), substituen oksigen dan gugus N-metil ini 

merupakan karakteristik dari sebagian besar alkaloid (Lenny, 2006).  

2.4.2 Sifat Umum Alkaloid 

Alkaloid umumnya terdapat dalam bentuk bebas di alam, memiliki rasa 

pahit, besifat basa lemah dan sukar larut dalam air, tetapi larut dalam pelarut 

organik non-polar seperti kloroform dan dietil eter. Beberapa alkaloid 

memiliki warna yang khas seperti berberin yang berwarna kuning dan garam 

sanguinarine serta tembaga berwarna merah. Alkaloid adalah senyawa  basa 

karena atom nitrogen memiliki pasangan elektron bebas  yang berasal dari 
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asam amino. Sebagian besar alkaloid mengandung satu inti kerangka piridin, 

quinolin, dan isqinolin atau tropan yang bertanggung jawab atas efek 

farmakologis pada manusia. Ketika alkaloid bereaksi dengan senyawa asam 

mereka membentuk garam kristal tanpa membentuk air, itulah sebabnya 

garam lebih mudah larut dalam air dari pada senyawa bebasnya (Julianto, 

2019). 

2.4.3 Klasifikasi Alkaloid 

Pada dasarnya alkaloid umumnya diklasifikasikan berdasarkan molekul 

prekursor atau jalur sintetik dari molekul tersebut. Dari sudut pandang 

struktural alkaloid dikelompokkan menurut bentuk, struktur, dan prekursor. 

Golongan ini dibagi menjadi tiga jenis alkaloid, yaitu true alkaloid, 

protoalkaloid, dan pseudoalkaloid (Ruswanto, et al., 2022). 

1) True Alkaloid 

True alkaloid atau alkaloid sejati mengandung atom nitrogen yang 

berasal dari turunan asam amino dan terdapat dalam cincin 

heterosiklik. Alkaloid ini sangat reaktif secara biologis bahkan dalam 

dosis kecil. Semua alkaloid sejati memiliki rasa pahit dan padatan 

putih, kecuali nikotin, yang merupakan cairan berwarna coklat. 

Alkaloid sejati ditemukan di alam  ditemukan dalam keadaan bebas, 

sebagai garam atau dalam bentuk N-oksida (Ruswanto, et al., 2022). 

Contoh : Morphin, Nicotine, Atrophin.  
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Sumber: (Ruswanto, et al., 2022) 

Gambar 2.4 Morphin, Nicotine, Atrophin. 

2) Protoalkaloid 

Protoalkaloid adalah alkaloid yang  atom nitrogennya berasal dari 

asam amino, tetapi bukan bagian dari ikatan cincin heterosiklik. 

Protoalkaloid memiliki cincin tertutup dan struktur sederhana. 

Alkaloid ini adalah minoritas dari semua alkaloid (Ruswanto, et al., 

2022). Contoh : Ephedrine, Hordenine, Mescalin.  

 

 

 

 

 

 
 

Sumber: (Ruswanto, et al., 2022) 

Gambar 2.5 Ephedrine, Hordenine, Mescalin. 

3) Pseudoalkaloid 

Tidak seperti alkaloid sejati dan pseudoalkaloid, atom nitrogen 

dalam struktur pseudoalkaloid tidak berasal dari asam amino, 

meskipun sebenarnya pseudoalkaloid terkait dengan jalur asam 

amino karena berasal dari prekursor asam amino. Pseudoalkaloid 

juga diproduksi dalam reaksi aminasi dan transminasi yang diperoleh 

dengan asam non-amino (Ruswanto, et al., 2022). Contoh : Caffein, 

Theophylin, Theobromin. 
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Sumber: (Ruswanto, et al., 2022) 

Gambar 2.6 Caffein, Theophylin, Theobromin. 

2.5 Kromatografi Cair Kinerja Tinggi 

Kromatografi Cair Kinerja Tinggi juga dikenal sebagai HPLC dikembangkan 

pada akhir 1960-an dan awal 1970-an. Saat ini, kromatografi cair kinerja tinggi 

(KCKT). Metode pemisahan yang banyak digunakan dalam analisis dan 

pemurnian senyawa dari sampel tertentu termasuk industri farmasi, lingkungan, 

bioteknologi, polimer, dan industri makanan (Gandjar & Rohman, 2018). 

2.5.1 Pengertian KCKT 

Kromatografi adalah teknik di mana zat terlarut atau zat terlarut 

dipisahkan oleh perbedaan laju elusi ketika zat terlarut tersebut melewati 

kolom kromatografi. Pemisahan zat terlarut ini ditentukan oleh pembagian zat 

terlarut menjadi fase gerak dan diam. Penerapan kromatografi cair yang 

berhasil untuk masalah tertentu memerlukan kombinasi yang tepat dari 

berbagai kondisi operasional seperti: Jenis kolom, fase gerak, panjang dan 

diameter kolom, kecepatan aliran fase gerak, suhu kolom, dan ukuran sampel. 

Untuk memilih kombinasi kondisi kromatografi yang terbaik itu 

membutuhkan pemahaman dasar tentang berbagai faktor yang mempengaruhi 

pemisahan dalam kromatografi cair (Gandjar dan Rohman, 2007). 

2.5.2 Prinsip Kerja KCKT 

Prinsip kerja KCKT/HPLC adalah memisahkan komponen analit yang 

dianalisa sesuai dengan kepolarannya, detektor mendeteksi setiap campuran 
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dan mencatatnya dalam bentuk kromatogram. Jumlah puncak menunjukkan 

banyaknya komponen dan luas puncak menunjukkan konsentrasi komponen 

dalam campuran (Rohman, 2018). 

2.5.3 Keuntungan KCKT 

Keuntungan KCKT menurut Gandjar dan Rohman, 2007 adalah: 

1) Cepat : Waktu analisis biasanya kurang dari 1 jam. 

2) Resolusi : Berbeda dengan KC, kromatografi cair terdiri dari dua 

fase dimana interaksi selektif dapat terjadi. Pada KC, gas yang 

mengalir memiliki sedikit interaksi dengan zat padat, pemisahan 

terutama dicapai dengan fase diam saja. Kemampuan zat padat untuk 

berinteraksi secara selektif dengan fase diam dan bergerak dalam 

KCKT memberikan parameter tambahan yang harus dicapai untuk 

pemisahan yang diinginkan. 

3) Sensitivitas Detektor : Detektor absorbsi UV yang biasa digunakan 

dalam KCKT dapat mendeteksi kadar dalam jumlah nanogram (10
-9

 

gram) dari bermacam-macam zat. Detektor-detektor Fluresensi dan 

Elektrokimia dapat mendeteksi jumlah picogram (10
-12

 gram). 

Detektor seperti spektrofotometer massa, indeks bias, radiometri, dll 

juga dapat digunakan dalam KCKT. 

4) Kolom yang dapat digunakan kembali : Banyak analisis dapat 

dilakukan pada kolom yang sama dengan jenis sampel yang diinjeksi 

sebelumnya, analisis lebih lanjut sampel dapat langsung dilanjutkan 
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tanpa mengubah kolom (perhatikan kemurnian pelarut dan jenis 

pelarut yang digunakan). 

5) Jumlah sampel kecil : Kuantitas sampel yang digunakan dalam 

jumlah kecil. 

6) Ideal untuk zat bermolekul besar dan berionik : Zat yang tidak 

dapat dianalisis dengan KC karena volatilitasnya yang rendah 

biasanya diturunkan untuk menganalisis senyawa ionik. KCKT 

dengan tipe ekslusi dan pertukaran ion sangat ideal untuk 

menganalisis zat-zat tersebut. 

7) Pengembalian sampel yang mudah : Pada umumnya detektor yang 

digunakan pada KCKT tidak menyebabkan kerusakan (destruktif) 

pada komponen sampel yang akan diperiksa, sehingga komponen 

sampel tersebut dapat dengan mudah dikumpulkan setelah melewati 

detektor. Pelarut dapat dihilangkan dengan penguapan kecuali untuk 

kromatografi penukar ion yang memerlukan prosedur khusus. 

2.5.4 Bagian-bagian KCKT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sumber : (Gandjar & Rohman, 2018) 

Gambar 2.7 Diagram sistem KCKT 
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Instrumen KCKT pada dasarnya terdiri dari beberapa komponen utama, 

antara lain: 

1) Wadah fase gerak 

Wadah yang digunakan harus bersih dan inert untuk menampung 

fase gerak. Wadah pelarut kosong atau labu laboratorium dapat 

digunakan sebagai wadah fase gerak. Wadah penampung biasanya 

menampung sekitar 1 sampai 2 liter pelarut fase gerak. 

2) Pompa 

Pompa yang cocok untuk penggunaan KCKT adalah pompa yang 

memiliki kondisi yang sama dengan wadah larutan, yaitu pompa 

harus inert terhadap fase gerak. Bahan yang biasa digunakan sebagai 

pompa sejenis gelas, baja yang tahan karat, teflon dan batu nilam. 

Pompa yang digunakan juga harus mampu menghasilkan tekanan 

hingga 5000 psi dan mampu mengalirkan fase gerak dengan laju alir 

3 mL/menit. Pompa yang digunakan untuk sediaan harus mampu 

memompa fase gerak dengan kecepatan 20 ml/menit. 

3) Tempat Injeksi Sampel 

Sampel cair dan larutan diinjeksikan langsung ke fase gerak yang 

mengalir ke kolom di bawah tekanan melalui injektor bahan tembaga 

yang tahan karat dan tutup teflon yang dilengkapi dengan sampel 

loop internal atau eksternal. 

 

 



29 
 

 
 

4) Kolom 

Ada 2 jenis kolom pada KCKT yaitu kolom microbor dan kolom 

konvensional. Kolom adalah bagian KCKT yang memiliki fase diam 

sebagai tempat terjadinya proses pemisahan zat terlarut dan analit. 

Kolom mikrobor memiliki 3 keuntungan utama dibandingkan kolom 

konvensional, yaitu: 

a) Pemanfaatan fase gerak dalam kolom microbor hanya sekitar 80% 

atau kurang dibandingkan dengan kolom konvensional karena 

laju alir fase gerak lebih lambat di kolom microbor (10.100 

µL/min). 

b) Aliran fase gerak tidak terlalu cepat, yang membuat kolom 

microbor lebih akurat jika dikombinasikan dengan 

spektrofotometri massa. 

c) Sensitivitas kolom microbor meningkat ketika zat terlarut lebih 

pekat, sehingga kolom jenis ini sangat berguna ketika jumlah 

sampel terbatas misal sampel klinis. 

5) Detektor 

Detektor KCKT dibagi menjadi dua kelompok, yaitu detektor 

universal dan detektor spesifik. Idealnya, detektor harus memiliki 

karakteristik sebagai berikut: 

a) Menanggapi zat terlarut dengan cepat dan berulang. 

b) Memiliki sensitivitas yang baik dan mampu mendeteksi zat 

terlarut dalam jumlah yang sangat kecil. 
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c) Stabil dalam digunakan. 

d) Volumenya kecil untuk mengurangi penyebaran pita 

e) Sinyal yang dihasilkan berada dalam rentang yang luas (rentang 

linier) dan sebanding dengan konsentrasi zat terlarut. 

f) Tidak berpengaruh pada temperatur serta kecepatan alir fase 

gerak  

6) Komputer, Integrator, atau Rekorder 

Perangkat akuisisi data seperti komputer, integrator atau rekorder 

terhubung ke detektor. Alat ini mengukur sinyal elektronik yang 

dihasilkan oleh detektor kemudian merekamnya sebagai 

kromatogram, yang selanjutnya dapat dievaluasi oleh analis (Gandjar 

& Rohman, 2018). 

2.5.5 Jenis-jenis KCKT 

Klasifikasi kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) berdasarkan pada 

sifat fase diam yaitu : 

1) Kromatografi Absorbsi 

Dalam pemisahan dengan kromatografi adsorpsi gel silika atau 

alumnia digunakan sebagai fase diam. Fase gerak berupa pelarut 

non-polar yang ditambahkan ke pelarut polar seperti air atau alkohol 

rantai pendek untuk meningkatkan kemampuan elusinya untuk 

menghindari pengekoran puncak, seperti n-heksana ditambah 

metanol. Jenis KCKT ini cocok untuk pemisahan campuran isomer 
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struktural dan pemisahan zat terlarut yang mengandung gugus 

fungsional yang berbeda (Gandjar dan Rohman, 2007). 

2) Kromatografi Partisi 

Jenis kromatografi ini juga dikenal sebagai kromatografi. Dalam 

kromatografi ini, sebagian besar fase diam terdiri dari silika yang 

dimodifikasi secara kimiawi atau terikat. Hingga saat ini, 

hidrokarbon non-polar seperti oktadeksilsilana, oktasilana atau fenil 

telah digunakan untuk memodifikasi silika. Fase diam yang paling 

popular adalah oktadesilsilan (ODS atau C18) umumnya digunakan 

dan sebagian besar pemisahan fase terbalik. Sedangkan fase gerak 

merupakan campuran asetonitril atau metanol dengan air atau larutan 

buffer (Rohman, 2009). 

Ditinjau dari jenis fase diam dan fase gerak, kemudian kromatografi 

bagian-bagian tersebut dapat dibedakan sebagai berikut: 

a) Kromatografi Fase Normal 

Kromatografi Fase Normal (fase diam lebih polar dari pada fase 

gerak), kapasitas elusi meningkat dengan meningkatnya polaritas 

pelarut. Fase gerak biasanya non-polar. Dietil eter, benzena, 

hidrokarbon lurus seperti pentana, heksana, heptana atau iso-

oktana sering digunakan. Halida alifatik seperti diklorometana, 

diklormetana, butilklorida dan kloroform juga digunakan. Gas 

terlarut umumnya tidak menyebabkan masalah pada fase normal 

(Gandjar dan Rohman, 2007). 
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b) Kromatografi Fase Terbalik 

Kromatografi Fase Terbalik (fase diam kurang polar dari pada 

fase gerak), Kapasitas elusi menurun dengan meningkatnya 

polaritas larutan. Pada fase terbalik, kandungan utama adalah air. 

Pelarut yang larut dengan air seperti metanol, etanol, asetonitril, 

dioksan, tetrahidrofuran dan dimetilformamida ditambahkan 

untuk megatur kepolaritas fase gerak. Asam, basa dan buffer juga 

dapat ditambahkan surfaktan jadi mutu air harus tinggi baik air 

destilasi maupun air mineral (Gandjar dan Rahman, 2007).  

3) Kromatografi Pertukaran 

Kromatografi cair kinerja tinggi pertukaran ion menggunakan fase 

diam yang dapat bertukar kation atau anion dengan fase gerak. 

Namun, ada banyak penukar ion di pasaran yang paling umum 

adalah resin polistiren (Gandjar dan Rohman, 2007). Teknik ini 

mengandalkan pertukaran ion (adsorpsi) antara fase gerak dan 

tempat-tempat berion dari kemasan. Sebagian besar resin berasal dari 

polimer divinylbenzene-styrene dengan gugus fungsi tambahan. 

Resin jenis amina kuartener dan asam sulfonat adalah pilihan yang 

baik untuk resin dan digunakan secara luas. Keduanya, fase terikat 

dan resin telah digunakan. Teknik ini banyak digunakan dalam ilmu 

kehidupan dan khususnya dikenal untuk pemisahan asam amino. 

Teknik ini bisa digunakan untuk keduanya kation-kation dan anion-

anion (Gandjar dan Rohman, 2007). 
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4) Kromatografi Eksklusi Ukuran 

Kromatografi ini juga disebut sebagai kromatografi filtrasi gel 

(filtrasi) dan digunakan untuk memisahkan atau menganalisis 

senyawa dengan berat molekul lebih besar dari 2000 Dalton. Fase 

diam yang digunakan dapat berupa silika atau polimer yang bersifat 

porus untuk memungkinkan zat terlarut melewati porus atau 

berdifusi melalui fase diam (Gandjar dan Rohman, 2007). 

2.6 Validasi Metode Analisis 

Metode yang digunakan dalam laboratorium kimia analitik harus dievaluasi 

dan diuji untuk memastikan bahwa metode tersebut dapat memberikan data yang 

valid dan sesuai dengan tujuan, maka metode tersebut harus divalidasi (Riyanto, 

2015). Validasi metode analisis adalah evaluasi terhadap parameter tertentu 

berdasarkan percobaan laboratorium untuk menunjukkan bahwa parameter 

tersebut memenuhi syarat untuk digunakan (Harmita, 2004).  

Sebuah metode analitik harus divalidasi untuk memastikan bahwa parameter 

kinerjanya cukup memadai untuk menyelesaikan masalah analitik, oleh karena itu 

metode tersebut harus divalidasi ketika : 

1) Metode baru dikembangkan untuk memecahkan masalah analitis tertentu 

2) Metode standar direvisi agar sesuai karena perkembangan atau terjadinya 

suatu masalah menginstruksikan untuk memeriksa metode default 

3) Jaminan kualitas menunjukkan bahwa metode standar adalah telah berubah 

dari waktu ke waktu 
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4) Metode standar digunakan di laboratorium yang berbeda, dilakukan oleh 

analis yang berbeda atau dengan peralatan yang berbeda. 

5) Menunjukkan persamaan antara dua metode, misalnya antara metode baru 

dan metode standar. (Gandjar dan Rohman, 2012). 

Semua metode analisis harus dicirikan dengan baik, divalidasi secara lengkap 

dan didokumentasikan. Metode analisis harus memenuhi persyaratan yang 

ditentukan untuk selektivitas, akurasi, batas deteksi, linearitas, dan presisi. 

Pengetahuan tentang stabilitas zat aktif dan/atau hasil biotransformasi bahan 

sampel merupakan prasyarat untuk mendapatkan hasil yang dapat dipercaya. 

Harus diperhatikan bahwa (WHO, 2006): 

1) Validasi dilakukan sebelum pengujian dan selama fase pengujian 

2) Validasi harus mencakup tujuan penetapan ditargetkan 

3) Rentang kalibrasi harus sesuai dengan sampel 

4) Jika penetapan kadar digunakan di beberapa bagian yang berbeda, 

penetapan kadar harus divalidasi di setiap bagian dan atur indeks 

perbandingan silang dari bagian-bagian tersebut 

5) Metode analisis tidak rutin digunakan membutuhkan revalidasi yang cukup 

untuk memastikan hal ini prosedurnya mengikuti prosedur aslinya 

dikonfirmasi; studi validasi biasanya harus didokumentasikan laporan 

percobaan terlampir. 

6) Penggunaan dua atau lebih metode dalam studi tertentu Indikasi penetapan 

kadar sampel di area matriks yang sama kalibrasi yang sama tidak 

dianjurkan. 
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7) Jika perlu membandingkan penentuan yang berbeda (sampel dari 

pengujian ini dianalisis dengan metode yang berbeda dan metode tersebut 

mencakup konsentrasi dan matriks yang sama), pengujian harus divalidasi 

ulang.  

Sebelum melakukan analisis, analis harus memastikan bahwa sistem dan 

prosedur yang digunakan mampu menghasilkan data yang dapat diterima. Hal ini 

dapat dilakukan melalui uji kesesuaian sistem, yang didefinisikan sebagai 

serangkaian pengujian untuk memastikan bahwa metode tersebut dapat 

menghasilkan akurasi dan presisi yang dapat diterima. Persyaratan kesesuaian 

sistem biasanya dibuat setelah pengembangan dan validasi metode (Gandjar dan 

Rohman, 2012). 

United States Pharmacopoeia (USP) mendefinisikan parameter yang dapat 

digunakan untuk menentukan kesesuaian sistem sebelum analisis. Parameter yang 

digunakan antara lain: lempeng teori (N), faktor tailing, kapasitas (k' atau α) dan 

nilai standar deviasi relatif (RSD) tinggi atau luas puncak dari 5 kali injeksi 

larutan standar pada prinsipnya dapat diterima sebagai kriteria standar ketika 

menguji komponen sebanyak itu (komponen mayor) bila nilai RSD ≤ 1% untuk 5 

kali injeksi. Namun, untuk senyawa dengan konsentrasi jejak, nilai RSD dapat 

diterima jika 5-15% (Gandjar dan Rohman, 2012). 

2.6.1 Selektivitas  

Selektivitas adalah kemampuan untuk secara akurat dan spesifik 

mengukur analit target dengan adanya komponen matriks sampel lainnya, 

seperti ketidakmurnian, produk degradasi dan komponen matriks (Gandjar 
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dan Rohman, 2012). Selektivitas seringkali dapat dinyatakan dalam bentuk 

derajat penyimpangan (degree of bias) metode dilakukan terhadap sampel 

yang mengandung bahan tambah berupa pengotor, hasil degradasi, senyawa 

terkait, senyawa asing lainnya dan dibandingkan dengan hasil analisis sampel 

yang tidak mengandung bahan tambah lain (Harmita, 2004). 

Selektivitas metode ditentukan dengan membandingkan hasil analisis 

sampel yang mengandung polutan, produk degradasi, senyawa serupa, zat 

eksternal lain atau plasebo dengan hasil analisis sampel tanpa zat tersebut. 

penyimpangan hasil bila ada perbedaan antara hasil uji keduanya (Harmita, 

2004). 

2.6.2 Linieritas 

Linearitas biasanya dinyatakan sebagai variansi terhadap arah garis 

regresi yang dihitung berdasarkan persamaan matematis dari data yang 

diperoleh dari hasil percobaan analit pada sampel dengan konsentrasi analit 

yang berbeda. Pengolahan matematis dalam pemeriksaan linieritas dilakukan 

dengan persamaan langsung antara hasil analisis analisis konsentrasi, yang 

dilakukan dengan menggunakan metode kuadrat terkecil. Dalam beberapa 

kasus, untuk memperoleh hubungan proporsional antara hasil pengukuran 

dengan konsentrasi analisis, data yang diperoleh diolah dengan transformasi 

matematis sebelum dilakukan analisis regresi (Harmita, 2004). 

Dalam praktiknya, beberapa solusi berbeda digunakan konsentrasinya 

adalah 50-150% analit dalam sampel. Dalam literatur sering disebutkan 

bahwa rentang konsentrasi yang digunakan adalah 0-200%. Jumlah sampel 
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yang dianalisis minimal delapan blanko (Harmita, 2004). Penentuan linearitas 

bisa terjadi menurut rumus berikut: 

    
         

   
 

     
  

 
 

     
   

 
        

2.6.3 Batas Deteksi (LOD) 

Batas deteksi didefinisikan sebagai konsentrasi analit terendah dalam 

sampel yang masih dapat dideteksi tetapi tidak ditentukan secara tepat. LOD 

adalah batas uji yang secara khusus menunjukkan apakah suatu analit berada 

di atas atau di bawah nilai tertentu (Gandjar, et al., 2007). LOD dapat 

dihitung menggunakan rumus LOD =  
  

 
 , dimana SD didasarkan pada 

standar deviasi, S adalah Slope kurva baku. 

Menurut Harmita, metode yang digunakan untuk menentukan batas 

deteksi metode berbeda-beda tergantung apakah metode analisis tersebut 

menggunakan instrumen atau tidak. Untuk analisis non-instrumen batas 

ditetapkan dengan mendeteksi analit dalam sampel menggunakan 

pengenceran bertingkat. Dalam analisis instrumen, batas deteksi dapat 

dihitung dengan mengukur respons blangko beberapa kali dan kemudian 

menghitung standar deviasi dari blangko, dan rumus dapat digunakan dalam 

perhitungan.  
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2.6.4  Batas Kuantifikasi (LOQ) 

Menurut Konvensi Farmakope Amerika Serikat (2007), batas 

kuantifikasi adalah penentu kuantitatif pada batas bawah suatu senyawa 

dalam matriks sampel, seperti batas kuantifikasi adalah konsentrasi analit 

terendah dalam sampel yang dapat ditentukan dengan akurasi yang wajar di 

bawah kondisi percobaan tertentu. Batas kuantifikasi dinyatakan sebagai 

konsentrasi (misalnya persentase, ppm, bpm) analit dalam sampel. 

Batas kuantifikasi didefinisikan sebagai konsentrasi analit terendah 

dalam sampel yang dapat ditentukan dengan akurasi dan presisi yang wajar di 

bawah kondisi pengoperasian metode yang digunakan (Gandjar, et al., 2007). 

Ini dihitung menggunakan rumus LOQ =   
  

  
 , di mana SD didasarkan pada 

standar deviasi, S yang merupakan Slope kurva baku. 

2.6.5 Akurasi  

Akurasi adalah kedekatan nilai terukur (measured value) dengan nilai 

sebenarnya yang diterima (accepted true value), dan nilai yang diubah, nilai 

sebenarnya, dan nilai referensi. Akurasi diukur sebagai jumlah analit yang 

diperoleh dengan menekan sampel dalam pengukuran. Ada tiga pendekatan 

yang umum digunakan untuk pengujian akurasi yaitu: 

1) Menggunakan SRM (Standard Reference Material) 

2) Menambahkan spiking terhadap plasebo, dan  

3) Menggunakan metode penambahan standar (Rohman, 2014). 

Dalam mendokumentasikan akurasi (International Conference on 

Harmanization, ICH) merekomendasikan pengumpulan data dari 9 kali 
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pengujian pada 3 konsentrasi berbeda (misalnya 3 konsentrasi dengan 3 

replikasi) (Gandjar dan Rohman, 2012). Data akurasi harus dinyatakan 

sebagai persentase pemulihan, kisaran kriteria penerimaan yang 

direkomendasikan yang digunakan untuk menilai akurasi selama validasi 

metode analitik (Latimer, 2016). 

2.6.6 Presisi 

Presisi adalah ukuran tingkat kesesuaian antara hasil tes individu, 

diukur sebagai dispersi hasil individu dari rata-rata ketika metode diterapkan 

berulang kali pada sampel yang diambil dari campuran homogen. 

Keseksamaan diukur sebagai simpangan baku atau simpangan baku relatif 

(koefisien variasi). Keseksamaan dapat didefinisikan sebagai keterulangan 

(repeatabilty) yaitu keakuratan suatu metode ketika dilakukan beberapa kali 

dalam kondisi yang sama dan dalam interval waktu yang pendek dan sebagai 

ketertiruan (reproducibilty)  yaitu mengungkapkan keakuratan metode ketika 

dilakukan dalam kondisi yang berbeda, seperti menggunakan analis,  

peralatan dan laboratorium yang berbeda (Harmita, 2014). 

Presisi adalah keterulangan metode analisis dan biasanya dinyatakan 

sebagai simpangan baku relatif (Relative Standard Deviation, RSD). Nilai 

RSD juga biasa disebut sebagai koefisien variasi (KV) berdasarkan beberapa 

pengukuran sampel (Rohman, 2004). Kriteria yang cermat ditunjukkan ketika 

metode tersebut menghasilkan simpangan baku relatif atau koefisien variasi 

sebesar 2% atau kurang (Harmita, 2014). Namun, kriteria ini sangat fleksibel 

bergantung pada kondisi analit yang dianalisis, jumlah sampel dan kondisi 
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laboratorium. Simpangan baku relatif (Relative Standard Deviation, RSD) 

yang diijinkan untuk setiap konsentrasi analit dalam sampel (Latimer, 2016). 

2.6.7 Uji Kesesuaian Sistem 

Untuk menentukan ini, uji kesesuaian sistem (USS) harus menentukan 

keefektifan sistem operasi (Ditjen POM, 1995). Sistem dianggap layak jika 

memenuhi persyaratan waktu retensi, faktor kapasitas, efisiensi kolom, 

resolusi dan faktor ikutan. 

1) Waktu Retensi 

Waktu retensi adalah waktu yang diperlukan setelah penyuntikan 

sampel untuk memunculkan puncak analit dari detektor. Puncak 

kecil di sebelah kiri merupakan puncak spesi sebagai waktu mati 

(dead time). Laju migrasi spesi tidak berubah dengan kecepatan 

migrasi rata-rata molekul fase gerak dalam kolom. 

2) Faktor Kapasitas  

Faktor kapasitas merupakan parameter penting yang digunakan 

menjelaskan laju migrasi analit dalam kolom. Nilai  k’ 2-8 berarti 

terjadi pemisahan yang baik 

3) Efisiensi Kolom 

Ukuran efisiensi kolom adalah jumlah lempeng (plate number, N) 

yang berdasarkan konsep lempeng dasar teoretis pada distilasi. Nilai 

yang baik N > 2500 
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N dipengaruhi oleh: 

a) Lebar pita (W). Semakin kecil W, semakin besar N, karena itu N 

menjadi ukuran kolom tersebut baik/tidak nya 

b) Ukuran butir 

c) Distribusi ukuran partikel 

d) Sifat butiran (porous penuh/pelikuler) 

4) Resolusi (Daya pisah)  

Resolusi didefinisikan sebagai perbedaan antara dua waktu retensi 

puncak tetangga. Nilai resolusi harus mendekati atau lebih dari 1,5 

karena memberikan pemisahan puncak yang baik (base line 

resolution).  

Rumus: 

Rs  = 
    

       
 

Keterangan : 

tR = waktu retensi (menit) 

W = lebar puncak 

Ada tiga langkah untuk mencapai resolusi tinggi :  

- Harga faktor kapasitas (k'), 1-5 dengan eluen yang sesuai 

- Nilai faktor selektivitas (α) dengan eluen lain kecuali kekuatan 

elusi eluen yang sama/ketiga sebagai aditif (pertukaran buffer, 

penambahan garam, pasangan ion). 

- Harga N >> mengurangi laju aliran efluen sebesar kolom yang 

lebih panjang menggunakan elemen kolom yang lebih kecil. 
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5) Faktor Ikutan  

Faktor ikutan adalah harga yang dapat menunjukkan terjadinya hal 

berikut pada kromatogram sehingga bentuk kromatogram berubah 

tidak simetris. 

Alasan Tailing factor : 

- Guard coloum yang sudah mulai rusak. 

- Fase gerak mulai terdekomposisi.  

- Partikel silika yang digunakan dalam bahan pembawa tidak 

partikel silika yang baik. 

- Ada bagian lain yang langsung muncul setelah peak. (Ramadhani, 

2015). 

2.7 Penetapan Kadar Alkaloid Total 

Penetapan kadar merupakan zat aktif dalam obat dan/atau makanan dan 

minuman merupakan bagian dari pengawasan mutu untuk menjamin keamanan obat 

dan/atau bahan obat. Pada saat yang sama, pemeriksaan konsentrasi suatu senyawa 

atau bahan aktif adalah salah satu persyaratan terpenting yang harus dipenuhi untuk 

memastikan kualitas produk atau obat, dan diperlukan metode yang telah divalidasi 

sebelumnya untuk menentukan konsentrasi (Patil, 2012). Penetapan kadar alkaloid 

total dalam ektrak etanol biji kakao dilakukan menggunakan metode KCKT fase 

terbalik. Sistem KCKT dipilih karena daya pisah yang aik, peka, kolom dapat 

dipakai berulang, dan dapat digunakan untuk menganalisis molekul besar dan kecil 

(Harmita, 2015).
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BAB 3 KERANGKA KONSEP 

3.1 Kerangka Konseptual 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan : 

      = diteliti 

      = tidak diteliti 

 

Gambar 3.1 Kerangka Konseptual 
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3.2 Hipotesis  

Hipotesis menentukan apakah ada hubungan atau pengaruh antara variabel 

independent dan variabel dependent. Hipotesis adalah tanggapan sementara 

terhadap rumusan masalah penelitian, dimana rumusan masalah penelitian 

disajikan sebagai pertanyaan (Sugiyono, 2017). Hipotesis dari penelitian ini yaitu 

optimasi validasi metode analisis pada penetapan kadar alkaloid total ekstrak biji 

kakao (Theobroma cacao L.) dapat memenuhi persyaratan parameter validasi 

metode analisis yaitu selektivitas, linieritas, limit of detection (LOD), limit of 

quantitation (LOQ), presisi dan akurasi. 
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BAB 4 METODE PENELITIAN 

4.1 Desain Penelitian 

Desain penelitian adalah metode perolehan data secara ilmiah yang memiliki 

tujuan dan kegunaan tertentu. Penelitian ini menggunakan desain penelitian 

kuantitatif (Sugiyono, 2017). Penelitian kuantitatif adalah metode penelitian 

berdasarkan filsafat yang digunakan untuk mempelajari populasi atau sampel 

tertentu, pengumpulan data menggunakan alat penelitian, dan analisis data 

bertujuan untuk menguji hipotesis yang telah ditetapkan bersifat kuantitatif atau 

statistik (Sugiyono, 2017). Desain penelitian yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah deskriptif eksperimental laboratorium dalam uji validasi metode analisis 

KCKT fase terbalik dan penetapan kadar alkaloid total dari ekstrak etanol biji 

kakao (Theobroma cacao L.). 

4.2 Populasi dan Sampel 

4.2.1 Populasi  

Populasi adalah wilayah generalisasi yang terdiri dari objek atau subjek 

yang mempunyai kualitas dan karakteristik tertentu yang ditentukan melalui 

penelitian yang diteliti dan kesimpulan yang ditarik (Sugiyono, 2017). 

Populasi pada penelitian ini adalah tanaman kakao (Theobroma cacao L.) 

yang didapat dari Pusat Penelitian Kopi dan Kakao yang berada di Kecamatan 

Jenggawah Kabupaten Jember. 
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4.2.2 Sampel  

Sampel merupakan bagian dari jumlah dan karakteristik yang dimiliki 

oleh populasi (Sugiyono, 2017). Sampel pada penelitian ini adalah biji kakao 

(Theobroma cacao L.) yang didapat dari Pusat Penelitian Kopi dan Kakao 

yang berada di Kecamatan Jenggawah Kabupaten Jember.  

4.3 Variabel Penelitian 

4.3.1 Variabel bebas (Independent) 

Variabel bebas adalah merupakan variabel yang mempengaruhi atau 

yang sebab perubahannya atau timbulnya variabel dependen (terikat) 

(Sugiyono, 2017). Variabel bebas pada penelitian ini adalah ekstrak etanol 

biji kakao (Theobroma cacao L.) dan optimasi kondisi analisis KCKT fase 

terbalik. 

4.3.2 Variabel terikat (Dependent) 

Variabel terikat merupakan variabel yang dipengaruhi atau yang 

menjadi akibat, karena adanya variabel bebas (Sugiyono, 2017). Variabel 

terikat pada penelitian ini adalah parameter validasi metode analisis dan kadar 

alkaloid total pada ekstrak etanol biji kakao (Theobroma cacao L.). 

4.4 Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Terpadu Universitas dr. Soebandi. 

4.5 Waktu Penelitian 

Waktu penelitian ini dimulai bulan Maret hingga Mei 2023. 
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4.6 Definisi Operasional 

Definisi operasional adalah petunjuk tentang apa yang harus diamati dan 

diukur untuk menguji integritas. Definisi operasional menemukan unsur-unsur 

yang dituangkan dalam instrumen penelitian (Sugiyono, 2017). 

Tabel 4.1 Definisi Operasional  

Variabel 

Penelitian 

Definisi 

Operasional 
Alat Ukur Cara Ukur Hasil Ukur Skala 

Variabel Bebas  (Independent) 

Ekstrak 

Etanol Biji 

Kakao 

(Theobroma 

cacao L.)  

Hasil ekstraksi biji 

kakao dengan 

metode maserasi 

menggunakan 

pelarut etanol 96%  

Timbangan 

analitik 

Menghitung % 

rendemen hasil 

ekstrak  

Satuan hasil 

berupa %  

Rasio 

Optimasi 

Kondisi 

Analisis 

KCKT fase 

terbalik  

Penentuan kondisi 

optimasi KCKT 

fase terbalik 

dilakukan jika 

memenuhi 

persyaratan validasi 

untuk melakukan 

penetapan kadar 

alkaloid total 

ekstrak etanol biji 

kakao (Theobroma 

cacao L.) 

KCKT 1) Penentuan  laju alir 

dengan 1,0; 1,2; 1,4 

mL/menit 

2) Penentuan fase 

gerak dengan 

pelarut metanol : 

aquabidestilata 

(30:70). 

3) Penentuan panjang 

gelombang 200-

800 nm dengan 

instrument KCKT. 

1) Satuan hasil 

dalam 

mL/menit 

2) Satuan hasil 

berupa 

perbandinga

n komposisi 

dan volume 

(mL) 

3) Satuan hasil 

dalam nm 

Rasio 

Variabel Terikat  (Dependent) 

Parameter 

Validasi 

Metode 

Analisis 

 

Validasi metode 

analisis adalah  

suatu tindakan 

penilaian terhadap 

parameter untuk 

pembuktian bahwa 

suatu parameter 

tersebut memenuhi 

syarat 

penerimaannya. 

KCKT 1) Selektivitas : 

membandingkan 

spectra sampel dan 

standar 

2) Linieritas : 

menghitung nilai r  

3) Akurasi : 

menghitung % 

recovery 

4) Presisi : 

menghitung nilai % 

KV 

5) LOD & LOQ : 

menghitung uji 

batas terkecil dan 

konsentrasi 

terendah dari analit  

1) Dinyatakan 

dalam 

satuan Rs 

2) Dinyatakan 

dalam nilai r  

3)  Dinyatakan 

dalam % 

recovery 

4) Dinyatakan 

dalam % 

RSD  

5) Dinyatakan 

dalam 

satuan ppm 

Rasio 
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Penetapan 

Kadar 

Alkaloid 

Total 

kadar merupakan 

penetapan jumlah 

kandungan total 

senyawa alkaloid 

yang terdapat dalam 

ekstrak etanol biji 

kakao (Theobroma 

cacao L.) 

KCKT Menghitung kadar (x) 

dari hasil persamaan 

regresi  

% kadar 

alkaloid total 

Rasio 

4.7 Teknik Pengumpulan Data 

4.7.1 Determinasi Tanaman 

Determinasi sampel biji kakao (Theobroma cacao L.) dilakukan di 

Politeknik Negeri Jember. Penetapan ini bertujuan untuk memperoleh 

identitas yang benar dan jelas dari tanaman yang diteliti dan menghindari 

kesalahan dalam pengumpulan bahan penelitian utama (Diniatik, 2015). 

4.7.2 Ekstraksi Maserasi  

Metode ekstraksi yang digunakan adalah ekstraksi maserasi. Sampel 

biji kakao ditimbang sebanyak 500 gram kemudian dimasukkan ke dalam 

maserator diikuti dengan penambahan 2,5 liter pelarut etanol 96%. Kemudian 

sampel yang sudah terendam ditutup rapat. Sampel biji kakao dimaserasi 

selama 5 hari dan diaduk setiap 24 jam sekali agar proses ekstraksi berjalan 

maksimal. Setelah 5 hari sampel biji kakao disaring dengan menggunakan 

corong Buchner. Filtrat yang didapat kemudian dipekatkan dengan waterbath, 

dan hasil residu yang didapat diremaserasi kembali dengan pelarut yang baru 

dilakukan selama 24 jam. Filtrat hasil remaserasi dipekatkan kembali sama 

seperti maserasi. Ekstrak kental yang dihasilkan dimasukkan ke dalam vial 

(Wardani, 2021).  
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4.7.3 Identifikasi Senyawa Alkaloid 

Uji alkaloid dapat dilakukan dengan menggunakan tiga pereaksi yaitu 

Mayer, Dragendorff dan Bouchardat. 

1) Uji Mayer 

Pengambilan sampel sebanyak 0,5 gram dimasukkan ke tabung 

reaksi dan ditambahkan 2 tetes pereaksi mayer. Hasil positif 

senyawa alkaloid pada pereaksi mayer ditunjukkan dengan 

terbentuknya endapan berwarna putih atau kekuningan (Sulistyarini, 

et al., 2019).  

2) Uji Dragendorff  

Pengambilan sampel sebanyak 0,5 gram dimasukkan ke tabung 

reaksi dan ditambahkan 2 tetes pereaksi dragendorf (Sulistyarini, et 

al., 2019). Senyawa alkaloid menunjukkan terbentuknya endapan 

merah bata pada pereaksi dragendorf (Septiana et al., 2005). 

Sedangkan menurut (Sangi, et al., 2008),  jika senyawa mengandung 

alkaloid maka diuji dengan pereaksi dragendorf membentuk endapan 

berwarna jingga-coklat, atau jingga karena senyawa alkaloid 

berinteraksi dengan ion tetraiodobismutat (III). 

3) Uji Bouchardat 

Pengambilan sampel sebanyak 0,5 gram dimasukkan ke tabung 

reaksi dan ditambahkan 2 tetes pereaksi bouchardat (Sulistyarini, et 

al., 2019). Hasil positif pada uji bouchardat ditunjukkan dengan 

terbentuknya endapan berwarna coklat. Endapan yang terbentuk 
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karena adanya ikatan kovalen koordinat antara ion logam K+ dengan 

alkaloid membentuk endapan kompleks alkaloid kalium (Nafisah, et 

al., 2014). Reagen Bauchardat mengandung kalium klorida dan 

yodium (Sulistyarini, et al., 2019). 

4.7.4 Partisi Cair-Cair 

Partisi cair-cair dilakukan dengan menggunakan pelarut kloroform. 

Ekstrak kental biji kakao yang didapatkan ditambahkan dengam 1,5 gram 

kalsium karbonat (CaCO3) dan ditambah 25 mL pelarut kloroform kedalam 

corong pisah yang sudah berisi filtrat biji kakao. Melarutkan campuran 

tersebut sehingga membentuk 2 lapisan. Penambahan 25 mL klorofrom 

diulang sebanyak 3 kali. Ekstraksi ini direplikasi sebanyak 3 kali (Wardani 

and Fernanda, 2016). Lapisan fase kloroform dapat dipisahkan dan kemudian 

ditampung lalu diuapkan dalam lemari asam hingga mendapatkan ekstrak 

kering berbentuk kristal (Sanjaya, et al., 2020). 

4.7.5 Pembuatan fase gerak  

Fase gerak yang digunakan terdiri dari metanol dan aquabidestilata. 

Pencampuran kedua larutan menggunakan perbandingan metanol : 

aquabidestilata yaitu 30:70. Kemudian larutan disaring dengan whatman 0,45 

μm dan diawaudarakan menggunakan ultrasonikator selama 5 menit (Clara 

Maria, 2018). 

4.7.6 Pembuatan Pelarut 

Pelarut yang digunakan dalam penelitian ini adalah campuran metanol : 

aquabidestilata dengan perbandingan 30:70. Larutan kemudian disaring 
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dengan penyaring whatman 0,45 μm pada corong buchner yang dibantu 

dengan pompa vakum kemudian diawaudarakan menggunakan ultrasonikator 

selama 5 menit (Clara Maria, 2018). 

4.7.7 Pembuatan Larutan Baku Kafein 

Sebanyak 25 mg baku kafein ditimbang dan dilarutkan dengan pelarut 

dalam labu takar 50 mL, sehingga didapatkan larutan stok kafein dengan 

konsentrasi 500 μg/mL (Denis Yulius, 2018). 

4.7.8 Optimasi KCKT 

1) Optimasi Laju Alir 

Pemilihan laju alir 1,0; 1,2; 1,4 per menit pada pemisahan analit 

telah dipelajari. Menurut Rahim, dkk (2014), tercatat bahwa waktu 

retensi menurun dengan meningkatnya laju aliran dan puncak yang 

dihasilkan baik.  

2) Penentuan Fase Gerak 

Optimasi fase gerak dilakukan untuk mendapatkan perbandingan 

kromatogram terbaik dengan menggunakan variasi fase gerak 

metanol:aquabidestilata yaitu (30:70), metanol:aquabidestilata yaitu 

(30:70), asetonitril:metanol:aquabidestilata (80:5:15) (Dyah, 2021) 

3) Penentuan Panjang Gelombang 

Pada penentuan panjang gelombang maksimum kafein dilakukan 

pada konsentrasi 100, 300 dan 500 μg/mL yang diperoleh dari 

larutan intermediet kafein 1000 μg/mL. Kemudian masing-masing 

larutan dibaca absorbansinya pada panjang gelombang 200-800 nm 
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menggunakan Photodiode Array Detector (PDA). Panjang 

gelombang maksimum pengamatan ditentukan berdasarkan detektor 

dengan serapan yang maksimal (Denis Yulius, 2018). 

4.7.9 Uji Kesesuaian Sistem 

Uji Kesesuaian Sistem (UKS) terhadap instrumen KCKT dapat 

dilakukan sebelum validasi metode. UKS dilakukan dengan menginjeksikan 

larutan standar satu konsentrasi ke dalam sistem KCKT pada kondisi tertentu. 

Injeksi diulang (replikasi) 5-6 kali. Parameter yang diukur dalam UKS ini 

adalah repeatabilitas, waktu retensi dan luas permukaan kafein standar. Nilai 

yang dapat diterima diperkirakan berdasarkan hasil dari parameter ini. Puncak 

analit harus menunjukkan hasil resolusi yang baik. Syarat penerimaan RSD 

<2% (Yuwono and Indrayanto, 2005). 

4.7.10 Validasi metode analisis 

1) Selektivitas  

Uji selektivitas dilakukan dengan memipet sejumlah tertentu sampel 

kemudian melarutkannya dalam pelarut hingga diperoleh konsentrasi 

kafein sesuai dengan hasil optimasi konsentrasi percobaan. Larutan 

yang disiapkan disaring dengan  membran filter whatman 0,22 μm 

dan kemudian diinjeksikan ke dalam instrumen KCKT menggunakan 

metode yang dipilih. Resolusi (Rs) mengacu pada pemisahan dua 

senyawa yang berdekatan atau puncak  dalam kromatogram. 

Dikatakan selektif jika nilai Rs > 1,5 (Yuwono and Indrayanto, 

2005). 
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2) Linieritas 

Data linearitas diperoleh dengan membuat 7 titik konsentrasi dari 

larutan standar kafein dengan rentang konsentrasi 50-120% dari 

konsentrasi sampel. Larutan standar kafein kemudian disaring dan 

disuntikkan ke dalam sistem KCKT. Nilai AUC untuk setiap deret 

konsentrasi diperoleh dari kromatogram. Nilai AUC kemudian diplot 

terhadap setiap seri konsentrasi baku kafein standar untuk 

menghitung persamaan garis regresi y = bx + a dan nilai r (Febri 

Annuryanti, dkk., 2018). 

3) Limit deteksi (LOD) dan limit kuantitasi (LOQ) 

Limit deteksi dan limit kuantitasi diperoleh dari 8 titik seri 

konsentrasi terkecil dari larutan standar kafein yang nilainya masih 

dapat memberikan respon ketika diinjeksikan pada kondisi KCKT 

terpilih. Nilai LOD dan LOQ dihitung berdasarkan data simpangan 

baku dan slope (Febri Annuryanti, dkk., 2018). 

4) Presisi  

Larutan standar kafein dengan seri konsentrasi antara 50% - 120% 

dari konsentrasi uji dibuat dalam 6 macam konsentrasi pelarut yang 

berbeda. Kemudian injeksikan larutan standar baku kafein ke dalam 

sistem KCKT terpilih sebanyak 6 kali pengulangan, lalu hitung nilai 

Koefisien Korelasinya (KV), harus kurang dari 2% (Febri 

Annuryanti, dkk., 2018). 
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5) Akurasi 

Uji akurasi dilakukan dengan menggunakan metode penambahan 

baku  standar atau dengan cara adisi standar. Sampel adisi yang telah 

dipreparasi dengan konsentrasi 100 ppm pada sampel biji kakao dan 

ditambah dengan larutan standar kafein untuk mencapai konsentrasi 

30%, 45% dan 60%. Setiap sampel adisi direplikasi sebanyak 3 kali. 

Sampel uji akurasi kemudian disaring dan disuntikkan ke dalam 

KCKT pada kondisi yang dipilih. Perhitungan nilai parameter 

akurasi dari data scanning dengan cara membandingkan hasil kadar 

sampel dengan kadar standar analit di setiap seri konsentrasi dan 

mencocokkan hasilnya dengan persyaratan nilai akurasi. Data yang 

dihasilkan diolah untuk mendapatkan nilai % perolehan kembali 

(Febri Annuryanti, dkk., 2018). 

4.8 Penetapan Kadar Alkaloid Total 

Ekstrak kental biji kakao ditimbang sebanyak 5 gram dan ditambakan 1,5 

gram CaCO3 dan ekstrak biji kakao ditempatkan dalam corong pisah kemudian 

diekstraksi sebanyak 4 kali dengan menambahkan 25 mL kloroform. Lapisan 

paling bawah diambil, kemudian ekstrak (fase kloroform) diuapkan dengan rotary 

evaporator sampai kloroform benar-benar menguap. Ekstrak bebas pelarut 

dimasukkan ke dalam labu takar 100 mL dan diencerkan sampai tanda batas 

dengan aquadestilata dan dihomogenkan. Konsentrasi larutan kemudian 

ditentukan dengan menggunakan instrumen KCKT (Susanti, et al,. 2020). Kadar 

alkaloid total ditentukan dengan berdasarkan interpolasi absorbansi analit ke 
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dalam persamaan regresi linier standar kafein sehingga didapatkan konsentrasi (x) 

dalam satuan %. Penetapan kadar alkaloid dapat dihitung dengan menggunakan 

persamaan regresi y = bx + a yang didapat pada kurva kalibrasi untuk 

mendapatkan kosentrasinya. Nilai konsentrasi sampel yang didapat kemudian 

didistribusikan lagi ke dalam rumus perhitungan sebagai berikut :  

Kadar :  
          

 
 

Ket :  

C  = Konsentrasi senyawa dalam larutan sampel  

V  = Volume larutan sampel (mL) 

Fp  = Faktor pengenceran 

W  = Berat sampel (g) 

4.9 Aplikasi Metode Analisis Pada Penetapan Kadar Alkaloid Total 

Sumber data yang didapat pada penelitian ini ialah data primer dimana data 

didapat dari hasil pengukuran secara langsung konsentrasi alkaloid dalam sampel 

biji kakao dengan menggunakan instrumen KCKT di Laboratorium Terpadu 

Universitas dr. Soebandi. Data yang didapat dibuat kurva kalibrasi dan ditentukan 

nilai-nilai parameter validasi metode analisis yaitu selektivitas, linieritas, batas 

deteksi, batas kuantitasi, presisi dan akurasi. 
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BAB 5 HASIL PENELITIAN 

5.1 Data Umum 

5.1.1 Determinasi Tanaman 

Hasil determinasi tanaman yang telah dilakukan di Politeknik Negeri 

Jember menyatakan bahwa tanaman tersebut adalah bagian biji tanaman 

kakao (Theobroma cacao L.) dan hasil determinasi dapat dilihat pada 

lampiran 4. 

5.1.2 Ekstraksi Sampel 

Hasil ekstraksi maserasi yang telah dilakukan pada biji kakao 

(Theobroma cacao L.) didapatkan hasil pada tabel 5.1. 

Tabel 5.1 Hasil Perhitumgan Rendemen Ekstrak Etanol Biji Kakao (Theobroma cacao L.) 

Hasil Ekstrak Kering Hasil Penimbangan 

Bobot sampel 500 gram 

Bobot ekstrak kental 34,55 gram 

% Rendemen 6,91 % 

5.1.3 Partisi Cair-cair 

Hasil partisi yang telah dilakukan pada biji kakao (Theobroma cacao 

L.) didapatkan hasil pada tabel 5.2. 

Tabel 5.2 Hasil Perhitumgan Rendemen Partisi 

Massa Ekstrak Kental Massa Partisi % Rendemen 

5 gram 305,9 gram 6,11 % 

5.1.4 Identifikasi Alkaloid 

pengujian identifikasi alkaloid dilakukan untuk mengetahui kandungan 

senyawa alkaloid yang terkandung dalam ekstrak etanol biji kakao. Hasil uji 

identifikasi alkaloid dapat dilihat pada tabel 5.1. Berdasarkan hasil uji 
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identifikasi alkaloid ekstrak etanol biji kakao menunjukan bahwa sampel 

mengandung senyawa alkaloid. 

Tabel 5.3 Uji Identifikasi Alkaloid 

Uji 

senyawa 
Pereaksi 

Hasil Uji 

Tabung 
Teoritis  Kesimpulan  

Alkaloid 

Mayer 
Endapan 

berwarna putih 

Endapan berwarna putih 
(Sulistyarini, et al., 2019). 

+ 

Dragendrof 

Berwarna 

jingga-

kecoklatan 

Endapan berwarna jingga 

kecoklatan (Sulistyarini, et 

al., 2019). 

+ 

Bouchardat 
Endapan 

berwarna coklat 

Endapan berwarna coklat 

(Sulistyarini, et al., 2019). 
+ 

Keterangan + : mengandung senyawa 

  -  : tidak mengandung senyawa 

5.2 Data Khusus 

5.2.1 Optimasi Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) 

1) Optimasi Laju Alir 

Optimasi laju alir ditentuan dengan beberapa variasi yaitu 1,0; 1,2; 

dan 1,4 ml/menit. Kemudian dapat dilihat laju alir yang optimum dalam 

optimasi laju alir adalah 1 mL/menit. 

Tabel 5.4 Optimasi laju alir 

Laju Alir Symmetry N > 2000 tR Rs 

1,0 0,615 2124 3,708 1,55 

1,2 0,619 1002 2,944 1,45 

1,4 0,612 645 2,706 1,28 

Laju alir 1 mL/menit dipilih karena memenuhi persyaratan pada nilai 

N > 2000, symmetry, dan resolusinya. Oleh karena itu, waktu retensi 

pada laju air 1 mL/menit memiliki nilai yang baik dibandingkan variasi 

laju alir 1,2 dan 1,4 mL/menit.  
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2) Penentuan Fase Gerak 

Penentuan fase gerak dilakukan untuk mendapatkan profil 

kromatogram senyawa kafein yang mempunyai bentuk peak yang 

bagus. Menurut Agus Siswanto, (2016) mengatakan bahwa pemilihan 

fase gerak yang sesuai dilakukan berdasarkan indikator yaitu memiliki 

waktu retensi yang pendek <10 menit. Data nilai waktu retensi 

komposisi fase gerak terpilih yang didapat dari standar kafein terdapat 

pada tabel 5.5. Komposisi fase gerak yang menghasilkan waktu retensi 

<10 menit, dan pemisahan puncak terbaik dipilih untuk digunakan pada 

penelitian ini.  

Tabel 5.5 Penentuan fase gerak 

Komposisi Fase Gerak symmetry N > 2000 tR 

Metanol:aquabidesilata (50:50) 0,60 929 1,094 

Metanol:aquabidesilata (60:40) 0,25 1391 1,612 

Metanol:aquabidesilata (30:70) 0,92 2192 3,700 

Pada perbandingan komposisi fase gerak yang dterpilih untuk 

analisis yaitu metanol:aquabidesilata (30:70).  

3) Penentuan Panjang Gelombang  

Penentuan panjang gelombang menggunakan larutan baku standar 

kafein konsentrasi 100 ppm. Panjang gelombang maksimum senyawa 

kafein dapat ditentukan dengan menggunakan spectrum pada instrumen 

KCKT yang menggunakan detektor Photodiode Array (PDA). Panjang 

gelombang maksimum yang dihasilkan pada spectrum KCKT adalah 

272 nm. Panjang gelombang maksimum yang muncul kemudian 

ditinjau pada metode validasi yang akan digunakan. Hasil yang 
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diperoleh adalah panjang gelombang 272 nm yang menghasilkan 

kromatogram cukup tajam. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5.2 Isoplot 2D panjang gelombang 272 nm 

 

5.2.2 Uji Kesesuaian Sistem (UKS) 

Uji kesesuaian sistem dilakukan dengan 6 kali pengulangan injeksi ke 

KCKT dengan konsentrasi 500 ppm dari induk standar kafein. 

Tabel 5.6 Uji kesesuaian sistem (UKS) 

Replikasi tR Luas Area 

1 3,684 8239.04492 

2 3,688 9142.13379 

3 3,683 9127.29688 

4 3,693 9141.58301 

5 3,689 9117.36426 

6 3,681 9156.75977 

SD 0,2584569897 366.8524688 

Rata-rata 3,686333333 8987.363772 

RSD 0,07011221283 0,04081869591 
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Hasil UKS menunjukan keterulangan waktu retensi dan luas area yang 

memenuhi persyaratan yaitu RSD <2 % (Ganjar dan Rahman, 2007). Dimana 

pada keterulangan waktu retensi menghasilkan RSD 0,070% dan pada 

keterulangan luas area menghasilkan RSD 0,040 %. 

5.2.3 Validasi Metode Analisis 

1) Selektivitas  

Pada uji parameter selektivitas dapat dilakukan dengan penginjekan 

sampel biji kakao kemudian diamati dari pemisahan puncak kafein 

dalam sampel biji kakao dan dinyatakan dengan nilai resolusi (Rs) yang 

dihasilkan.  

Tabel 5.7 Selektivitas 

Replikasi Nama Pengujian Rs tR Purity Factor 

1 Standar tanpa pengganggu - 3,683 999.620 

2 Sampel tanpa pengganggu - 3,664 999.645 

3 Standar dengan analit lain 1,49 3,637 999.683 

4 Sampel dengan analit lain 1,57 3,648 999.689 

Menurut AOAC (2013) nilai keberterimaan resolusi yang baik yaitu 

≥ 1,5. Tabel 5.7 menunjukan hasil resolusi kafein pada sampel biji 

kakao dan standar, hasil yang diperoleh menenjukkan bahwa sudah 

memenuhi  kriteria resolusi maka metode analisis yang digunakan pada 

penelitian ini memiliki selektivitas yang baik karena dapat memisahkan 

senyawa kafein (analit) dari senyawa lainnya dalam sampel (Harmita, 

2004). 

2) Linieritas 

Linieritas ditentukan dengan membuat larutan induk standar kafein 

dengan 7 titik konsentrasi 125 ppm, 150 ppm, 175 ppm, 275 ppm, 300 
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ppm, 325 ppm, dan 350 ppm. Kemudian masing-masing konsentrasi 

diinjek dan diamati areanya. Selanjutnya dibuat persamaan regresinya. 

Tabel 5.8 Linieritas 

Konsentrasi (x) Luas Area (y) 

125,5 2637.81079 

150,6 3229.76904 

175,7 3738.09863 

276,1 5953.24316 

301,2 6422.93457 

326,3 6984.84131 

351,4 7551.07324 

y = 21,603x-50,626 

r = 0,9998 

Vx0 = 0.5525478261 % 
 

 

 

Gambar 5.3 Kurva Baku Linieritas 

 Dari hasil uji linieritas diperoleh persamaan regresi linier y = 

21,603x-50,626 dengan nilai Koefisien korelasi (r) = 0,9998 untuk n ≥ 

7. Pada penelitian ini didapat nilai Vx0 sebesar 0,552%. Koefisien 

menunjukkan nilai r > 999 sedangkan persyaratan nilai Vx0 ≤ 2 % 

(Mulja dan  Hanwar, 2003). Hal ini menunjukkan bahwa terterdapat 

y = 21,603x - 50,626 
R² = 0,9998 
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hubungan yang linier antara konsentrasi standar kafein dengan area 

sehingga persamaan linieritas tersebut dapat digunakan untuk penetapan 

kadar alkaloid pada sampel biji kakao. 

3) Limit deteksi (LOD) dan Limit Kuantitasi (LOQ)  

Penentuan uji batas deteksi dan batas kuantitasi dapat dilakukan 

dengan penginjekan 8 titik konsentrasi larutan standar kafein dengan 

menggunakan konsentrasi hasil optimasi sampai konsentrasi terkecil 

yaitu 350 ppm, 325 ppm, 300 ppm, 275 ppm, 175 ppm, 150 ppm, 125 

ppm, dan 0 ppm. 

Tabel 5.9 LOD & LOQ 

Konsentrasi (x) Luas Area (y) 

0 0 

125,5 2637.81079 

150,6 3229.76904 

175,7 3738.09863 

276,1 5953.24316 

301,2 6422.93457 

326,3 6984.84131 

351,4 7551.07324 

y = 21,497x-21,719 

r = 0,9999 

Vx0 = 0.6706833194 % 

SD = 226.5707164 

LOD = 31.61893051 

LOQ = 105.396435 
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Gambar 5.4 Kurva Baku LOQ & LOQ 

Hasil uji limit deteksi dan limit kuantitasi diperoleh dari hasil 

persamaan regresi y = 21,497x-21,719 dengan r = 0,9999  serta nilai SD 

yang diperoleh yaitu 226.570. Dari persamaan regresi pada tabel 5.9 

maka diperoleh nilai limit deteksi (LOD) sebesar 31.618 ppm dan nilai 

limit kuantitasi (LOQ) sebesar 105.396 ppm. 

4) Presisi 

Uji presisi dapat dilakukan dengan larutan standar baku yang telah 

dipreparasi sampai konsentrasi 250 ppm. Kemudian dilakukan 

penginjekan sebanyak 6 kali, lalu hitung nilai %KV yang didapat harus 

< 2%. 

Tabel 5.10 Presisi 

Replikasi Konsentrasi y X    SD % KV 

1 250 815.61926 8.666054891 

8.818118 0.48694 0.055221 

2 250 819.27833 8.904027706 

3 250 814.90785 8.619787331 

4 250 825.67448 9.320010406 

5 250 819.65567 8.928568548 

6 250 813.23877 8.470263398 

Hasil uji presisi yang dilakukan dengan membuat larutan standar 

baku konsentrasi direplikasi sebanyak 6 kali dengan metode 

y = 21,497x - 21,719 
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repeatability menunjukkan nilai %KV pada konsentrasi 250 ppm 

kurang dari 2% dimana nilai tersebut telah memenuhi persyaratan untuk 

uji presisi (AOAC, 2013). 

5) Akurasi 

Penentuan uji akurasi dilakukan dengan metode penambahan baku 

standar atau adisi standar yaitu dengan membuat 3 seri konsentrasi. 

Kemudian masing-masing konsentrasi dengan 3 kali replikasi. Dari 

hasil pengukuran, didapatkan nilai AUC kemudian diolah 

menggunakan persamaan kurva baku sehingga diperoleh data 

konsentrasi terukur dan konsentrasi sebenarnya. Hasil perhitungan 

akurasi pada tabel 5.11.  

Tabel 5.11 Akurasi 

Konsen 

trasi 
y x    

% 

Recovery 

    % 

Recovery 
SD % RSD 

30 % 

2138.086 315.583 

313.968 

101.148 % 

100.684 % 2.27615 0.00724 2120.728 311.380 99.945 % 

2135.384 314.996 100.960 % 

45 % 

2290.118 348.540 

349.915 

100.155% 

100.342 % 4.22495 0.01207 2280.939 346.550 99.583 % 

2318.336 354.657 101.290 % 

60 % 

2453.982 384.064 

382.949 

100.016 % 

99.726 % 11.09706 0.02897 2395.277 371.337 96.702 % 

2497.263 393.447 102.460 % 

Hasil nilai akurasi standar kafein di dalam matriks dengan standar 

addition method memenuhi persyaratan % recovery dengan syarat 

rentang yaitu 92-105% dalam konsentrasi analit dalam sampel 1% 

sesuai persyaratan yang ditetapkan oleh (AOAC, 2013). 
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5.2.4 Penetapan Kadar Alkaloid Total 

Pada penetapan kadar alkaloid total dalam ekstrak etanol biji kakao 

dihitung berdasarkan hasil validasi metode analisis yang telah dilakukan 

sebelumnya menggunakan sistem Kromatografi Cair kinerja Tinggi (KCKT) 

fase terbalik dengan komposisi fase gerak metanol:aquabidesilata (30:70),  

fase diam kolom poroshell 120 EC C-18, kecepatan alir 1,0 mL/menit dan 

dengan detektor Photodiode Array Detector (PDA) pada panjang gelombang 

272 nm. Melalui tahap validasi diperoleh parameter-parameter validasi yang 

telah memenuhi syarat yaitu selektivitas, linieritas, limit deteksi (LOD), limit 

kuantitasi (LOQ), presisi dan akurasi. Penetapan kadar alkaloid total dihitung 

berdasarkan persamaan regresi y = 18.307x-204.03, kemudian dihitung 

dengan rumus : 

Kadar alkaloid total = 
            

  

  
              

            
 x fp  (Diah, 2021) 

Tabel 5.12 Penetapan kadar alkaloid total 

Replikasi 

Sampel 
y x 

Kadar 

alkaloid 

    a ar 

alkaloid 
SD % RSD 

1 486.77612 37.73453433 3.018762746 

3.395960806 5.03918772 0.118045 2 574.42242 42.52211832 3.374771295 

3 671.20551 47.80878953 3.794348376 

x  Kadar alkaloid   SD 3.395960806 ± 5.03918772 
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BAB 6 PEMBAHASAN 

6.1 Determinasi dan Ekstraksi Sampel Biji Kakao (Theobroma cacao L.) 

6.1.1 Determinasi Tanaman Biji Kakao (Theobroma cacao L.) 

Determinasi tanaman pada penelitian ini dilakukan untuk mengetahui 

identitas yang benar dan jelas dari tanaman yang diteliti sehingga dapat 

menghindari kesalahan dalam pengumpulan tanaman yang akan di teliti 

(Diniatik, 2015). Biji Kakao (Theobroma cacao L.) didapatkan dari 

PUSLITKOKA Jember lalu dideterminasi di Politeknik Negeri Jember. 

Berdasarkan hasil determinasi, menyatakan benar bahwa bagian tanaman 

yang diidentifikasi merupakan biji dari buah Kakao dengan nama ilmiah 

Theobroma cacao L. Hasil determinasi dapat dilihat pada lampiran 4. 

6.1.2 Ekstraksi Maserasi dan Partisi Cair-Cair Biji Kakao  

1) Ekstraksi Maserasi 

Serbuk biji kakao selanjutnya masuk ke tahap ekstraksi. Metode 

ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini adalah ekstraksi maserasi.  

Proses ekstraksi bertujuan untuk memisahkan atau menarik senyawa 

dari simplisia menggunakan pelarut dan metode tertentu (Hanani, 

2015). Serbuk biji kakao diekstraksi dengan metode maserasi 

menggunakan pelarut etanol. Maserasi dipilih sebagai metode ekstraksi 

karena memiliki keuntungan yaitu mudah dilakukan, peralatan yang 

dibutuhkan sederhana, dan tidak menggunakan panas sehingga kecil 

kemungkinan senyawa yang terekstrak menjadi rusak / terurai 
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(Mauludina dkk., 2011; Susanty dan Bachmid, 2016). Selain itu, 

maserasi memiliki fleksibilitas yang baik karena dapat dilakukan dalam 

beberapa jam hingga beberapa minggu sehingga dapat menyesuaikan 

dengan karakteristik simplisia dan waktu penelitian (Sarker dan Nahar, 

2012). Pada penelitian ini digunakan pelarut etanol sebagai pelarut 

dalam metode maserasi karena etanol dapat mengekstrak senyawa polar 

dan nonpolar sehingga dapat menarik sebagian besar senyawa dalam 

simplisia (Houghton dan Raman, 2011). Pelarut yang digunakan adalah 

etanol 96% karena lebih mudah masuk kedalam dinding sel daripada 

pelarut etanol dengan konsentrasi lebih rendah (Tifani, 2012). 

Proses ekstraksi dilakukan dengan menimbang sebanyak 500 gram 

sampel biji kakao dan direndam pelarut etanol 96% sebanyak 2500 mL. 

Sampel biji kakao dimaserasi selama 5 hari dan dilakukan pengadukan 

yang bertujuan agar menyeimbangkan konsentrasi sampel dalam 

pelarut. Setelah diekstraksi selama 5 hari hasil residu dapat dilakukan 

remaserasi selama 24 jam dengan menggunakan pelarut baru. 

Remaserasi dilakukan bertujuan untuk menarik senyawa yang 

tertinggal. Kemudian dilakukan penyaringan dan Filtrat yang didapat 

dipekatkan dengan waterbath dengan suhu 50
o
C Filtrat hasil remaserasi 

dipekatkan kembali sama seperti maserasi. Proses ini bertujuan 

menguapkan pelarut yang tersisa pada ekstrak sekaligus memekatkan 

ekstrak (Wardaningrum, 2020). Pemilihan suhu 50
o
C dikarenakan titik 

didih etanol yaitu 78% sehingga lebih menguap dari pada air (Fahmi et 
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al, 2014). Setelah di waterbath akan menghasilkan ekstrak kental yang 

nantinya dapat dihitung % rendemen dari ekstrak biji kakao.  

Penentuan rendemen memiliki tujuan untuk mengetahui kadar 

senyawa metabolit yang terlarut dalam pelarut. Namun tidak 

menentukan jenis senyawa metabolit yang terlarut dalam pelarut (Sari 

et al, 2020). Pada penelitian ini diperoleh hasil rendemen sebanyak 

6,91% dari 500 gram serbuk biji kakao. Syarat rendemen ekstrak kental 

yaitu tidak kurang dari 10% (Farmakope Herbal Indonesia, 2017). Hasil 

rendemen ini membuktikan bahwa lama waktu ekstraksi berpengaruh 

terhadap rendemen. Mardina (2011) menyatakan bahwa semakin lama 

waktu ekstraksi, semakin tinggi rendemen yang diperoleh, karena 

kesempatan bereaksi antara bahan dengan pelarut semakin lama 

sehingga proses penetrasi pelarut kedalam sel bahan semakin baik yang 

menyebabkan banyak senyawa yang berdifusi keluar sel. Pada 

penelitian Nuraskin et al (2022) didapat hasil rendemen ekstrak kentak 

biji kakao sebesar 4,75% dengan lama waktu maserasi 3 hari. 

Perhitungan rendemen dapat dilihat pada lampiran 6. 

2)  Partisi Cair-Cair 

Ekstrak etanol biji kakao diekstraksi kembali dengan metode partisi 

cair-cair. Partisi cair-cair ini bertujuan untuk memisahkan senyawa 

kafein dari senyawa-senyawa lainnya. Ekstrak etanol biji kakao 

ditambah dengan kalsium karbonat kemudian dipartisi dengan pelarut 

kloroform. Penambahan kalsium karbonat berfungsi untuk memutuskan 
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ikatan kafein dengan senyawa lain sehingga kafein akan ada dalam 

kondisi basa bebas (alkaloid) (Maramis et al., 2013). Setelah senyawa 

kafein dalam kondisi basa bebas, kemudian ditarik dengan pelarut 

kloroform.  

Pelarut kloroform digunakan sebagai pelarut partisi dalam penelitian 

ini karena tidak bercampur dengan pelarut sebelumnya. Selain itu, 

pelarut kloroform merupakan pelarut organik yang memiliki 

kemampuan untuk menarik senyawa organik dengan baik. Senyawa 

kafein (alkaloid) dalam kondisi basa akan memiliki kelarutan yang 

sangat baik pada pelarut organik sehingga dapat ditarik menggunakan 

kloroform (Robinson, 1995). Pelarut kloroform yang sudah dipartisi 

kemudian diuapkan dalam lemari asam hingga didapatkan ekstrak 

kering berbentuk kristal (Sanjaya, et al., 2020). Ekstrak kering 

beberntuk kristal ini yang disebut ekstrak kafein. Ekstrak kafein 

kemudian dianalisis kadar dan divalidasi metode menggunakan KCKT 

Photodiode Array Detector (PDA). 

6.2 Identifikasi Alkaloid 

Ekstrak etanol biji kakao yang sudah dipekatkan kemudian diuji kualitatif 

untuk mengetahui kandungan senyawa kafein dalam ekstrak. Uji kualitatif yang 

dilakukan meliputi uji Mayer, uji Dragendorf, dan uji Bouchardat. Ketiga uji 

kualitatif tersebut bertujuan untuk mengetahui kandungan senyawa alkaloid dalam 

ektrak etanol biji kakao. Ekstrak biji kakao terbukti secara kualitatif mengandung 

senyawa alkaloid yang dibuktikan dengan adanya endapan berwarna putih pada 
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uji Mayer, endapan berwarna jingga-coklat pada uji Dragendorf, dan endapan 

berwarna coklat pada uji Bouchardat. Ketiga uji tersebut menegaskan keberadaan 

senyawa alkaloid dalam ekstrak etanol biji kakao. Ekstrak biji kakao mengandung 

beberapa golongan senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid, tannin, dan 

alkaloid (Wibawa, 2021). Oleh karena itu, diperlukan ektraksi cair-cair untuk 

memisahkan senyawa kafein dari senyawa lainnya. 

6.3 Optimasi KCKT 

Pengembangan metode optimum KCKT dilakukan dengan menganalisis 

parameter laju alir, komposisi fase gerak, panjang gelombang. Pengembangan 

metode optimum dilakukan dengan cara menyuntikkan standar baku kafein 500 

ppm. Penentuan laju alir dilakukan pada tiga variasi laju alir yaitu 1,0; 1,2; dan 

1,4 ml/menit. Pada laju alir 1,0 ml/menit menghasilkan nilai symmetry dan plat 

teori (N) yang lebih besar serta waktu retensi yang lebih cepat. Sedangkan variasi 

laju alir 1,2 dan 1,4 ml/menit nilai symmetry dan plat teori (N) lebih kecil dan 

waktu retensinya yang lebih pendek karena tekanan dari pompa yang 

menyebabkan analit tertahan pada kolom sehingga lebih lama teresolusi. 

Penyebab tekanan pompa yang meningkat dikarenakan beban dari fase gerak yang 

membawa analit menjadi lebih besar sehingga menyebabkan peningkatan dari 

tekanan pompa KCKT. Sehingga dipilih laju alir 1,0 ml/menit karena 

menghasilkan nilai N 2124 dimana telah memenuhi syarat nilai N>2000 pada 

larutan standar kafein 500 ppm (A. C. Moffat et al., 2012).  

Berdasarkan hasil analisis optimasi fase gerak dengann larutan standar kafein 

50 ppm dan pada panjang gelombang 272 nm. Fase gerak yang digunakan 
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kombinasi dari metanol dan aquabidestilata. Pertama menggunakan perbandingan 

50:50 yang menghasilkan kromatogram yang tidak tajam sehingga dilakukan uji 

coba pada perbandingan lainnya. Perbandingan kedua 60:40 menghasilkan 

kromatogram yang tidak tajam memuncak sehingga dapat dikatakan tidak 

optimal. Perbandingan ketiga yang pernah dicoba seperti penelitian Denis Yulius, 

(2018)  yaitu perbandingan 30:70 dengan aquabidestilata yang lebih banyak, hasil 

pada perbandingan ini memiliki puncak yang cukup tajam sehingga dapat 

dikatakan optimal. Dari ketiga variasi perbandingan yang telah dilakukan, pada 

perbandingan 30:70 didapatkan kromatogram yang bangus yaitu peak yang 

dihasilkan tajam dan hanya muncul 1 peak serta menghasilkan analisis yang lebih 

cepat yaitu pada retention time 3,7 menit. 

Panjang gelombang pengamatan ditentukan dengan instrumen KCKT 

dengan detektor PDA. Keuntungan KCKT dengan detektor PDA yaitu dapat 

mengamati absorbansi senyawa pada panjang gelombang maksimum senyawa 

tersebut. Penentuan panjang gelombang dilakukan dengan menyuntikkan larutan 

standar baku kafein kemudian dilihat isoplot 2D sehingga dapat ditentukan 

panjang gelombang maksimumnya. Panjang gelombang maksimum yang 

diperoleh yaitu 272 nm. Pada penelitian yang dilakukan oleh Fajriana dan Fajriati 

(2018) meenyebutkan bahwa panjang gelombang serapan maksimum senyawa 

kafein yaitu pada 272 nm. Oleh karena itu pada penelitian ini pengamatan panjang 

gelombang untuk analisis senyawa kafein dilakukan pada 272 nm. 
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6.4 Uji Kesesuaian Sistem 

kesesuaian sistem dilakukan pada kondisi analisis yang sudah optimal. 

Berdasarkan pengembangan kondisi analisis optimum didapatkan fase gerak 

dengan komposisi metanol:aquabidestilata (30:70), laju alir 1,0 ml/menit, dan 

panjang gelombang 272 nm. Uji kesesuaian sistem dilakukan untuk mengetahui 

nilai standar deviasi relatif (RSD) respon detektor yaitu luas area di bawah kurva 

(AUC) dan waktu retensi senyawa. Pengujian ini dilakukan dengan menyuntikkan 

standar baku kafein konsentrasi 500 ppm sebanyak 6x replikasi. Nilai RSD yang 

diperoleh untuk luas area yaitu 0.040% dan waktu retensi 0.070%. Nilai RSD 

menunjukan derajat variasi hasil penelitian, dimana semakin kecil nilai RSD maka 

variasi data yang dihasilkan akan semakin baik. Nilai RSD dapat dikatakan 

memenuhi syarat keberterimaan jika <2% (AOAC, 2013). Berdasarkan data hasil 

uji kesesuaian sistem, nilai RSD luas area dan waktu retensi telah memenuhi 

syarat keberterimaan. 

6.5 Validasi Metode Analisis 

Pengujian senyawa kafein dilanjutkan ke tahap validasi metode analisis. 

Validasi metode analisis bertujuan untuk membuktikan bahwa suatu metode 

analisis mampu menghasilkan data yang dapat diterima dan dapat dipercaya. 

(Christian, 2004). Parameter validasi yang diuji dalam penelitian ini adalah 

selektivitas, linearitas, LOD, LOQ, presisi, dan akurasi.  

6.5.1 Selektivitas 

Selektivitas menunjukkan kemampuan metode analisis menentukan 

analit tertentu dalam sampel secara spesifik dan tidak terpengaruh oleh 
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adanya pengotor. Selektivitas yang baik harus dimiliki oleh metode kualitatif 

ataupun kuantitatif (Gumustas et al, 2013). Pengujian Selektivitas dilakukan 

dengan menggunakan hasil pengukuran sampel yang ditambahkan degradan 

analit, pengotor dan eksipien lain yang dibandingkan dengan hasil 

pengukuran sampel tanpa penambahan apapun. Selektivitas metode 

ditunjukkan dengan derajat kesesuaian dari kedua hasil pengukuran (Bae et 

al, 2012) Parameter selektifitas antara lain adalah resolusi kromatogram dan 

purity factor. Nilai resolusi kromatogram merupakan nilai yang menunjukan 

bagaimana dua puncak kromatogram terpisah dengan baik. Pemisahan 

kromatogram dinyatakan baik jika memiliki nilai resolusi lebih besar atau 

sama dengan 1,5 (Pujamada dkk., 2022). Nilai resolusi yang dipersyaratkan 

dalam suatu metode yaitu ≥1,5 (Snyder, 2010).  

Pada penelitian ini, nilai resolusi standar dengan analit lain dan sampel 

dengan analit lain memiliki nilai beturut-turut yaitu 1,49 dan 1,57, dimana 

nilai tersebut telah memenuhi persyaratan resolusi kromatogram yang baik. 

Nilai purity factor menunjukkan faktor kemurnian yang muncul pada 

kromatogram, dimana dari 4x replikasi penyuntikan ke dalam instrumen 

menghasilkan nilai 999,620; 999,645; 999,683; dan 999,689. Nilai purity 

factor yang baik memiliki nilai 95% kemurnian (AOAC, 2013). Nilai 

tersebut menunjukkan bahwa kemurnian senyawa pada puncak kromatogram 

merupakan puncak yang terdiri dari 1 senyawa. Berdasarkan parameter- 

parameter ini dapat dikatakan bahwa kromatogram pada penelitian ini telah 

memenuhi syarat selektivitas. 
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6.5.2 Linieritas 

Linearitas dapat dilihat berdasarkan hasil analisis kurva kalibrasi yang 

menunjukkan hubungan antara respon instrumen yaitu luas area dan 

konsentrasi analit pada beberapa seri konsentrasi standar baku (Harvey, 

2000). Linieritas menunjukkan kemampuan suatu metode untuk memperoleh 

seberapa proporsional kurva baku. Linearitas dilakukan dengan 

menyuntikkan 7 seri standar baku pada rentang konsentrasi 125,5 ppm - 

351,4 ppm. Persamaan regresi yang didapatkan yaitu y = 21,603x-50,626 

dengan nilai koefisien korelasi (r) sebesar 0,9998 dan Vxo sebesar 0,5525%. 

Nilai linearitas dikatakan baik jika memiliki nilai koefisien korelasi (r) yang 

mendekati 1 (<1). Sedangkan nilai Vxo yang baik adalah lebih kecil dari 2%. 

Berdasarkan hasil analisis data linearitas yang didapatkan dapat disimpulkan 

bahwa kurva kalibrasi sudah linear. 

6.5.3 LOD dan LOQ 

Limit of Detection (LOD) dan Limi of Quantification (LOQ) dilakukan 

dengan dengan membuat 8 seri konsentrasi standar baku dari titik terendah. 

Parameter LOD dan LOQ bertujuan untuk mengetahui batas deteksi dan batas 

kuantitasi yang dapat dilakukan oleh instrumen. Nilai batas deteksi dapat 

dihitung dengan rumus LOD = 3 x SD/slope dan batas kuantitasi dihitung 

dengan rumus LOQ = 10 x SD/slope dimana. SD adalah standar deviasi 

residual dari kurva kalibrasi dan slope merupakannilai sensitifitas dari metode 

analisis, semakin besar nilai kemiringan maka semakin besar nilai 

kesensitifan metode tersebut (D. Apriyanti, et al., 2013). Pada penelitian ini, 
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Nilai LOD yang didapatkan yaitu sebesar 31.618 ppm dan LOQ sebesar 

105.396 ppm. 

6.5.4 Presisi 

Presisi menunjukkan suatu metode analisis dapat memberikan hasil 

yang sama atau mirip ketika dilakukan pengulangan. Terdapat 3 macam uji 

presisi antara lain presisi repeatability, preisisi intermediet, presisi 

reproducibility. Pada penelitian ini dilakukan uji presisi repeatability yang 

dilakukan dengan cara menyuntikkan 6x standar baku konsentrasi 250 ppm. 

Presisi ditentukan melalui analisis persen RSD yang menunjukkan derajat 

variasi hasil penelitian. Nilai persen RSD yang didapatkan pada penelitian ini 

yaitu sebesar 0,055221%. Nilai tersebut telah memenuhi syarat keberterimaan 

dimana nilai RSD yang baik adalah <2% (AOAC, 2013). 

6.5.5 Akurasi  

Akurasi merupakan kemampuan suatu metode untuk memberikan hasil 

pengukuran yang sama atau mendekati ukuran yang sesungguhnya. Akurasi 

dinyatakan dalam persen perolehan kembali (recovery). Pada penelitian ini, 

uji akurasi dilakukan dengan metode penambahan baku standar pada sampel 

(standard addition method). Metode ini biasanya dilakukan apabila matriks 

sampel tidak diketahui (Harvey, 2000). Pada penelitian ini sampel yang 

digunakan adalah ekstrak kering kafein yang didapatkan dari biji kakao, 

matriks dari ekstrak ini tidak diketahui sehingga digunakan metode 

penambahan baku standar. Selain itu, metode penambahan baku standar ini 

memiliki tujuan untuk memastikan bahwa dalam sampel benar-benar 
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mengandung kafein. Apabila puncak pada kromatogram sampel yang diduga 

kafein bertambah tinggi dan luas, maka dapat dipastikan bahwa dalam sampel 

tersebut mengandung kafein. Metode penambahan standar baku ini dilakukan 

dengan cara membuat 3x replikasi sampel adisi pada konsentrasi 30%, 45%, 

dan 60%.  

Berdasarkan hasil analisis uji akurasi, didapatkan nilai persen RSD 

sebesar 0,00724% pada konsentrasi 30%, 0,01207% pada konsentrasi 45%, 

dan 0,02897% pada konsentrasi 60%. Nilai persen RSD pada ketiga 

konsentrasi adisi tersebut telah memenuhi syarat keberterimaan dimana nilai 

RSD yang baik adalah <2% (AOAC, 2013). Rerata persen prolehan kembali 

yang didapatkan pada penelitian ini berturut-turut pada konsentrasi adisi 30%, 

45%, dan 60% yaitu sebesar 100,684%, 100,342%, dan 99,726%. 

Penambahan standar baku pada penelitian ini tidak lebih dari 1% sehingga 

syarat keberterimaan untuk persen perolehan kembali yaitu sebesar 92-105% 

(Yuwono dkk, 2005). Oleh karena itu, nilai akurasi pada penelitian ini telah 

memenuhi syarat keberterimaan dan dapat dinyatakan valid. 

6.6 Penetapan Kadar Alkaloid Total 

Penetapan kadar pada penelitian menggunakan metode Kromatografi Cair 

Kinerja Tinggi (KCKT) fase terbalik. Alasan pemilihan metode ini karena waktu 

analisis yang singkat, kolom yang dapat digunakan kembali, dapat digunakan 

untuk menganalisis molekul besar dan kecil, serta pengembalian sampel yang 

mudah (Ganjar dan Rohman, 2007). Hal ini sesuai dengan farmakope bahwasanya 

KCKT bisa digunakan untuk penetapan kadar salah satunya kadar alkaloid.  
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Pada penelitian ini menggunakan 6 titik seri konsentrasi standar kafein yaitu, 

100 ppm, 200 ppm, 250 ppm, 300 ppm, 350 ppm, 400 ppm dan 3 replikasi sampel  

yang digunakan yaitu 250 ppm. Setelah membuat larutan standar dan sampel 

kemudian masuk ke tahap instrumen, sebelum dilakukan penginjekan masing-

masing larutan disaring menggunakan penyaring whatman 0,45 µm. Kemudian 

dapat dilakukan penginjekan masing-masing larutan ke instrumen. Hasil analisa 

didapatkan persamaan regresi linier yaitu y = 18,307x-204,03 dengan nilai r = 

0,9973. Hasil penatapan kadar, didapatkan rerata kadar alkaloid total pada ekstrak 

etanol biji kakao yaitu sebesar 3,395 % dengan nilai % RSD sebesar 0,118%. 

Nilai % RSD menunjukan ketelitian dari metode yang digunakan penelitian. 

Jika % RSD < 1% artinya sangat teliti, jika RSD 1- 2 % artinya teliti, jika RSD  2-

5% artinya ketelitian sedang, dan jika > 5 % artinya tidak teliti (Sulistyani et al, 

2021). Pada penelitian ini didapat nilai % RSD sebesar 0,118%.  Hal ini berarti 

metode yang digunakan memiliki tingkat ketelitian sangat teliti karena berada 

pada rentang % RSD < 1%. Oleh karena itu, menggunakan metode KCKT 

memiliki tingkat ketelitian yang sangat tinggi dikarenakan pada fase gerak 

disaring terlebih dahulu dengan kertas saring sehingga tingkat ketelitiannya tinggi 

(Ramly dan Suhendi, 2021). 

 Berdasarkan hasil penelitian penatapan kadar, didapatkan rata-rata kadar 

alkaloid total pada ekstrak etanol biji kakao yaitu sebesar 3,395% dalam 12,5 mg 

ekstrak etanol biji kakao. Hal ini sesuai rentang kadar alkaloid biji kakao total 0,8-

3,7 % (Apriyanto, 2021). Pada penelitian sebelumnya dengan metode KCKT 

dihasilkan kadar alkaloid total 1,75 % (Rina et al, 2016). Hal ini dikarenakan 
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metode KCKT mempunyai sensitivitas yang tinggi sehingga dapat mendeteksi 

kadar dalam jumlah nanogram dari bermacam-macam zat (Rohman, 2018 ). 
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BAB 7 KESIMPULAN DAN SARAN 

9.1 Kesimpulan  

Bersadarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa :  

1) Kondisi optimum dari metode analisis KCKT yaitu laju alir 1,0 

mL/menit, fase gerak metanol:aquabidesilata (30:70), dan panjang 

gelombang 272 nm. 

2) Validasi metode analisis mempunyai validitas baik yang memenuhi 

parameter-parameternya. Nilai selektivitas diperoleh resolusi yang baik 

dan, linieritas diperoleh r = 0,9998  dan Vx0 = 0.6706833194 %, LOD = 

31.61893051  dan LOQ = 105.396435, presisi diperoleh %KV = 

0,05522130787%, dan pada akurasi diperoleh nilai rata-rata %recovery 

92-105%.  

3) Hasil kadar alkaloid total pada ekstrak etanol biji kakao (Theobroma 

cacao L.) dengan menggunakan KCKT didapat rata-rata kadar alkaloid 

yaitu 3.35% dalam 12,5 mg per sampel. 

9.2 Saran  

Saran yang dapat diambil pada hasil penelitian ini yaitu : 

1) Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai validasi metode analisis 

dan penetapan kadar pada senyawa lain yang terkandung pada biji kakao 

(Theobroma cacao L.). 
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2) Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai sampel yang berbeda 

seperti teh, kopi dan daun sirih dengan menggunakan metode validasi 

analisis KCKT. 

3) Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut pada bagian tanaman lain seperti 

daun, batang, kulit dari biji kakao dengan menggunakan metode validasi 

analisis KCKT. 

4) Penelitian ini disarankan dapat digunakan sebagai informasi bagi industri 

farmasi dan masyarakat mengenai validasi metode analisis KCKT fase 

terbalik pada penetapan kadar alkaloid total dalam ekstrak etanol biji 

kakao (Theobroma cacao L.). 
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LAMPIRAN   
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Lampiran 1 Jadwal penyusunan naskah skripsi 

No Kegiatan Jan Feb Mar Apr Mei Juni Juli Agus 

1 

Penyusunan proposal skripsi          

Bimbingan         

Revisi         

Fixasi proposal skripsi           

2 Seminar proposal skripsi          

3 Tahap penyiapan bahan dan ekstrak         

4 

Tahap pelaksanaan penelitian          

Ekstraksi          

Preparasi sampel         

Optimasi kondisi KCKT         

Validasi metode         

Penetapan kadar         

5 Tahap penyusunan hasil skripsi          

6 Seminar hasil skripsi          
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Lampiran 2 Certifikat of Analysis Caffein 
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Lampiran 3 Sertifikat Kloroform 

 
 

 

 

 

 

 

 



 
 

91 
 

Lampiran 4 Surat Hasil Determinasi Tanaman 
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Lampiran 5 Ekstraksi Maserasi Biji Kakao 

   

    

    

 

 

 

 

Ekstraksi biji kakao dengan 

pelarut 2500 mL 

Penyaringan hasil ekstraksi 

proses pengentalan ekstraksi 

menggunakan waterbath 
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Lampiran 6 Rendemen Ekstrak Etanol 96% Biji Kakao 

Rendemen Ekstrak Etanol 96% Biji Kakao 

Bobot sampel  : 500 gram 

Volume pelarut  : 2500 mL 

Bobot ekstrak kental : 34,55 gram 

% Rendemen   = 
             

            
 x 100 % 

    = 
          

        
 x 100 % 

    = 6,91 % 
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Lampiran 7 Identifikasi Alkaloid 
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Lampiran 8 Partisi Cair-Cair 

  

  

   

 

 

Penimbangan ekstrak kental      

biji kakao 

Replikasi ekstraksi cair-cair 

menggunakan kloroform 

proses pengentalan 

menggunakan waterbath 
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Lampiran 9 Perhitungan Linieritas  

Konsentrasi (x) Luas Area (y) yi=bx+a (y-yi)
2
 

125.5 2637.81079 2660.5505 517.098504 

150.6  3229.76904 3202.7858 728.0930822 

175.7  3738.09863 3745.0211 47.92100625 

276.1  5953.24316 5913.9623 1542.981249 

301.2  6422.93457 6456.1976 1106.433822 

326.3  6984.84131 6998.4329 184.7315906 

351.4  7551.07324 7540.6682 108.264025 

Σ = 1706.8  Σ= 4235.523279 

x  = 243.8285714 y = 21,603x-50,626 r = 0,9998 Vx0 = 0.5525478261 % 

 

Sy =  
         

   
 =  

           

 
 = 29.10506237 

Sx0 = 
  

 
 = 

            

      
 = 1.347269471 

Vx0 = 
   

 
 x 100 % = 

           

           
 x 100 % = 0.5525478261 % 
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Lampiran10 Perhitungan LOD dan LOQ 

Konsentrasi (x) Luas Area (y) yi=bx+a (y-yi)
2
 

0 0 0 0 

125.5 2637.81079 2676.1645 1471.013974 

150.6  3229.76904 3215.7292 197.1171072 

175.7  3738.09863 3755.3039 296.0223481 

276.1  5953.24316 5913.6027 1571.361312 

301.2  6422.93457 6453.1774 914.6330004 

326.3  6984.84131 6986.8787 4.15099876 

351.4  7551.07324 7532.3268 351.427513 

Σ = 1706.8  Σ = 4805.723257 

x  = 213.35 y = 21,497x-21,719 r = 0,9999 Vx0 = 0.61706833194 % 

 

Sy =  
         

   
 =  

           

 
 = 28.30112853 

Sx0 = 
  

 
 = 

            

      
 = 1.316515259 

Vx0 = 
   

 
 x 100 % = 

           

      
 x 100 % = 0.61706833194 % 

SD =   
                     

 
= 226.5707164 

LOD = 
      

 
 = 

                

      
 = 31.61893051 

LOQ = 
       

 
 = 

                 

      
  105.396435 
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Lampiran 11 Perhitungan Penentuan Presisi dan Akurasi 

PRESISI 

Induk sampel = 25 mg / 50 mL x 1000 

   = 500 ppm 

Pengenceran  = 250 ppm / 500 ppm x 10 mL 

= 5 mL 

250 ppm  = 
      

  
 = 

    

     
 

2500 µg  = 2,5 mg  

 

AKURASI 

Konsentrasi 30 %  

Sampel = 40 mg dalam 50 mL 

Standar 30 % = 30 / 100 x 40 = 12 mg 

Konsentrasi 40 mg + 12 mg / 50 mL x 1000 = 1040 ppm 

1040 ppm x 3 mL / 10 mL = 312 ppm 

Konsentrasi 45 %  

Sampel = 40 mg dalam 50 mL 

Standar 45 % = 45 / 100 x 40 = 18 mg 

Konsentrasi 40 mg + 18 mg / 50 mL x 1000 = 1160 ppm 

1160 ppm x 3 mL / 10 mL = 348 ppm 

Konsentrasi 60 %  

Sampel = 40 mg dalam 50 mL 

Standar 60 % = 60 / 100 x 40 = 24 mg 

Konsentrasi 40 mg + 24 mg / 50 mL x 1000 = 1280 ppm 

1280 ppm x 3 mL / 10 mL = 384 ppm 
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Lampiran 12 Perhitungan Validasi Metode Presisi dan Akurasi 

AKURASI 

Konsentrasi 30 %  

Replikasi 1 = 315.583 / 312 x 100 % = 101.148 % 

Replikasi 2 = 311.380 / 312 x 100 % =  99.945 % 

Replikasi 3 = 314.996 / 312 x 100 % = 100.960 %  

Rata-rata % recovery= 100.684 % (memenuhi) 

Konsentrasi 45 %  

Replikasi 1 = 348.540 / 348 x 100 % = 100.155 %  

Replikasi 2 = 346.550 / 348 x 100 % = 99.583 % 

Replikasi 3 = 354.657 / 348 x 100 % = 101.290 % 

Rata-rata % recovery= 100.342 % (memenuhi) 

Konsentrasi 60 %  

Replikasi 1 = 384.064 / 384 x 100 % = 100.016 % 

Replikasi 2 = 371.337 / 384 x 100 % = 96.702 % 

Replikasi 3 = 393.447 / 384 x 100 % = 102.460 % 

Rata-rata % recovery = 99.726 % (memenuhi) 

PRESISI 

SD = 
        

   
 

SD = 
            

   
 = 0.4869480473 

%KV = SD / x  

%KV = 0.4869480473 / 8.818118713 

%KV = 0.05522130787 
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Lampiran 13 Perhitungan Penetapan Kadar Alkaloid Total 

Y = 18.307x-204.03  

Replikasi 1 : 

y  = 18,307 x -204,03 

486.77612 + 204,03 = 18,307 x 

 x = 690.80612 / 18,307 

 x = 37,73453433  

Alkaloid total = 37,73453433 µg/mL x 100 mL x 10 mL / 12,5 mg 

Alkaloid total = 3018.762746 µg/mg --- 3.018762746 mg/g 

Replikasi 2 : 

y = 18,307 x -204,03 

574.42242 + 204,03 = 18,307 x 

 x = 778.45242 / 18,307 

 x = 42,52211832 ppm 

Alkaloid total = 42,52211832 µg/mL x 100 mL x 10 mL / 12,6 mg 

Alkaloid total = 3374.771295 µg/mg --- 3.374771295 mg/g   

Replikasi 3 : 

y   = 18,307 x -204,03 

671.20551 + 204,03 = 18,307 x 

  x = 875.23551 / 18,307 

 x = 47,80878953 ppm 

Alkaloid total = 47,80878953 µg/mL x 100 mL x 10 mL / 12,6 mg 

Alkaloid total = 3794.348376 µg/mg --- 3.794348376 mg/g 
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Rata-rata kadar alkaloid : 

 3.018762746 + 3.374771295 + 3.794348376 / 3 = 3.395960806  

SD =  
           

   
 = 5,03918772 

RSD = SD / x  

RSD = 5,03918772 / 42,68848073 

RSD = 0.1180456094 
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Lampiran 14 Kromatogram Laju Alir 

- Laju alir 1,0 
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- Laju alir 1,2 
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- Laju alir 1,4 
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Lampiran 15 Kromatogram Fase Gerak 

- Metanol:aquabidesilata (30:70) 
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- Metanol:aquabidesilata (60:40) 
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- Metanol:aquabidesilata (50:50) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

108 
 

Lampiran 16 Kromatogram validasi metode 

- Selektivitas  
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110 
 



 
 

111 
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- Purity factor 
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- Linieritas, LOD dan LOQ 
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- Presisi 
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- Akurasi  

- Konsentrasi 30 % 
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- Konsentrasi 45 % 
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- Konsentrasi 60 % 
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Lampiran 17  Kromatogram penetapan kadar alkaloid 

- Replikasi 1 
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- Replikasi 2 
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- Replikasi 3 
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