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ABSTRAK 

Ayu Agustin, Fanisa* Rosita Puspaningtyas, Ayik** Setyaningrum, 

Lindawati***.2022. Skrining Dan Analisis KLT-Densitometri Untuk 

Penetapan Kadar Flavonoid Total Pada Fraksi Etil Asetat Daun Afrika 

(Vernonia Amygdalina). Skripsi. Program Studi Sarjana Farmasi Universitas dr. 

Soebandi. 

 

Daun afrika (Vernonia amygdalina) merupakan tanaman yang 

dimanfaatkan sebagai  antidiabetes, antimalarial,  antikanker, mencegah penyakit 

jantung dan penurunan kolesterol yang memiliki kandungan senyawa kimia, salah 

satunya yaitu senyawa flavonoid. Tujuan penelitian ini yaitu untuk mengetahui 

skrining fitokimia dan penetapan kadar flavonoid total pada fraksi etil asetat daun 

afrika (Vernonia amygdalina). Desain penelitian ini adalah true experimental 

laboratories. Pada penelitian ini dilakukan identifikasi flavonoid, optimasi fase 

gerak, optimasi panjang gelombang, optimasi konsentrasi dan penetapan kadar.  

Hasil uji skrining adalah positif mengandung flavonoid, alkoloid, steroid, saponin 

dan menunjukkan negatif pada tanin. Uji penetapan menggunakan fase gerak 

toluene : etil asetat : asam asetat glasial (6:4:0,5) v/v/v. Konsentrasi yang 

diperoleh 100; 200; 300; 400; 500 ppm dan panjang gelombang maksimum 384 

nm. Koefisien korelasi antara luas area vs konsentrasi sebesar (r) 0,977 dengan 

persamaan regresi y = 6,973 x 10-5 . X + 2,95 x 10-4. RSD adalah 6,5 %. 

Penetapan kadar flavonoid total yang didapatkan 3,82138 ± 0,250119 mg/QE/g 

dan % kadar diperoleh 15,285%. Pada uji skrining fraksi etil asetat daun afrika 

positif mengandung flavonoid dan kadar flavonoid total dalam fraksi etil asetat 

daun afrika setiap 25 mg mengandung flavonoid 3,82138 ± 0,25011 mg/QE/g dan 

% kadar 15,285%.  

 
Kata Kunci: Daun Afrika, Flavonoid, KLT-Densitometri 

*Peneliti 

**Pembimbing 1 

***Pembimbing 2 
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ABSTRACT 

Ayu Agustin, Fanisa* Rosita Puspaningtyas, Ayik** Setyaningrum, 

Lindawati***. 2022. TLC-Densitometry Screening and Analysis for 

Determination of Total Flavonoid Levels in the Ethyl Acetate Fraction of 

African Leaf (Vernonia Amygdalina). Essay. Pharmacy Undergraduate Study 

Program, University of dr. Soebandi. 

 

African leaf (Vernonia amygdalina) is a plant that is used as an 

antidiabetic, antimalarial, anticancer, preventing heart disease and lowering 

cholesterol which contains chemical compounds, one of which is flavonoid 

compounds. The purpose of in this research the phytochemical screening and 

determination of total flavonoid levels in the ethyl acetate fraction of African 

leaves (Vernonia amygdalina).The design of this research is true experimental 

laboratories. In this research, identification of flavonoids, optimization of mobile 

phase, optimization of wavelength, optimization of concentration and  

determining flavonoid total content.The results screening test are positively for 

flavonoids, alkaloids, steroids, saponins and negative for tannins. Determination 

test using mobile phase toluene : ethyl acetate : glacial acetic acid (6:4:0,5) v/v/v. 

the concentration is 100; 200; 300; 400; 500 ppm and a maximum wavelength of 

384 nm. The correlation coefficient between area vs concentration is (r) 0.977 

with the regression equation is y = 6.973 x 10-5 . X + 2.95x10-4. RSD is 6.5%. 

Determination of total flavonoid levels are 3.82138 ± 0.250119 mg/QE/g and % 

content is 15.285%. In the test of the ethyl acetate fraction of African leaves is 

positively for flavonoids and the total flavonoid content in the ethyl acetate 

fraction of African leaves every 25 mg contained flavonoids is 3.82138 ± 0.25011 

mg/QE/g and % content is 15.285%.  

 

Keywords: African leaves, Flavonoids, TLC-Densitometry 

*Author 

**Advisor 1 
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BAB I PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang  

Suatu pengembangan pada penelitian metode analisis, perlu dilakukan 

optimasi untuk  menghasilkan  kondisi yang ideal. Suatu metode analisis yang 

telah dioptimasi dengan berbagai variabel yang akan ditentukan dan disesuaikan  

dengan  kriteria yang diharapkan dan untuk memastikan bahwa metode analisis  

sesuai  dengan  tujuannya (Ariyanti., 2021). Optimasi kondisi analisis bertujuan 

untuk mendapatkan hasil yang maksimal dengan tingkat sensitivitas yang tinggi 

untuk memperoleh kondisi optimum pada suatu proses yang menghasilkan nilai 

terbaik dari kriteria kerja (Arikalang., 2018).  

Optimasi kondisi analisis dilakukan dengan cara melakukan penentuan fase 

gerak, menentukan panjang gelombang maksimum dan menentukan konsentrasi 

(Nurhayati., 2020). Dari beberapa penelitian belum ada pengembangan penelitian 

mengenai analisis penetapan kadar flavonoid total pada daun afrika dengan 

metode KLT-Densitometri. Penelitian senyawa flavonoid total pada daun afrika 

(Vernonia amygdalina) menggunakan metode KLT-Densitometri karena metode 

ini memiliki prinsip kerja yaitu suatu metode analisis instrumental yang 

didasarkan interaksi radiasi elektromagnetik dengan analisis berupa  bercak pada 

KLT (Estika, 2017). 

Pelaksanaan metode KLT-Densitometri lebih mudah serta peralatan yang 

digunakan lebih sederhana. Memberikan fleksibilitas yang lebih besar dalam hal 

memilih fase gerak. Mempunyai berbagai macam teknik untuk optimasi 
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pemisahan, proses kromatografi memungkinkan terjadinya pemisahan sampel 

secara serentak (Wulandari., 2013). 

Daun afrika salah satu tanaman yang akan diteliti ini merupakan tanaman 

yang sering dimanfaatkan sebagai obat. Di Indonesia secara empiris bagian daun 

tanaman ini digunakan sebagai obat antidiabetes, obat antimalaria dan obat 

antikanker (Febrianti, 2017), mencegah penyakit jantung, penurunkan kolesterol, 

mencegah stroke, gangguan pencernaan dan penurun berat badan (Sukmawati et 

al., 2017) Gout, analgesik (Koten & Handiwibowo, 2018). Senyawa kimia yang 

terkandung dalam daun afrika adalah fenol, flavonoid, saponin, kumarin, asam 

fenolat, lignin, terpen, dan luteolin, tannin, dan terpenoid/steroid (Koten & 

Handiwibowo, 2018).  

Ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini yaitu ekstraksi fraksinasi yang 

dapat ditujukan untuk mendapatkan fraksi (bagian) tertentu dari suatu ekstrak, 

dimana bagian itulah yang merupakan fraksi aktif, dan perlu dipisahkan dari fraksi 

lainnya yang kurang aktif. Tujuan  fraksinasi yaitu mendapatkan ekstrak yang 

lebih murni. Dengan fraksinasi maka proses pemisahan senyawanya menjadi lebih 

mudah (Nugroho, 2017). 

Identifikasi kandungan senyawa yang dilakukan pada tanaman daun afrika 

(Vernonia amygdalina) berupa skrining fitokimia. Identifikasi skrining fitokimia 

bertujuan untuk menganalisis kandungan bioaktif yang digunakan untuk 

pengobatan. Pendekatan secara skrining fitokimia pada hakikatnya adalah untuk 

analisis secara kualitatif dari kandungan senyawa kimia yang terdapat di dalam 

tumbuhan atau bagian tumbuhan (akar, batang, daun, bunga dan biji). Terutama 
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kandungan metabolit sekunder berupa senyawa bioaktif seperti alkoloid , 

antrakuinon, flavonoid, glikosida jantung, kumarin, saponin, polifenol dan minyak 

atsiri (Marjoni, 2016). 

Identifikasi senyawa pada pengembangan penelitian kali ini berupa senyawa 

flavonoid dengan cara penambahan asam sulfat pekat (H2SO4) dalam uji flavonoid 

pada metode Lieberman Buchard. Penambahan asam sulfat pekat (H2SO4) ini 

bertujuan untuk pembentukan senyawa flavonoid yang ditunjukkan perubahan 

warna hijau kehitaman (Kurang & Adang, 2018). Senyawa flavonoid merupakan 

salah satu senyawa golongan fenol alam terbesar yang terdapat dalam semua 

tumbuhan hijau (Aminah., 2017).  

Flavonoid mempunyai kerangka dasar 1 atom karbon yang terdiri dari 2 

cincin benzen (C6) terikat pada suatu rantai propana (C3) sehingga membentuk 

suatu susunan (C6-C3-C6) (Latifah, 2015).  Salah satu golongan senyawa polifenol 

ini diketahui memiliki sifat sebagai penangkap radikal bebas, penghambat enzim 

hidrolisis, oksidatif, dan juga bekerja sebagai antiinflamasi (Aminah., 2017).  

Pembanding yang digunakan untuk analisis flavonoid total yaitu 

menggunakan kuersetin (Angelina et al., 2015). Penggunaan kuersetin sebagai 

pembanding karena merupakan  flavonoid golongan  flavonol  yang  mempunyai  

gugus  keto  pada C-4  dan  memiliki  gugus  hidroksi  pada  atom  C-3  atau C-5 

sehingga   dapat   membentuk   kompleks   warna dengan AlCl3 (Asmoro Bangun, 

2021). 

Berdasarkan pemaparan diatas dikembangkan suatu penelitian untuk 

mengidentifikasi dan menganalisis senyawa flavonoid dari fraksi etil asetat daun 
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afrika dengan menggunakan metode KLT-Densitometri yang dilakukan optimasi 

penentuan fase gerak, panjang gelombang dan konsentrasi untuk memperoleh 

kondisi yang optimum. 

1.2 Rumusan Masalah  

Berdasarkan latar belakang pada penelitian diatas, maka dirumuskan 

masalah sebagai berikut :  

a. Bagaimana identifikasi fitokimia dari fraksi etil asetat daun afrika (Vernonia 

amygdalina) ? 

b. Bagaimana optimasi kondisi analisis KLT-Densitometri ? 

c. Berapakah kadar flavonoid total fraksi etil asetat daun afrika (Vernonia 

amygdalina) menggunakan KLT-Densitometri ? 

1.3 Tujuan  

1.3.1 Tujuan Umum  

Untuk mengetahui skrining dan optimasi kondisi analisis KLT Densitometri 

untuk penetapan kadar flavonoid total pada fraksi etil asetat daun afrika (Vernonia 

amygdalina). 

1.3.2 Tujuan Khusus 

a. Untuk mengidentifikasi skrining fitokimia dari fraksi etil asetat daun afrika 

(Vernonia amygdalina).  

b. Untuk menentukan optimasi kondisi analisis KLT-Densitometri untuk 

penetapan kadar flavonoid total pada fraksi etil asetat daun afrika (Vernonia 

amygdalina) 
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c. Untuk menghitung berapakah kadar flavonoid total fraksi etil asetat daun 

afrika (Vernonia amygdalina) menggunakan KLT-Densitometri. 

1.4 Manfaat Penelitian  

1.4.1 Secara Teoritis  

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi bagi ilmu 

pengetahuan mengenai optimasi kondisi Analisis KLT Densitometri untuk 

penetapan kadar flavonoid total pada Fraksi Etil Asetat Daun Afrika (Vernonia 

amygdalina). 

1.4.2 Secara Praktis  

Penelitian diharapkan dapat digunakan sebagai informasi bagi industri 

farmasi dan masyarakat mengenai optimasi kondisi Analisis KLT Densitometri 

untuk penetapan kadar flavonoid total pada Fraksi Etil Asetat Ekstrak Daun 

Afrika (Vernonia amygdalina). 

1.5 Keaslian Penelitian 

Tabel 1.1 Keaslian Penelitian 

Nama, Tahun Persamaan Perbedaan 

(Meidiawati et al., 

2018) 

KLT- Densitometri, 

Daun Afrika 

a. Metode kolorometri 

aluminium klorida  

b. Metode ekstraksi maserasi  

c. Menggunakan pelarut 

etanol 70% 

(Solikhah, 2021) Daun Afrika 

a. Menggunakan pelarut 

etanol 70%  

b. Metode ekstraksi maserasi 

c. Metode spektrofotometri 

UV-Vis 

Sumber : (Meidiawati et al., 2018) dan (Solikhah, 2021) 
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BAB II TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Daun Afrika 

2.1.1 Tanaman Daun Afrika  

 
Sumber : (Henri, 2018) 

Gambar 2.1 Tanaman Daun Afrika (Vernonia amygdalina) 

Klasifikasi tumbuhan daun Afrika:  

Kingdom : Plantae  

Divisi  : Angiospermae  

Class  : Dicotyledoneae  

Ordo  : Asterales  

Family  : Asteraceae, Compositae 

Genus  : Vernonia  

Spesies : Vernonia amygdalina  

(Saidu., 2020) (Ogbuagu., 2019) 

Daun Afrika (Vernonia amygdalina) merupakan tumbuhan semak dengan 

tinggi 2–5 meter yang memiliki warna daun  hijau bentuk daun berupa petiolate 

dengan diameter 6 mm yang tumbuh di beberapa negara Afrika, khususnya, 

Nigeria, Kamerun, dan Zimbabwe. Di Nigeria, daun afrika memiliki berbagai 

nama dalam bahasa yang berbeda karena itu tanaman ini juga disebut multi-etnis.
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Daun afrika sering disebut sebagai "daun pahit" dalam bahasa Inggris, bahasa, 

"Ewuro" dalam bahasa Yoruba, “Shuwaka” atau “Chusadoki” dalam bahasa 

Hausa, “Olubu” atau “Onugbu” dalam bahasa Igbo, “Etidot” dalam Efik, Ijaw 

Ibibio dan “Oriwo” dalam Edo. Daun afrika memiliki rasa khas pahit, namun rasa 

pahit pada daun afrika dapat diredakan dengan merebus atau dengan peras dalam 

air bersih. Untuk batang dan akar divestasi dari kulit dan digunakan sebagai 

tongkat kunyah di Nigeria. Daun ini juga dapat digunakan  untuk Sayur- sayuran 

yaitu masakan berkuah seperti sop. Namun, daun afrika ini juga pernah dilaporkan 

bahwa dikonsumsi oleh kambing dan lainnya hewan di beberapa bagian Nigeria 

(Ogbuagu., 2019). 

Terdapat pula penelitian mengenai tumbuhan daun afrika (Vernonia 

amygdalina) yang menyatakan bahwa tumbuhan daun afrika ini biasanya 

dibudidayakan dengan penanaman batang karena tumbuhan ini tidak dapat  

menghasilkan biji. Tumbuhan daun afrika ini juga merupakan tanaman perdu yang 

lunak dan abadi dengan tinggi sekitar 2 sampai 10 m dengan diameter batang 

mencapai 40 cm. Awalnya tumbuhan ini mempunyai kulit batang puber padat 

setelah tanaman ini  menjadi dewasa kulit batang kayu berubah dari warna abu-

abu menjadi coklat. Daunnya berbentuk petiolate yang tersusun secara bergantian. 

Daun afrika umumnya dikenal sebagai daun pahit karena rasa pahit daunnya. Dan 

merupakan tumbuhan semak yang umumnya ditemukan di Afrika tropis yang 

kemudian tumbuhan ini di kembang biakkan. Tanaman daun afrika ini juga dapat 

ditemukan di beberapa wilayah Asia, termasuk Malaysia. Daun afrika juga dapat 
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dikonsumsi sebagai sayuran berdaun hijau di seluruh Afrika Barat dan Tengah 

sebagai sumber nutrisi dan khasiat obatnya (Jayaweera., 2021). 

Genus pada daun afrika sendiri yaitu Vernonia yang  memiliki sekitar seribu 

spesies dan anggotanya banyak digunakan sebagai makanan dan obat-obatan. 

Daun afrika secara ilmiah diklasifikasikan ke dalam kingdom Plantae yang 

merupakan angiosperma dari ordo Asterales. Daun afrika juga memiliki keluarga 

Asteraceae dengan genus Vernonia. Keluarga Asteraceae terdiri dari herba, 

semak, atau, lebih jarang, pohon. Spesies Vernonia dapat dengan mudah 

beradaptasi dengan habitatnya sesuai dengan lingkungan yang berbeda. Di hutan, 

daun afrika dapat ditemukan di sebelah sumber air tetapi juga di tepi hutan, hutan, 

padang rumput hingga ketinggian 2800 m dan dengan curah hujan tahunan rata-

rata 750-2000 mm. Genus pada daun afrika yaitu Vernonia adalah genus terbesar 

dengan sekitar 1000 spesies semak, di mana Vernonia amygdalina adalah yang 

paling menonjol (Jayaweera., 2021). 

Menurut (Mwanauta, 2014) Daun afrika (Vernonia amygdalina) yang juga 

dikenal dengan daun pahit karena memiliki rasa yang pahit yang merupakan 

bagian dari famili Asteraceae. Batang tegak yang dimilki oleh daun afrika 

berukuran sekitar 1-3 meter, berbentuk bulat dengan batang berkayu, termasuk 

daun majemuk dengan panjang 15-25 cm, lebar 5-8 cm, tebal 7-10 mm serta 

memiliki daun berwarna hijau tua (Putri, 2019). 

a. Batang 

Batang tanaman daun Afrika mempunyai anatomi yang tidak jauh berbeda 

dengan kelompok semak lainnya. Bagian ini mempunyai ukuran kecil dan dapat 
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tumbuh hingga ketinggian antara 7 sampai 10 meter. Pertumbuhan batang tegak 

lurus ke atas dan strukturnya tidak begitu kuat. 

Warna kulit batang daun Afrika adalah abu-abu dan sedikit kecokelatan. 

Tumbuhan ini mempunyai percabangan yang cukup banyak, akan tetapi 

cabangnya tidak begitu mencolok karena selain tidak terlalu panjang, kondisinya 

juga rapuh. Batang daun Afrika sebenarnya merupakan batang berkayu dengan 

penampang berbentuk bulat. Saat usia tanaman sudah tua maka warna batangnya 

akan berubah menjadi cokelat kotor. Sedangkan jenis akar tanaman yang dimiliki 

oleh daun pahit ini ialah akar tunggang (Solikhah, 2021). 

b. Daun 

Daun Afrika memiliki daun dengan sistem pertulangan menyirip. Bagian ini 

berbentuk agak lonjong dengan ukuran panjang sekitar 10 sampai 15 cm dan 

lebarnya antara 4 sampai 5 cm. Pertulangan daunnya terlihat jelas dan tulang yang 

berada di tengah mempunyai warna agak kemerah-merahan. Tekstur daun 

tanaman ini cukup lembut baik pada bagian atas ataupun bawahnya. Bagian ujung 

dan dekat pangkal daun berbentuk meruncing. Sedangkan, tepi daun dan 

keseluruhan daunnya mempunyai tekstur bergerigi berwarna hijau. Daun afrika 

yang sudah berusia tua mempunyai warna hijau pekat dengan pemukaan daun 

kasar. Warna cabang daun Afrika berwarna hijau dan sedikit berwarna cokelat 

ketika telah tua (Solikhah, 2021).  

2.1.2 Kandungan Senyawa Tanaman Daun Afrika 

Tumbuhan Afrika (Vernonia amygdalina) mempunyai sinonim 

Gymnanthemum amygdalinum di Indonesia yang dikenal dengan nama daun 
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Afrika. Tanaman daun Afrika mempunyai kandungan nutrisi dan senyawa kimia, 

beberapa kandungan tanaman daun afrika yaitu, protein 19,2%, serat 19,2%, 

karbohidrat 68,4%, lemak 4,7%, asam askorbat 166,5 mg/100g, karotenoid 30 

mg/100g, kalsium 0,97g/100g, besi 7,5 mg/100 gram. Untuk senyawa kimia yang 

terkandung di dalam daun Afrika yaitu berupa flavonoid, alkaloid, saponin, 

terpenoid, tanin, glikosida, alkaloid indole, antrakuinon dan luteolin (Sukmawati., 

2017). 

Menurut (Sani dkk., 2012) Beberapa Senyawa yang terkandung dalam 

Tanaman Afrika meliputi: antrakuinon (+++), tanin terlarut (++), tanin 

terkondensasi (+), flavonoid (+), alkaloid (+++), alkaloid indol (+), alkaloid 

steroid (+++), saponin (+++), glikosida (++), dan terpenoid (+++) (Meidiawati., 

2018).  

Dalam penelitian Tonukari et al., juga menunjukkan bahwa daun afrika 

mengandung banyak senyawa fitokimia diantaranya saponins, sesquiterpenes, 

lactones, flavonoids dan steroid glucosides (Putri, 2019). Berdasarkan skrining 

fitokimia pada penelitian yang dilakukan  di Uganda menyatakan bahwa Daun 

Afrika positif mengandung beberapa senyawa alkaloid, saponin, tannin, 

seskueterpen lakton, triterpenoid, asam amino, flavonoid, terpenoid, and 

kardiotonik (Febrianti., 2017). 

2.1.3 Khasiat Tanaman Daun Afrika 

Tanaman yang sering digunakan sebagai obat adalah Daun Afrika (Vernonia 

amygdalina). Di Indonesia secara empiris pada bagian daun tanaman ini 
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dimanfaatkan untuk obat pada penyakit antidiabetes, obat antimalaria dan obat 

antikanker (Febrianti., 2017). 

Terdapat beberapa penelitian sebelumnya yang memanfaatkan ekstrak daun 

afrika karena daun afrika memiliki beberapa hasil yang menunjukkan secara 

signifikan mengenai aktivitasnya yang dapat menurunkan kadar gula darah, 

kolesterol serta antioksidan (Putri, 2019). Daun afrika memiliki banyak manfaat 

dalam pengobatan tradisional dilihat dari penelitian sebelumnya, daun afrika ini 

memiliki efek sebagai aktivitas seperti antiparasit, antimalaria, antihelmentik, 

antivirus, antikanker, antikoagulan dan antithrombik, analgesik dan antipiretik, 

antiinflamasi, antioksidan, antidiabetik, dan antioksidan (Ni Ketut Esati, 2021). 

2.2 Ekstraksi  

2.2.1 Pengertian Ekstraksi 

Ekstraksi dapat disebut juga penyarian yang merupakan proses pemisahan 

senyawa dari matriks atau simplisia dengan menggunakan pelarut yang sesuai. 

Ekstraksi mempunyai peranan sangat penting dalam analisis fitokimia karena 

sejak tahap awal sampai tahap akhir menggunakan proses ekstraksi termasuk 

fraksinasi dan pemurnian. Terdapat beberapa istilah yang banyak digunakan 

dalam ekstraksi, antara lain ekstraktan (yaitu, pelarut yang digunakan untuk 

ekstraksi), rafinat (yaitu, larutan senyawa atau bahan yang akan diekstraksi), dan 

linarut (yaitu, senyawa atau zat yang diinginkan terlarut dalam rafinat) (Hanani, 

2020).  

Metode ekstraksi yang digunakan tergantung pada jenis, sifat fisik dan sifat 

kimia serta kandungan senyawa yang akan di ekstraksi. Pelarut yang digunakan 
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tergantung pada polaritas senyawa yang akan disari, mulai dari yang bersifat non 

polar hingga polar, sering disebut sebagai ekstraksi bertingkat. Pelarut yang 

digunakan untuk ekstraksi dimulai dengan heksana, petroleum eter, lalu 

selanjutnya kloroform atau diklometana, yang diikuti dengan alkohol, metanol, 

dan terakhir, apabila diperlukan, digunakan air (Hanani, 2020). 

Pada proses ekstraksi simplisia dikumpulkan dan dibersihkan dari pengotor 

dengan cara pemilahan (pemisahan simplisia lain yang tidak digunakan) dan 

selanjutnya dilakukan pencucian atau disebut dengan sortasi basah. Untuk 

melakukan ekstraksi terhadap simplisia sebaiknya digunakan simplisia yang segar 

(Hanani, 2020). 

Pada cara pengeringan simplisia sangat diperhatikan karena pada proses ini 

ditakutkan dapat terjadi perubahan metabolit baik secara kualitatif ataupun 

kuantitatif. Pengeringan dilakukan secepat – cepatnya di karenakan pengaruh sinar 

matahari yang suhunya tidak terlalu tinggi. Salah satu contoh pengeringan yang 

sering dilakukan adalah dengan aliran udara. Sebelum simplisia diekstraksi, 

simplisia kering dapat disimpan dalam wadah tertutup rapat dan tidak terlalu lama, 

untuk mencegah adanya hama atau kutu yang dapat menyebabkan rusaknya 

kandungan kimia pada simplisia. Untuk proses pengecilan ukuran diperlukan agar 

proses ekstraksi berjalan dengan cepat (Hanani, 2020) 

2.2.2 Tujuan Ekstraksi  

Tujuan ekstraksi yaitu untuk menarik dan memisahkan senyawa dari 

campuran suatu simplisia. Terdapat beberapa cara proses ekstraksi yang telat 

diketahui, yang pada masing masing metode ekstraksi memiliki kelebihan dan 
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kekurangannya. Pemilihan metode dilakukan tergantung pada sifat senyawa, 

pelarut yang digunakan dan alat yang tersedia. Terdapat struktur dalam setiap 

senyawa, suhu dan tekanan yang dapat harus diperhatikan dalam melakukan 

proses ekstraksi. Salah satu pelarut yang paling banyak dipakai yaitu alkohol yang 

digunakan untuk penyarian secara total. Terdapat beberapa metode ekstraksi yang 

umum digunakan antara lain maserasi, perkolasi, refluks, soxhletasi, infusa, 

dekok, destilasi, lawan arah (countercurrent), ultrasonik, gelombang mikro 

(microwave assisted ectraction, MAE), dan ekstraksi gas superkritis (supercritical 

gas extraction. SGE) (Hanani, 2020). 

2.2.3 Jenis – Jenis Ekstraksi  

a. Berdasarkan bentuk subtansi dalam campuran  

1. Ekstraksi padat-cair  

Ekstraksi padat- cair merupakan proses ekstraksi yang paling banyak 

ditemukan untuk mengisolasi suatu substansi yang terkandung di dalam suatu 

bahan alam. Proses ini menggunakan substansi yang berbentuk padat dalam 

campurannya dan memerlukan kontak yang sangat lama antar perlarut dan zat 

padat. Pada proses ekstraksi kesempurnaan ditentukan oleh sifat bahan alam dan 

sifat dari bahan yang akan diekstraksi.  

2. Ekstraksi cair – cair  

Ekstraksi dilakukan apabila substansi yang akan diekstraksi berbentuk 

cairan didalam campurannya (Marjoni, 2016). 
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b. Berdasarkan penggunaan panas  

1. Ekstraksi secara dingin 

Metode ekstraksi dingin bertujuan untuk mengekstrak senyawa-

senyawa yang terdapat pada simplisia, yang tidak tahan terhadap panas dan 

bersifat thermolabil. Ekstraksi dingin dapat dilakukan dengan cara berikut 

ini, yaitu : 

a) Maserasi  

Maserasi merupakan ekstraksi sederhana dengan cara merendam 

simplisia dalam satu atau campuran pelarut dalam waktu tertentu pada 

temperatur kamar dan dapat terlindung dari cahaya.  

b) Perkolasi  

Perkolasi merupakan proses penyarian zat aktif dengan cara 

mengalirkan pelarut secara kontinu pada simplisia selama waktu tertentu. 

2. Ekstraksi secara panas  

Metode pada digunakan pada senyawa-senyawa yang terkandung 

dalam simplisia yang sudah dipastikan tahan dengan panas. Metode 

ekstraksi yang memerlukan panas, yaitu : 

a) Seduhan  

Merupakan proses penyarian paling sederhana dengan cara merendam 

simplisia pada air panas selama waktu tertentu (5-10 menit). 
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b) Coque (Penggodokan) 

Merupakan proses penyarian dengan cara menggodok simplisia 

menggunakan api langsung dan hasilnya langsung digunakan sebagai obat 

baik keseluruhan termasuk ampasnya dan hasil godokan tanpa ampas. 

c) Infusa 

Merupakan sediaan cari dengan proses penyarian simplisia nabati 

dengan air pada suhu 90oC selama 15 menit. 

d) Digestasi  

Merupakan proses penyarian dengan digesti menggunakan pemanasan 

rendah pada suhu 30 – 40oC. Metode ini hampir sama dengan proses 

ekstraksi maserasi dan biasanya digunakan untuk simplisia yang tersari pada 

suhu biasa. 

e) Dekokta 

Proses penyarian hampir sama dengan infusa namun perbedaannya 

terletak pada waktu pemanasan yaitu 30 menit dengan suhu mencapai 90oC. 

Namun, metode ini jarang digunakan karena pada proses penyarian kurang 

sempurna dan juga tidak dapat digunakan untuk mengestraksi senyawa yang 

bersifat termolabil. 

f) Refluks 

Merupakan proses ekstraksi dengan pelarut pada titik didih pelarut 

selama waktu dan jumlah pelarut tertentu dengan adanya pendingin balik 

(kondensor). Umumnya dilakukan 3 – 5 kali pengulangan pada residu 

pertama, hingga termasuk proses ekstraksi yang cukup sempurna. 
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g) Sokletasi  

Proses ini merupakan proses ekstraksi panas dengan menggunakan 

alat khusus berupa ekstraktor soxlet. Suhu yang digunakan lebih rendah 

dibandingkan dengan suhu pada metode refluks (Marjoni, 2016). 

c. Berdasarkan proses pelaksanaan  

1. Ekstraksi berkesinambungan (Continous Extraction) 

Proses ekstraksi yang mengggunakan pelarut yang sama dan dipakai 

berulang- ulang sampai proses ekstraksi selesai. 

2. Ekstraksi bertahap (Bath Extraction) 

Merupakan ekstraksi yang setiap tahap prosesnya menggunakan 

pelarut yang baru sampai proses selesai (Marjoni, 2016). 

d. Berdasarkan metode ekstraksi  

1. Ekstraksi tunggal  

Merupakan proses ekstraksi dengan cara mencampurkan bahan yang 

akan diekstrak sebanyak satu kali dengan pelarut. Kekurangan dari proses 

ekstraksi ini yaitu rendahnya rendemen yang dihasilkan. 

2. Ekstraksi multi tahap (bertingkat) 

Merupakan suatu proses ekstraksi dengan cara mencampurkan bahan 

yang akan diekstrak oleh beberapa kali dengan menggunakan pelarut yang 

baru dengan jumlah yang sama banyak (Marjoni, 2016). 

 

 

 



18 
 

 
 

2.2.4 Tinjauan Ekstraksi Fraksinasi (Cair – Cair) 

a. Pengertian Fraksinasi 

Pada umumnya ekstraksi yang digunakan pada pemisahan yaitu ekstraksi 

fraksinasi (cair -cair). Ekstraksi fraksinasi merupakan suatu proses pemisahan 

dilaboratorium yang dilakukan pada pemisahan golongan senyawa berdasarkan 

polaritas. Alat yang digunakan cukup sederhana yaitu dengan menggunakan 

corong pisah dan waktu yang diperlukan cukup singkat. Pada proses pemisahan 

menggunakan 2 pelarut yang tidak tercampur, contohnya air (polar) dan heksana 

atau kloroform (nonpolar) senyawa organik polar sebagian besar terdapat dalam 

lapisan air sedangkan senyawa organik nonpolar berada dalam lapisan heksana 

dan kloroform. Ekstraksi fraksinasi (cair- cair) ini akan lebih efektif jika larutan 

penyari dibagi menjadi beberapa bagian dan ekstraksi dilakukan secara berulang 

kali dengan menggunakan pelarut yang jumlahnya sama banyak (Hanani, 2020). 

Adapun terdapat beberapa pelarut yang digunakan pada proses ekstraksi ini 

yaitu etil asetat, butanol, diklorometan/kloroform dan heksana yang lazim 

digunakan pada tahap fraksinasi dengan metode partisi cair – cair dan ada pula 

dengan metode endap tuang (cair, padat). Pada skrining yang telah dilakukan 

menunjukkan salah satu sampel aktifitas poten maka dari itu dilakukan pengerjaan 

isolasi. Pada proses isolasi bertujuan untuk merekomendasikan bahwa bobot 

bahan simplisia yang digunakan sebaiknya minimal 1 kg agar peluang 

memperoleh senyawa aktif farmakologis secara kualitatif ataupun kuantitatif lebih 

tinggi (Saifudin, 2014). 
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Pada fraksinasi kasar dengan partisi ekstrak yang diperoleh masih kasar dan 

sangat komplek isinya. Maka dari itu perlu dilakukan fraksinasi cair –cair atau 

partisi. Biasanya untuk ekstrak metanol atau etanol 70% dilarutkan kedalam air 

hingga tepat larut. Kemudian untuk dipartisi bertingkat dimulai dengan butanol, 

etil asetat, kloroform/diklorometana dan heksana. Untuk semua pelarut organik 

yang digunakan akan berada di fase atas kecuali kloroform yang berada di bawah 

air (Saifudin, 2014). 

Untuk masing- masing fraksi kental harus diperoleh setidaknya 10 gram 

agar bisa dilakukan tahap fraksinasi lanjutan. Selain itu semua fraksi partisi 

tersebut juga harus segera diuji kembali aktifitasnya. Selanjutnya, untuk 

mendapatkan ekstrak kental atau ekstrak kering maka dilakukan pemisahan kasar 

dari ekstrak berdasarkan tingkat polaritas nya yakni di mulai dari non polar, semi 

polar dan polar. Biasanya fraksinasi dilakukan untuk pelarut ekstrak polar seperti : 

air, metanol dan etanol 70% (Saifudin, 2014). 

1. Proses Pengentalan /Pengeringan Ektrak  

Umumnya pengentalan dan pengeringan dilakukan dengan beberapa metode 

berikut, yaitu : 

a) Diuapkan di atas water bath (penguapan) : baik untuk sistem terbuka 

maupun untuk sistem tertutup. Untuk sistem tertutup dilakukan untuk 

mencegah solven meracuni kemana – mana. 

b) Diuapkan dengan rataroy evaporator. Digunakan untuk semua pelarut 

organik dan tidak cocok untuk bahan berair karena air membutuhkan waktu 
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penguapan yang cukup lama. Untuk saat ini beredar multirotarory 

evaporator. Lebih efisien karena enam sampel dikeringkan bersamaan.  

c) Liofilisasi (freeze dryer) digunakan untuk bahan yang berair dan tidak untuk 

pelarut organik. 

d) Dialiri dengan gas N2 : digunakan untuk bahan yang termolabil, harga mahal 

dan jumlah rendemen kecil (Saifudin, 2014). 

Untuk hasil fraksinasi yang mengandung air (karena fase gerak 

menggunakan kombinasi air) merupakan masalah tersendiri karena membutuhkan 

waktu yang cukup lama. Namun, jika tidak tersedia multirotarory yang kuat, 

maka pemekatan dapat menggunakan rotatory evaporator dengan suhu water bath 

50oC. dengan pengisian volume 1/3 bagian untuk mencegah terjadinya buih yang 

mudah tersedot ke atas,. Untuk beberapa peneliti menambahkan propanol pada 

labu untuk mempercepat penguapan (Saifudin, 2014). 

Untuk penguapan pelarut organik perlu dihindari dengan penggunaan 

waterbath yang tidak tertutup karena untuk menghindari materialnya menjadi 

toksik. Maka harus dilakukan modifikasi agar cairan pelarut tidak menguap bebas 

(Saifudin, 2014). 

Untuk penggunaan suhu yang terlalu tinggi akan beresiko terjadinya 

degradasi konstituen di dalamnya. Maka suhu yang direkomendasikan untuk 

pengentalan yaitu dibawah 60oC. Untuk penggunaan freeze dryer hanya ditujukan 

untuk material berair dan tidak direkomendasikan untuk material yang 

mengandung pelarut organik. untuk penggunaan gas N2 digunakan dengan cara 

dialirkan pada material yang mengandung pelarut organik. Cara ini hanya efisien 
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untuk jumlah bahan yang tidak stabil panas. Untuk pengeringan dengan cara 

liofilisasi dan pengaliran N2 akan memperoleh material dalam bentuk serbuk 

(Saifudin, 2014). 

2.2.5 Tinjauan Pelarut Pada Ekstraksi  

Pelarut merupakan zat yang berada pada larutan dalam jumlah yang besar, 

sedangkan zat lainnya dianggap sebagai zat terlarut. Pelarut yang digunakan pada 

proses ekstraksi harusnya merupakan pelarut terbaik untuk zat aktif yang terdapat 

pada sampel dan simplisia. Sehingga zat aktif dapat dipisahkan dari simplisia dan 

senyawa lainnya yang terdapat pada simplisia. Hasil akhir yang diperoleh dari 

ekstraksi adalah didapatkannya ekstrak yang hanya mengandung sebagian besar 

dari zat aktif yang diinginkan (Marjoni, 2016). 

Pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi ini memiliki beberapa sifat 

penting. Di antara sifat – sifat penting pelarut yaitu : 

a. Kemampuan melarutkan (solubility) 

b. Kecepatan menguap 

c. Trayek didih.  

d. Berat jenis (spesific gravity) 

e. Flaspoint 

Pada pelarut sifat polaritas antar golongan metabolit sekunder yaitu untuk 

mengisolasi dan memurnikan metabolit sekunder yang harus dipahami benar 

mengenai sifat dasar molekul metabolit sekunder. Kebanyakan metabolit sekunder 

bersifat semipolar sehingga larut dalam pelarut organik. Untuk pelarut metanol 

dan asetonitril merupakan golongan pelarut yang paling polar, sedangkan untuk 
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pelarut non polar yaitu heksana, benzana, petroleum dan eter. Umumnya metabolit 

yang larut dalam metanol adalah senyawa glikosida yang mengikat satu atau lebih 

molekul gula heksosa/ pentosa. Adapun kebanyakan golongan terpenoid bersifat 

non polar sehingga dapat larut dalam pelarut non polar dan semi polar. Namun, 

untuk monoterpen dan sekuiterpen masih mampu larut dalam metanol (Saifudin, 

2014). 

Untuk melakukan pemisahan awal pada senyawa alami dari matriks nabati 

dan hewan akan melibatkan pemisahan kasar dilanjutkan dengan pemisahan halus. 

Pemisahan kasar melibatkan beberapa metode, diantaranya (Saifudin, 2014). : 

a. Ekstraksi 

b. Fraksinasi partisi cair – cair  

c. Fraksinasi cair – padat 

Sedangkan pemisahan halus melibatkan metode, antara lain :  

a. Kromatografi kolom fase normal  

b. Kromatografi kolom fase terbalik 

c. Kromatografi eksklusi/permeasi 

Jenis dan kegunaan pelarut yang lazim digunakan pada beberapa proses 

ekstraksi, fraksinasi, fase gerak kromatografi, antara lain (Saifudin, 2014) : 

Tabel 2.1 Jenis Dan Kegunaan Pelarut Pada Proses Ekstraksi 

Solven  
Konstanta 

Dieleltrik 
Penggunaan  

Heksana  2,02 Digunakan untuk mengekstraksi lemak, 

digunakan untuk partisi paling awal 

terhadap larutan air dan heksana. Heksana 

tidak tercampur dengan metanol.  

CCl4 2,24 Bersifat beracun, tidak digunakan untuk 

ekstraksi atau pemisahan. 
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Benzana  2,28 Bersifat karsinogenik. Digunakan untuk 

pemisahan isomer – isomer yang memiliki 

cicin benzen, untuk tahap pemurnian.  

Toluen 2,38 Pada fase gerak KLT dicampurkan dengan 

metanol kadar rendah. Analisis KLT 

senyawa bercincin benzena. 

Trietil amina 2,43 Mempunyai sifat basa lemah. Dapat 

dicampur (1-5%) dalam kloroform-

kloroform dan heksana juga etil asetat untuk 

menganalisis KLT beberapa alkoloid. 

Kloroform 4,81 Untuk partisi terhadap air. Dicampur 

metanol kadar rendah (5-20%) untuk fase 

gerak KLT fase normal. Selalu larut dengan 

metanol berapa pun kadarnya. Cukup 

toksik. Dalam bentuk terdeutronasi pelarut 

yang bersih untuk kebanyakan senyawa 

semi polar – non polar. 

Eter (dimetil 

eter) 

5,0 Toksik dan anestetik. Jika terpaksa 

digunakan dengan rasio 1-4 terhadap 

heksana yang digunakan sebagai fase gerak 

untuk pemurnian dan pemisahan dengan 

KLT.  

Etil asetat 6,02 Digunakan untuk partisi cair- cair dengan 

air. Dilakukan setelah heksana. Dapat 

dicampur dengan kloroform atau 

diklorometana untuk kromatografi kolom 

senyawa-senyawa non polar. Dapat 

dilakukan sebelum campuran heksana etil 

asetat. 

Asam asetat 6,15 Untuk sedikit mengasamkan fase gerak pada 

KLT pemisahan halus. 

Diklorometana  8,93 Digunakan untuk partisi cair- cair 

menggantikan kloroform . dicampur 

metanol kadar rendah (5-20%) untuk fase 

gerak KLT fase normal. 

n-butanol 17,8 Untuk partisi terhadap air setelah etil asetat . 

kadang dicampur dengan sedikit asam asetat 

atau asam jenuh lain dan dijenuhkan dengan 

air untuk analisis KLT glikosida. Ditutup 

rapat karena baunya dapat mengganggu 
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pernafasan. 

n-propanol 20,1 Untuk partisi cair- cair dengan air jika perlu 

lebih haus ketika fraksi air setelah diaprtisi 

dengan n-butanol 

Aseton 20,7 Digunakan untuk ekstraksi senyawa semi 

polar. Juga terkadang dicoba dengan sedikit 

metanol untuk KLT. Untuk bentuk 

terdeutronasi sebagai pelarut semi polar 

NMR. 

Etanol  25,3 Digunakan sebagai pelarut di awal ekstraksi 

simplisia baik sendiri maupun dicampur 

dengan air kadar. 

Metanol 33 Merupakan pelarut utama yang digunakan 

untuk ekstraksi simplisia. Campuran dengan 

aseton atau asetonitril pada fase gerak dan 

fase terbalik. Rasio yang sangat kecil 

terhadap kloroform dan pada diklorometana 

untuk fase terbalik dan HPLC. 

Asetonitril 36,6 Dalam bentuk campuran dengan air untuk 

fase gerak KLT fase terbalik dan HPLC 

DMSO 47,2 Pelarut yang digunakan untuk bioassay. 

Dalam bentuk terdeutronasi sebagai pelarut 

NMR 

Air 80 Untuk pengekstraksi polar dalam membuat 

infusa, dekokta dan dalam bentuk 

terdeutronsi sebagai pelarut NMR. 

Sumber : (Saifudin, 2014)  

2.3 Skrining Fitokimia   

Fitokimia adalah ilmu yang mempelajari sifat dan interaksi senyawa- 

senyawa kimia metabolit sekunder dalam tumbuhan. Keberadaan metabolit 

sekunder ini sangat penting bagi tumbuhan untuk mempertahankan dirinya dari 

makhluk hidup lainnya. Manfaat lainnya yaitu untuk mengundang kehadiran 

serangga untuk membantu penyerbukan dan lain-lain. Metabolit sekunder juga 

memiliki manfaat bagi makhluk hidup lainnya (Julianto, 2019). 
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Fitokimia merupakan ilmu yang mengarah pada suatu zat kimia yang ada 

pada tumbuhan untuk dapat mengetahui zat kimia metabolit sekunder dari tiap 

tanaman. Dalam perkembangannya dengan pengetahuan fitokimia banyak zat 

kimia yang didapat dan dapat pula menjelaskan mengenai hubungan filogenetika 

dari marga-marga suatu tumbuhan yang ada di seluruh dunia. Dengan adanya 

pembelajaran ilmu fitokimia maka akan berkembang pula kemotaksonomi yang 

dapat dikatakan sebagai sosiologi tumbuhan yang menjelaskan mengenai 

hubungan antarmarga tumbuhan. Dengan mempelajari mengenai ilmu fitokimia 

pula kita dapat menjelaskan mengenai metabolit sekunder dan menjelaskan 

mengenai bahan tumbuhan (Endarini, 2016). 

Skrining fitokimia dilakukan untuk menganalisis kandungan bioaktif yang 

digunakan untuk pengobatan. Pendekatam secara skrinning fitokimia pada 

hakikatnya adalah analisis secara kulitatif dari kandungan senyawa kimia yang 

terdapat di dalam tumbuhan atau bagian tumbuhan (akar, batang, daun, bunga dan 

biji). Terutama kandungan metabolit sekunder berupa senyawa bioaktif seperti 

alkoloid , antrakuinon, flavonoid, glikosida jantung, kumarin, saponin, polifenol 

dan minyak atsiri (Marjoni, 2016). 

2.3.1 Flavonoid  

a. Struktur Kimia dan Klasifikasi Senyawa Flavonoid  

Flavonoid merupakan senyawa metabolit sekunder yang memiliki struktur 

inti C6-C3-C6 berupa dua cincin aromatik yang dihubungkan dengan 3 atom C, 

apabila senyawa ini berikatan dengan atom O maka akan menjadi ikatan 

heterosiklik, senyawa ini juga disebut dengan senyawa polifenol karena 
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mengandung dua hingga lebih gugus hidroksil, memiliki  sifat agak asam yang 

dapat larut dalam basa. Pada umumnya flavonoid ditemukan berikatan dengan 

gula membentuk glikosida yang lebih mudah larut dalam sebuah pelarut polar 

berupa metanol, etanol, butanol, etil asetat. Warna dari bentuk glikosida lebih 

pucat daripada bentuk aglikon. Pada bentuk aglikon memiliki sifat kurang polar 

dan cenderung lebih mudah larut dalam pelarut kloroform dan eter. Cincin 

aromatik dalam flavonoid disebut cincin A dan B dan untuk pemberian nomor 

atom karbon pada cincin B menggunakan angka “beraksen” (Hanani, 2020). 

Senyawa flavonoid khususnya bentuk glikosida akan mengalami 

dekomposisi oleh enzim apabila masih dalam bentuk segar dan tidak dikeringkan. 

Pada proses mengekstraksi perlu diperhatikan mengenai polaritas dan tujuan yang 

dikehendaki. Terdapat beberapa senyawa flavonoid yang mempunyai sifat kurang 

polar (isoflavon, flavanon, flavon, termetilasi, dan flavonol) yang dapat 

diekstraksi dengan menggunakan pelarut yang mempunyai polaritas rendah, 

seperti kloroform dan eter. Beberapa tumbuhan yang mengandung senyawa 

flavonoid biasanya dalam bentuk glikosida baik sebagai flavonoid O-glikosida 

dan C-glikosida (Hanani, 2020). 

Senyawa flavonoid O-glikosida adalah flavonoid yang memiliki satu hingga 

lebih gugus hidroksilnya yang berikatan dengan satu hingga dua gula dengan 

ikatan hemiasetat yang lebih mudah terurai dengan adanya asam. Ikatan ini 

menyebabkan senyawa flavonoid menjadi kurang reaktif juga muda larut dalam 

pelarut polar etanol, metanol dan air. Untuk semua gugus hidroksi pada struktur 

flavonoid dapat berikatan dengan gula. Namun, terdapat beberapa posisi yang 
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mempunyai peluang lebih besar yaitu pada posisi C-3 dan C-7. Jenis gula paling 

umum yang terikat yaitu glukosa yang berupa mono, di, dan trisakarida. 

Sedangkan untuk senyawa flavonoid C-glikosida adalah flavonoid yang memiliki 

gula terikat langsung pada atom karbon yaitu pada inti benzen. Ikatan ini dapat 

terjadi pada C-6 dan C-8 dan jenis gula yang terikat lebih terbatas (Hanani, 2020). 

Flavonoid terdapat pada seluruh bagian tanaman, termasuk pada bagian 

buah, tepung, sari juga pada akar. Untuk kegunaan flavonoid pada tumbuhan 

antara lain untuk menarik serangga yang dapat membantu proses penyerbukan, 

untuk menarik perhatian binatang yang dapat membantu penyebaran biji dan di 

duga pula senyawa flavon pada flavonoid dapat bekerja seperti auksin dalam 

menstimulir perkecambahan biji gandum. Sedangkan manfaat yang diberikan 

pada manusia antara lain, pada dosis kecil pada salah satu senyawa flavonoid 

yaitu flavon dapat bekerja sebagai stimulasi pada jantung, sedangkan untuk 

hesperidin dapat mempengaruhi pembuluh darah kapiler dan untuk senyawa 

flavon dapat juga terhidroksilasi yang bekerja sebagai diuretik dan sebagai 

antioksidan pada lemak (Marjoni, 2016). 

Flavonoid dapat diklasifikasikan menjadi beberapa senyawa antara lain, 

flavon, flavonol, flavanon, flavanonol, iso flavon, calkon, dihidrokalkon, auron, 

antosianidin, katekin dan flavan-3,4-diol. Terdapat pula penjelasan mengenai sifat 

khas pada beberapa golongan senyawa flavonoid  diatas (Marjoni, 2016). 

Tabel 2.2 Klasifikasi Sifat Khas Golongan Senyawa Flavonoid 

Golongan 

Flavonoid 
Terdapat di alam Sifat Khas 

Antosianin  Zat berwarna merah tua., 

merah, biru kehijauan dan 

Larut dalam air maksimal 

515 – 545 nm. 
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biru pada bunga, daun dan 

jaringan lain 

Flavonol Merupakan co pigmen pada 

bunga, tersebar luas pada 

daun berwarna kuning.  

Sesudah dihidrolisis oleh 

asam, bercak berwarna 

terang dengan sinar UV 

pada kromatogram, 

maksimal, 350 – 386 nm.  

Flavon Seperti flavonol Sesudah dihidrolisis oleh 

asam bercak berwarna 

coklat pada kromatogram. 

Maksimal 370 – 410 nm.  

Calkon Zat berwarna kuning pada 

bunga, kadang terdapat pada 

jaringan lain.  

Memberikan warna merah 

dengan amonia. Maksimal 

370 – 410 nm.  

Iso Flavon  Sering terdapat dalam akar 

hanya terdapat dalam familia 

Leguminosae, tidak 

berwarna.  

Tidak ada reaksi yang 

khas. 

Sumber : (Marjoni, 2016) 

Untuk biosintesis flavonoid dapat diperoleh dengan cara mereaksikan 

fragmen C6-C3 turunan asam sikimat seperti asam p-hidroksisinamat dengan 

enam atom karbon. Untuk skema biosistensis pada flavonoid dari turunan asam 

sikimat, meliputi : asam sikimat  asam prefenat  asam p-hidroksifenil piruvat 

 asam p idroksifenillaktat  asam p-hidroksisinamat  flavonon. Pada proses 

hikdroksilasi pada cincin A dan B terjadi setelah pembentukan cincin sempurna 

(Marjoni, 2016). 

b. Sifat Fisik Flavonoid  

Menurut . (Tiang-Yang dkk, 2018) Senyawa flavonoid merupakan senyawa 

polifenol yang mempunyai 15 atom karbon yang tersusun dalam konfigurasi C6-

C3-C6, artinya kerangka karbonnya terdiri atas dua gugus C6 (cincin benzena 
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tersubstitusi) disambungkan oleh rantai alifatik tiga karbon (Arifin & Ibrahim, 

2018).  

Menurut (Hui Cao, 2015) Flavonoid ditemukan pada tanaman, yang 

berkontribusi memproduksi pigmen berwarna kuning, merah, oranye, biru, dan 

warna ungu dari buah, bunga, dan daun. Flavonoid termasuk dalam famili 

polifenol yang larut dalam air (Arifin & Ibrahim, 2018). 

 
Sumber : (Alfaridz & Amalia, 2018) 

Gambar 2.2 Struktur Senyawa Flavanoid 

Flavonoid yaitu kelompok dengan berat molekul rendah berbasis inti 2-

fenil-kromon. Merupakan biosintesis dari turunan asam asetat/ fenilalanin dengan 

menggunakan jalur asam shikimat. Flavonoid diklasifikasikan dengan tingkat 

oksidasi, annularitas cincin C, dan sambungan posisi cincin B (Arifin & Ibrahim, 

2018).  

Flavon dan flavonol mengandung senyawa dengan jumlah terbesar. 

Kategori 2-benzoγ-pyron mewakili sebagian kecil flavonoid. Quercetin golongan 

flavonol misalnya, telah dipelajari paling banyak biasanya. Flavanon dan 

flavanonol memiliki ikatan jenuh C , dan sering ditemukan dengan flavon dan 

flavonol pada tanaman. Isoflavon, seperti daidzein, adalah senyawa 3-fenil-

kromon. Sebagai prekursor utama biosintesis flavonoid, kalcon adalah isomer 
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pembuka cincin C dari dihydroflavon, bertanggung jawab untuk tampilan warna 

tanaman. Struktur flavonoid, aurones adalah cincin C beranggota 5 turunan 

benzofuran. Anthocyanidin adalah kelompok yang penting pigmen chromen untuk 

karakteristik warna tanaman, ada dalam bentuk ion. Flavanol adalah produk 

reduksi dari dihydroflavonols, terutama dengan flavan-3-ol yang terdistribusi pada 

kerajaan tumbuhan, juga dikenal sebagai katekin. Namun, masih ada flavonoid 

lain tanpa kerangka C6-C3-C6, misalnya, biflavon, kromon, furan dan xanthon. 

Glikosida, dengan kategori penghubung yang berbeda, yang mendominasi bentuk 

flavonoid yang ada. Pilihan sisi glikosilasi dikaitkan dengan struktur aglycones C2 

= C3 (Arifin & Ibrahim, 2018).  

Beberapa subkelas flavonoid antara lain  flavanols, flavanon, flavon, 

isoflavon, anthocyanidins, dan flavonol. Subkelas dalam flavonoid didasarkan 

oleh sifat-sifat struktural. Flavanol ditemukan dalam anggur merah dan anggur 

merah (ex-catechins), flavanon ditemukan pada makanan sitrus (ex-narigenin), 

flavon (exapigenin) ditemukan dalam bumbu berdaun hijau, isoflavon ditemukan 

pada makanan kedelai. Hampir semua makanan senyawa flavonol ditemukan. 

Terutama pada senyawa katekin dari flavonoid banyak  ditemukan pada teh hijau 

dan hitam dan anggur merah, sedangkan antosianin ditemukan pada stroberi dan 

buah beri lainnya, anggur dan teh (Arifin & Ibrahim, 2018). 

Ekstrak sampel yang terdapat senyawa flavonoid, setelah dilakukan 

penambaha H2SO4 terbentuk garam flavilium berwarna  berwarna hijau kehitaman 

dengan metode Lieberman Burchard yang menghasilkan senyawa kalcon (Kurang 

& Adang, 2018). Pada penambahan logam Mg dan HCl akan terbentuk garam 
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flavilium berwarna merah atau jingga.  Penambahan HCl pekat dalam uji 

flavonoid pada metode Wilstater. Di maksudkan untuk menghidrolisis 

flavonoid menjadi aglikonnya, yaitu dengan menghidrolisis O-glikosil. Glikosil 

akan tergantikan oleh H+ dari asam karena sifatnya yang elektrofilik (Latifah, 

2015).  

Glikosida berupa gula yang biasa dijumpai yaitu glukosa, galaktosa dan 

ramnosa. Reduksi dengan Mg dan HCl pekat ini menghasilkan senyawa kompleks 

yang berwarna merah atau jingga pada flavonol, flavanon, flavanonol dan xanton 

(Mariana, 2013). Flavonoid memiliki kemampuan sebagai antioksidan yang 

mampu mentransfer sebuah elektron atau sebuah atom hidrogen ke senyawa 

radikal bebas dengan menghentikan tahap awal reaksi. Oleh karena itu, flavonoid 

dapat menghambat peroksidasi lipid, menekan kerusakan jaringan oleh radikal 

bebas dan menghambat beberapa enzim (Latifah, 2015). 

2.3.2 Alkoloid 

Alkaloid adalah suatu golongan senyawa organik yang banyak ditemukan di 

alam. Hampir seluruh senyawa alkaloid berasal dari tumbuh-tumbuhan dan 

tersebar luas dalam berbagai jenis tumbuhan. Semua alkaloid mengandung paling 

sedikit satu atom nitrogen yang biasanya bersifat basa dan dalam sebagian besar 

atom nitrogen ini merupakan bagian dari cincin heterosiklik. Penggolongan 

alkaloid dilakukan berdasarkan sistem cincinnya, misalnya piridina, piperidina, 

indol, isokuinolina, dan tropana. Senyawa ini biasanya terdapat dalam tumbuhan 

sebagai garam berbagai senyawa organik dan sering ditangani di laboratorium 
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sebagai garam dengan asam hidroklorida dan asam  sulfat. Struktur dasar senyawa 

alkaloid (Latifah, 2015), sebagai berikut : 

 

Sumber : (Latifah, 2015) 

Gambar 2.3 Struktur Senyawa Alkoloid 

Ekstrak yang positif alkaloid akan membentuk endapan jingga dengan 

reagen Dragendorff dan membentuk endapan putih dengan reagen Meyer. 

Endapan yang terbentuk karena adanya pembentukan senyawa kompleks antara 

ion logam dari reagen dengan senyawa alkaloid. Prinsip uji alkaloid pada 

dasarnya adalah pengendapan alkaloid dengan logam-logam berat. Pereaksi 

Dragendorff digunakan untuk mendeteksi adanya alkaloid dikarenakan pereaksi 

ini mengandung bismut yang merupakan logam berat atom tinggi. Alkaloid 

adalah senyawa yang tersusun dari atom nitrogen yang Pasangan Elektron Bebas 

(PEB) yang dapat digunakan untuk membentuk ikatan kovalen koordinat dengan 

ion logam (Latifah, 2015). 

2.3.3  Terpenoid/ Steroid 

Steroid atau sterol adalah triterpenoid yang mempunyai bentuk dasar 

siklopentana perhidrofenantren yang biasanya larut dalam pelarut yang kurang 

polar. Semua sterol diduga hanya pada binatang, namun sekarang telah diketahui 

bahwa sterol juga terdapat dalam tumbuhan (fitosterol). Triterpenoid adalah 

senyawa yang kerangka karbonnya berasal dari 6 satuan isoprena dan secara 
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biosintesis diturunkan dari hidrokarbon C30 asiklik yaitu skualena. Senyawa ini 

berstruktur siklik yang kebanyakan berupa alkohol, aldehida, atau asam 

karboksilat (Latifah, 2015).  

Senyawa ini paling umum ditemukan pada tumbuhan berbiji, bebas dan 

sebagai glikosida. Triterpenoid yang paling penting dan paling tersebar luas 

adalah triterpenoid pentasiklik. Triterpenoid tertentu dikenal karena rasanya, 

terutama kepahitannya. Senyawa triterpenoid/steroid dapat mengalami dehidrasi 

dengan penambahan asam kuat dan membentuk garam yang memberikan 

sejumlah reaksi warna (Latifah, 2015). 

2.3.4 Saponin 

Saponin merupakaan senyawa glikosida kompleks dengan berat molekul 

tinggi yang dihasilkan terutama oleh tanaman, hewan laut tingkat rendah dan 

beberapa bakteri. Saponin larut dalam air tetapi tidak larut dalam eter. Sifat yang 

khas dari saponin antara lain berasa pahit, berbusa dalam air dan beracun bagi 

binatang berdarah dingin (Latifah, 2015). Pada uji saponin positif bila 

ditambahkan dengan aquades panas akan terbentuk busa/buih selama 15 menit. 

Timbulnya busa menunjukkan adanya glikosida yang mempunyai kemampuan 

membentuk buih dalam air yang terhidrolisis menjadi glukosa dan senyawa 

lainnya (Latifah, 2015). 

2.3.5 Tanin 

Tanin merupakan zat organik yang sangat kompleks dan terdiri dari 

senyawa fenolik. Tanin terdiri dari sekelompok zat – zat kompleks yang terdapat 

secara meluas dalam dunia tumbuh–tumbuhan, antara lain terdapat pada bagian 
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kulit kayu, batang, daun dan buah–buahan. Ada beberapa jenis tumbuhan yang 

mengandung senyawa tanin antara lain : tanaman pinang, tanaman akasia, gabus, 

bakau, pinus, pepaya dan gambir (Latifah, 2015). 

Tanin apabila direaksikan dengan FeCl3 akan membentuk warna hijau. 

Terjadinya pembentukan warna hijau ini karena terbentuknya senyawa kompleks 

antara logam Fe dan tanin. Senyawa kompleks terbentuk karena adanya ikatan 

kovalen koordinasi antara ion atau atom logam dengan atom nonlogam (Latifah, 

2015).  

2.4 Tinjauan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

2.4.1 Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

KLT merupakan metode kromatografi paling sederhana yang banyak 

digunakan. Peralatan dan bahan yang diperlukan untuk pelaksanaan  pemisahan 

dan analisis sampel dengan menggunakan metode KLT cukup sederhana yaitu 

hanya dengan menggunakan sebuah bejana tertutup (chamber) yang didalamnya 

berisi pelarut dan lempeng KLT. Dengan adanya optimasi metode dan 

penggunaan instrumen komersial yang tersedia, pada saat dilakukannya 

pemisahan akan efisien dan kuantifikasi dapat mencapai  akurat (L. Wulandari, 

2011). 

Pada pelaksanaan analisis dengan menggunakan KLT yaitu diawali dengan 

menotolkan alikuot kecil suatu sampel pada salah satu ujung fase diam (lempeng 

KLT) untuk membentuk zona awal. Kemudian sampel dikeringkan. Pada ujung 

fase diam yang terdapat zona awal dicelupkan ke dalam fase gerak (pelarut 
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tunggal ataupun campuran dua sampai empat pelarut murni) di dalam chamber (L. 

Wulandari, 2011). 

 
Gambar 2.4 Skema sistem optik Densitometer (CAMAG) 

Jika fase diam dan fase gerak dipilih dengan benar maka campuran 

komponen-komponen sampel akan bermigrasi dengan kecepatan yang berbeda 

selama pergerakan fase gerak melalui fase diam. Hal ini disebut dengan 

pengembangan kromatogram. Ketika fase gerak telah bergerak sampai jarak yang 

diinginkan maka fase diam diambil. Untuk fase gerak yang terjebak dalam 

lempeng dikeringkan, dan zona yang dihasilkan dideteksi secara langsung visual 

(Vis) di bawah sinar ultraviolet (UV) baik dengan atau tanpa suatu penambahan 

pereaksi penampak noda yang cocok (L. Wulandari, 2011). 
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Perbedaan migrasi adalah suatu hasil dari perbedaan tingkat afinitas pada 

masing-masing komponen dalam fase diam dan fase gerak. Untuk berbagai 

mekanisme pemisahan yang terlibat dalam penentuan kecepatan migrasi. Pada 

kecepatan migrasi komponen sampel tergantung pada sifat fisika kimia dari fase 

diam, fase gerak dan komponen sampel. Kemudian, untuk retensi dan selektivitas 

kromatografi juga ditentukan oleh interaksi antara fase diam, fase gerak dan 

komponen sampel yang berupa ikatan hidrogen, pasangan elektron donor atau 

pasangan elektron-akseptor (transfer large), ikatan ionion, ikatan ion-dipol, dan 

ikatan van der Waals (L. Wulandari, 2011). 

Pada pengambilan sampel, pengawetan, dan pemurnian sampel akan 

menjadi masalah umum pada KLT dan metode kromatografi lainnya. KLT juga 

dapat mengatasi sampel yang terkontaminasi, untuk seluruh kromatogram dapat 

dievaluasi dan dapat mempersingkat proses perlakuan sampel sehingga dapat 

menghemat waktu dan biaya. Kehadiran pengotor atau partikel yang terjerap 

dalam sorben fase diam tidak menjadi masalah, karena lempeng hanya digunakan 

sekali (habis pakai) (L. Wulandari, 2011). 

Untuk deteksi senyawa menjadi mudah ketika senyawa secara alami dapat 

berwarna atau berfluoresensi atau menyerap sinar UV. Namun, untuk perlakuan 

penambahan pereaksi penampak noda dengan penyemprotan atau pencelupan 

terkadang diperlukan dan untuk dapat menghasilkan turunan senyawa yang 

berwarna atau berfluoresensi. Umumnya senyawa aromatik terkonjugasi dan 

beberapa senyawa tak jenuh dapat menyerap sinar UV. Senyawa-senyawa ini 

dapat dianalisis dengan KLT dengan fase diam yang diimpregnasi indikator 
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fluoresensi dan deteksi dapat dilakukan hanya dengan pemeriksaan di bawah sinar 

UV 254 nm (L. Wulandari, 2011). 

Pada metode KLT ini, identifikasi awal suatu senyawa didasarkan pada 

perbandingan nilai Rf yang dibandingkan dengan Rf standar. Nilai Rf biasanya 

tidak sama dari laboratorium ke laboratorium. Bahkan pada waktu analisis yang 

berbeda dalam laboratorium yang sama perlu dipertimbangkan penggunaan Rf 

relatif yaitu nilai Rf  yang terdapat pada suatu noda senyawa dibandingankan 

dengan noda senyawa lain dalam lempeng yang sama. Faktor-faktor yang 

menyebabkan nilai Rf bervariasi meliputi dimensi, jenis ruang, sifat, ukuran 

lempeng, arah aliran fase gerak, volume, komposisi fase gerak, kondisi 

kesetimbangan, kelembaban, dan metode persiapan sampel KLT sebelumnya (L. 

Wulandari, 2011). 

Faktor retardasi (Retardation faktor=Rf) merupakan parameter yang 

digunakan untuk menggambarkan migrasi senyawa dalam KLT. Nilai Rf 

merupakan parameter yang menyatakan posisi noda pada fase diam setelah 

dielusi. Penentuan harga Rf analit, yaitu dengan membandingkan jarak migrasi 

noda analit dengan jarak migrasi fase gerak/eluen (Wulandari, 2011). 

Rf :  Jarak migrasi noda analit 

Jarak migrasi fase gerak / eluen 

Konfirmasi identifikasi dapat diperoleh dengan mengerok noda dalam 

lempeng kemudian analit dalam lempeng dielusi dan dideteksi dengan 

spektrometri inframerah (IR), spektrometri Nuclear magnetic resonance (NMR), 

spektrometri massa, atau metode spektrometri lainnya, jika senyawa hasil elusi 
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cukup tersedia. Metode identifikasi ini juga dapat digunakan untuk menandai zona 

langsung pada lapisan (in situ) (L. Wulandari, 2011). 

Nilai Rƒ merupakan suatu perilaku senyawa individu dalam KLT yang 

dicirikan oleh besaran yang dikenal sebagai Rƒ dan dapat disebut dengan pecahan 

desimal. Rƒ dihitung dengan membagi jarak tempuh senyawa dari posisi semula 

dengan jarak tempuh pelarut dari posisi semula (depan pelarut) (L. Wulandari, 

2011). 

Rf :  Jarak yang ditempuh zat terlarut 

Jarak yang ditempuh oleh fase gerak   

Angka Rf berjangka antara 0,00 dan 1,00 dan hanya dapat ditentukan dua 

desimal (Umullia, 2017). Nilai Rƒ sendiri merupakan konstanta untuk setiap 

komponen yang hanya dalam kondisi percobaan yang identic. Nilai Rf berkisar 

antara 0 hingga 1 dan nilai Rf terbaik antara 0,2- 0,8 untuk deteksi UV dan 0,2- 

0,9 untuk deteksi visibel serta 20-80 untuk Rf relatif pada deteksi UV.  Pada Rf 

kurang 0,2 belum terjadi kesetimbangan antara komponen senyawa dengan fase 

diam dan fase gerak sehingga bentuk noda biasanya kurang simetris (L. 

Wulandari, 2011). 

Sedangkan pada Rf diatas 0,8 noda analit akan diganggu oleh absorbansi 

pengotor lempeng fase diam yang teramati pada visualisasi dengan lampu UV. 

Sedangkan pada deteksi visibel Rf dapat lebih tinggi dari deteksi UV, hal ini 

disebabkan pengotor fase diam tidak bereaksi dengan penampak noda sehingga 

noda yang berada pada Rf 0,2 – 0,9 masih dapat diamati dengan baik. Dengan 

mengontrol kondisi pengembangan seperti kejenuhan chamber, komposisi 
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campuran pelarut yang konstan, temperatur konstan dan lain-lain akan didapat 

nilai Rf yang reprodusibel (L. Wulandari, 2011). 

2.4.2 Tujuan Penggunaan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

Tujuan pengggunaan Kromatografi lapis tipis, yaitu : 

a. Digunakan untuk dapat mencapai hasil kualitatif, kuantitatif dan preparasi. 

b. Digunakan untuk sistem pelarut yang akan dipakai dalam kromatografi 

kolom.  

Pada penggunaan Kromatografi Lapis Tipis, fase diam pada metode ini yang 

digunakan yaitu zat padat yang disebut absorben (penyerap) dan untuk fase gerak 

yang digunakan merupakan zat cair yang disebut dengan larutan pengembang 

(Marjoni, 2016). 

2.4.3 Metode Optimasi  

Pada pengembangan metode analisis, perlu dilakukan optimasi metode 

analisis untuk menghasilkan kondisi yang ideal. Setelah suatu metode analisis 

dioptimasi dan berbagai variabel yang akan ditentukan telah disesuaikan dengan 

kriteria atau parameter yang diharapkan, metode analisis selanjutnya divalidasi 

untuk memastikan bahwa metode analisis sesuai dengan tujuannya (Arikalang, 

Sudewi dan Rorong, 2018). Berikut beberapa parameter yang dapat digunakan 

untuk menentukan optimasi sistem KLT : 

a. Log P merupakan nilai koefisien partisi. Pemisahan berdasarkan polaritas 

dibutuhkan nilai koefisien partisi. Nilai koefisien partisi pada analit 

digunakan untuk menentukan afinitas analit terhadap fase diam dan fase 

gerak (L. Wulandari, 2011). 
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b. Nilai K merupakan kecepatan migrasi pelarut melewati lempeng silika gel, 

yang berhubungan dengan lamanya waktu pengembangan KLT. Semakin 

besar nilai K semakin cepat waktu pengembangan KLT (L. Wulandari, 

2011). 

c. Retardasi Faktor (Rf) merupakan nilai dari jarak perpindahan senyawa dari 

titik penotolan dibagi dengan jarak perpindahan fase gerak/ pelarut (L. 

Wulandari, 2011). 

d. Resolusi (Rs) merupakan ukuran pemisahan dari dua puncak yang 

berdekatan dapat diukur dengan persamaan (L. Wulandari, 2011): 

𝑅𝑠 =        (𝑍2 − 𝑍1) 

     0,5 x (𝑊1 + 𝑊2) 

 

Z1: spot senyawa 1 

 Z2: spot senyawa 2 

W1: diameter spot senyawa 1  

W2: diameter spot senyawa 2 

Nilai resolusi ≥ 1.5 dapat menunjukkan pemisahan dua puncak yang baik. 

e. Effisiensi (N) adalah keruncingan puncak dibandingkan panjang waktu dari 

senyawa kontak dengan fase diam. Dalam analisis menggunakan KLT 

Densitometri diperlukan puncak yang simetris (L. Wulandari, 2011). 

f. Nilai HETP (height equivalent of teoritical plate) atau JSTP (Jarak Setara 

Pelat Teori) merupakan panjang jarak tempuh eluen yang dibutuhkan 

sampai terjadinya satu kali kesetimbangan dalam fase gerak dan fase diam 

(L. Wulandari, 2011).  
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g. Nilai Standar deviasi  (SD) merupakan nilai statistik yang dimanfaatkan 

untuk menentukan bagaimana sebaran data dalam sampel, serta seberapa 

dekat titik data individu ke mean atau rata-rata nilai sampel (Swarjana, 

2022). 

h. Standar deviasi relatif (RSD) merupakan ukuran ketepatan relatif dan 

umumnya dinyatakan dalam persen. RSD merupakan digunakan untuk 

melihat tingkat ketelitian suatu metode (Heri Sismoro, 2013). 

2.4.4 Sistem Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

a. Fase diam  

Fase diam adalah lapisan tipis yang terdiri dari bahan padat yang dilapiskan 

pada permukaan penyangga datar dengan bantuan bahan pengikat. Terdapat 

beberapa bahan yang digunakan sebagai fase diam dalam kromatografi lapis tipis 

diantara silika gel, alumina, kieselguhr dan selulosa. Fase diam harus mengandung 

air sekecil mungkin, karena air akan menempati semua titik penyerapan sehingga 

tidak akan ada senyawa yang melekat. Sebelum digunakan, plat KLT sebaiknya 

diaktifkan terlebih dahulu dengan cara pemanasan pada suhu 110oC selama 30 

menit (Marjoni, 2016). 

Fase diam yang digunakan merupakan fase diam dengan sistem fase normal. 

Fase normal adalah suatu sistem kromatografi yang menggunakan fase diam yang 

bersifat lebih polar dibanding fase gerak (Rosamah, 2014). Fase diam yang 

digunakan adalah silika gel F254 yang bersifat polar dan berfosforesensi pada UV 

254 nm. F pada F254 berarti fosforesensi, menunjukkan adanya indikator 

fosforesensi anorganik sehingga pada panjang gelombang 254 nm fase diam ini 
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akan berfosforesensi. Fase diam berupa silika gel 60 F254 mempunyai makna yaitu 

plat memiliki ukuran pori – pori 60Å dan simbol F254 menunjukkan bahwa plat 

dapat berfluorosensi dibawah sinar ultraviolet pada panjang gelombang 254 nm 

(L. Wulandari, 2011).  

b. Fase gerak 

Fase gerak terdiri dari satu hingga beberapa pelarut dan apabila diperlukan 

dapat menggunakan sistem pelarut campur. Maka, untuk memisahkan senyawa- 

senyawa organik, biasanya selalu digunakan pelarut campuran untuk dapat 

memperoleh sistem pengembangan yang cocok sehingga hasil pemisahan 

senyawa menjadi lebih baik (Marjoni, 2016). Pada pemilihan eluen fase gerak 

yang digunakan untuk optimasi fase gerak mempunyai nilai theoritical plate 

number (N) paling besar, nilai height equivalent a theoritical plate (HETP) paling 

kecil, nilai resolusi (Rs) > 1,5 dan dapat menghasilkan puncak kromatogram yang 

simetris (L. Wulandari, 2011). 

2.5 Densitometri  

Densitometri adalah metode analisis instrumental untuk menentukan analit 

secara kualitatif maupun kuantitatif berdasarkan interaksi radiasi elektromagnetik 

(REM) dengan noda analit pada fase diam KLT. Metode ini biasa disebut metode 

KLT-Densitometri. Metode lainnya yang umum digunakan adalah KLT-

Densitometri, di mana parameter kuantitatif yang digunakan adalah tinggi puncak 

kurva densitometri dan area di bawah puncak kurva densitometri (L. Wulandari, 

2011).  
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Mode densitometer ada dua yaitu mode reflektan (remisi) dan transmitan. 

Mode reflektan bisa digunakan pada rentang spektral UV/Vis, fluoresensi dan 

peredaman fluoresensi. Spektral visual (400-800 nm) menggunakan lampu 

halogen dan tungsten, sedangkan pada spektral UV (190-400 nm) menggunakan 

lampu deuterium dan xenon. Untuk spektral fluoresensi digunakan lampu merkuri 

(L. Wulandari, 2011). 

Untuk menentukan kualitatif analit KLT-Densitometri dilakukan dengan 

cara membandingkan nilai Rf analit dan standart. Noda analit yang memiliki Rf 

sama dengan standar diidentifikasi kemurnian analitnya dengan cara 

membandingkan spektrum densitometri analit dan standart. Sedangkan untuk 

menentukan kuantitatif analit dilakukan dengan cara membandingkan luas area 

noda analit dengan luas area noda standart pada fase diam yang diketahui 

konsentrasinya atau menghitung densitas noda analit dan membandingkannya 

dengan densitas noda standart (L. Wulandari, 2011). 

Apabila pada fase diam tidak ada noda, maka cahaya yang jatuh akan 

dipantulkan kembali. Namun, jika cahaya tersebut dijatuhkan pada plat yang 

terdapat noda dari suatu senyawa, maka sebagian cahaya akan diserap dan 

intensitas yang dipantulkan akan berbeda dengan intensitas cahaya yang datang. 

Sumber radiasi yang digunakan dapat dipilih yaitu sinar UV (lampu deuterium), 

sinar VIS (lampu tungsten) dan sinar fluoresensi (lampu merkuri). (L. Wulandari, 

2011). 

Sinar yang dipancarkan berupa sinar polikromatik masuk melewati celah 

monokromator. Dalam monokromator sinar didispersikan menjadi sinar 
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monokromatik dengan teknik grating. Sinar monokromatik dengan panjang 

gelombang terpilih keluar melalui celah keluar monokromator. Sinar 

monokromatik dengan panjang gelombang terpilih dipantulkan melalui cermin 

sehingga mengenai objek (lempeng KLT). Sinar yang datang dapat direfleksikan 

maupun diteruskan. Sinar yang direfleksikan atau diteruskan ditangkap oleh 

pengganda foton (photomultiplier) berfungsi menggandakan sinar yang datang 

sehingga dihasilkan elektron yang terbaca oleh sistem komputer sebagai data 

output (L. Wulandari, 2011). 

Interaksi radiasi elektromagnetik (REM) adalah intensitas cahaya yang 

mengenai molekul senyawa dalam noda. Interaksi radiasi elektromagnetik dengan 

noda pada fase diam KLT menentukan intensitas cahaya yang diabsorpsi, 

ditransmisi, dipantulkan (refleksi) oleh noda analit dari intensitas REM semula. 

Metode langsung untuk analisa kuantitatif yang sederhana berupa perbandingan 

visual intensitas noda jumlah sampel dengan noda standar yang dikembangkan 

secara bersamaan. Metode ini biasa disebut metode ekstraksi noda meliputi 

tahapan pengeringan lempeng, penandaan noda analit, memotong bagian lempeng 

yang mengandung analit, mengumpulkan sorben, ekstraksi analit dari sorben, dan 

pengukuran dengan dibandingkan standar secara mikroanalitikal, seperti absorpsi 

larutan atau spektrofotometri fluoresensi (L. Wulandari, 2011). 

Metode kuantifikasi ekstraksi noda biasanya memakan waktu lama, dan 

sering tidak akurat. Hal ini disebabkan sulitnya menentukan penempatan 

lingkaran noda secara tepat, hilangnya sorben selama pemotongan dan 

pengumpulan, ekstraksi kurang reprodusibel dan tidak sempurna dari sorben. 
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Maka dari itu metode yang umum digunakan adalah KLT-Densitometri dengan 

parameter kuantitatif yang digunakan adalah tinggi puncak kurva densitometri dan 

area di bawah puncak kurva densitometri (L. Wulandari, 2011).  

Pada mode densitometer ada dua mode di antaranya, mode reflektan 

(remisi) dan transmitan. Mode reflektan bisa digunakan pada rentang spektral UV-

Vis, fluoresensi dan peredaman fluoresensi. Spektral visual (400-800 nm) 

menggunakan lampu halogen dan tungsten, sedangkan pada spektral UV (190-400 

nm) menggunakan lampu deuterium dan xenon. Untuk spektral fluoresensi 

digunakan lampu merkuri (L. Wulandari, 2011). 

Metode Densitometri memiliki kelebihan yaitu spesifikasi yang tinggi, hasil 

yang didapatkan dapat dipercaya, dapat dilakukan dengan mudah serta cepat, fase 

gerak yang dipilih dapat menghasilkan fleksibilitas besar, optimasi pemisahan 

dapat dilakukan dengan beragam teknik. Dengan metode KLT-Densitometri akan 

divalidasi sehingga memperoleh hasil yang dapat dipertanggungjawabkan cukup 

valid jika semua factor telah terpenuhi (L. Wulandari, 2011). 

Data yang didapat dari analisis instrumen densitometer disubstitusikan ke 

dalam persamaan regresi linier y = bx+a  yang digunakan untuk membandingkan 

kurva kalibrasi dan hasil yang didapat dinyatakan dalam %b/b. Dimana x adalah 

kadar senyawa kimia pada sampel dan y adalah luas area yang diperoleh dari 

analisis dengan instrumen CAMAG TLC Scanner 4  densitometri. Kurva kalibrasi 

dari 5 titik menghasilkan garis linear daerah uji. Nilai regresi yang didapat 

kemudian digunakan untuk perhitungan kadar senyawa kimia pada sampel.  
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Pengujian penetapan kadar ini menggunakan instrument CAMAG TLC Scanner 4 

sebagai densitometer untuk melakukan analisis (L. Wulandari, 2011). 

Hasil kurva baku digunakan untuk mendapatkan persamaan regresi linier 

yang selanjutnya digunakan untuk menghitung kadar senyawa kimia pada sampel. 

Pada pengujian dilakukan pengujian kualitatif dan kuantitatif menggunakan TLC 

densitometry scanner 4. Prinsip instrumen TLC densitometry scanner 4 

mempunyai kerapatan kromatogram senyawa uji yang dipisahkan diukur dan 

dibandingkan dengan kerapatan kromatogram senyawa standar yang dielusi 

bersama-sama (L. Wulandari, 2011).  
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BAB III KERANGKA KONSEP 

3.1 Kerangka Konsep 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan : 

   = Diteliti 

   = Tidak diteliti 

 

Gambar 3.1 Kerangka Konsep

Simplisia Daun Afrika (Vernonia 

amygdalina)  

Ekstrak Metanol Daun Afrika 

(Vernonia amygdalina) 
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3.2 Hipotesis Penelitian  

Hipotesis merupakan jawaban sementara terhadap masalah yang menjadi 

objek dalam penelitian. Berdasarkan kerangka konseptual diatas, maka yang 

menjadi hipotesis adalah : 

H1 : Terdapat kadar flavonoid total pada fraksi etil asetat daun afrika (Vernonia 

amygdalina) pada analisis penetapan yang menggunakan KLT- Densitometri. 

  



 
 

49 
 

BAB IV METODE PENELITIAN 

4.1 Design Penelitian  

Design penelitian adalah suatu tahapan rencana kerja yang harus dilalui atau 

dibuat oleh seorang peneliti agar penelitian yang akan dilakukan dapat terlaksana 

sesuai dengan tujuan yang akan dicapai (Mulyadi, 2012). Jenis penelitian yang 

dilakukan adalah penelitian True Experimental Laboratories yang merupakan 

penelitian yang dilakukan di laboratorium. 

4.2 Populasi dan Sampel 

4.2.1 Populasi 

Sugiyono (2018:130) mengartikan populasi sebagai wilayah generalisasi 

yang terdiri atas obyek/subyek yang mempunyai kualitas dan karakteristik tertentu 

yang ditetapkan oleh peneliti untuk dipelajari dan kemudian ditarik 

kesimpulannya (Imron, 2019). 

Populasi pada penelitian ini adalah seluruh tanaman daun Afrika (Vernonia 

amygdalina) yang berwarna hijau pekat dengan pemukaan daun kasar. warna 

cabang daun Afrika berwarna hijau dan sedikit berwarna cokelat ketika telah tua. 

Tamanan daun Afrika ini diperoleh dari sekitar daerah Sumenep, Madura 

(Solikhah, 2021). 

4.2.2 Sampel 

Sugiyono (2018:131) mengemukakan bahwa sampel adalah bagian dari 

jumlah dan karakteristik yang dimiliki oleh populasi tersebut (Imron, 2019). 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini berupa simplisia dengan 

potongan kecil (cacahan) dari daun Afrika (Vernonia amygdalina) berusia tua, 
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segar berwarna hijau pekat dengan pemukaan daun kasar. warna cabang daun 

Afrika berwarna hijau dan sedikit berwarna cokelat ketika telah tua. Sampel daun 

Afrika yang digunakan untuk penelitian ini telah melalui proses pengolahan 

simplisia yang diperoleh dari daerah Sumenep, Madura. Jumlah simplisia yang 

disiapkan sekitar kurang lebih 1 kg simplisia daun afrika (Solikhah, 2021). 

4.3 Determinasi Tanaman Daun Afrika (Vernonia amgydalina) 

Determinasi adalah membandingkan suatu tumbuhan dengan satu tumbuhan 

lain yang sudah dikenal sebelumnya (dicocokkan atau dipersamakan), sehingga 

dapat menghindari kesalahan dalam pengumpulan bahan yang akan diteliti 

(Suroso, 2016). 

Determinasi tumbuhan yaitu dilakukan di Laboratorium Politeknik Negeri 

Jember dengan membawa semua bagian dari tanaman daun afrika (Vernonia 

amygdalina). Determinasi ini bertujuan untuk mengetahui dan memastikan bahwa 

tanaman yang digunakan benar – benar spesies dari Vernonia amygdalina dari 

famili asteraceae (Suroso, 2016).  

4.4 Variabel Penelitian  

4.4.1 Variabel Bebas 

Variabel   ini   sering   disebut   variabel  stimulus,    prediktor,    antecedent.    

Dalam bahasa  indonesia  disebut  sebagai  variabel  bebas.  Variabel  bebas  

merupakan  variabel yang   mempengaruhi   atau   yang   menjadi sebab  

perubahannya  atau  timbulnya  variabel dependen (terikat). Variabel ini biasa 

disebut juga variabel eksogen (Ridha, 2017). 
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Variabel bebas pada peneltian ini adalah optimasi kondisi analsis 

menggunakan KLT- densitometri dan fraksi etil asetat daun afrika. 

4.4.2 Variabel Terikat 

Variabel     dependen     disebut     juga variabel  output,  kriteria,  

konsekuen.  Dalam bahasa   indonesia   disebut   variabel   terikat. Variabel  

terikat  merupakan  variabel  yang dipengaruhi atau yang menjadi akibat, karena 

adanya  variabel  bebas.  Variabel terikat juga disebut variabel indogen (Ridha, 

2017). Variabel terikat pada penelitian ini adalah  penetapan kadar flavonoid total. 

4.4.3  Variabel Terkendali  

Variabel  control (Terkendali)  adalah  variabel  yang dikendalikan  atau  

dibuat  konstan  sehingga hubungan    variabel    independen    terhadap dependen  

tidak  dipengaruhi  oleh  faktor  luar yang  tidak  diteliti.  Variabel  kontrol  sering 

digunakan,  bila  akan  melakukan  penelitian yang bersifat membandingkan, 

melalui penelitian eksperimen (Ridha, 2017). 

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah determinasi tanaman daun 

afrika (Vernonia amygdalina), metode ekstraksi serbuk simplisia daun afrika 

(Vernonia amygdalina) dan identifikasi skrining uji fitokimia.  

4.5 Lokasi dan Waktu Penelitian 

Lokasi penelitian dilaksanakan dalam Laboratorium Biologi Farmasi 

Universitas dr. Soebandi Jember  untuk melaksanakan proses ekstraksi atau 

pengolahan sampel daun afrika (Vernonia amygdalina) dan dilanjutkan 

menggunakan Laboratorium Kimia Farmasi Universitas dr Soebandi Jember. 

Untuk waktu penelitian akan dilakukan mulai bulan Januari – Agustus 2022. 
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4.6 Definisi Operasional 

Menurut (Sugiyono, 2014:96) definisi operasional adalah suatu atribut atau 

sifat atau nilai dari obyek atau kegiatan yang memiliki variasi tertentu yang 

ditetapkan oleh peneliti untuk dipelajari dan kemudian ditarik kesimpulannya 

(Lestari., 2016). 

Tabel 4.1 Definisi Operasional Variabel 

Variabel Pengertian Cara Ukur Alat Ukur Skala Hasil 

Optimasi 

kondisi 

analisis 

menggunakan 

KLT-

Densitometri 

 

Analisis yang 

memiliki 

kepekaan tinggi 

untuk 

menganalisis 

senyawa yang 

dideteksi dengan  

memperhatikan 

teknik penotolan 

pada suatu 

ekstrak. volume 

ekstrak yang 

ditotolkan dalam 

jumlah yang 

sama. 

a. Penentuan fase 

gerak 

menggunakan 

toluene : etil 

asetat : asam 

asetat glasial 

(6:4:0,5) v/v/v 

b. Penentuan 

panjang 

gelombang 

250-450 nm 

menggunakan 

KLT-

Densitometri 

c. Penentuan 

konsentrasi 

100, 200, 300, 

400, dan 500 

ppm 

KLT-

Densitometri, 

Gelas Ukur 

dan Pipet 

Ukur 

Ratio Satuan hasil 

ukur 

optimasi 

dinyatakan 

dalam ppm. 

Fraksinasi etil 

asetat daun 

afrika 

Fraksinasi 

adalah metode 

ekstraksi yang  

bertujuan untuk 

mendapatkan 

ekstrak yang 

lebih murni dan 

merupakan 

metode 

pemisahan pada 

Hasil maserasi 

ekstrak metanol 

daun afrika 

kental disuspensi 

dengan metanol : 

air (1:1). 

Selanjutnya, di 

gunakan pelarut 

etil asetat : n-

heksan (8:2) 

Pelarut  Ratio Nilai % 

rendemen 

ekstrak 

kental  
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senyawa 

metabolik 

tunggal dan 

dapat pula 

menghilangkan 

senyawa-

senyawa lain 

yang mengotori 

atau 

mengganggu. 

dengan 

ditambahkan n-

heksana  ke 

dalam corong 

pisah dan 

dilakukan 

fraksinasi yang 

diperoleh fraksi 

n-heksana dan 

fraksi larut air. 

Kemudian, 

fraksi larut air 

ditambahkan etil 

asetat dan di 

lakukan 

fraksinasi 

kembali yang 

diperoleh hasil 

fraksi etil asetat 

daun afrika. 

Penetapan 

kadar 

flavonoid total 

Salah satu 

metode 

pemisahan yang 

lebih simple dan 

mampu 

menghasilkan 

pemisahan yang 

akurat untuk 

senyawa-

senyawa yang 

tidak volatil 

dengan 

konsentrasi 

sangat kecil. 

 

Larutan standar 

Kuersetin dan 

sampel 

Flavonoid 

ditotolkan pada 

lempeng KLT 

yang sama yaitu 

berukuran 9 x 10 

cm dengan 

batasan atas dan 

bawah sepanjang  

1 cm dan dibuat 

totolan jarak 

antar totolan 

sepanjang 1 cm. 

Alat penotol 

yang digunakan 

yaitu mikropipet 

dengan ukuran 1 

μl. Larutan 

KLT-

Densitometri 

Rasio Nilai % 

RSD 

(Standart 

Deviasi 

Relatif) 

yang 

diperoleh 

dari nilai 

SD 

(Standart 

Deviasi) 

yang di bagi 

dengan % 

kadar rata – 

rata sampel. 
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standart dan 

sampel 

ditotolkan 4 μl 

pada lempeng 

KLT yang telah 

diaktivasi dan 

dilakukan 

replikasi totolan 

sebanyak 5 kali 

pada standart 

dengan 

konsentrasi 

berbeda dan 3 

kali replikasi 

pada sampel 

Kemudian 

lempeng KLT 

tersebut dielusi 

pada chamber 

yang telah 

dijenuhkan 

hingga jarak 75 

mm. Lempeng 

diangin-

anginkan 

kemudian 

dideteksi dengan 

densitometer 

pada panjang 

gelombang 

maksimal yang 

diperoleh.  

 

Identifikasi 

skrinning 

fitokimia 

terhadap Daun 

Afrika 

Proses larutan 

ekstrak daun 

afrika (ekstrak + 

pelarut) yang 

ditambahkan 

dengan pereaksi 

tertentu untuk 

Fraksi etil asetat 

daun afrika 

ditambahkan 

dengan pereaksi 

tertentu 

kemudian lihat 

perubahan yang 

Larutan 

perekasi atau 

reagen 

Nominal Reaksi 

warna dan 

tinggi buih. 
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melihat 

perubahan yang 

terjadi pada 

larutan tersebut.  

terjadi pada 

larutan.  

 

4.7 Tehnik dan Instrumen Pengumpulan Data  

4.7.1 Pengolahan Simplisia dan Pembuatan Ekstraksi  

a. Pengambilan Sampel  

Pengambilan sampel diperoleh dari daerah sekitar di Kecamatan Kota, 

Kabupaten Sumenep, Madura. Sampel yang digunakan adalah bagian Daun 

Afrika, pengambilan sampel dengan cara memetik daun afrika yang sudah tua dan 

masih segar berwarna hijau pekat. Daun afrika yang berusia tua di petik 5 helai 

daun dari pucuk berwarna hijau pekat yang diambil pada saat fotosintesis (Pukul 

10.00 - 12.00) agar diperoleh zat yang maksimal (Kapitan, 2018). 

b. Pengolahan Sampel  

Pada umumnya pembuatan simplisia melalui tahapan di antaranya,  

pengumpulan simplisia, sortasi basah, pencucian, perajangan, pengeringan, sortasi 

kering, pengepakan dan penyimpanan (DepKes RI, 1985) (Guswandi, 2014). 

Pada penelitian ini pengolahan sampel daun afrika (Vernonia Amygdalina) 

meliputi proses sortir basah. Kemudian dilanjut pencucian menggunakan tisu 

dapur (berbahan seperti kain flanel) dengan cara diusap dengan sedikit air pada 

setiap daun hingga bersih. Selanjutnya, di lakukan pengeringan sampel dengan 

cara di angin-anginkan setelah itu proses pengeringan berlanjut dengan 

menggunakan pengeringan alami yaitu pengeringan dengan sinar matahari 

langsung yang diatasnya di bentangkan paranit agar cahaya matahari tersaring dan 
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tidak langsung terpapar pada daun. Pengeringan dilakukan untuk menghilangkan 

kadar air dalam bahan untuk memperlancar proses analisis dan menambah daya 

awet bahan tersebut selanjutnya dilakukan proses ekstraksi. Setelah itu di lanjut 

dengan sortasi kering dilakukan proses pengecilan simplisia menjadi potongan 

kecil (cacahan) menggunakan blender, pengecilan ukuran simplisia akan dapat 

mempercepat proses ekstraksi. Terakhir, dilakukan pengepakan dan penyimpanan. 

Selama penyimpanan ada kemungkinan terjadi kerusakan pada simplisia. Oleh 

karena itu, dipilih wadah yang bersifat tidak beracun dan tidak bereaksi dengan 

bahan yang dikemas. Hal ini bertujuan agar tidak menyebabkan terjadinya reaksi 

serta penyimpangan warna, bau, rasa, dan sebagainya pada simplisia (Parfati., 

2018). 

1. Maserasi  

Metode yang peneliti gunakan  yaitu ekstraksi maserasi dengan beberapa 

modifikasi pada bagian perbandingan simplisia dan pelarut serta pada proses 

pemekatan ekstrak daun afrika (Vernonia amygdalina). Sampel daun afrika 

(Vernonia amygdalina) yang sebelumnya telah diserbukkan. Kemudian, 

ditimbang sebanyak 100 gram. Selanjutnya, sampel di tempatkan dalam toples 

kaca, maserasi kemudian ditambahkan 1 liter metanol hingga semua sampel 

terendam keseluruhan setelah itu di tutup rapat. Dibiarkan selama 3x24 jam 

terlindung dari cahaya, sambil sesekali diaduk agar proses ekstraksi berjalan 

maksimal. Kemudian, di saring dan dipisahkan ampas dan filtratnya. Seluruh 

filtrat yang diperoleh digabungkan kemudian diuapkan dengan penangas air 

sederhana (Water bath) pada suhu ≤60°C sesuai dengan titik didih metanol 
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sehingga diperoleh ekstrak kental metanol daun afrika (A. R. Wulandari et al., 

2021) 

2. Fraksinasi 

Selanjutnya peneliti mengekstraksi kembali ektrak kental hasil maserasi 

dengan metode ekstraksi fraksinasi dengan beberapa modifikasi. Fraksinasi 

dilakukan dengan mensuspensikan ekstrak kental menggunakan pelarut methanol 

: air (1:1). Partisi hasil suspensi  selanjutnya ditambahkan pelarut etil asetat : n-

heksan (8:2). Tambahkan n-heksana ke dalam corong pisah dan difraksinasi yang 

memperoleh fraksi larut air dan fraksi n-heksana. Hasil fraksi larut air kemudian 

ditambahkan ke etil asetat, selanjutnya di fraksinasi kembali hingga menghasilkan 

fraksi etil asetat. Terakhir, mengentalkan hasil fraksinasi dengan penangas air 

sederhana (Water bath) pada suhu ≤60°C sesuai dengan titik didih metanol 

sehingga diperoleh ekstrak kental tiap fraksi (Najihudin et al., 2017). 

4.7.2 Skrining Fitokimia  

Pada identifikasi uji kandungan fitokimia dilakukan pembuatan larutan 

induk, kemudian diambil beberapa mL dari larutan induk yang telah dibuat. 

Pembuatan larutan induk pada uji untuk skrining fitokimia dilakukan dengan 

melarutkan 200 mg fraksi etil asetat daun afrika (Vernonia amygdalina) dalam 20 

mL metanol (Susanti et al., 2015). 

a. Identifikasi Flavonoid  

Di ambil 1 mL larutan fraksi daun afrika. Kemudian dimasukkan kedalam 

tabung reaksi ditambahkan metanol 4 mL. Selanjutnya, dilakukan pemanasan di 

penangas air, filtrat yang didapat dari pemanasan di tambahkan H2SO4. Jika  
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terbentuk warna hijau kehitaman berarti positif flavonoid (Kurang & Adang, 

2018). 

b. Identifikasi Alkaloid  

Di ambil 2 mL larutan fraksi daun afrika. Kemudian, diuapkan diatas cawan 

porselin hingga diperoleh residu. Residu kemudian dilarutkan dengan 5 mL HCL 

2N. Larutan yang didapat kemudian di bagi ke dalam 3 tabung reaksi. Tabung 

pertama ditambahkan dengan asam encer yang berfungsi sebagai blanko. Tabung 

kedua ditambahkan 3 tetes pereaksi mayer dengan menunjukkan adanya endapan 

putih. Tabung ketiga ditambahkan 3 tetes pereaksi wagner terbentuknya endapan 

coklat dan tabung ketiga ditambahkan pereaksi dragendorff  sebanyak 3 tetes 

terbentuk endapan muda sampai kuning dan jingga (Susanti et al., 2015). 

c. Identifikasi Terpenoid dan Steroid  

Di ambil 2 mL larutan fraksi daun afrika. Kemudian, dimasukkan dalam 

tabung reaksi. Selanjutnya, ditambahkan dengan 2 mL etil asetat dan dikocok. 

Lapisan etil asetat diambil lalu ditetesi pada gelas arloji yang kemudian 

diteteskan, dibiarkan sampai kering. Setelah kering, ditambahkan 2 tetes asam 

asetat anhidrat dan 1 tetes asam sulfat pekat. Apabila terbentuk warna merah atau 

kuning berarti positif terpenoid. Apabila terbentuk warna hijau berarti positif 

steroid (Muthmainnah B, 2017). 

d. Identifikasi Saponin  

Di ambil 1 mL larutan fraksi daun afrika lalu dimasukkan kedalam tabung 

reaksi ditambahkan 10 mL air panas, didinginkan. Kemudian, dikocok kuat-kuat 

selama 10 detik positif mengandung saponin jika terbentuk buih setinggi 1-10 cm 
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tidak kurang 10 menit dan pada penambahan 1 tetes HCl 2 N, buih tidak hilang 

(Kurang & Adang, 2018).  

e. Identifikasi Tanin  

Di ambil 1 mL larutan fraksi daun afrika lalu dimasukkan kedalam tabung 

reaksi ditambahkan 10 mL air panas. Kemudian, dididihkan selama 5 menit dan 

filtrat yang dihasilkan ditambahkan FeCl3 3-4 tetes, jika berwarna hijau biru 

(hijau-hitam) berarti positif adanya tanin katekol sedangkan jika berwarna biru 

hitam berarti positif adanya tanin pirogalol (Muthmainnah B, 2017). 

4.7.3 Penetapan Kadar Flavonoid menggunakan KLT-Densitometri 

a. Optimasi Flavonoid Menggunakan KLT-Densitometri  

1. Penentuan Fase Gerak  

Penentuan Fase gerak yang digunakan untuk optimasi fase gerak yang 

didasarkan pada penelitian sebelumnya :  

a) Fase gerak Toluene : Etil asetat: Asam format, (5: 4 : 0,2) v/v/v. 

Menurut (Fatmawati, 2019). 

b) Fase gerak Kloroform : Metanol (9:1) v/v. Menurut (Pramesti., 2021). 

c) Fase gerak yang terdiri dari campuran Etil asetat : Metanol: Aquadest 

dengan perbandingan (10; 2,5: 0,5) v/v/v. Menurut (Arifa Mustika, 

2015). 

d) Fase gerak Toluene : Etil Asetat : Asam Asetat glasial (6:4:0,5) v/v/v 

(Maulana, 2018). 
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2. Penentuan panjang gelombang 

Optimasi panjang gelombang dilakukan dengan scanning noda analit 

pada Camag TLC Scanner (Densitometri) dan software program vision 

CATS. Penilaian panjang gelombang maksimal dilakukan pada area panjang 

gelombang antara 250 - 450 nm. Penilaian panjang gelombang optimum 

dipilih berdasarkan panjang gelombang yang memiliki insensitas spektrum 

yang paling tinggi (Aminah., 2017).  

3. Penentuan Konsentrasi  

Optimasi konsentrasi uji dilakukan pemilihan konsentrasi uji 100, 200, 

300, 400, dan 500 ppm. Pemilihan ini didasarkan pada hasil optimasi yang 

menunjukkan perkiraan kandungan flavonoid pada daun Afrika (Vernonia 

amygdalina). Dengan tujuan untuk mempermudah preparasi sampel, 

konsentrasi uji yang digunakan untuk optimasi adalah tingkat konsentrasi 

yang terbilang tinggi (Ariel Stanley, 2018). 

b. Aktivasi Lempeng KLT Silika Gel F254   

Pada aktivasi lempeng KLT yaitu Lempeng silika gel 60 F254 dengan ukuran 

20 x 20 cm yang telah disiapkan. Lempeng tersebut kemudian dipotong dengan 

ukuran 9 x 10 cm. Kemudian, lempeng KLT dicuci dengan menggunakan 

metanol. Lempeng KLT diaktivasi dengan pemanasan di oven pada suhu 120 oC 

selama kurang lebih 30 menit (L. Wulandari, 2011) 

c. Penjenuhan Chamber  

Fase gerak yang akan digunakan Toluene : Etil Asetat : Asam Asetat glasial 

(6:4:0,5) v/v/v. dituang kedalam dasar bejana/chamber. Kemudian, dicelupkan 
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pada kertas saring pada fase gerak. Bejana ditutup, lalu fase gerak dibiarkan 

menguap hingga  membasahi kertas saring selama kurang lebih 1 jam atau bila 

fase gerak telah mencapai tujuh perdelapan tinggi kertas saring (FI V, 2014). 

d. Pembuatan Larutan Baku Kuersetin 

Baku Kuersetin ditimbang seksama kurang lebih 25 mg. Kemudian,  

dilarutkan dengan metanol hingga batas tanda di dalam labu takar 25 mL sehingga 

didapat konsentrasi larutan stok Kuersetin 1000 ppm (Ariel Stanley, 2018).  

e. Pembuatan Larutan Standart Kuersetin  

Larutan seri kuersetin dibuat dengan mengambil masing-masing 100, 200, 

300, 400, dan 500 ppm (Ariel Stanley, 2018).  

f. Pembuatan Larutan Sampel 

Di timbang 25 mg fraksi etil asetat daun afrika, masukkan labu ukur 5 mL 

kemudian dilarutkan dengan sedikit metanol. Gunakan ultrasonik hingga 

homogen. Selanjutnya di tambahkan larutan metanol ad tanda batas (Lakukan 3 

Replikasi) (Farmakope Herbal Indonesia Edisi II, 2017). 

g. Penentuan Nilai Rf  

Faktor retardasi (Retardation faktor=Rf) merupakan parameter yang 

digunakan untuk menggambarkan migrasi senyawa dalam KLT. Nilai Rf 

merupakan parameter yang menyatakan posisi noda pada fase diam setelah 

dielusi. Penentuan harga Rf analit, yaitu dengan membandingkan jarak migrasi 

noda analit dengan jarak migrasi fase gerak/eluen. 

Rf :  Jarak migrasi noda analit 

Jarak migrasi fase gerak / eluen 
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Angka Rf berjangka antara 0,00 dan 1,00. Hanya dapat ditentukan dua 

desimal (Apriyola et al., 2020). Nilai Rƒ sendiri merupakan konstanta untuk setiap 

komponen yang hanya dalam kondisi percobaan yang identic. Nilai Rf berkisar 

antara 0 hingga 1 dan nilai Rf terbaik antara 0,2- 0,8 untuk deteksi UV dan 0,2- 

0,9 untuk deteksi visibel serta 20-80 untuk Rf relatif pada deteksi UV (L. 

Wulandari, 2011).   

h. Penentuan Kurva Baku  

Larutan seri standart kuersetin konsentrasi 100, 200, 300, 400, 500 ppm dan 

3 replikasi larutan sampel di ditotol menggunakan mikropipet ukuran 1 μL  

sebanyak 4 μL pada lempeng KLT yang telah diaktivasi pada suhu 120oC selama 

± 30 menit. Penotolan pada lempeng silika gel 60 F254 KLT yang sama yaitu 

berukuran 20 x 20 cm yang kemudian dipotong 9 x 10 cm. Penotolan dilakukan 

pada lempeng KLT yang sebelumnya di beri batasan atas dan bawah sepanjang 1 

cm dan untuk jarak antar totolan sepanjang 1 cm. (Ariel Stanley, 2018). 

i. Analisis Hasil KLT-Densitometri 

Setelah dilakukan penotolan pada lempeng KLT. Kemudian, lempeng KLT 

tersebut dielusi hingga jarak 75 mm pada chamber yang telah dijenuhkan dengan 

fase gerak (kloroform : metanol). Selanjutnya, plat diangkat, diangin-anginkan 

dan dikeringkan untuk di uji dengan menggunakan densitometer pada λmaks 

kuersetin dan dibaca serapan panjang gelombang maksimal yang telah didapatkan 

sebelumnya. Analisis data hasil densitometri berupa densitogram yang memiliki 

luas area dan harga Rf berbeda-beda. Hasil densitogram dirata-rata untuk 3 

replikasi tiap sampel. Rata-rata luas area tiap sampel selanjutnya dimasukkan ke 
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dalam persamaan kurva kalibrasi daerah linier y= bx +a hubungan antara 

konsentrasi dengan respon. sehingga dapat diketahui massa flavonoid yang 

didapatkan pada masing – masing sampel (Ariel Stanley, 2018) (Saputri, 2014). 

Kandungan flavonoid total dinyatakan sebagai jumlah gram kuersetin ekuivalen 

tiap gram ekstrak yang, meliputi (Syarifuddin., 2019): 

Rumus kadar total flavonoid : 

X =    Y   -   a     x FP 

b 

Kadar Flavonoid  =  Massa Flavonoid 

Sampel 

Keterangan :  

Y = Absorbansi 

X = Konsentrasi analit 

a = Konstanta 

b = Koefisien regresi 

FP = Faktor Pengenceran 
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BAB V HASIL PENELITIAN 

5.1 Data Umum 

5.1.1 Determinasi Tanaman Daun Afrika (Vernonia amgydalina) 

Hasil determinasi yang dilakukan di Politeknik Jember menyatakan bahwa 

benar tanaman yang digunakan adalah bagian daun dari tanaman afrika (Vernonia 

amgydalina) dan hasil dapat di lihat pada lampiran 2.  

5.1.2 Ekstraksi Maserasi  

Pada ekstraksi maserasi ini telah didapatkan hasil nilai ekstraksi maserasi 

yang dapat dilihat pada Tabel 5.1 : 

Tabel 5.1 Hasil Perhitungan Maserasi Ekstrak Metanol Daun Afrika 

Hasil ekstrak kering 
Hasil 

penimbangan 

Berat serbuk awal (g) 100 

Berat vial kosong (g) 11,66 

Berat vial + ekstrak kering (g) 23,90 

Berat ekstrak kering(g) 12,24 

% Rendemen 12,24% 

 

5.1.3 Ekstraksi Fraksinasi  

Pada ekstraksi Fraksinasi ini telah didapatkan hasil nilai ekstraksi maserasi 

yang dapat dilihat pada Tabel 5.2 : 

Tabel 5.2 Hasil Perhitungan Fraksinasi Fraksi Daun Afrika 

Hasil ekstrak kering 
Hasil 

penimbangan 

Berat serbuk awal (g) 12,24 

Berat vial kosong (g) 14.01 

Berat vial + ekstrak kering (g) 17.27 
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Berat ekstrak kering(g) 3,26 

% Rendemen 26,63% 

 

5.2 Data Khusus 

5.2.1 Skrining Uji Fitokimia 

Hasil dari skrining uji fitokimia yang telah di teliti yaitu sebagai berikut ini, 

dapat di lihat pada Tabel 5.3  : 

Tabel 5.3 Hasil Skrining Uji Fitokimia Daun Afrika 

No 
Identifikasi yang 

dilakukan 

Terdapat 

(+)/ Tidak 

terdapat 

(-) 

Nama Pereaksi 

Perubahan 

yang 

terjadi 

1. Identifikasi flavonoid (+) 
Pereksi Lieberman 

Burchard (H2SO4) 

Hijau 

Kehitaman 

2.  Identifikasi alkoloid  (+) 

HCl 2N dipanaskan, 

dibagi 3, ditambah : 

Pereaksi Mayer 

Endapan 

berwarna 

Putih 

Pereaksi Wagner 

Endapan 

Berwarna  

Coklat 

Pereaksi Dragendrof 

Endapan 

Berwarna 

Jingga 

3. 
Identifikasi terpenoid 

dan steroid 
(+) Steroid 

Etil asetat + Asam 

asetat anhidrat + 

Asam sulfat pekat 

Berwarna 

Hijau 

4. Identifikasi saponin (+) 
HCl 2N dikocok 20 

detik  

Terbentuk 

buih dalam 

20 menit 
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5. Identifikasi tanin  (-) 10 mL air + FeCl3 

Tidak ada 

perubahan 

warna 

 

5.2.2 Optimasi Kondisi Analisis Kadar Flavonoid Total  

a. Penentuan Fase Gerak  

Data perhitungan Number (N) dan Height Equivalent of Theoritical Of Plate 

(HETP) yang didapat : 

Tabel 5.4 Data Number (N) dan Height Equivalent Of Theoritical Plate (HETP) 

Nama Resolusi (Rs) Number (N) 
Height Equivalent Of 

Theoritical Plate (HETP) 

Q1 100 ppm 0,722 77,096 1,16 

Q2  200 ppm 0,337 26,370 3,41 

Q3 300 ppm 0,436 15,155 5,93 

Q4 400 ppm 0,570 8,198 10,97 

Q5 500 ppm 0,580 8,251 10,90 

F1 5000 ppm 0,0676 45,016 1,99 

F2 5000 ppm 0,502 45,008 1,99 

F3 5000 ppm 0,162 41,283 2,18 

Rata - Rata 0,401 33,297 4,78 

 

Hasil beberapa optimasi fase gerak yang dilakukan sebanyak 4 kali dengan 

beberapa campuran berbeda, diantaranya : 

1. Fase Gerak Toluene : Etil asetat : Asam Format (5 : 4 : 0,2) 

  
Gambar 5.1 Fase gerak Toluene : Etil Asetat : Asam Format (5 : 4 : 0,2) v/v/v  
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Hasil fase gerak pertama menggunakan Toluene : Etil Asetat : Asam Format 

(5 : 4 : 0,2) v/v/v. Dapat dilihat pada Gambar 5.1 (Fatmawati, 2019).  

2. Fase Gerak Kloroform : Metanol (9 : 1) v/v 

 
Gambar 5.2 Fase gerak Kloroform : Metanol (9 : 1) v/v 

Hasil optimasi fase gerak yang kedua yaitu menggunakan pelarut Kloroform 

: Metanol (9 : 1) v/v. Dapat dilihat pada Gambar 5.2 (Pramesti et al., 2021) 

3. Fase Gerak Etil asetat : Metanol : Aquadest (10 : 2,5 : 0,5) v/v/v 

 
Gambar 5.3 Fase gerak Etil asetat : Metanol : Aquadest (10 : 2,5 : 0,5) v/v/v 

Pada optimasi fase gerak yang ketiga yaitu menggunakan pelarut Etil asetat 

: Metanol : Aquadest (10 : 2,5 : 0,5) v/v/v. Dapat dilihat pada Gambar 5.3 (Arifa 

Mustika, 2015) 
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4. Fase Gerak Etil asetat : Metanol : Aquadest (10 : 2,5 : 0,5) v/v/v 

Pada penelitian ini hasil fase gerak yang diperoleh yaitu menggunakan  

Toluene; Etil asetat: Asam asetat glasial (6 : 4 : 0,5) v/v/v. Dapat dilihat dari 

Gambar 5.4 

 
Gambar 5.4 Fase gerak Toluene; Etil asetat: Asam asetat glasial (6:4:0,5) v/v/v 

Hasil yang di peroleh sesuai dengan rentang yang diharapkan standart dan 

sampel memisah secara seksama hingga pertengahan lempeng dan tidak melebihi 

batas garis. Standart dan sampel memisah dengan baik dan pemisahan yang terjadi 

tidak terlalu dekat dengan batas bawah pada tempat penotolan dan tidak terlalu 

jauh hingga batas atas. Dapat dilihat pada Gambar 5.4. 

Keterangan :  

Fase gerak  : Toluene : Etil Asetat : Asam Asetat Glasial (6;4;0,5) v/v/v  

Fase diam  : Silika gel F254  

Bercak standar  : Standar 1, 2, 3, 4 dan 5 (kiri ke kanan )  

Bercak sampel  : Sampel 6, 7 dan 8 (kiri ke kanan )  

Deteksi  : UV 254 nm 
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b. Penentuan Panjang Gelombang 

Pada penelitian ini hasil pengamatan spektrum yang dilakukan dengan 

pembacaan panjang gelombang pengukuran spektrum dalam rentang 250 – 450 

nm. diperoleh panjang maksimum 384 nm yang dapat kita lihat pada Gambar 5.5   

 
Gambar 5.5 Panjang Gelombang Maksimum (384 nm) 

Panjang gelombang yang terpilih dikarenakan perbandingan panjang 

gelombang (x) dan luas area (y) memberikan puncak tertinggi yaitu pada panjang 

gelombang 384 nm. Maka panjang gelombang maksimum yang digunakan adalah 

384 nm. Hasil rata – rata kolerasi yaitu 0,98110225. Data yang didapat dari 

analisis spectrum yang telah dilakukan, diantaranya dapat dilihat di Tabel 5.5 :  

Tabel 5.5 Data Kolerasi Spektrum 

 

c. Penentuan Konsentrasi  

Pada penelitian ini hasil optimasi konsentrasi yang diperoleh menggunakan 

konsentrasi yaitu 100, 200, 300, 400 dan 500 ppm dengan penotolan 4 μl dan 
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konsentrasi 3 replikasi sampel yaitu 5000 ppm, 5000 ppm, 5000 ppm. Konsentrasi 

yang dipilih bertujuan agar didapat Rf yang sesuai dan rentang antara konsentrasi 

tidak terlalu dekat pada standart.   

5.2.3 Penetapan Kadar Flavonoid Total  

a. Hasil Nilai Rf 

Pada penelitian ini 5 seri standar dan 3 sampel tersebut dieluasi 

menggunakan fase gerak toluene : etil asetat : asam asetat glasial (6:4:0,5) v/v/v 

dan fase diam silika gel  F254. Hasil yang diperoleh berdasarkan pengukuran 

nilai Rf tersebut, dapat dilihat pada Tabel 5.6 : 

Tabel 5.6 Data Nilai Luas Area dan Nilai Rf 
Vial ID Luas Area Rf 

Standar 1 (100 ppm) 0,00649 0,306 

Standar 2 (200 ppm) 0,01482 0,324 

Standar 3 (300 ppm) 0,01998 0,330 

Standar 4 (400 ppm) 0,03203 0,333 

Standar 5 (500 ppm) 0,03275 0,335 

Sampel 1 (5000 ppm) 0,00636 0,339 

Sampel 2 (5000ppm) 0,00739 0,340 

Sampel 3 (5000 ppm) 0,00712 0,344 

 

b. Hasil Kurva Baku 

Pada penelitian ini digunakan sebanyak 5 seri standar dengan konsentrasi 

yang  berbeda-beda, yaitu 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400 ppm dan 500 ppm. 

Berdasarkan pengukuran tersebut, didapatkan hasil regresi linier yang dapat 

dilihat pada Gambar 5.6 : 
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Gambar 5.6 Kurva Baku Kuersetin 

 

c. Hasil Penetapan Kadar Flavonoid 

Pada penelitian ini didapatkan hasil nilai kadar flavonoid pada fraksi etil 

asetat daun afrika. Berdasarkan pengukuran tersebut, dapat dilihat pada Tabel 5.7 

berikut ini : 

Tabel 5.7 Hasil Perhitungan Kadar Flvonoid Total 

Konsentrasi Absorbansi x 

Kadar 

Flavonoid 

Total 

x̄ Kadar 

Flavonoid 
SD RSD 

Rep 1 0,00636 8, 6978 x 10^4 3,47912 
3,82138 

mg/g 
0,25011 

6,5

% 

Rep 2 0,00739 10,1749 x 10^4 4,06996 

Rep 3 0,00712 9,7877 x 10^4 3,91508 

x̄ Kadar Flavonoid ± SD 3,82138 ± 0,25011 

x̄ % Kadar Flavonoid 15,285 % 
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BAB VI PEMBAHASAN 

6.1 Tehnik Dan Instrumen Pengumpulan Data  

6.1.1 Determinasi Tanaman Daun Afrika (Vernonia amygdalina) 

Determinasi tanaman pada daun afrika bertujuan untuk mengetahui suku 

dan jenis dari daun afrika (Vernonia amygdalina). Determinasi tanaman 

merupakan tahap awal yang dilakukan sebelum menuju tahap lebih lanjut pada 

proses penelitian. Determinasi tanaman merupakan proses dalam menentukan 

nama/jenis tumbuhan secara spesifik (Fikri, 2016). Hasil determinasi daun afrika 

(Vernonia amygdalina) yang dilakukan di Politeknik Jember menyatakan bahwa 

benar tanaman yang digunakan adalah bagian daun dari tanaman afrika (Vernonia 

amgydalina). Hasil determinasi dapat di lihat pada lampiran 2. 

6.1.2 Pengambilan Dan Pengolahan Daun Afrika 

Sampel tanaman daun afrika diperoleh di Kecamatan Kota, Kabupaten 

Sumenep, Madura. Bagian yang digunakan yaitu daun berusia tua dengan warna 

hijau pekat. Pengambilan daun afrika yaitu 5 helai daun dari pucuk di karena 

kandungan kadar senyawa metabolit sekunder pada daun afrika yang berusia tua 

lebih tinggi dari pada kandungan kadar senyawa kimia metabolit sekunder daun 

afrika yang berusia muda (Asante et al., 2017). Pengolahan simplisia daun afrika 

diperoleh potongan kecil berupa cacahan yang kemudian di simpan atau di  

kemasan ke dalam wadah standing pouch (Guswandi, 2014). 

Rendemen merupakan perbandingan antara hasil banyaknya metabolit yang 

didapatkan setelah proses ekstraksi dengan berat sampel yang digunakan. 

Rendemen dikatakan baik jika nilainya lebih dari 10%. Oleh karena itu rendemen 
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ekstrak kasar yang didapatkan dinyatakan baik karena hasil rendemen >10% 

(Wardaningrum, 2019). Nilai rendemen yang diperoleh dapat dipengaruhi oleh 

beberapa faktor, diantaranya jenis pelarut, konsentrasi pelarut, ukuran partikel 

simplisia, dan lamanya waktu ekstraksi. Keberhasilan pemisahan bergantung pada 

perbedaan kelarutan komponen yang akan dipisahkan dalam pelarut (Sineke et al., 

2016). 

Pemilihan pelarut untuk proses maserasi akan memberikan efektifitas yang 

tinggi melalui cara memerhatikan kelarutan senyawa bahan alam pelarut tersebut. 

Penelitian ini memilih pelarut  metanol karena pelarut tersebut dapat  mengisolasi 

lebih banyak jumlah metabolit sekunder seperti (senyawa fenolik, flavonoid dan 

tanin) dalam daun afrika dibandingkan dengan etanol. Selain itu juga, metanol 

mempunyai titik didih yang relatif rendah sehingga mudah menguap dan cicin C 

pada metanol lebih pendek, sehingga lebih polar daripada etanol, sehingga cocok 

untuk senyawa flavonoid yang juga memiliki sifat polar dengan prinsip like 

dissolven like yaitu suatu pelarut yang cenderung melarutkan senyawa yang 

mempunyai tingkat kepolaran yang sama. (Obenu, 2019).  

Senyawa polar akan larut dalam pelarut polar, begitu pula sebaliknya. Selain 

jenis pelarut, ukuran sampel juga mempengaruhi jumlah rendemen. Semakin kecil 

luas permukaan sampel akan semakin memperluas kontak dan meningkatkan 

interaksi dengan pelarut. Semakin halus bahan yang digunakan semakin tinggi 

rendemen yang dihasilkan. Perbesaran luasan permukaan bertujuan untuk 

mempercepat pelarutan, mempercepat reaksi kimia, dan mempertinggi 

kemampuan penyerapan (Sineke et al., 2016).   
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Fraksinasi ini bertujuan untuk memisahkan senyawa berdasarkan perbedaan 

kepolaran dalam suatu tanaman sehingga jumlah dan jenisnya menjadi fraksi 

berbeda. Hasil rendemen fraksinasi yang diperoleh sebesar 26,36%. 

Fraksinasi merupakan teknik pemisahan ekstrak hasil maserasi yang telah 

diuapkan sehingga diperoleh fraksi kental. Fraksinasi ini menggunakan berbagai 

pelarut dengan kepolaran yang berbeda-beda, sehingga masing-masing pelarut 

mengandung senyawa dengan kepolaran yang berbeda pula (Akhsanita, 2012).  

Pelarut yang digunakan pada proses fraksinasi yaitu n-Heksana dan Etil 

asetat. Ekstraksi fraksinasi dilakukan hingga 2 tahap agar mendapatkan fraksi 

yang murni dan diharapkan selektivitas serta dapat menarik komponen bahan aktif 

sesuai dengan kepolarannya. Pemilihan pelarut n-Heksana karena memliki sifat 

non polar yang bertujuan untuk mengekstrak lemak dan terpena. Sedangkan, pada 

pemilihan pelarut etil asetat yang memiliki sifat semi polar bertujuan untuk 

mengisolasi senyawa semi polar (Zirconia et al., 2015). 

Menurut peneliti, rendemen yang diperoleh dari hasil ekstraksi maserasi 

12,24% dan ekstraksi fraksinasi 26,36% dinyatakan baik sesuai dengan syarat 

nilai pada literatur yang ada yaitu >10%. Hal ini dikarenakan pada proses 

pengambilan, pengolahan hingga penyimpanan dilakukan dengan. Karena, ada 

banyak faktor penting yang harus diperhatikan seperti waktu ekstraksi, 

pengadukan pada proses maserasi, pelarut yang digunakan, ukuran sampel dan 

penyimpanan pada tempat kering, tidak lembab serta tidak terkena matahari secara 

langsung. 
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6.2 Skrining Identifikasi Uji Fitokimia Daun Afrika  

Rangkaian skrining senyawa fitokimia pada fraksi etil asetat daun afrika 

yaitu uji flavonoid, uji alkoloid, uji terpenoid dan steroid, uji saponin dan uji 

tanin, yang sebelumnya dilakukan pembuatan larutan induk (Susanti et al., 2015) : 

6.2.1 Flavonoid  

Hasil uji senyawa flavonoid dinyatakan positif yang menunjukkan 

perubahan warna hijau kehitaman setelah ditetesi dengan pereaksi Lieberman 

Burchard (H2SO4). Penggunaan pereaksi Lieberman Burchard (H2SO4) bertujuan 

untuk pembentukan senyawa flavonoid (pembentukan garam flavilium) dengan 

ditunjukkannya perubahan warna hijau kehitaman pada larutan (Kurang & Adang, 

2018).  

 

  
Gambar 6.1 Reaksi Flavonoid Dengan H2SO4 (Dewi et al., 2020) 

Karena itu penambahan pereaksi lieberman Burchard (H2SO4) akan terjadi 

reaksi antara flavonoid dengan pereaksi Lieberman Burchard (H2SO4) yang 

menghasilkan senyawa kalkon yang berwarna hijau kehitaman. Senyawa kalkon 

merupakan salah satu senyawa flavonoid, yaitu senyawa yang kerangka 

karbonnya terdiri atas gugus C6-C3-C6. Strukturnya dapat dibedakan dari 

senyawa flavonoid lain dari cincin C3 yang terbuka. Kalkon adalah aglikon 

Flavonoid Chalcone 
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flavonoid yang pertama kali terbentuk dalam biosintesis semua varian flavonoid 

melalui jalur prazat dari alur siklamat dan alur asetat malonat (Puspa et al., 2017). 

6.2.2 Alkoloid 

Hasil uji senyawa alkoloid dengan pereaksi Mayer dinyatakan positif 

ditandai dengan terbentuknya endapan putih. Di perkirakan endapan tersebut 

adalah kompleks kalium-alkaloid. Pada pembuatan pereaksi Mayer, larutan 

merkurium(II) klorida ditambah kalium iodida akan bereaksi membentuk endapan 

merah merkurium(II) iodida. Jika kalium iodida yang ditambahkan berlebih maka 

akan terbentuk kalium tetraiodomerkurat(II) (Nova, 2016).  

Alkaloid mengandung atom nitrogen yang mempunyai pasangan elektron 

bebas sehingga dapat digunakan untuk membentuk ikatan kovalen koordinat 

dengan ion logam. Pada uji alkaloid dengan pereaksi Mayer, diperkirakan 

nitrogen pada alkaloid akan bereaksi dengan ion logam K+ dari kalium 

tetraiodomerkurat(II) membentuk kompleks kalium-alkaloid yang mengendap. 

Perkiraan reaksi yang terjadi pada uji Mayer ditunjukkan pada Gambar 6.2 (Nova, 

2016). 

 

Gambar 6.2 Reaksi Alkoloid Dan Pereaksi Mayer (Nova, 2016). 
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Hasil uji senyawa alkoloid dengan pereksi Wagner dinyatakan positif 

ditandai dengan terbentuknya endapan coklat muda sampai kuning. Diperkirakan 

endapan tersebut adalah kalium-alkaloid. Pada pembuatan pereaksi Wagner, iodin 

bereaksi dengan ion I- dari kalium iodida menghasilkan ion I3
 -  yang berwarna 

coklat. Pada uji Wagner, ion logam K+ akan membentuk ikatan kovalen koordinat 

dengan nitrogen pada alkaloid membentuk kompleks kalium-alkaloid yang 

mengendap. Reaksi yang terjadi pada uji Wagner ditunjukkan pada Gambar 6.3 

(Nova, 2016).  

 

Gambar 6.3 Reaksi Alkoloid Dan Pereaksi Wagner (Nova, 2016). 

Hasil uji senyawa alkoloid dengan perekasi Dragendorff dinyatakan positif  

ditandai dengan terbentuknya endapan jingga muda sampai kuning. Endapan 

tersebut adalah kalium alkaloid. Pada pembuatan pereaksi Dragendorff, bismut 

nitrat dilarutkan dalam HCl agar tidak terjadi reaksi hidrolisis karena garam-

garam bismut mudah terhidrolisis membentuk ion bismutil (BiO+), yang 

ditunjukkan dengan Gambar 6.4 (Nova, 2016). 

 

Gambar 6.4 Reaksi Hidrolisis Bismut (Nova, 2016). 
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Reaksi hidrolisis bismut Agar ion Bi3+ tetap berada dalam larutan, maka 

larutan itu ditambah asam sehingga kesetimbangan akan bergeser ke arah kiri. 

Selanjutnya ion Bi3+ dari bismut nitrat bereaksi dengan kalium iodida membentuk 

endapan hitam Bismut(III) iodida yang kemudian melarut dalam kalium iodida 

berlebih membentuk kalium tetraiodobismutat. Pada uji alkaloid dengan pereaksi 

Dragendorff, nitrogen digunakan untuk membentuk ikatan kovalen koordinat 

dengan K+ yang merupakan ion logam. Reaksi pada uji Dragendorff ditunjukkan 

pada Gambar 6.5 (Nova, 2016). 

 

Gambar 6.5 Reaksi Alkoloid Dan Pereaksi Dragendorff (Nova, 2016). 

6.2.3 Terpenoid Dan Steroid 

Hasil pengujian senyawa terpenoid dan steroid dinyatakan positif 

mengandung sterois dengan menunjukkan perubahan warna hijau saat 

ditambahkan etil asetat yang dikocok yang diteteskan pada gelas arloji dibiarkan 

kering, kemudian ditetesi asam asetat anhidrat dan asam sulfat pekat 

(Muthmainnah B, 2017). Warna hijau yang muncul karena kemampuan steroid 

yang ada pada ekstrak terjadi suatu reaksi dengan asam sulfat pekat dalam pelarut 

asam asetat anhidrat. Perubahan warna disebabkan adanya oksidasi pada golongan 
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senyawa steroid melalui pembentukan ikatan rangkap terkonjugasi. Reaksi steroid 

dapat ditunjukkan pada Gambar 6.6 .  

 

Gambar 6.6 Reaksi Steroid (Nova, 2016). 

6.2.4 Saponin 

Hasil pengujian saponin di nyatakan positif dengan menunjukan adanya 

buih dalam waktu 20 menit (Kurang & Adang, 2018). Timbulnya busa 

menunjukkan adanya glikosida yang mempunyai kemampuan membentuk buih 

dalam air yang terhidrolisis menjadi glukosa dan senyawa lainnya. Reaksi 

pembentukan busa pada uji saponin ditunjukkan pada Gambar 6.7 (Waty, 2016). 

 

Gambar 6.7 Reaksi Saponin (Waty, 2016). 

6.2.5 Tanin   

Hasil pengujian senyawa tanin yang menunjukkan negatif karena tidak ada 

perubahan warna pada pengujian tanin saat diteteskan dengan FeCl3 

(Muthmainnah B, 2017). Hal ini diperkirakan karena senyawa tanin tidak 
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terhidrolisis dengan senyawa FeCl3 sehingga tidak mengalami perubahan warna 

(Waty, 2016). 

Menurut peneliti, Hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa daun afrika 

memiliki kandungan senyawa flavonoid, hal ini ditunjukkan dengan terjadinya 

perubahan warna menjadi hijau kehitaman dan terbentuknya senyawa kalkon yang 

merupakan senyawa aglikon flavonoid yang pertama kali terbentuk dalam 

biosintesis semua varian flavonoid melalui jalur prazat dari alur siklamat dan alur 

asetat malonat. Adapun hasil uji skrining ini tidak hanya mengandung senyawa 

flavonoid. Daun afrika ini juga mengandung senyawa kimia alkoloid, steroid, 

saponin. Namun, dinyatakan tidak mengandung tanin karena tidak adanya 

perubahan warna saat pengujian dilakukan. 

6.3 Optimasi Kondisi Analisis Flavonoid Total  

Permukaan silika gel terdiri atas gugus Si-O-Si dan Si-OH (silanol). Adanya 

silanol ini dapat membentuk interaksi hidrogen dengan analit. Selain dengan 

analit, gugus silanol juga dapat membentuk interaksi hidrogen dengan air yang 

membuat silika gel terdeaktivasi sehingga sebelum digunakan, silika gel perlu 

dipanaskan pada suhu 120oC selama 30 menit. Aktivasi yang dilakukan bertujuan 

untuk menghilangkan pelarut sisa pencucian, menghilangkan kelembaban serta 

kemungkinan kandungan air pada plat silika dan untuk  mengaktivasi kembali 

permukaan silika gel sehingga gugus silanol dapat berinteraksi dengan analit dan 

mengurangi  (Ediningtyas, 2021). 

Dari pemaparan diatas, dilakukan beberapa rangkaian optimasi pada analisis 

penelitian ini, diantaranya :  
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6.3.1 Optimasi Penentuan Fase Gerak  

Optimasi penentuan fase gerak bertujuan untuk mendapatkan perbandingan 

komposisi volume eluen terbaik agar diperoleh hasil pemisahan yang maksimal. 

Hasil optimasi fase gerak yang didapatkan yaitu menggunakan Toluene : Etil 

Asetat : Asam Asetat Glasial (6:4:0,5) v/v/v. Pemisahan antara standart dan 

sampel tidak melampaui batas atas dan tidak terlalu dekat dengan titik awal 

penotolan (Maulana, 2018).  

Pemilihan fase diam silika F254 60 di karenakan mempunyai pengaruh 

paling kecil pada tingkat migrasi. Hal ini juga menentukan pemilihan campuran 

fase gerak. Optimasi eluen diawali dengan menentukan sifat fisika kimia analit 

yang akan dianalisis dan jenis sorben fase diam yang digunakan. sorben dengan 

prinsip pemisahan berdasarkan muatan ion diperlukan data tentang jenis dan 

intensitas muatan ion analit dalam pemilihan komposisi eluen. Pada sorben 

dengan prinsip pemisahan berdasarkan polaritas dibutuhkan nilai koefisien partisi 

(P atau log P) dan tetapan dissosiasi (pKa) analit dalam penentuan eluen (L. 

Wulandari, 2011). 

Nilai K merupakan kecepatan migrasi pelarut melewati lempeng silika gel, 

yang berhubungan dengan lamanya waktu pengembangan KLT. Semakin besar 

nilai K semakin cepat waktu pengembangan KLT. Nilai log P menunjukkan 

polaritas pelarut yang berhubungan dengan afinitas analit dengan pelarut. Analit 

yang bersifat polar akan memiliki afinitas tinggi terhadap pelarut polar dan 

afinitasnya rendah terhadap pelarut non polar. Sebaliknya analit yang bersifat non 
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polar akan memiliki afinitas tinggi terhadap pelarut non polar dan afinitasnya 

rendah terhadap pelarut polar (L. Wulandari, 2011). 

Fase gerak toluene mempunyai indeks polaritas 2,52 dan kecepatan migrasi 

11,0. Toluene ini dinyatakan mempunyai sifat non polar. Semakin banyak jumlah 

toluena yang ada dalam fase gerak, maka kelarutan kuersetin dalam fase gerak 

akan semakin kecil yang akan berakibat faktor retardasi (Rf) akan semakin kecil. 

Kelarutan kuersetin akan lebih tinggi. Maka, retardasi (Rf) akan semakin naik 

dengan seiring penambahan etil asetat. Etil asetat digunakan sebagai fase gerak 

karena mempunyai sifat semi polar dan mempunyai indeks polaritas 0,29 dan 

kecepatan migrasi 12,1 (L. Wulandari, 2011). 

Campuran fase gerak toluena dan etil asetat (6:4) dapat meningkatkan nilai 

resolusi puncak densitogram kuersetin terhadap puncak di sekitarnya. Namun, 

pada penelitian ini resolusi pemisahan antara standart kuersetin dan sampel fraksi 

etil asetat masih tidak memasuki rentang retardasi (Rf). Maka, dilakukan 

penambahan asam asetat glasial yang bersifat polar. Namun, dalam komposisi 

paling kecil yaitu 0,5 mL, karena akan menyebabkan peningkatan resolusi. Hal ini 

dapat mempengaruhi kelarutan dan nilai retendensi (Rf) pada standart kuersetin 

maupun sampel fraksi etil asetat daun afrika (L. Wulandari, 2011). 

Perbandingan komposisi pada fase gerak yang digunakan sangat 

mempengaruhi hasil pemisahan. Standart kuersetin bersifat polar dan sampel 

fraksi etil asetat daun afrika memiliki sifat semi polar yang akan lebih cenderung 

berinteraksi dengan fase gerak semipolar, oleh karena itu perbandingan komposisi 
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eluen yang dipilih tidak hanya bersifat polar dan nonpolar tetapi juga 

menggunakan komposisi eluen semipolar (L. Wulandari et al., 2013).  

Menurut peneliti, hasil optimasi yang sesuai  pada standart kuersetin dan 

sampel fraksi etil asetat daun afrika dengan rentang pemisahan baik yaitu 

menggunakan fase gerak Toluene : Etil Asetat : Asam Asetat Glasial (6:4:0,5) 

v/v/v. Hal ini dikarenakan fase gerak yang digunakan dapat memisah secara baik 

dan seksama hingga pertengahan lempeng dan tidak terlalu dekat dengan batas 

garis bawah pada awal penotolan dan tidak pula terlalu dekat serta tidak memisah 

terlalu jauh pada batas atas. Pemisahan antara standart dan sampel yang di analisis 

dapat memisah dengan baik.  

Hasil berdasarkan parameter pada pemilihan fase gerak yang baik yaitu, 

nilai koefisien partisi (Log P) dan kecepatan migrasi (K) dinyatakan baik dan 

komposisi pada campuran setiap fase gerak dapat setara. Sehingga, proses eluasi 

yang terjadi dinyatakan baik.. Sedangkan, Nilai Resolusi yang didapat tidak sesuai 

yaitu 0,401 sedangkan nilai resolusi berdasarkan literatur yaitu > 1,5. Nilai 

number (N) dinyatakan sesuai karena nilai rata- rata yang diperoleh paling besar 

yaitu 33,297. Untuk nilai height equivalent a theoritical plate (HETP) dinyatakan 

sesuai karena nilai yang diperoleh paling kecil yaitu 4,78. Adapun rata – rata  nilai 

retardasi (Rf)  yang didapat yaitu 0,331 sesuai pada rentang nilai retardasi (Rf)  

berdasarkan literatur yang ada yaitu dalam rentang 0,2 – 0,8. 

6.3.2 Optimasi Panjang Gelombang 

Hasil optimasi panjang gelombang maksimum yang diperoleh yaitu 384 nm 

dalam rentang analisis spektrum 250 – 450 nm. Hasil yang diperoleh sesuai 
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karena menunjukkan puncak yang terlihat jelas pada analisis panjang gelombang. 

Optimasi panjang gelombang maksimum bertujuan agar dapat memberikan 

kepekaan sampel.  

Detektor yang digunakan pada optimasi panjang gelombang ini yaitu 

deuterium. Deuterium merupakan spektral UV yang dapat berflouroresensi pada 

rentang spektrum (190-400 nm). Sehingga rentang yang digunakan pada optimasi 

ini yaitu 250-450 nm (L. Wulandari, 2011). Analisis kandungan flavonoid dalam 

fraksi etil asetat daun afrika mengandung sistem aromatik terkonjugasi yang 

menunjukkan pita serapan kuat pada daerah spektrum sehingga terjadi pergeseran 

pada panjang gelombang (Koirewoa et al., 2012).   

Serapan spektrum panjang gelombang flavonoid yaitu antara 350-385 nm. 

Dari hasil spektrum yang tampak terdapat dua pita pada isolat. Pita pertama 

mempunyai panjang gelombang 384 nm dan pita kedua mempunyai panjang 

gelombang 300 nm. Jika dibandingkan dengan pembading rutin flavonoid yaitu 

standart kuesertin hasil yang didapat mempunyai rentang separan yang sama. Pita 

pertama di antara rentang spektrum panjang gelombang 350-385 nm yaitu 384 nm 

dan pita kedua pada panjang gelombang 250-325 nm yaitu 300 nm (Koirewoa et 

al., 2012). 

Optimasi panjang gelombang ini dilakukan dengan memperhatikan adanya 

sistem karbonil yang berkonjugasi dengan cincin aromatik pada suatu flavonoid. 

Hal ini yang menyebabkan senyawa flavonoid dapat menyerap cahaya pada 

panjang gelombang tertentu di daerah ultraviolet (UV). Pada optimasi panjang 
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sangat menentukan hasil analisis karena pada panjang gelombang maksimum 

memiliki kepekaan maksimal. (Ihsan et al., 2019).  

Hasil rata – rata koresi yang didapat dari analisis spektrum yaitu 

0,98110225. Analisis korelasi adalah metode statistika yang digunakan untuk 

menentukan suatu besaran yang menyatakan bagaimana kuat hubungan suatu 

variabel dengan variable lain. Semakin nyata hubungan linier (garis lurus), maka 

semakin kuat atau tinggi derajat hubungan garis lurus antara kedua variabel atau 

lebih. Koefisien korelasi adalah ukuran yang dipakai untuk mengetahui derajat 

hubungan antara variabel-variabel (Safitri, W, 2014). 

Nilai koefesien korelasi berada di antara -1<0<1 yaitu apabila nilai kolerasi 

mendekati kurang dari angka -1 maka dinyatakan  negatif sempurna, artinya taraf 

signifikansi dari pengaruh variabel X terhadap variabel Y yang diperoleh tidak 

baik dan sangat lemah. Apabila nilai kolerasi mendekati angka satu 1 maka nilai 

korelasi dinyatakan positif sempurna, artinya taraf signifikansi dari pengaruh 

variabel X terhadap variabel Y yang diperoleh sangat baik dan sangat kuat 

(Safitri, W, 2014) 

Menurut peneliti, hasil scanning panjang gelombang maksimum yang 

diperoleh  adalah 384 nm. Pengujian optimasi panjang gelombang tersebut 

dinyatakan sesuai karena pergeseran pada daerah spektrum tersebut menunjukkan 

serapan yang kuat dan puncak panjang gelombang terlihat jelas. Berdasarkan 

rentang panjang gelombang flavonoid sesuai literatur yang ada hasil optimasi 

panjang gelombang fraksi etil asetat dinyatakan positif mengandung senyawa 

flavonoid. Hasil nilai kolerasi yang diperoleh yaitu 0,98110225 dinyatakan 
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hubungan antara variabel sangat baik dan kuat karena hasil yang diperoleh 

mendekati angka 1.  

6.3.3 Optimasi Konsentrasi 

Optimasi konsentrasi bertujuan untuk mendapatkan hasil optimasi yang 

menunjukkan perkiraan kandungan quersetin dan sampel fraksi etil asetat daun 

afrika yang terbilang kecil. Hasil optimasi konsentrasi yang diperoleh yaitu 5 seri 

konsentrasi standart yaitu 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400 ppm, 500 ppm dan 3 

replikasi konsentrasi sampel yang digunakan yaitu 5000 ppm, 5000 ppm, 5000 

ppm. 

Konsentrasi uji yang baik adalah dinyatakan dengan parameter  konsentrasi 

yang mempunyai nilai N paling besar. Apabila number (N) yang dihasilkan 

semakin besar maka pemisahan yang terjadi akan semakin baik pula. Kemudian, 

memiliki height equivalent a theoritical plate (HETP) paling kecil. Apabila nilai 

height equivalent a theoritical plate (HETP) semakin kecil maka efisiensi suatu 

plat akan semakin baik dan pemisahan yang terjadi akan semakin baik.   

(Naufalia, 2021). Dapat dilihat pada Tabel 5.4. 

Menurut peneliti, pada hasil konsentrasi yang diperoleh yaitu 5 seri 

konsentrasi standart kuersetin 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400 ppm, 500 ppm 

dan 3 replikasi konsentrasi sampel fraksi etil asetat daun afrika yaitu 5000 ppm, 

5000 ppm, 5000 ppm dinyatakan sesuai karena pada konsentrasi  ini rentang 

antara konsentrasi tidak terlalu dekat dan bercak pada plat terlihat jelas. Hasil rata 

-  rata parameter nilai number (N) dinyatakan sesuai karena nilai rata- rata yang 

diperoleh paling besar yaitu 33,297. Untuk nilai height equivalent a theoritical 
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plate (HETP) dinyatakan sesuai karena nilai yang diperoleh paling kecil yaitu 

4,78.  

6.4 Penetapan Kadar Flavonoid Total  

Penetapan kadar bertujuan untuk melihat kadar senyawa flavonoid total 

yang ada pada fraksi etil asetat daun afrika dengan metode KLT- Densitometri.  

Hasil persamaan regresi linier yang didapat pada penelitian ini yaitu y = 6,973 x 

10-5 . x + 2,95 x 10-4.  Pada perhitungan regresi linier yang diperoleh yaitu 0,977. 

Hasil kadar flavonoid total fraksi etil asetat daun afrika dalam 25 mg yang 

didapatkan  yaitu 3,82138 mg/QE/g. Pada hasil % kadar flavonoid total yang 

diperoleh 15,285 %. Untuk hasil SD yang didapatkan yaitu 0,25011 dan nilai RSD 

yang didapatkan yaitu 6,5% (Kiranawati, 2021).  

Hasil standar deviasi (SD) digunakan untuk membandingkan ketepatan 

suatu hasil. Semakin kecil nilai SD dari serangkaian pengukuran semakin tepat 

metode yang digunakan. Hasil nilai keseksamaan (RSD) yang baik dinyatakan 

dengan semakin kecil analit, semakin besar nilai RSD yang didapat. Salah satu 

parameter presisi yaitu keterulangan (repeatability) yang merupakan ketepatan 

yang ditentukan pada laboratorium yang sama oleh satu analis serta menggunakan 

peralatan dan dilakukan pada hari yang sama. Berdasarkan Association of Official 

Analytical Chemist (AOAC) nilai %RSD pada presisi repeability (keterulangan) 

konsentrasi analisis yang baik adalah  5,3% (AOAC, 2013).  

Menurut peneliti, hasil kadar flavonoid total fraksi etil asetat daun afrika 

yang diperoleh yaitu sebanyak 15,285% dalam 25 mg fraksi etil asetat daun 

afrika. Hal ini dinyatakan pada penelitian ini kadar senyawa flavonoid yang 



88 
 

 
 

terkandung lebih tinggi dari pada penelitian yang dilakukan oleh (Solikhah, 2021) 

yaitu dalam 40 mg ekstrak etanol 70% daun afrika mengandung kadar flavonoid 

sebesar 22,1% dengan metode perlakuan daun di angin anginkan dan 30,76% 

kadar flavonoid dengan metode pengeringan panas matahari. Penelitian yang 

dilakukan oleh (Meidiawati et al., 2018) yaitu dalam 1 gram ekstrak etanol 70% 

daun afrika mengandung kadar flavonoid 1,27% dinyatakan masih lebih tinggi 

kadar yang diperoleh pada penelitian ini.  

Hasil nilai regresi yang didapat dari persamaan baku memenuhi syarat 

karena mendekati 1 yaitu 0,977. Hasil perhitungan simpangan baku (SD) dari data 

yang diperoleh sebanyak 3 kali pengulangan dari sampel fraksi etil asetat daun 

afrika sebesar 0,25011. Sedangkan, hasil nilai simpangan baku relatif (RSD) 

sebesar 6,5% dinyatakan tidak memenuhi syarat karena  nilai presisi keterulangan 

(repeability) yang baik yaitu  5,3%. Hal ini dapat disebabkan oleh penotolan 

yang dilakukan pada penelitian ini secara manual dengan menggunakan 

mikropipet, sehingga penotolan yang dilakukan kurang maksimal.  

Berkurangnya  fraksi etil asetat daun afrika pada saat penimbangan yang 

dilakukan karena fraksi yang tertinggal pada wadah (beaker glass) yang 

digunakan untuk tempat menimbang fraksi dan homogenitas yang kurang saat 

melarutkan fraksi. Kemudian, dapat pula di pengaruhi oleh ukuran lempeng yang 

digunakan pada penotolan terlalu dekat sehingga eluasi yang terjadi kurang baik.  

Pengaruh kondisi lingkungan interval waktu yang pendek dan dilakukan 

secara seksama. Kemungkinan juga dapat dipengaruhi oleh cahaya matahari yang 

masuk dalam ruangan dapat mempengaruhi kadar yang terkandung dalam fraksi 
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etil asetat daun afrika. Karena, flavonoid merupakan senyawa yang sensitif 

terhadap cahaya dan panas sehingga dapat terjadi degradasi dan menguap 

membentuk senyawa baru. 

Adapun beberapa faktor yang mempengaruhi perbedaan kadar flavonoid 

yaitu dipengaruhi oleh tinggi tempat, kondisi tanah, dan cuaca yang 

mengakibatkan perbedaan kadar kandungan kimia yang ada pada daun afrika. 

Tanaman daun afrika ini yang secara alami tumbuh di sepanjang sungai, danau, 

pinggiran hutan serta pegunungan hingga 2800 m diatas permukaan laut 

(Solikhah, 2021).  

Daun afrika juga tubuh di wilayah yang memiliki curah hujan tahunan 750-

2000 mm. Daun Afrika dapat tumbuh pada tempat yang mempunyai sinar 

matahari yang penuh dan memiliki lingkngan yang lembab. Tanaman Daun Afrika 

tumbuh pada semua jenis tanah, tetapi daun Afrika lebih tmmbuh subur dan 

berkembang pada tanah yang kaya humus. Hal ini juga dapat mempengaruhi 

kandungan senyawa yang ada pada tanaman daun afrika (Solikhah, 2021). 

Menurut (Siswanto, 2012), kondisi tanah akan sangat mempengaruhi 

kandungan kimia yang dihasilkan dalam suatu tanaman karena pada tanah 

terdapat kandung unsur hara yang penting untuk proses pembentukan kandungan 

senyawa kimia pada tumbuhan (Budiarto, 2020). Adapun pada penelitian ini 

pengambilan sampel dilakukan di kota Sumenep yang tumbuh didaerah sepanjang 

sungai. keadaan tanah di Kabupaten Sumenep terdiri dari beberapa jenis tanah 

antara lain sebagai berikut : 
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Tabel 6.1 Kondisi Jenis Tanah di wilayah Kabupaten Sumenep 

No. Kecamatan Jenis Tanah 

1. Saronggi dan Batang-batang Aluvial Hodromortif 

2. 

Kota Sumenep dan sebagian 

kecil terdapat di kecamatan 

Saronggi. 

Tanah Alluvial Kelabu 

Kekuningan 

3. 
Guluk-guluk dan sebagian kecil 

terdapat di Kecamatan Lenteng. 
Litosol 

4. 

Bluo, Sasonggi dan 

sebagiannkecil terdapat di 

Kecamatan Talango 

Asosiasi Litosol dan 

Mediteran 

5. 
Giligenting dan sebagian kecil 

terdapat di kecamatan Gapura 

Regusol Coklat 

Kekiningan 

6. 

Pragaan, Gading, Guluk-guluk, 

dansebagian kecil terdapat di 

kecamatan Saronggi dan 

Ambunten. 

komplek Brows Forest 

Litosol dan meniteran 

7. 
Gading dan sebagian kecil 

tedapat di kecamatan Kalianget. 
Grumosol Kelabu 

8. 
Batu Putih dan sebagian kecil 

terdapat di kecamatan Gapura. 

Komplek Mediteran 

Grumusol, Regusol, dan 

Litosol 

Sumber : BPN Kabupaten Sumenep (Budiarto, 2020) 

Perbedaan dalam bentuk lahan dan kondisi iklim mengakibatkan adanya tiga 

zone tanah geografis. Setiap zone mempunyai jenis pola-pola tanah yang spesifik. 

Zone- zone tersebut menghubungkan lebih kurang tiga bentang alam utama, yaitu: 

a. Bentuk lahan bergunung : Tanah andosol, regosol  

b. Bentuk lahan berbukit  : Tanah litosol 

c. Bentuk lahan dataran sungai : Tanah aluvial, regosol dan grumusol 
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Jenis tanah yang sebagian terdapat di kota sumenep pada bentuk lahan 

daratan sungai  yaitu jenis tanah aluvial. Tanah tersebut merupakan jenis tanah 

yang tergolong sebagai tanah muda yang terbentuk dari endapan halus di aliran 

sungai. Jenis tanah ini dapat dimanfaatkan sebagai lahan pertanian karena 

kandungan unsur hara yang relatif tinggi. Tanah aluvial memiliki struktur tanah 

yang pejal dan tergolong liat atau liat berpasir. Karena itu, jenis tanah aluvial 

banyak ditemukan di sekitaran daerah sungai, danau, dataran rendah, ataupun 

cekungan yang memungkinkan terjadinya endapan (Budiarto, 2020). 
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BAB VII KESIMPULAN 

7.1 Kesimpulan  

Dari penelitian ini, dapat ditulis beberapa kesimpulan sebagai berikut :  

a. Skrining fitokimia daun afrika dinyatakan positif mengandung senyawa 

kimia flavonoid, alkoloid, steroid, saponin. Sedangkan pada pengujian tanin 

menyatakan negatif, tidak mengandung senyawa kimi tanin .  

b. Optimasi fase gerak yang diperoleh Toluene : Etil asetat : Asam asetat 

glasial (6:4:0,5) v/v/v. Optimasi panjang gelombang yang diperoleh 384 nm. 

Optimasi konsentrasi yang digunakan yaitu 5 seri larutan standar yaitu 100, 

200, 300, 400, 500 ppm. Nilai Rf yang diperoleh dinyatakan memenuhi 

syarat. 

c. Kadar flavonoid total dalam fraksi etil asetat daun afrika yang diperoleh 

yaitu dalam setiap 25 mg mengandung 3,82138 mg/QE/g dan % kadar rata-

rata 15,285%.  Nilai regresi linier (r) yang diperoleh dinyatakan memenuhi 

syarat rentang berdasarkan literatur. Nilai SD dan RSD yang di peroleh 

dinyatakan tidak memenuhi syarat. 

7.2 Saran  

Penelitian ini disarankan dapat digunakan sebagai informasi bagi industri 

farmasi dan masyarakat mengenai optimasi kondisi Analisis KLT Densitometri 

untuk penetapan kadar flavonoid total pada fraksi etil asetat ekstrak daun 
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afrika (Vernonia amygdalina). Perlu ada penelitian lebih lanjut mengenai validasi 

metode analisis KLT-Densitometri terkait dengan analisis dan penetapan kadar 

senyawa kimia lain yang terkandung di dalam tanaman daun afrika. Perlu adanya 

penelitian lebih lanjut pada bagian lain dari tanaman daun afrika. Serta, perlu 

adanya buku atau jurnal mengenai KLT-Densitometri sebagai tambahan referensi 

yang bisa didapatkan di perpustakaan Universitas dr. Soebandi.  
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Jadwal Penyusunan Naskah Skripsi 

No Kegiatan  Nov Feb Jan Apr Mei Jun Jul Ags Sep 

1. 
Penyususnan 

proposal skripsi 
         

 a. Bimbingan           

 b. Revisi          

 c. Fiksasi          

2. 
Seminar proposal 

skripsi 
         

3. 
Tahap penyiapan 

bahan 
         

4. 
Tahap pelaksanaan 

penelitian 
         

5. 
Tahap penyusunan 

hasil skripsi 
         

 
a. Bimbingan dan 

revisi 
         

6. 
Seminar hasil 

skripsi 
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Lampiran 2. Determinasi Tanaman Daun Afrika   
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Lampiran 3. Dokumetasi Sertifikat Kuersetin 
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Lampiran 4. Dokumentasi Persiapan Sampel dan Proses Ekstraksi 

Gambar Keterangan 

  

Tahapan persiapan sampel daun afrika 

yang akan digunakan. 

 

Simplisia daun afrika yang sudah siap 

pakai 

 

Proses ekstraksi maserasi 

 

Hasil ekstrak kental setelah proses 

ekstraksi maserasi 

 

Proses ekstraksi fraksinasi 
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Hasil fraksi kental setelah proses 

ekstraksi fraksinasi 

 

Lampiran 5. Dokumentasi Perhitungan Ekstraksi Maserasi 

Hasil ekstrak kering 
Hasil 

penimbangan 

Berat serbuk awal (g) 100 

Berat vial kosong (g) 11,66 

Berat vial + ekstrak kering (g) 23,90 

Berat ekstrak kering(g) 12,24 

% Rendemen 12,24% 

 

Lampiran 6. Dokumentasi Perhitungan Ekstraksi Fraksinasi 

Hasil ekstrak kering 
Hasil 

penimbangan 

Berat serbuk awal (g) 12,24 

Berat vial kosong (g) 14.01 

Berat vial + ekstrak kering (g) 17.27 

Berat ekstrak kering(g) 3,26 

% Rendemen 26,63% 
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Lampiran 7. Dokumentasi Skrining Uji Fitokimia 

No 

Identifikasi 

yang 

dilakukan 

Terdapat 

(+)/ Tidak 

terdapat (-) 

Gambar 

Perubahan 

yang 

terjadi 

1. 
Identifikasi 

flavonoid 
(+) 

 

Hijau 

Kehitaman 

2.  
Identifikasi 

alkoloid 
(+) 

  

Endapan 

berwarna 

Putih 

 

Endapan 

Berwarna  

Coklat 

 

Endapan 

Berwarna 

Jingga 

3. 

Identifikasi 

terpenoid dan 

steroid 

(+) Steroid 

 

Berwarna 

Hijau 
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4. 
Identifikasi 

saponin 
(+) 

 

Terbentuk 

buih dalam 

20 menit 

5. 
Identifikasi 

tanin  
(-) 

 

Tidak ada 

perubahan 

warna 

 

 

Lampiran 8. Dokumentasi Penelitian Dengan Instrumen KLT- Densitometri 

Gambar Keterangan 

 

Penjenuhan chamber  

 

Hasil penotolan pada plat KLT (5 seri 

standart, 3 replikasi sampel) 

 

Instrumen densitometer yang di 

gunakan yaitu CAMAG TLC Scanner 4 

dengan software visionCATS. 
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Lampiran 9. Nilai Luas Area dan Nilai Rf 

Vial ID Luas Area Rf 

Standar 1 (100 ppm) 0,00649 0,306 

Standar 2 (200 ppm) 0,01482 0,324 

Standar 3 (300 ppm) 0,01998 0,330 

Standar 4 (400 ppm) 0,03203 0,333 

Standar 5 (500 ppm) 0,03275 0,335 

Sampel 1 (5000 ppm) 0,00636 0,339 

Sampel 2 (5000ppm) 0,00739 0,340 

Sampel 3 (5000 ppm) 0,00712 0,344 

 

Lampiran 10. Perhitungan Optimasi Konsentrasi Kurva Baku 

1. Larutan Induk  

25 mg  x 1000 mg/L = 1000 ppm 

25 mL 

 

2. Larutan Standar 

Digunakan rumus pengenceran => V1 x  M1 = V2 x M2  

a) 100 ppm, 5 mL = 0,5 mL 

b) 200 ppm, 5 mL = 1 mL 

c) 300 ppm, 5 mL = 1,5 mL 

d) 400 ppm, 5 mL = 2 mL 

e) 500 ppm, 5 mL = 2,5 mL 
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3. Larutan Sampel 

a) 25 mg  x 1000 mg/L = 5000 ppm 

  5 mL 

 

b) 25 mg  x 1000 mg/L = 5000 ppm 

  5 mL 

 

c) 25 mg  x 1000 mg/L = 5000 ppm 

  5 mL 

 

4. Perhitungan persamaan regresi yang didapat  

a = 2,95 x 10-4  

b = 6,973 x 10-5  

r = 0,977 

y = 6,973 x 10-5. X + 2,95 x 10-4 

Lampiran 11. Perhitungan Penetapan Kadar Flavonoid Total  

1. Sampel 1  

y1   = 0,00636 ng  = 63,6 x 10-4  ng 

y   = 6,973 x 10-5. X + 2,95 x 10-4 

63,6 x 10-4 = 6,973 x 10-5. X + 2,95 x 10-4 

X   =  y  -  a    x  FP 

b 

 

X   =  63,6 x 10-4 – 2,95 x 10^ - 4   x  1 

6,973 x 10^ - 5 

 

   = 60,65 x 10^ - 1    x  1 

 6,973 x 10^ - 5 

 

= 8,6978 x 10^ 4  ng  
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Kadar Flavonoid 

 

Massa Flavonoid  = 8,6978 x 10^ 4 ng 

Sampel   25 mg 

 

    = 3.479,12 ng/mg 

 

    = 3.479,12 ng/mg 

  1000.000  

  1000  

 

    = 3,47912 mg/g 

 

Kadar ppm  =  3,47912 mg/g   x  1000 ppm = 695, 824 ppm 

5 mL  

 

%Recovery  = 695,824 ppm  x  100%  = 13,916 % 

5000 ppm 

 

2. Sampel 2 

y2   = 0,00739 ng  = 73,9 x 10-4  ng 

y   = 6,973 x 10-5. X + 2,95 x 10-4 

73,9 x 10-4  ng = 6,973 x 10-5. X + 2,95 x 10-4 

X   =  y  -  a    x  FP 

b 

 

X   =  73,9 x 10-4 – 2,95 x 10^ - 4   x  1 

6,973 x 10^ - 5 

 

   = 70,95  x 10^ - 1    x  1 

 6,973 x 10^ - 5 

 

= 10,1749 x 10^ 4  ng  
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Kadar Flavonoid 

 

Massa Flavonoid  = 10,1749  x 10^ 4 ng 

Sampel   25 mg 

 

    = 4.069,96 ng/mg 

 

    = 4.069,96 ng/mg 

  1000.000  

  1000  

 

    = 4,06996 mg/g 

 

Kadar ppm  =  4,06996 mg/g   x  1000 ppm = 813,992 ppm 

5 mL  

 

%Recovery  = 813,992 ppm  x  100%  = 16,279 % 

5000 ppm 

 

3. Sampel 3 

y3   = 0,00712 ng  = 71,2  x 10-4  ng 

y   = 6,973 x 10-5. X + 2,95 x 10-4 

71,2  x 10-4 = 6,973 x 10-5. X + 2,95 x 10-4 

X   =  y  -  a    x  FP 

b 

 

X   =  71,2 x 10-4 – 2,95 x 10^ - 4   x  1 

6,973 x 10^ - 5 

 

   = 68,25  x 10^ - 1    x  1 

 6,973 x 10^ - 5 

 

= 9,7877 x 10^ 4  ng  
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Kadar Flavonoid 

 

Massa Flavonoid  = 9,7877  x 10^ 4 ng 

Sampel   25 mg 

 

    = 3.915,08  ng/mg 

 

    = 3.915,08  ng/mg 

  1000.000  

  1000  

 

    = 3,91508 mg/g 

 

Kadar ppm  = 3,91508 mg/g   x  1000 ppm = 783,016 ppm 

5 mL  

 

%Recovery  = 783,016 ppm  x  100%  = 15,660 % 

5000 ppm 

 

Kadar flavonoid rata-rata = 3,47912 + 4,06996 + 3,91508 

3 

 

    = 11,46416  =  3,82138 mg/g    

3 

 

% Kadar rata – rata  = 13,916%  +  16,279%  +  15,660% 

3 

 

    = 45,855% =   15,285 %   

3 

 

SD =  √(3,47912 – 3,82138)
2
+(4,06996 – 3,82138)

2
+(3,91508 – 3,82138)

2 

3  

 

 =  √(0,11714) + (0,06179) + (0,00877) 

3 

  

 = √ 0,18770969  =  √ 0,06256 

3 

 

     = 0,25011 
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RSD =   0,25011   x  100%  = 6,5 % 

 3,82138 

 

 

Lampiran 12. Perhitungan Resolusi (Rs) Number (N) dan Height Equivalent of 

Theoritical Of Plate (HETP). 

Rs =    2x  (Tr1-Tr2)  

W1 + W2 

 

 

RsQ1 =    2x  (0,306 – 0,266) =   0,166 = 0,722 

0,0904 + 0,1394      0,2298 

 

RsQ2 =    2x  (0,318 – 0,235) =   0,104 = 0,337 

0,0609 + 0,2477      0,3086 

 

RsQ3 =    2x  (0,324 – 0,236) =   0,178 = 0,436 

0,0746 + 0,3329      0,4075 

 

RsQ4 =    2x  (0,333 – 0,188) =   0,290 = 0,570 

0,0428 + 0,4652      0,5080 

 

RsQ5 =    2x  (0,334 – 0,188) =   0,292 = .0,580 

0,0375 + 0,4651      0,5026 

 

RsF1 =    2x  (0,339 – 0,282)  =   0,114 = 0,0676 

0,0070 + 0,1746      0,1816 

 

RsF2 =    2x  (0,340 – 0,287)  =   0,106 = 0,502 

0,0092 + 0,2017      0,2109 

 
RsF3 =    2x  (0,346 – 0,306) =   0,080 = 0,162 

0,0276 + 0,2154      0,4914 

 

 

N =  42   Tr   2     

W 

 

NQ1 =  42    0,306    2    = 16 x 4,818 = 77,096 

0,1394 
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NQ2 =  42    0,318    2    = 16 x 1,648 = 26,370 

0,2477 

 

NQ3 =  42    0,324    2    = 16 x 0,947 = 15,155 

0,3329 

 

NQ4 =  42    0,333    2    = 16 x 0,512 = 8,198 

0,4652 

 

NQ5 =  42    0,334    2    = 16 x 0,515 = 8,251 

0,4651 

 

NF1 =  42    0,339    2    = 16 x 3,769 = 45,016 

0,1746 

 

NF2 =  42    0,340    2    = 16 x 2,813 = 45,008 

0,2027 

 

NF3 =  42    0,346    2    = 16 x 2,580 = 41,283 

0,2154 

 

 

HETP = H =  L 

N 

 

 

HQ1  =        90 =  1,16 

77,096 

 

H Q2 =        90 = 3,41 

26,370 

 

H Q3 =        90 = 5,93 

15,155 

 

HQ4  =        90 = 10,97 

 8,198 

 

HQ5  =        90 = 10,90 

 8,251 

 

HF1 =        90 = 1,99 

45,016 

 

HF2  =        90 = 1,99 

45,008 
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HF3 =        90 = 2,18 

41,283 

 

 

Lampiran 13. Data Hasil Rs, N dan HETP 

Nama Resolusi (Rs) Number (N) 
Height Equivalent Of 

Theoritical Plate (HETP) 

Q1 100 ppm 0,722 77,096 1,16 

Q2  200 ppm 0,337 26,370 3,41 

Q3 300 ppm 0,436 15,155 5,93 

Q4 400 ppm 0,570 8,198 10,97 

Q5 500 ppm 0,580 8,251 10,90 

F1 5000 ppm 0,0676 45,016 1,99 

F2 5000 ppm 0,502 45,008 1,99 

F3 5000 ppm 0,162 41,283 2,18 

Rata - Rata 0,401 33,297 4,78 

 

Lampiran 14. Dokumentasi Kurva Baku Kuersetin 
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Lampiran 15. Dokumentasi Panjang Gelombang Maksimum Kuersetin 384 nm 

 

Lampiran 16. Data Kolerasi Spektrum 

 


