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ABSTRAK 

 

Tumbuhan tahongai (Kleinhovia hospita Linn) berpotensi sebagai obat tradisional 

karena kaya akan metabolit sekunder. Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi 

secara kualitatif dan kuantitatif, serta menentukan kadar total alkaloid dalam 

ekstrak daun tahongai. Ekstrak diperoleh melalui metode maserasi dengan variasi 

konsentrasi etanol (96%, 70%, dan 50%). Identifikasi kualitatif alkaloid 

menggunakan pereaksi Wagner, Mayer, Dragendorff, serta kromatografi lapis tipis 

(KLT) dengan fase gerak n-heksan : etil asetat (4:1). Penetapan kadar total alkaloid 

secara kuantitatif menggunakan spektrofotometri UV-Vis. Hasil uji kualitatif 

menunjukkan ekstrak etanol 96%, 70%, dan 50% positif mengandung alkaloid. 

Analisis KLT mengonfirmasi keberadaan alkaloid pada ekstrak etanol 96% (Rf 

0,5384, noda ungu) dan 70% (Rf 0,3230, noda merah), namun tidak terdeteksi pada 

ekstrak etanol 50%. Secara kuantitatif, kadar alkaloid total tertinggi ditemukan pada 

ekstrak etanol 96% (2,45%), diikuti 70% (1,09%) dan 50% (0,65%). Validasi 

metode analisis menunjukkan hasil baik dan valid, meliputi linieritas (r² 0,9972), 

akurasi (recovery 80-110%), serta presisi baik (% RSD 0,024%). Batas deteksi 

(LoD) 0,288317 dan batas kuantitasi (LoQ) 0,576634. Dapat disimpulkan, ekstrak 

daun tahongai dengan pelarut etanol 96% menghasilkan kadar alkaloid total 

tertingg 

 

Kata kunci : Daun tahongai, alkaloid, etanol, spektrofotometri UV-Vis 
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ABSTRACT 

 

Tahongai plant (Kleinhovia hospita Linn) has the potential as a traditional 

medicine because it is rich in secondary metabolites. This study aims to 

qualitatively and quantitatively identify, and determine the total alkaloid content in 

tahongai leaf extract. The extract was obtained through the maceration method with 

variations in ethanol concentration (96%, 70%, and 50%). Qualitative 

identification of alkaloids using Wagner, Mayer, Dragendorff reagents, and thin 

layer chromatography (TLC) with n-hexane: ethyl acetate (4:1) as the mobile 

phase. Quantitative determination of total alkaloid content using UV-Vis 

spectrophotometry. Qualitative test results showed that ethanol extracts of 96%, 

70%, and 50% were positive for alkaloids. TLC analysis confirmed the presence of 

alkaloids in ethanol extracts of 96% (Rf 0.5384, purple stain) and 70% (Rf 0.3230, 

red stain), but were not detected in ethanol extracts of 50%. Quantitatively, the 

highest total alkaloid content was found in 96% ethanol extract (2.45%), followed 

by 70% (1.09%) and 50% (0.65%). Validation of the analysis method showed good 

and valid results, including linearity (r² 0.9972), accuracy (recovery 80-110%), and 

good precision (% RSD 0.024%). The limit of detection (LoD) was 0.288317 and 

the limit of quantitation (LoQ) was 0.576634. It can be concluded that tahongai 

leaf extract with 96% ethanol solvent produced the highest total alkaloid content. 

Keywords: Tahongai leaf, alkaloid, ethanol, UV-Vis spectrophotometry 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia merupakan negara yang kaya akan sumber daya alam. 

Keanekaragaman hayati terdiri dari ribuan spesies tanaman. Bahan alam 

tersebut dapat menjadi suatu potensi yang sangat bermanfaat terhadap 

pengembangan industri farmasi di negri ini. Saat ini pola hidup masyarakat 

dunia kembali banyak menggunakan bahan-bahan alam terutama di Indonesia 

sehingga banyak tumbuhan yang digunakan untuk pengobatan. Salah tumbuhan 

yang berpotensi untuk dikembangkan sebagai obat adalah tanaman tahongai 

(Sholikhah, 2016). 

Tahongai (Kleinhovia hospita) dikenal dengan nama kayu katimahar 

(mahar) adalah salah satu tumbuhan tropika Indonesia. Masyarakat Sulawesi 

Selatan sering menyebut tumbuhan ini dengan nama paliasa (Makasar). Di 

Jawa, dikenal dengan nama timoho. Masyarakat Kalimantan juga sudah mulai 

mengenal tumbuhan Kleinhovia hospita atau tahongai. Secara empiris, tahongai 

memiliki aktifitas antikanker, antidiabetes, dan antioksidan (Paramita, 2016). 

Selain itu, daun tahongai dipercaya masyarakat dapat mengobati berbagai 

penyakit seperti penyakit kuning, darah tinggi, kencing manis, dan kolesterol. 

Metabolit sekunder yang terkandung dalam daun tahongai yaitu alkaloid, 

saponin, dan flavonoid (Saputra, 2021). Secara kuantitatif ekstrak etanol daun 

tahongai mengandung alkaloid 2,83%, flavonoid 19,78% dan saponin 14,23% 

dan mengandung flavonoid yang ditunjukkan adanya ikatan O-H, ikatan 

rangkap C=C dan ikatan C-H berdasarkan hasil analisis uji ourier Transform 

Infrared Spectroscopy (FTIR) (Yunita dkk., 2019). 

Alkaloid merupakan salah satu jenis senyawa metabolit sekunder yang 

terdapat dalam jaringan tumbuhan dan hewan yang bersifat alkali yang 

mengandung atom nitrogen (N) dengan struktur lingkar yang hetrosiklik atau 

aromatis (Hanani, 2015). Peran alkaloid secara farmakologis dapat mengobati 

diare, diabetes, malaria, dan antimikroba. Dalam menentukan kadar alkaloid 

dapat   dilakukan   dengan   beberapa   metode   seperti   gravimetri, 
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spektrodensitometri, dan spektrofotometri UV-Vis. Spektrofotometri UV-Vis 

memiliki keunggulan dalam hal kecepatan analisis dibanding metode 

konvensional lainnya, terutama untuk pengukuran kuantitatif suatu zat 

(Wahyuni & Marpaung, 2020). 

Salah satu metode ekstraksi yang digunakan adalah ekstraksi maserasi. 

Maserasi adalah proses pemisahan senyawa dengan cara perendaman sampel 

menggunakan pelarut organik pada temperatur ruangan. Metode ini memiliki 

beberapa kelebihan diantaranya alat dan proses yang digunakan sederhana, 

bahan yang diekstraksi tidak mengalami kerusakan pada senyawa aktif akibat 

pemanasan, biaya pelaksanaan relatif tidak tinggi, dan dapat mengekstraksi 

bahan alam yang tidak tahan pada suhu yang tinggi (Wahyuni & Marpaung, 

2020). 

Pada ekstraksi daun tahongai diperlukan pelarut dengan konsentrasi yang 

tepat. Secara umum pelarut yang sering digunakan dalam ekstraksi maserasi 

adalah etanol dengan banyak keunggulan seperti tidak toksik, mempunyai daya 

absorbansi yang baik, bersifat selektif dan dapat menarik berbagai senyawa 

aktif (Wahyuni & Marpaung, 2020). Dengan adanya perbedaan atau variasi 

konsentrasi pelarut etanol akan mempengaruhi nilai rendemen, aktifitas, dan 

kandungan suatu ekstrak. Pelarut etanol yang digunakan yaitu dengan 

kosentrasi 50%, 70%, dan 96% untuk menentukan kadar alkaloid total yang 

tersari dalam ekstrak daun tahongai dengan metode spektrofotometri UV-Vis. 

Konsentrasi pelarut etanol berpengaruh terhadap hasil ekstraksi bahan 

alam yang menggunakan metode maserasi (Agustina & Ismiyanti 2015). Hal 

tersebut sejalan dengan Wahyuni & Marpaung (2020) yang menunjukkan 

bahwa ekstrak akar kuning mengandung senyawa metabolit sekunder alkaloid 

dengan kadar dalam pelarut etanol 50% sebesar 0,6939%, dalam pelarut etanol 

70% sebesar 0,6607%, dan dalam pelarut etanol 96% sebesar 0,7826%. Hal ini 

menunjukkan bahwa kandungan alkaloid pada ekstrak akar kuning paling baik 

tersari dengan menggunakan etanol 96%. Etanol 96% memiliki komposisi 

campuran etanol yang lebih banyak dari air dengan perbanding 24:1 (Wahyuni 

& Marpaung 2020). 
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Berdasarkan latar belakang tersebut, maka perlu dilakukan penentuan 

kadar alkaloid total ekstrak daun tahongai (Kleinhovia hospita Linn) 

berdasarkan konsentrasi etanol dengan metode spektofotometri UV-Vis. 

1.2 Identifikasi Masalah 

Berdasarkan latar belakang di atas, maka identifikasi masalah dari 

penelitian ini, yaitu sebagai berikut: 

1. Apakah daun tahongai (Kleinhovia hospita) mengandung senyawa 

golongan alkaloid? 

2. Berapakah kadar alkaloid total yang diperoleh dari masing-masing 

ekstrak dengan variasi konsentrasi etanol ? 

1.3 Tujuan Penelitian 

1. Mengetahui  apakah  ekstrak  daun  tahongai  (Kleinhovia  hospita) 

mengandung senyawa golongan alkaloid. 

2. Mengetahui dengan adanya perbedaan konsentrasi pelarut etanol 50%, 

70%, dan 96% dapat menentukan konsentrasi pelarut yang tepat. 

1.4 Manfaat Penelitian 

1. Manfaat Teoritis 

Menambah wawasan dan pengetahuan bagi penelitian mengenai 

dengan adanya variasi konsentrasi pelarut etanol dapat menentukan 

konsentrasi pelarut yang tepat dan mengetahui adanya senyawa aktif yang 

tergolong alkaloid di dalam ekstrak daun tahongai. 

2. Manfaat Praktis 

Diharapkan menjadi suatu informasi ilmiah untuk pengembangan 

fitofarmaka berbasis tumbuhan tahongai. 

1.5 Hipotesis 

H0 : Ekstrak etanol daun tahongai mengandung senyawa golongan 

alkaloid. 

H1 : Ekstrak etanol daun tahongai tidak mengandung senyawa golongan 

alkaloid. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Tahongai (Kleinhovia hospita L) 

2.1.1 Definisi 

Indonesia merupakan negara yang kaya akan sumber daya alam. 

Keanekaragaman hayati terdiri dari spesies tanaman. Bahan alam tersebut 

dapat menjadi suatu potensi yang sangat bermanfaat terhadap 

perkembangan industri farmasi di negeri ini. Saat ini pola hidup masyarakat 

dunia kembali banyak menggunakan bahan-bahan alam terutama di 

Indonesia sehingga banyak tumbuhan yang digunakan untuk pengobatan. 

Salah satu tumbuhan yang berpotensi untuk dikembangkan sebagai obat 

adalah daun tahongai (Clara & Alfarabi, 2019) 

2.1.2 Klasifikasi 

Kleinhovia hospita merupakan satu-satunya spesies dalam genus 

Kleinhovia. Klasifikasi K. hospita adalah sebagai berikut (Paramita, 2016). 

Kerajaan : Plantae 

Divisi : Tracheophyta 

Kelas : Magnoliopsida 

Ordo : Malvales 

Familia : Sterculiaceae 

Genus : Kleinhovia L. 

Spesies : Kleinhovia hospita L 
 

Gambar 2.1 Tanaman Tahongai (Kleinhovia hospita Linn) 
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2.1.3 Morfologi 

Tanaman tahongai berukuran pendek hingga sedang, tingginya antara 

5 sampai 20 meter. Kulit batang berwarna kelabu, dengan cabangnya 

berwarna abu-abu kehijauan dengan berambut jarang, dan secara morfologis 

tersusun atas akar, batang, daun, bunga, dan buah (Paramita, 2016). 

Batang daun tahongai berukuran panjang 3-5 x 5-10 cm. Daun 

tahongai berbentuk hati lebar, berukuran 24-27 x 4,5 x 3-24 cm, dengan 

pangkal bertulang dengan daun menjari. Bunga tahongai dikumpulkan di 

ujung dahan, lebar, dan berambut halus, dan berambut halus serta daun 

berbentuk lonjong. Bunga tahongi mempunyai lima kelopak, ukuran 6-19 

mm, warna merah jambu, dengan bulu luar seperti bintang. 5 kelopak, empat 

di antaranya bergerombol lebar, pangkal berbentuk kantung sepanjang 6 

mm dan berwarna merah, kelopak kelima lebih pendek, bulat melintang, 

dan tepi terlipat ke dalam dan menyatu, berujung kuning. Pangkal bunga 

memanjang dengan androginofor yang tipis, pangkalnya dikelilingi bunga 

berbentuk cangkir. Bentuk buah tahongai panjangnya sekitar 5 cm, 

berwarna merah mudah kehijauan dan bulat. Biji tahongai berbentuk hampir 

bulat dengan diameter 1,5-2 mm dan berwarna hitam atau coklat tua 

(Paramita, 2016). 

2.1.4 Habitat Tanaman 

Tahongai dikenal dengan nama kayu katimahar (mahar) adalah salah 

satu tumbuhan tropika indonesia. Masyarakat Sulawesi Selatan sering 

menyebutnya tumbuhan ini dengan nama palisa (Makasar). Di Jawa, dikenal 

dengan nama timoho. Masyarakat Kalimantan Timur juga sudah mulai 

mengenal tumbuhan K. hospita atau tahongai (Clara & Alfarabi, 2019) 

Tumbuhan ini dikenal dengan berbagai nama di daerah lain Indonesia 

yaitu, katimoho, timoho, katimanga, timanga atau kayu tahun (Jawa); 

katimahar atau kimau (Melayu); tangkele atau tangkolo (Sunda), manjar 

(Lampung), katemaha (Madura), katimala (Bali), kadanga (Flores), 

klundang (Sumba); bintangar (Sulawesi Utara); ngededo atau ngaru 

(Maluku Utara); paliasa (Makassar); aju pali atau kauwasan (Bugis) (Clara 

& Alfarabi, 2019). 
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2.1.5 Manfaat Tanaman 

Tanaman tahongai (K.hospita) merupakan salah satu jenis tanaman 

yang tersebar luas di Indonesia. Bagian tanaman tahongai yang umum 

digunakan yaitu daunnya. Tahongai dalam pengobatan tradisional 

dimanfaatkan sebagai obat sakit kepala, hipertensi, diabetes, dan gatal-gatal. 

Bioaktivitas yang dimiliki daun tahongai antara lain sebagai antioksidan, 

antibakteri, antiinflamasi, antidiabete, dan antikanker (Magvirah dkk., 

2020). 

2.1.6 Golongan Senyawa Kimia Aktif 

Tanaman tahongai merupakan suatu tumbuhan yang banyak dijumpai 

di negara beriklim tropis termasuk Indonesia. Tanaman tahongai terdiri dari 

batang, daun, bunga, buah, dan akar. Bagian tanaman yang umum 

digunakan, yaitu daunnya. Pada bagian daun tahongai memiliki kandungan 

metabolit sekunder, yaitu senyawa alkaloid, saponin, dan flavonoid yang 

memiliki manfaat sebagai antibakteri, antikanker, antioksidan, antidiabete 

dan antiinflamasi (Saputra, 2021). 

Tabel 2.1 Metabolit skunder Yunita (2019) 

Metabolit Skunder Hasil Uji Keterangan 

Alkaloid Endapan berwarna coklat dengan 

pereaksi wagner 

+ 

Flavonoid Lapisan amil etanol berwarna merah 

coklat 

+ 

Saponin Terdapat busa dan terjadi perubahan 

warna dari hijau tua menjadi merah 
             kehitaman  

+ 

 

2.1.6.1 Alkaloid 

Alkaloid merupakan kelompok metabolit sekunder terpenting yang 

ditemukan pada tumbuhan. Keberadaan alkaloid di alam tidak pernah 

berdiri sendiri. Golongan senyawa ini berupa campuran dari berupa 

beberapa alkaloid utama dan beberapa kecil. Definisi yang tepat dari istilah 

'alkaloid' (mirip alkali) agak sulit karena tidak ada batas yang jelas antara 

alkaloid dan amina kompleks yang terjadi secara alami. Alkaloid khas yang 

berasal dari tumbuhan, senyawa ini bersifat basa, mengandung satu atau 

lebih atom nitrogen (biasanya dalam cincin heterosiklik) dan mereka 

biasanya memiliki aktivitas fisiologis yang pada manusia atau hewan 
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lainnya (Julianto, 2019). Alkaloid yang mempunyai rumus senyawa kimia 

C10H14N2 dan rumus bagun 3-[(2S)-1-methylpyrrolidin-2-yl]pyridine. 

Struktur dasar senyawa alkaloid dapat dilihat pada Gambar 2.2 

Gambar 2.2 Struktur Alkaloid Indol (NCBI, 2025) 

 

Alkaloid dapat dihasilkan dari dari bahan alam seperti tanaman, 

hewan, bakteri maupun jamur, namun kandungan dan distribusi terbesar 

terdapat di dalam tanaman. Pada umumnya senyawa alkaloid terdapat dalam 

2 bentuk, yaitu bentuk bebas/bentuk basa dan dalam bentuk garamnya. 

Alkaloid dalam bentuk basa akan mudah larut dalam pelarut organik seperti 

eter, kloroform, sedangkan senyawa alkaloid dalam bentuk garam lebih 

mudah larut dalam air. Alkaloid biasanya berasa pahit dan memiliki 

aktivitas farmakologis tertentu. Senyawa alkaloid akan bereaksi dengan 

pereaksi wagner (Iodine dalam KI) dan dragendorff' (Bismuth KI). 

Kegunaan alkaloid bagi tanaman adalah sebagai zat racun untuk melawan 

serangga maupun hewan herbivora, merupakan produk akhir reaksi 

detoksifikasi dalam metabolisme tanaman, regulasi faktor pertumbuhan, 

dan sebagai cadangan unsur (Hanifah dkk., 2024). 

 

2.2 Kafein 

Kafein adalah alkaloid putih yang mempunyai rumus senyawa kimia 

C8H10N4O2, dan rumus bagun 1,3,7-trimethylxanthine. Kafein mempunyai 

kemiripan struktur kimia dengan 3 senyawa alkaloid yaitu Xanthin, 

Theophylline, dan Theobromin. Komponen yang dikenal dalam kafein yaitu 

Xanthin. Bentuk fisik dari kafein berupa serbuk putih, berbentuk jarum 

mengkilap, biasanya menggumpal, tidak memiliki aroma, serta memiliki 

rasa yang pahit. Kafein memiliki kelarutan yaitu agak sukar larut dalam air 

dan dalam etanol, sukar larut dalam eter, dan mudah larut dalam kloroform 

(Latunra dkk., 2021). 
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Gambar 2.3 Struktur kimia kafein (NCBI, 2025) 

Kafein mempunyai beberapa efek farmakologis yang dimanfaatkan 

secara klinis, diantaranya menstimulasi susunan saraf pusat, relaksasi otot 

polos terutama otot bronkus, serta stimulasi otot jantung. Berdasarkan efek 

farmakologis dari kafein tersebut, kafein yang disediakan dalam minuman 

ditentukan dengan jumlah yang sudah dibatasi, karena efek penggunaan 

kafein yang berlebihan dapat menyebabkan gugup, gelisah, tremor, mual, 

hipertensi, dan juga kejang. Konsumsi kafein juga menyebabkan kecanduan 

jika dikonsumsi dalam jumlah yang banyak dan secara rutin. Namun 

kecanduan kafein ini berbeda dengan kecanduan psikotropika ataupun 

narkotika, karena gejala kecanduan tersebut akan hilang dalam satu atau dua 

hari setelah konsumsi. Senyawa kafein ini terdapat pada teh, biji coklat, dan 

kopi (Maramis dkk., 2013). 

2.2.1 Ekstraksi Maserasi 

Ekstraksi merupakan teknik pemisahan senyawa kimia yang bertujuan 

untuk memisahkan atau menarik satu atau lebih senyawa dari suatu sampel 

atau larutan asal menggunakan pelarut yang sesuai. Ekstraksi secara umum 

dapat digolongkan menjadi dua yaitu ekstraksi padat cair dan ekstraksi cair- 

cair. Proses ekstrasi bahan alam dipengaruhi oleh faktor internal dan 

eksternal. Adapun faktor eksternal terdiri dari faktor yaitu suhu, ukuran 

bahan, waktu ekstraksi, jenis pelarut, kondisi pengadukan. Faktor internal 

terdiri dari jenis senyawa aktif dalam bahan, komposisi kualitatif dan 

kuantitatif senyawa aktif (Teti, 2014). 

Maserasi adalah proses penarikan senyawa aktif pada simpisia 

yang dilakukan dengan cara merendam bahan dengan pelarut tertentu 

tanpa  pemanasan  dalam  waktu  tertentu  dan  sesekali  dilakukan 
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pengadukan supaya senyawa aktif dalam simplisia dapat terlarut dengan 

sempurna (Chairunnisa dkk., 2019). 

Prinsip maserasi yaitu penyari menembus dinding sel yang 

kemudian dapat melarutkan zat aktif didalam sel dan diluar sel dengan 

perbedaan konsentrasi tinggi. Kelebihan metode maserasi yaitu dapat 

digunakan untuk melarutkan senyawa yang tidak tahan terhadap panas 

sehingga senyawa tersebut dapat terhindar dari kerusakan, sedangkan 

kerugiannya menggunakan metoda maserasi adalah membutuhkan 

pelarut yang banyak (Mukhriani dkk., 2014). 

Faktor lain yang perlu diperhatikan dalam proses ekstraksi yaitu 

waktu maserasi. Semakin lama waktu maserasi yang diberikan maka 

semakin lama kontak antara pelarut dengan bahan yang akan 

memperbanyak jumlah sel yang pecah dan bahan aktif yang terlarut 

(Chairunnisa dkk., 2019). Kondisi ini akan terus berlanjut hingga tercapai 

kondisi kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam bahan dengan 

konsentrasi senyawa pada pelarut. Yulianingtyas dan Kusmartono (2016), 

melaporkan bahwa hasil ekstrak flavonoid daun belimbing wuluh dengan 

waktu maserasi 24 jam menghasilkan rendemen yang paling rendah yaitu 

6,210 %, sedangkan pada waktu maserasi 48 jam hasil rendemen ekstrak 

semakin meningkat yaitu 8,140 % (Yulianingtyas dan Kusmartono., 2016). 

2.3 Validasi Metode 

Validasi metode menurut United States Pharmacopeia (USP) 

dilakukan untuk menjamin bahwa metode analisis akurat, spesifik, 

reprodusibel, dan tahan pada kisaran analit yang akan dianalisis. Suatu 

metode analisis harus divalidasi untuk melakukan verifikasi bahwa 

parameter-parameter kinerjanya cukup mampu untuk mengatasi problem 

analisis, karenanya suatu metode harus divalidasi, ketika: 

1. Metode baru dikembangkan untuk mengatasi problem analisis 

tertentu 

2. Metode yang sudah baku direvisi untuk menyesuaikan 

perkembangan atau karena munculnya suatu problem yang 

mengarahkan bahwa metode baku tersebut harus direvisi 
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3. Panjaminan mutu yang mengindikasikan bahwa metode baku telah 

berubah seiring dengan berjalannya waktu 

4. Metode baku digunakan di laboratorium yang berbeda, dikerjakan 

oleh analis yang berbeda, atau dikerjakan dengan alat yang berbeda 

5. Untuk mendemonstrasikan kesetaraan antar 2 metode, seperti antara 

metode baru dan metode baku (Abdul, 2017). 

2.3.1 Linearitas 

Pengujian linearitas adalah pengujian yang dilakukan untuk 

mengetahui kemampuan metode analisis dalam memberikan respon 

proporsional atau linear terhadap konsentrasi analit dalam sampel. 

Pengujian linearitas dilakukan dengan menggunakan minimal lima 

konsentrasi larutan standar. Hasil respon dari masing-masing konsentrasi 

kemudian diplotkan dalam kurva kalibrasi dengan sumbu X merupakan 

konsentrasi standar dan sumbu Y merupakan respon dari instrumen 

pengujian. Setelah terbentuk kurva, maka dilakukan penentuan nilai 

koefisien korelasi (r). Nilai koefisien korelasi yang mendekati satu dianggap 

menjadi bukti bahwa metode memiliki nilai linearitas yang baik (Beg, 

2012). 

2.3.2 Akurasi 

Pengujian akurasi adalah pengujian yang dilakukan untuk mengetahui 

apakah metode analisis yang digunakan mampu menghasilkan nilai 

perolehan kembali (recovery) yang baik. Nilai perolehan kembali yang 

didapatkan akan menunjukkan derajat kedekatan hasil analisis dengan kadar 

analit yang sebenarnya. Karena itu, akurasi merupakan parameter paling 

penting yang harus dipenuhi oleh suatu metode analisis (Araujo, 2009). 

Dalam penentuan akurasi metode analisis, pengukuran sampel 

dilakukan dalam minimal tiga konsentrasi yang berbeda (tinggi, sedang, dan 

rendah) dimana pengukuran di masing-masing konsentrasi dilakukan 

minimal sebanyak 3 kali replikasi. Kriteria penerimaan dari pengujian 

akurasi adalah didapatkannya nilai perolehan kembali (recovery) sebesar 

80-110% (Riyanto, 2017). 
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2.3.3 Presisi 

Presisi suatu metode analisis, menunjukkan kedekatan hasil 

serangkaian pengukuran yang diperoleh dari pengujian berulang pada 

kondisi tertentu. Presisi dinyatakan dalam nilai simpangan baku relatif 

(SBR) dengan syarat penerimaannya adalah SBR < 2%. Pengujian presisi 

metode analisis dapat dibagi menjadi tiga kategori, yaitu keterulangan 

(repeatability), ketertiruan (reproducibility) dan presisi antara (intermediate 

precission) (ICH, 2005). 

Keterulangan menunjukkan nilai presisi suatu metode jika pengujian 

dilakukan berulang oleh satu analis pada kondisi yang sama dalam interval 

waktu yang pendek. Pengujian keterulangan dapat dilakukan dengan 

menggunakan minimal tiga konsentrasi sampel yang masing-masing diukur 

sebanyak tiga kali, atau dengan menggunakan satu konsentrasi (pada 

konsentrasi 100%) dengan enam kali replikasi. Presisi antara menunjukkan 

nilai presisi dari metode analisis ketika dilakukan pada kondisi atau 

lingkungan yang berbeda Pengujian dilakukan dengan minimal terdapat dua 

perbedaan baik dengan menggunakan analisis yang berbeda, peralatan 

berbeda ataupun pada hari yang berbeda. Ketertiruan merupakan nilai 

presisi yang didapatkan dengan membandingkan hasil analisis yang 

didapatkan dari antar laboratorium yang berbeda (ICH, 2005). 

2.3.4 Batas Deteksi (Limit Of Detection, LOD) 

Limit of detection (LOD) adalah konsentrasi analit terendah dalam 

sampel yang masih dapat di deteksi pada saat pengukuran (Kruve, 2015). 

Terdapat beberapa pendekatan yang dapat digunakan dalam pengukuran 

nilai LOD diantaranya adalah dengan berdasarkan evaluasi visual, 

berdasarkan signal to noise dan berdasarkan standar deviasi respon dan nilai 

slope (ICH, 2005). 

Pendekatan berdasarkan evaluasi visual dapat digunakan untuk 

metode analisis instrumental maupun non-instrumental. Pada pendekatan 

ini, nilai LOD ditentukan dengan menggunakan sampel yang telah diketahui 

konsentasinya. Konsentasi dari sampel diturunkan secara bertahap dan nilai 

LOD adalah nilai konsentrasi minimal dari analit yang dapat dideteksi 

(Peris-Vicente dkk., 2015). 
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Pendekatan signal to noise hanya dapat digunakan pada metode yang 

menunjukkan nilai noise atau gangguan dasar (Kruve dkk., 2015). 

Penentuan nilai LOD pada pendekatan ini dilakukan dengan 

membandingkan sinyal yang didapat dari pengukuran analit pada sampel 

konsentrasi rendah dengan sinyal dari placebo (signal noise). LOD adalah 

konsentrasi minimal yang memberikan nilai rasio 3:1 dengan sinyal noise 

(Peris-Vicente dkk., 2015). 

Nilai LOD dari pendekatan berdasarkan standar deviasi respon dan 

nilai slope didapatkan dengan menggunakan rumus (ICH, 2005) pada 

persamaan 2.1 

(2.1) 

Keterangan : 

σ = nilai standar deviasi 

S = slope dari kurva kalibrasi 

2.3.5 Batas kuantifikasi (Limit of quantification, LOQ) 

Limit of quantification (LOQ) adalah konsentrasi analit terkecil dalam 

sampel yang dapat memenuhi kriteria presisi dan akurasi (Kruve, 2015). 

Pengukuran nilai LOQ diantaranya adalah dengan berdasarkan evaluasi 

visual, berdasarkan signal to noise dan berdasarkan standar deviasi respon 

dan nilai slope (ICH, 2005). 

Pada pendekatan evaluasi visual, nilai LOQ ditentukan dengan 

menggunakan sampel yang telah diketahui konsentasinya. Konsentrasi 

sampel akan diturunkan secara bertahap dimana pada masing–masing 

konsentrasi pengukuran dilakukan sebanyak enam kali. Kemudian, hasil 

yang didapatkan di plot pada kurva dengan konsentrasi pada sumbu X dan 

nilai simpangan baku relative (SBR) pengukuran masing–masing 

konsentrasi pada sumbu Y. Nilai SBR cenderung akan meningkat dengan 

menurunnya konsentrasi. Nilai LOQ adalah konsentrasi terkecil dari analit 

yang masih dapat menghasilkan nilai SBR sesuai dengan persyaratan presisi 

(Peris-Vicente, 2015). 

Metode penentuan nilai LOQ pada pendekatan signal to noise 

dilakukan dengan membandingkan sinyal dari pengukuran sampel yang 

LOD = (3 σ)/ S 
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telah diketahui konsentrasinya dengan sinyal dari placebo (signal noise). 

LOQ adalah konsentrasi minimal yang memberikan nilai rasio 10:1 dengan 

signal noise (Peris-Vicente, 2015). 

Nilai LOQ dari pendekatan berdasarkan standar deviasi respon dan 

nilai slope didapatkan dengan menggunakan rumus (ICH, 2005) pada 

persamaan 2.2 

(2.2) 

Keterangan : 

σ = nilai standar deviasi 

S = slope dari kurva kalibrasi 

 

2.4 Spektrofotometer UV-Vis 

2.4.1 Definisi 

Spektrofotometri adalah alat yang terdiri dari spektrometer dan 

fotometer. Spektrofotometer menghasilkan cahaya dari spektrum panjang 

gelombang tertentu, dan fotometer adalah perangkat yang mengukur 

intensitas cahaya yang ditransmisikan atau diabsorbsi. Jadi 

Spektrofotometer digunakan untuk mengukur energi relatif, jika energi 

ditransmisikan, direfleksikan atau dipancarkan sebagai fungsi dari panjang 

gelombang. Keuntungan dari Spektrofotometer dengan fotometer adalah 

lebih banyak panjang gelombang cahaya putih yang dapat dideteksi melalui 

perangkat penyelesai seperti prisma, grating atau celah optis. Dalam sebuah 

fotometer, filter berbagai warna dengan spesifikasi melewati suatu rute pada 

panjang gelombang tertentu (Gandjar, 2007). 

2.4.2 Prinsip kerja Spektrofotometri UV-Vis 

Spektrum elektromagnetik dibagi menjadi beberapa daerah cahaya. 

Suatu wilayah akan diserap oleh atom atau molekul, dan panjang gelombang 

cahaya yang diserap dapat menunjukan struktur senyawa yang diteliti. 

Spektrum elektromagnetik mencakup berbagai panjang gelombang dari 

sinar gamma gelombang pendek berenergi tinggi hingga pada panjang 

gelombang mikro. 

Spektrum serapan di daerah ultraviolet dan tampak umumnya terdiri 

dari satu atau beberapa pita serapan lebar, dan semua molekul dapat 

LOQ = (10 σ/S) 
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menyerap radiasi di daerah ultraviolet-tampak. Oleh karena itu, mereka 

mengandung elektron, baik yang digunakan bersama atau tidak, yang dapat 

tereksitasi ke tingkat yang lebih tinggi. Panjang gelombang pada waktu 

penyerapan terjadi tergantung pada sejauh mana elektron tenkat dalam 

molekul. Elektron dalam satu ikatan kovalen tunggal berhubungan erat, dan 

radiasi dengan energi tinggi, atau panjang gelombang pendek, diperlukan 

eksitasinya (Wunax, 2011). 

Keuntungan utama metode spektrofotometri adalah bahwa metode ini 

memberikan cara sederhana untuk menetapkan kuantitas zat yang sangat 

kecil. Selain itu, hasil yang diperoleh cukup akurat, dimana angka yang 

terbaca langsung dicatat oleh detector dan tercetak dalam bentuk angka 

digital ataupun grafik yang sudah diregresikan secara sederhana instrumen 

spektrofotometri yang disebut spektrofotometri terdiri dari : 

 

Gambar 2.4 Pembacaan Spektrofotometer 

 

Fungsi masing-masing bagian : 

1. Sumber sinar polikromatis berfungsi sebagai sumber sinar 

polikromatis dengan berbagai macam rentang panjang gelombang. 

2. Monokromator berfungsi sebagai penyeleksi panjang gelombang 

yaitu mengubah cahaya yang berasal dari sumber sinar polikromatis 

menjadi cahaya monokromatis. Pada gambar di atas disebut sebagai 

pendispersi atau penyebar cahaya. dengan adanya pendispersi hanya 

satu jenis cahaya atau cahaya dengan panjang gelombang tunggal 

yang mengenai sel sampel. Pada gambar di atas hanya cahaya hijau 

yang melewati pintu keluar. Proses dispersi atau penyebaran cahaya. 
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3. Sel sampel berfungsi sebagai tempat meletakan sampel UV, VIS dan 

UV VIS menggunakan kuvet sebagai tempat sampel. Kuvet 

biasanya terbuat dari kuarsa atau gelas. 

4.  Detektor berfungsi menangkap cahaya yang diteruskan dari sampel 

dan mengubahnya menjadi arus listrik. 

5.  Read out merupakan suatu sistem baca yang menangkap besarnya 

isyarat listrik yang berasal dari detektor. 

Adapun hal–hal yang harus diperhatikan dalam analisis spektofotometri 

1. Pada saat pengenceran, alat pengencer harus benar-benar bersih dan 

bebas dari segala kotoran 

2. Alat harus benar-benar steril saat digunakan 

3. Jumlah zat yang digunakan harus sesuai dengan yang ditetapkan. 

4. Dalam penggunaan Spektrofotometri UV-Vis, sampel harus jernih dan 

tidak keruh. 

5. Bila penggunaan Spektrofotometri UV-Vis, sampel harus 

berwarna (Putri, 2017). 

2.4.3 Hukum Lambert Beer 

Cahaya yang diserap diukur sebagai absorbansi (A), sedangkan 

cahaya yang dihamburkan diukur sebagai transmitansi (T), dinyatakan 

dengan hukum lambert-beer atau Hukum Beer, berbunyi (Suyono, 2013): 

"Jumlah radiasi cahaya tampak (ultraviolet, inframerah, dan 

sebagainya) yang diserap atau duransmisikan oleh suatu larutan merupakan 

suatu fungsi eksponen dari konsentrasi zat dun tebal larutan" 

Rumus yang diturunkan dari Hukum-Beer dapat dilihat pada 

persamaan berikut (Suhartati, 2013) 

(2.3) 

 

 

2.5 Kromatografi Lapis Tipi (KLT) 

Kromatografi merupakan suatu teknik praktis yang sudah 

dikembangkan dari ketertarikan para ahli kimia dalam memiliki 

kemampuan untuk memisahkan suatu campuran senyawa menjadi 

komponen-komponennya   dengan   tujuan   akhir   mampu   untuk 

A = log lo/I = a. b. c (g/liter) = ε. b. c (mol/liter) 
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mengidentifikasi komponen-komponen individualnya. Dalam 

kromatografi, molekul dipisahkan dengan melarutkan campuran dalam fase 

gerak (misalnya buffer) dan melewatkannya melalui fase diam (misalnya 

manik-manik kromatografi). Mereka semua memiliki fase diam (padat atau 

cair) dan fase gerak (cairan atau gas) (Hermita,2014). 

Fase gerak mengalir melalui fase diam dan membawa komponen- 

komponen campuran. kromatografi lapis tipis merupakan suatu analisis 

sederhana yang dapat digunakan untuk melakukan penegasan terhadap 

senyawa kimia yang terkandung pada tumbuhan disamping skrining 

fitokimia. Setelah menentukan noda pemisahan pada plat KLT maka 

dilakukan penentuan Rf yang dapat memberikan identitas senyawa yang 

terkandung (Forestryana dan Amida, 2020). 

Proses pengembangannya sama dengan kromatografi kertas, dengan 

keunggulan aliran yang lebih cepat, pemisahan yang lebih baik, dan 

berbagai fase diam maupun fase gerak. Oleh karena kesederhanan dan 

kecepatannya, KLT sering digunakan untuk memantau reaksi kimia dan 

menganalisis produk reaksi secara kualitatif, dan nilai Rf yang baik terletak 

antara 0,2-8 untuk memaksimalkan pemisahan (Rosamah, 2019). 

Jarak yang ditempuh spot-spot pada permukaan plat diukur dan 

dengan menggunakan persamaan dapat dihitung besarnya nilai Rf, sebagai 

berikut: 

 

 

 

Gambar 2.5 Cara Pengukuran Rf 

Jarak yang 

ditempuh oleh 

Jarak yang 

ditempuh zat 
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Daun Tahongai 

Proses ekstraksi maserasi 

menggunakan pelarut etanol 
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

3.1.1 Tempat Penelitian 

Pengujian analisis senyawa alkaloid total ekstrak daun tahongai 

berdasarkan perbedaan konsentrasi etanol di lakukan di Laboratorium 

Kimia Farmasi Sekolah Tinggi Ilmu Kesehatan Dirgahayu Samarinda. 

3.1.2 Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan dengan jangka waktu yang diperlukan 

mulai Januari - Maret 2025. 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah timbangan analitik 

seperangkat alat maserasi, waterbath, rotary evaporator, gelas ukur, gelas 

kimia, labu ukur, ayakan mesh no 40, cawan porselen, tabung reaksi, rak 

tabung reaksi, belender, pipet tetes, mikro pipet tetes, dan spektrofotometer 

UV-Vis (BEL Photonik UV-M15®). 

3.2.2 Bahan 

Bahan-bahan kimia yang digunakan adalah etanol p.a (Merck), 

akuades, HCl, pereaksi Dragendorff, pereaksi Mayer, pereaksi Wagner, 

NaOH 2N, asam sitrat, Dapar fosfat (pH 4,7), Bromocresol Green (BCG), 

kloroform, kafein pro analysist, n-heksan, etil asetat, kertas saring, dan plat 

silika GF 254. 

Bahan uji yang digunakan adalah daun tahongai (Kleinhovia hospita) 

yang diperoleh dari Desa Belayan Kecamatan Malinau Utara, Kabupaten 

Malinau, Provensi Kalimantan Utara dan dideterminasi di Laboratorium 

Ekologi dan Konservasi Biodiversitas Hutan Tropis Fakultas Kehutanan 

Universitas Mulawarman Samarinda. 
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3.3 Metode Penelitian 

3.3.1 Jenis Penelitian 

Jenis penelitian ini merupakan penelitian eksperimental 

dilaboratorium dengan menguji adanya senyawa alkaloid pada ekstraksi 

etanol daun tahongai secara kualitatif dan dilakukan pengujian secara 

kuantitatif untuk mengetahui kadar alkaloid total yang terkandung dalam 

daun tahongai. 

3.3.2 Variabel Penelitian 

3.3.2.1 Variabel Bebas (Independent Variable) 

Variabel bebas pada penelitian ini meliputi konsentrasi etanol 

50%,70% dan 96% ekstrak daun tahongai (Kleinhovia hospita ) 

3.3.2.2 Variabel Terikat (Dependent Variable) 

Variabel terikat merupakan variabel yang dipengaruhi oleh adanya 

variabel bebas. Variabel terikat dalam penelitian ini adalah adanya atau 

tidak ada kadar senyawa alkaloid ekstrak etanol 50%,70% dan 96% daun 

tahongai (Kleinhovia hospita ) 

3.3.2.3 Variabel Kontrol 

Variabel kontrol dalam penelitian ini antara lain adalah proses 

maserasi, waktu ekstraksi, suhu, dan panjang gelombang pengukuran. 

3.3.3 Definisi Oprasional 

3.3.3.1 Daun Tahongai 

Daun tahongai merupakan salah satu contoh kekayaan alam 

Indonesia yang memiliki potensi besar dalam bidang kesehatan, yang 

tumbuh di pinggiran aliran sungai Indonesia, khususnya di Kalimantan. 

3.3.3.2 Alkaloid 

Alkaloid merupakan salah satu metabolit sekunder yang terdapat 

pada tanaman daun tahongai. 

3.3.3.3 Etanol 

Etanol adalah jenis alkohol yang paling sering digunakan sebagai 

pelarut dalam proses maserasi. 
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3.3.3.4 Uji Kualitatif 

Uji kualitatif merupakan metode untuk menganalisis apakah 

terdapat kandungan senyawa alkaloid pada daun tahongai dengan 

menggunakan kromatografi lapis tipis. 

3.3.3.5 Uji kuantitatif 

Uji kuantitatif merupakan metode untuk menganalisis kadar 

senyawa alkaloid yang terdapat di dalam daun tahongai dengan 

menggunakan spektrofotometri UV-Vis. 

3.3.4 Sampel Penelitian 

Sampel dalam penelitian menggunakan daun tahongai yang diperoleh 

dari Desa Belayan, Kecamatan Malinau Utara, Kabupaten Malinau, 

Provinsi Kalimantan utara. 

3.3.5 Teknik Pengumpulan Data 

3.3.5.1 Data Primer 

Data yang diperoleh dengan mengumpulkan data daun tahongai 

yang akan di uji di laboratorium Kimia STIKES Dirgahayu Samarinda 

dengan metode spektrofotometer UV-Vis untuk menetapkan kadar 

senyawa alkaloid total. 

3.3.5.2 Data Sekunder 

Data sekunder diperoleh dari berbagai jurnal ilmiah, buku maupun 

literatur lain yang mendukung serta berkaitan dengan penelitian ini, 

sebagai acuan dalam rancangan penelitian. 

3.3.6 Teknik Analisis Data 

Hasil penelitian dengan uji kualitatif berupa tabel dan gambar dari 

pengamatan perubahan yang terjadi dalam mereaksikan sampel. Hasil 

penelitian uji kuantitatif berupa nilai absorbansi dari sampel. Kadar sampel 

akan diketahui melalui perhitungan kurva baku. 

3.4 Prosedur Kerja 

3.4.1 Pengambilan Sampel 

Karakteristik daun yang digunakan ialah daun yang tidak terlalu muda 

juga tidak terlalu tua. Penyortiran segera dilakukan setelah sampel selesai 
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dipetik. Kemudiaan dicucian pencucian bertujuan untuk menghilangkan 

kotoran dan mengurangi mikroba-mikroba yang menempel pada sampel. 

Pencucian dilakukan dengan menggunakan air mengalir. Pengeringan 

sampel dilakukan dengan cara dijemur di bawah sinar matahari dan ditutupi 

oleh kain hitam. Pengeringan dilakukan untuk mengeluarkan atau 

menghilangkan air dari sampel. Sampel yang telah kering merata kemudian 

dihaluskan dengan menggunakan blender. Simplisia daun tahongai yang 

telah halus disimpan dalam toples kaca dan kedap udara. Simplisia disimpan 

di tempat yang kering, tidak lembab, dan terhindar dari sinar matahari 

langsung. 

3.4.2 Determinasi Tumbuhan 

Determinasi daun tahongai dilakukan di Laboratorium Ekologi dan 

Konservasi Biodiversitas Hutan Tropis Fakultas Kehutanan Universitas 

Mulawarman Samarinda. Hasil dari detriminasi akan menunjukan bahwa 

tanaman tersebut termasuk dalam famili Malvaceae dan spesies Kleinhovia 

hospita L. atau bukan. 

3.4.3 Ekstraksi Sampel 

Simplisia daun tahongai dibuat dengan 3 wadah, masing-masing 

wadah sebanyak 100 gram serbuk daun tahongai, kemudian tiga wadah 

tersebut ditambahkan pelarut etanol, masing-masing wadah berisi etanol 

50%, 70%, dan 96% dengan masing-masing volume 1000 mL etanol hingga 

serbuk simplisia terendam dan dibiarkan selama 3 hari sesekali di gojok. 

Kemudian disaring dan diuapkan dengan rotary evaporator pada suhu 40ºC 

dan dihitung rendemen masing-masing konsentrasi ekstrak etanol 

(Marpaung & Romelan, 2018). 

 

(3.1) 

 

 

3.5 Uji Kualitatif 

3.5.1 Identifikasi Alkaloid 

Sebanyak 0,5 gram ekstrak ditambahkan 1 mL HCl 2 N dan 9 mL air 

aquades. Lalu dipanaskan di atas penangas air selama 2 menit, didinginkan 

% 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛 
 

 
𝑥 100% 
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dan disaring. Filtrat diambil 3 tetes, lalu ditambahkan 2 tetes pereaksi Mayer 

akan menghasilkan endapan putih atau kuning. Kemudian filtrat diambil 3 

tetes, lalu ditambahkan 2 tetes pereaksi Wagner menghasilkan endapan 

coklat-hitam. Selanjutnya filtrat diambil 3 tetes, lalu ditambahkan 2 tetes 

pereaksi Dragendorff menghasilkan endapan merah bata. Alkaloid dianggap 

positif apabila terbentuk endapan paling sedikit dua atau tiga dari percobaan 

di atas (Nurhayat at al, 2020). 

3.5.2 Identifikasi Alkaloid Secara Kromotografi Lapis Tipis (KLT) 

Pada pemisahan senyawa alkaloid pada KLT digunakan plat silika 

GF254 dengan ukuran plat 5 x 10 cm, kemudian plat KLT dipanaskan dalam 

oven dengan suhu 110ºC dengan waktu 30 menit, kemudian ekstrak etanol 

50%, 70%, dan 96% ditotol pada lempeng pada jarak 1 cm dari tepi bawah 

plat dengan pipa kapiler kemudian dikeringkan. pada berbagai pembanding 

fase gerak yaitu eluen n-heksan : etil asetat (4:1). Setelah itu eluen 

dijenuhkan dalam chember dengan menggunakan kertas saring. Selanjutnya 

plat KLT yang telah ditotol dengan ekstrak dimasukkan kedalam chember 

dan kemudian dielusi. Pengamatan terhadap penampakan noda dilakukan 

dengan menggunakan sinar UV 254 nm, kemudian dihitung nilai Rf. 

 

3.6 Analisis Kuantitatif 

3.6.1 Pembuatan Larutan Baku Kafein 

Sebanyak 100 mg kafein dilarutkan pada labu ukur 100 ml dengan 

aqudest panas. Selanjutnya dipipet sebanyak 5 ml larutan 1000 ppm dan 

masukan ke dalam labu ukur 50 ml sehingga diperoleh konsentrasi 100 ppm. 

Kemudian deret standar di buat dengan (Arwangga dkk, 2016). 

3.6.2 Penentuan Operating Time 

Diambil sebanyak 1 mL larutan induk kafein 100 ppm, kemudian 

ditambahkan 5 mL dapar fosfat dan 5 mL larutan BCG. Kemudian 

diekstraksi dengan 5 mL kloroform sebanyak 2 kali menggunakan corong 

pisah dan diambil fase kloroform. Fase kloroform dimasukkan ke dalam 

labu ukur 10 mL kemudian tambahkan kloroform sampai tanda batas dan 

kocok hingga homogen. Kemudian ditentukan waktu serapan yang stabil 

(Salamah dkk., 2017). 
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3.6.5 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum (λmaks) Kafein 

Larutan induk kafein 100 ppm diambil sebanyak 1 mL, kemudian 

ditambahkan 5 mL dapar fosfat dan 5 mL larutan BCG. Kemudian 

diekstraksi dengan 5 mL kloroform sebanyak 2 kali menggunakan corong 

pisah dan diambil fase kloroform. Fase kloroform dimasukkan ke dalam 

labu ukur 10 mL kemudian tambahkan kloroform sampai tanda batas dan 

kocok hingga homogen. Kemudian diamkan selama waktu operating time 

yang diperoleh, setelah hasil panjang gelombang maksimum standar baku 

kafein diperoleh, panjang gelombang maksimum tersebut digunakan untuk 

mengukur serapan dari sampel ekstrak etanol daun tahongai. 

3.6.6 Pembuatan Seri Kurva Baku Kafein 

Kurva baku dibuat dengan menggunakan konsentrasi 1 ppm, 3 ppm, 

6 ppm, 9 ppm dan 12 ppm dengan cara memipet larutan induk dengan kadar 

100 ppm sebanyak 0,1 mL, 0,3 mL, 0,6 mL, 0,9 mL, dan 1,2 mL kemudian 

dipreparasi dengan 5 mL dapar fosfat pH 4,7 dan 5 mL larutan BCG dan 

diekstraksi dengan 5 mL kloroform sebanyak 2 kali menggunakan corong 

pisah. Diambil fase kloroform kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 

10 ml tambahkan kloroform sampai tanda batas aduk hingga homogen. 

Kemudian didiamkan selama waktu operating time yang diperoleh. Serapan 

diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 

maksimum (Ayu., 2021). 

3.6.7 Penentuan Kadar Alkaloid Total Ekstrak Daun Tahongai (Etanol 

50%, 70%, 96%) 

Sebanyak 2 ml ekstrak daun tahongai diambil masing-masing 

konsentrasi ekstrak. Lalu ditambahkan dapar fosfat dan larutan BCG 5 ml. 

Kemudian diekstraksi dengan kloroform sebanyak tiga kali menggunakan 

corong pisah. Diambil fase kloroform dan dimasukkan ke dalam labu ukur 

10 mL dan ditambahkan kloroform sampai batas volume. Kemudian diukur 

absorbansi pada panjang gelombang 294 nm. 

Membuat besaran persentase kadar digunakan persamaan 3.2 

(3.2) 𝐶 𝑋 𝐹𝑝 𝑥 𝑉 𝑥 100% 
𝐴 = 

𝐵 𝑋 10² 
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Keterangan : 

A = Presentase sampel terukur (%) 

C = konsentrasi yg diperoleh (µg/ mL) 

Fp = volume pelarut (mL) 

V = volume pelarut (mL) 

B = berat cuplikan (g) 

3.6.8 Analisis Data 

Penentuan kadar alkaloid total dilakukan dengan mencari nilai regresi 

dan perhitungan koefesien variasi regresi linier. Setelah itu dilakukan 

perhitungan kadar alkaloid total ekstrak etanol daun tahongai dengan 

menggunakan rumus y = bx + a. Dari rumus tersebut maka akan diperoleh 

kadar alkaloid total dan nilai Standar Deviasi (SD). 

 

3.7 Validasi Metode 

3.7.1 Penentuan Linearitas 

Linearitas diukur menggunakan variasi konsentrasi larutan baku 

kafein pada rentang 5, 10, 15, 20, dan 25 ppm dengan cara memipet larutan 

baku kafein 100 sebanyak 1 mL, 2 mL, mL, 4 mL, dan 5 mL kemudian 

dipreparasi dengan 5 mL dapar fosfat pH 4,7 dan 5 mL larutan BCG dan 

diekstraksi dengan 5 mL kloroform sebanyak 2 kali menggunakan corong 

pisah. Diambil fase kloroform kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 

10 mL tambahkan kloroform sampai tanda batas aduk hingga homogen. 

Serapan diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 

maksimum dan pengukuran dilakukan sebanyak tiga kali pengulangan. 

Hasil yang didapatkan kemudian diolah menggunakan microsoft excel 

sehingga diperoleh kurva linier y = ax + b dengan r
2
 sebagai linearitas 

determinan 

3.7.2 Penentuan Akurasi 

Dibuat seri konsentrasi 10, 15 dan 20 ppm dari larutan induk kafein 

100 ppm, kemudian ditambahkan 1 ml masing-masing ekstrak etanol 70,50 

dan 96% dan 5 ml dapar fosfat 5 ml larutan BCG. Kemudian diekstraksi 

dengan 5 mL kloroform sebanyak 2 kali dan diambil fase kloroform. Fase 

kloroform dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL kemudian tambahkan 
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kloroform sampai tanda batas dan kocok hingga homogen. Uji akurasi 

dilakukan 3 kali penggulangan dan uji akurasi ini dapat diterima jika % 

recovery yang diperoleh berada dalam rentang 80-120 %. Rumus untuk 

akurasi ditunjukkan pada persamaan 3.3 

 

(3.3) 

 

3.7.3 Penentuan Presisi 

Diambil sebanyak 1 mL larutan induk kafein 100 ppm, kemudian 

ditambahkan 5 mL dapar fosfat dan 5 mL larutan BCG. Kemudian 

diekstraksi dengan 5 mL kloroform sebanyak 2 kali dan diambil fase 

kloroform. Fase kloroform dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL 

kemudian tambahkan kloroform sampai tanda batas dan kocok hingga 

homogen. Diukur serapannya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada 

panjang gelombang maksimum, replikasi sebanyak 6 kali, kemudian 

dihitung nilai relative standard deviation dengan rumus pada Persamaan 3.4 

(3.4) 

 

3.7.4 Penentuan LOD dan LOQ 

LOD dan LOQ dihitung secara statistik melalui garis regresi linear 

dari kurva kalibrasi. Dengan membuat larutan baku dengan konsentrasi 1, 

2, 4, 6, 8 dan 10 ppm kemudian ditambahkan daparr fosfat 5 mL dan BCG 

5 mL. Kemudian diekstraksi dengan 5 mL kloroform sebanyak 2 kali dan 

diambil fase kloroform. Fase kloroform dimasukkan ke dalam labu ukur 10 

mL kemudian tambahkan kloroform sampai tanda batas dan kocok hingga 

homogen. Absorbansi dari larutan pembanding diukur mengunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum. Setelah 

diukur absorbansi dari larutan baku kerja di cari persamaan regresi antara 

konsentrasi dengan absorbansi. Kemudian di hitung nilai LOD dan LOQ. 

% 𝑅𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 
 

 
𝑥 100% 

% 𝑅𝑆𝐷 
 

 
𝑥 100% 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Determinasi 

Penelitian ini menggunakan daun tahongai (Kleinhovia hospita Linn.) 

sebagai sampel yang diperoleh dari tanaman milik pribadi di daerah 

Malinau, Kalimantan Utara. Untuk menjamin keakuratan penelitian, sampel 

diidentifikasi di Laboratorium Ekologi dan Konservasi Biodiversitas Hutan 

Tropis Fakultas Kehutanan Universitas Mulawarman Samarinda. 

Determinasi bertujuan untuk mengetahui kebenaran serta identitas tanaman 

agar menghindari kesalahan dalam pengumpulan bahan baku penelitian. 

Hasil identifikasi (sesuai surat nomor: 350/UNI13.4.08/LL/2024) hasil 

determinasi menunjukan bahwa tanaman tersebut termasuk dalam famili 

Malvaceae, spesies Kleinhovia hospita Linn. 

 

4.2 Ekstraksi 

Metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi dengan merendam 

dan mengojok simplisia beberapa kali menggunakan masing konsentrasi 

pelarut 96%, 70%, dan 50% selama 3x24 jam. Metode ini memiliki 

beberapa kelebihan diantaranya alat dan proses yang digunakan sederhana, 

bahan yang diekstraksi tidak mengalami kerusakan pada senyawa aktif 

akibat pemanasan, biaya pelaksanaan relatif tidak tinggi, dan dapat 

mengekstraksi bahan alam yang tidak tahan pada suhu yang tinggi (Perwati 

dkk., 2022). Pengadukan dilakukan secara berulang agar mempercepat 

waktu larut dalam mengekstraksi dan terjadi keseimbangan antara pelarut 

di luar sel dan di dalam sel pada sampel. Penggunaan konstrasi etanol 96%, 

70% dan 50% sebagai pelarut penyaringan, dengan adanya variasi 

konsentrasi pelarut etanol diharapkan dapat menentukan konsentrasi pelarut 

yang tepat dalam menyari senyawa aktif yang tergolong alkaloid di dalam 

ekstrak daun tahongai (Sentat dkk., 2015). Hasil maserasi yang diperoleh 

selanjutnya dipekatkan menggunakan evaporator untuk memperoleh 

ekstrak kental kemudian dihitung persen rendemennya, hasil rendemen 

dapat dilihat pada tabel 4.1 
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Tabel 4.1 Hasil Rendemen Ekstrak Etanol Daun Tahongai 
 

Sampel Bobot Simplisia Bobot Ekstrak Rendemen 

Ekstrak etanol 

96% 

100 gr 11,09 gr 11,09% 

Ekstrak etanol 

70% 

100 gr 12,62 gr 12,62% 

Ekstrak etanol 

50% 

100 gr 15,16 gr 15,16% 

 

Ekstraksi yang diperoleh kemudian dilakukan perhitungan rendemen 

yang merupakan perbandingan bobot ekstrak yang diperoleh terhadap bobot 

simplisia yang di ekstraksi. Rendemen ini memberikan gambaran tentang 

seberapa banyak senyawa aktif yang berhasil ditarik dari bahan tersebut. 

Semakin tinggi nilai rendemen, semakin banyak pula senyawa aktif yang 

berhasil diekstraksi. Hasil ekstraksi menunjukkan bahwa rendemen 

tertinggi diperoleh dari ekstrak etanol 50%, yaitu sebesar (15,16%). 

Sementara itu, ekstrak etanol 70% menghasilkan rendemen (12,62%), dan 

ekstrak etanol 96% (11,09%). 

Rendemen tertinggi pada ekstrak etanol 50% mengindikasikan bahwa 

pelarut ini mampu mengekstrak lebih banyak jenis senyawa aktif dari daun 

tahongai. Etanol 50% adalah campuran dari etanol dan air dengan 

perbandingan 1:1. Air bersifat pola sehingga mampu menarik senyawa- 

senyawa polar, sedangkan etanol yang kurang polar, menarik senyawa 

dengan berbagai tingkat polaritas, seperti alkaloid, flavonoid, tanin, 

antrakuinon, terpenoid, dan saponin. Kemampuan pelarut untuk menarik 

senyawa aktif didasarkan pada prinsip "like dissolves like", yaitu senyawa 

hanya dapat larut dalam pelarut yang memiliki tingkat polaritas yang sama. 

 

4.3 Hasil Kualitatif 

4.3.1 Identifikasi Alkaloid 

Ekstrak kental yang diperoleh dari hasil penguapan selanjutnya 

dilakukan uji identifikasi skrining fitokimia dengan 3 pereaksi warna yaitu 

wagner, mayer, dan dragendroff. Hasil identifikasi uji warna dilakukan 
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dengan 3 tabung reaksi yang berisi sampel menambahkan pereaksi yang 

berbeda sebanyak 3 tetes setiap tabung reaksi. Alkaloid dianggap positif 

apabila terbentuk endapan paling sedikit dua atau tiga dari percobaan yang 

dilakukan (Nurhayat dkk, 2020). Hasil yang diperoleh dari ketiga ekstrak 

daun tahongai pada table 4.2 dinyatakan positif mengandung alkaloid 

ditandai dengan adanya endapan pada setiap pereaksi yang digunakan. 

Tabel 4.2 Hasil Pengujian Identifikasi Alkaloid Daun Tahongai 
 

Sampel Pereaksi Hasil uji Kesimpulan 

Ekstrak Etanol 

96% 

Wagner Endapan coklat + 

Mayer Endapan putih + 
 Dragendoff Endapan merah bata + 

Ekstrak Etanol 

70% 

Wagner Endapan coklat + 

Mayer Endapan kuning + 
 Dragendoff Endapan merah bata + 

Ekstrak Etanol 

50% 

Wagner Tidak terlihat adanya 

endapan 

- 

 Mayer Endapan kuning + 
 Dragendoff Endapan jingga kecoklatan + 

Keterangan : 

(+)   : Mengandung alkaloid 

(-)   : Tidak mengandung alkaloid 

Uji wagner dengan pengambilan sampel sebanyak 3 tetes 

ditambahkan 2 tetes pereaksi wagner ditandai positif alkaloid terbentuknya 

endapan berwarna coklat. Endapan tersebut adalah kalium-alkaloid. Pada 

uji wagner ion logam K akan membentuk ikatan kovalen koordinat dengan 

nitrogen pada alkaloid hingga membentuk kompleks kalium-alkaloid yang 

mengendap (Marliana dkk., 2005). 

Senyawa alkaloid pada uji mayer dilakukan dengan cara pengambilan 

ekstrak sebanyak 3 tetes ditambahkan wagner sebanyak 2 tetes dinyatakan 

positif ditandai terbentuknya endapan berwarna putih karena terjadi 

nitrogen alkaloid bereaksi dengan ion logam K dari kalium 

tetraiodomerkurat (II) sehingga membentuk kompleks kalium-alkaloid yang 

mengendap (Marliana dkk., 2005). 
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Gambar 4.1 Reaksi Uji Mayer 

 

Pada uji alkaloid pengambilan sampel ekstrak 3 tetes ditambahkan 

sebanyak 2 tetes pereaksi dragendroff positif alkaloid ditandai dengan 

terbentuknya endapan endapan jingga kecoklatan/merah bata. Endapan 

tersebut adalah kalium-alkaloid. Pada uji pereaksi dragendroff terjadi reaksi 

nitrogen yang digunakan untuk membentuk ikatan kovalen koordinat 

dengan ion logam K hingga terbentuknya endapan warna jingga atau merah 

bata (Marliana dkk., 2005) 

 

Gambar 4.2 Reaksi Uji Dragendroff 

 

Berdasarkan literatur hasil tersebut positif mengandung alkaloid yang 

mana sampel ektrak etanol daun tahongai mengandung senyawa alkaloid 

dengan ditandai dragendroff berubah menjadi endapan. Endapan jingga 

kecoklatan/merah bata, mayer berubah warna menjadi endapan putih dan 

wagner berubah warna adanya endapan coklat. Alkaloid dianggap positif 

apabila terbentuk endapan paling sedikit dua atau tiga dari percobaan yang 

dilakukan (Nurhayat 2020) 

4.3.2 Identifikasi Alkaloid Secara Kromotografi Lapis Tipis (KLT) 

Identifikasi alkaloid dalam ekstrak daun tahongai dilakukan 

menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Metode ini dipilih 

karena lebih sederhana, mudah dilakukan, serta membutuhkan bahan yang 

lebih sedikit (Kumalasari dkk., 2018). KLT merupakan metode pemisahan 

senyawa berdasarkan perbedaan distribusi antara fase diam dan fase gerak. 

Dalam pemisahan senyawa ini, digunakan plat silika gel GF254 nm sebagai 

fase diam. Plat ini memiliki ikatan terkonjugasi dan bersifat polar, serta 
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mampu memancarkan cahaya dengan baik di bawah sinar UV. Sebagai fase 

gerak, menggunakan pelarut n-heksan : etil asetat dengan perbandingan 

(4:1). Pemilihan kedua pelarut ini bertujuan untuk memisahkan senyawa- 

senyawa dengan tingkat kepolaran yang berbeda karena masing-masing 

pelarut memiliki kepolaran yang berbeda. 

 

Gambar 4.3 Hasil Analisis KLT 

Deteksi bercak dilakukan dengan menggunakan sinar UV 254 nm. Di 

bawah sinar UV 254 nm, lempeng KLT akan berfluoresensi, sementara 

sampel yang mengandung alkaloid akan tampak sebagai bercak berwarna 

gelap (AR dkk., 2019). Sebelum digunakan, plat KLT diaktifkan terlebih 

dahulu dengan cara dipanaskan dalam oven selama 30 menit pada suhu 

110˚C. Proses pemanasan ini bertujuan untuk menghilangkan kandungan air 

yang terdapat pada plat (Permadi, dkk., 2018). 

Tabel 4.3 Hasil Analisis KLT 
 

Sampel Jarak 

Tempuh 
Eluen (cm) 

Sinar UV 

254 

Nilai Rf 

Ekstrak Etanol 

96% 
Rf 1 = 3,5 

Rf 2 = 2,5 

Rf 3 = 1,8 
Rf 4 = 1,3 

Ungu 

Ungu 

Merah 
Merah 

0,538 

0,385 

0,277 
0,2 

Ekstrak Etanol 

70% 

Rf 1 = 2,1 
Rf 2 = 1,5 

Merah 

ungu 

0,323 
0,231 

Ekstrak Etanol 
 50%  

- - - 
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Hasil analisis KLT menunjukkan bahwa dua dari tiga variasi ekstrak 

etanol daun tahongai positif mengandung alkaloid. Secara spesifik, ekstrak 

etanol 96% memperlihatkan empat noda dengan nilai Rf berturut-turut 

0,538 (ungu), 0,385 (ungu), 0,277 (merah), dan 0,2 (merah). Sementara itu, 

ekstrak etanol 70% menunjukkan dua noda dengan nilai Rf 0,323 (merah) 

dan 0,231 (ungu), alkaloid tidak terdeteksi pada ekstrak etanol 50%. Hal 

tersebut sejalan dengan Abdulkadir (2023), menunjukkan bahwa nilai Rf 

alkaloid yang umum berkisar antara 0,07-0,62 dan menghasilkan warna 

noda merah atau unggu pada KLT. 

 

4.4 Hasil Uji Kuantitatif 

4.4.1 Penentuan Operating Time 

Penentuan Operating Time pada spektrofotometri UV dilakukan 

dengan cara mengamati absorbansi larutan kafein pada waktu-waktu 

tertentu hal ini bertujuan untuk mengetahui waktu pengukuran suatu 

senyawa yang diperoleh saat absorbansi paling stabil reaksi yang 

ditunjukkan dengan tidak adanya penurunan absorbansi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 4.4 Grafik Operating Time 

 

Dari hasil grafik 4.4 di atas dapat diketahui bahwa kesetabilan dimulai 

pada menit ke-20 dan berlanjut hingga menit ke-30, maka pengukuran 

absorbansi dilakukan pada menit ke-20, hal ini menunjukkan bahwa 

pereaksi BCG telah habis bereaksi secara efektif dengan kafein, sehingga 

pembentukan kompleks tidak lagi signifikan dan absorbansi larutan menjadi 

stabil.  Penetapan operating time perlu dilakukan untuk meminimalkan 
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terjadinya kesalahan pangukuran. Hal ini disebabkan karena senyawa- 

senyawa yang akan diukur absorbansinya dalam penelitian ini 

membutuhkan waktu agar reaksi yang terbentuk stabil. Bila pengukuran 

dilakukan sebelum waktu operating time, maka terdapat kemungkinan 

reaksi yang terbentuk belum sempurna. 

4.4.2 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum 

Panjang gelombang maksimum kafein dicari pada serapan yang 

berkisaran 200-400 nm. Tujuan dari penetapan panjang gelombang 

maksimum adalah untuk mencapai kekuatan serapan maksimum dan untuk 

meminimalkan kesalahan pembacaan serapan seminimal mungkin 

(Wahyuni & Marapaung, 2020). Hasil penentuan panjang gelombang 

maksimum di peroleh pada Gambar 4.5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 4.5 Panjang Gelombang Kafein 

 

Penentuan Panjang gelombang maksimum diperoleh pada panjang 

gelombang 294 nm dan absorbansi 0,8419. Hal ini telah sesuai dengan 

literatur bahwa panjang gelombang maksimum kafein berkisaran 200- 

400nm. 

4.4.3 Hasil Penentuan Kurva Baku Standar 

Analisis kurva standar bertujuan untuk menunjukkan besarnya 

konsentrasi sampel dalam larutan. Berdasarkan hasil yang diperoleh 

kemudian dibuat persamaan garis linear. Setelah didapatkan persamaan 

persamaan regresi linear, maka kadar kafein dalam ekstrak daun tahongai 
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dapat dihitung. Berdasarkan hasil pengukuran absorbansi terhadap larutan 

baku kafein hasil yang diperoleh dapat dilihat pada Gambar 4.6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 4.6 Kurva Baku Larutan Kafein 

Kurva baku standar merupakan perbandingan antara konsentrasi 

dengan absorbansi yang dibuat dari larutan standar yang mengandung 

kafein. Kurva baku standar diperoleh dari kurva kalibrasi dengan 5 variasi 

konsentrasi yaitu 1, 3, 6, 9, 12 ppm sehingga didapat persamaan garis regresi 

linier adalah y = 0.0369x + 0.1278 dengan nilai koefisien korelasi sebesar 

0.9993. 

4.4.4 Penetapan Kadar Alkaloid Ekstrak Etanol 96%, 70% dan 96% 

Berdasarkan hasil yang diperoleh dari perhitungan kadar alkaloid 

daun tahongai pada ekstrak etanol 96%, 70% dan 50% secara kuantitatif 

bisa dilihat pada tabel 4.4 

Tabel 4.4 Hasil Pengujian Kadar Alkaloid 

Sampel Replikasi Absorbansi Konsentrasi 

(ppm) 

Kadar 

Alkaloid 

(%b/b) 

Rata-rata 

Kadar 

Alkaloid 
(%b/b) 

Ekstrak 

Etanol 

96% 

1 0.218 2.455 2.45  

2 0.218 2.450 2.45 2,45 

3 0.219 2.466 2.44  

Ekstrak 

Etanol 

70% 

1 0.168 1.081 1.08  

2 0.168 1.095 1.09 1,09 

3 0.169 1.106 1.11  

Ekstrak 

Etanol 
50% 

1 0.143 0.401 0.4  

2 0.132 0.108 0.11 0,65 

3 0.133 0.138 0.14  

 

Pengujian dilakukan dengan ditambahkan 5 ml buffer fosfat pH 4,7 

dan 5 ml BCG, dengan ini alkaloid akan terjadi pembentukan oleh asam 
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lemah, sehingga dapat bereaksi dengan BCG dan menghasilkan senyawa 

kompleks. Kemudian diekstraksi dengan menggunakan kloroform sebanyak 

2 kali agar hanya alkaloid yang akan dihasilkan pada larutan akhir. Pada 

penelitian ini, pengukuran kekuatan serapan sampel didapatkan hasil 

penetapan kadar alkaloid dari ekstrak daun tahongai dengan metode 

spektrofotometri UV-Vis yang telah disubsitusi kedalam persamaan regresi 

linear, dari persamaan tersebut digunakan untuk menghitung kadar alkaloid 

total. 

Kadar alkaloid total daun tahongai dilakukan sebanyak 3 kali replikasi 

untuk meningkatkan hasil ketelitian terhadap hasil yang diperoleh. Hasil uji 

kuantitatif menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun tahongai mengandung 

alkaloid dengan kadar tertinggi pada ekstrak 96% (2,45%), diikuti ekstrak 

70% (1,09%), dan terendah pada ekstrak 50% (0,65%). Kadar alkaloid total 

tertinggi ekstrak daun tahongai terdapat pada ekstrak etanol 96% sebesar 

2,45%. Hal ini menunjukkan bahwa kandungan alkaloid pada ekstrak daun 

tahongai paling baik tersari dengan menggunakan etanol 96%. Etanol 96% 

memiliki komposisi campuran etanol yang lebih banyak dari air dengan 

perbandingan 24:1. Hal tersebut sejalan dengan Alfi (2024) yang 

menunjukkan bahwa ekstrak daun sirih cina mengandung senyawa alkaloid 

dengan kadar dalam pelarut 96% sebesar 42,413% dan untuk pelarut etanol 

70% yaitu 21,11%, dari hasil tersebut dapat diketahui bahwa kadar etanol 

96% lebih tinggi. Hal ini memperlihatkan bahwa etanol dengan sifat yang 

dapat mengikat berbagai senyawa aktif dengan tingkat kepolaran yang 

berbeda beda dapat menyari lebih banyak senyawa-senyawa alkaloid dan 

turunannya yang juga memiliki berbagai tingkat kepolaran dibandingkan 

dengan air yang hanya memiliki sifat polar (Syahputra dkk., 2023). 

4.5 Metode Validasi 

4.5.1 Hasil Uji Linearitas 

Linieritas merupakan pengujian yang dilakukan untuk mengetahui 

kemampuan metode analisis dalam memberikan respon proporsional atau 

linear terhadap konsentrasi analit dalam sampel yang dapat menunjukan 

bahwa area analit dalam larutan sampel berada pada rentang tertentu 
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(Maghfiroh dkk., 2022). Uji linieritas ditetapkan dengan seri larutan baku 

yang terdiri dari minimal lima konsentrasi berbeda (Depkes RI, 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 4.7 Kurva Uji Linearitas 

 

Uji linearitas dilakukan 3 kali replikasi untuk meningkatkan ketelitian 

terhadap hasil yang diperoleh. Liniaritas diukur dengan memperhatikan 

nilai r² yang diperoleh. Persamaan garis regresi linier yang didapatkan 

adalah y = 0.0198x + 0.0332 dengan nilai r² = 0.9972 pada rentang 

konsentrasi 5 ppm sampai 25 ppm. Suatu persamaan dikatakan linier jika 

nilai r² ≥ 0,98. Hal ini menandakan adanya hubungan signifikan antara 

konsentrasi dengan absorbansi kafein baku karena memenuhi persyaratan 

yang ditentukan (Ayuni, 2022). 

4.5.2 Hasil Uji Akurasi 

Uji akurasi dilakukan untuk melihat ketelitian alat dan analisisnya 

dalam membuat konsentrasi larutan yang sesuai dengan kadar yang 

sebenarnya (Maghfiroh dkk., 2022). Pengujian ini dilakukan dengan 

standard addition method atau dengan penambahan standar adisi dengan 

3 konsentrasi yang berbeda yaitu 10 ppm, 15 ppm dan 20 ppm dengan 3x 

replikasi pada masing-masing konsentrasi. 

Hasil perolehan kembali (recovery) dari uji akurasi pada berbagai 

konsentrasi dan jenis ekstrak etanol menunjukkan hasil yang beragam. 

Untuk ekstrak 96% (10 ppm: 100.498%; 15 ppm: 96.449%; 20 ppm: 

97.835%), ekstrak 70% (10 ppm: 84.639%; 15 ppm: 91.878%; 20 ppm: 

84.459%), dan ekstrak etanol 50% (10 ppm: 81.924%; 15 ppm: 80.802%; 

20 ppm: 80.653%). Hasil uji akurasi pada Tabel 4.5 memenuhi persyaratan, 
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kriteria penerimaan dari pengujian akurasi adalah didapatkannya nilai 

perolehan kembali (recovery) sebesar 80-110% (Riyanto, 2017). 

 
Tabel 4.5 Hasil Pengujian Akurasi Ekstrak Etanol 96%, 70% dan 50% 

 

Sampel C 

(ppm) 

Replikasi Absorbansi C 

Terhitung 

(ppm) 

% 

Recovery 

Rata-rata 

% 
Recovery 

 10 1 0.499 23.933 93.763 100.498 
  2 0.514 24.696 101.392  

  3 0.524 25.191 106.340  

 15 1 0.597 28.964 96.048 96.449 
Ekstrak 
Etanol 

96% 

 2 0.586 28.392 92.234  

 3 0.612 29.716 101.065  

20 1 0.684 33.469 94.562 97.835 
  2 0.692 33.871 96.572  

  3 0.715 35.031 102.371  

Ekstrak 

Etanol 

70% 

10 1 0.425 20.124 82.938 84.639 
 2 0.426 20.155 83.247  

 3 0.435 20.603 87.732  

 15 1 0.512 24.572 84.948 91.878 
  2 0.538 25.938 94.055  

  3 0.546 26.325 96.632  

 20 1 0.599 29.067 86.185 84.459 
  2 0.589 28.593 83.814  

  3 0.588 28.505 83.376  

Ekstrak 

Etanol 

50% 

10 1 0.383 17.923 80.303 81.924 
 2 0.384 17.984 80.927  

 3 0.391 18.345 84.536  

 15 1 0.462 21.995 80.687 80.802 
  2 0.462 22.005 80.756  

  3 0.463 22.036 80.962  

 20 1 0.538 25.923 80.154 80.653 
  2 0.543 26.165 81.366  

  3 0.539 25.979 80.438  

 

4.5.3 Presisi 

Presisi merupakan parameter yang menyatakan tingkat kesesuaian 

(ketelitian) antara hasil pengujian sampel yang dilakukan berulang kali dari 

sampel yang sama pada kondisi tertentu. 

Tabel 4.6 Hasil Pengujian Presisi 
 

Standar Devisiasi RSD % 

0.044 0.270 
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Presisi diukur dengan menggunakan perhitungan standar deviasi 

untuk menyatakan % standar deviasi relatif. Pada penelitian ini 

menggunakan enam kali replikasi 6 kali berturut-turut dilakukan 

konsentrasi 15 ppm kemudian dianalisis menggunakan spektrofotometri 

UV-Vis sehingga didapatkan nilai absorbansi sampel yang terukur 

kemudian dihitung nilai RSD sehingga didapatkan nilai absorbansi sampel 

yang diukur dan kemudian dihitung RSD (standar deviasi relatif) dan 

memberikan hasil seperti pada tabel 4.6 

Metode spektrofotometri UV-Vis untuk penetapan kadar kafein 

dikatakan memiliki presisi yang baik apabila % RSD <2% (Riyanto, 2014). 

Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa nilai % RSD 0,024%. Hal ini 

menunjukkan bahwa pengujian presisi memenuhi syarat karena karena 

kurang dari 2%. 

4.5.4 Hasil Analisis LOD & LOQ 

Penentuan uji Limit of Detection (LoD) ini merupakan jumlah terkecil 

dari analit dalam suatu sampel yang dapat dideteksi dan memberikan respon 

signifikan apabila dibandingkan dengan blanko, sedangkan Limit of 

Quantitation (LoQ) menunjukkan jumlah terkecil dari analit yang 

terkandung dalam sampel yang dapat dikuantifikasi secara presisi dan 

akurat (Hidayati, 2013). 

Uji LoD dan LoQ ini digunakan untuk mengetahui kemampuan suatu 

alat untuk mendeteksi analit yang akan dianalisis menggunakan alat 

tersebut. Apabila LoD dan LoQ yang dihasilkan hasilnya kecil maka deteksi 

alat tersebut masih bagus dan dapat memberikan hasil analisis analit yang 

sesuai. Limit deteksi dan limit kuantitasi ini tidak dapat dipisahkan satu 

sama lain dikarenakan diantara keduanya terdapat hubungan yang sangat 

kuat. 

Penentuan batas deteksi (LoD) metode dalam penelitian ini 

disesuaikan dengan pedoman validasi yang ditulis oleh Bratinova (2009) 

yaitu menghitung standar deviasi dari respon blangko yang diukur dengan 

ketentuan 6 kali pengulangan atau lebih banyak (n≥6). Pengukuran batas 

deteksi (LoD) bertujuan untuk mengetahui batas kemampuan terkecil 
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instrumen dalam mengukur konsentrasi namun memberikan respon 

signifikan dibandingkan dengan blangko yang digunakan, sedangkan batas 

kuantisasi (LoQ) merupakan batas terkecil analit yang mampu dideteksi 

oleh instrumen secara kuantitatif. Penentuan LoD dan LoQ dilaksanakan 

berdasarkan data kurva linieritas (Riyanto, 2014). 

 
Tabel 4.7 Hasil Pengujian LOD & LOQ 

LOD LOQ 

0.288317 ppm 0.576634 ppm 

 

Berdasarkan Tabel 4.7 dapat diketahui bahwa kemampuan terkecil 

atau batas deteksi (LoD) dalam mendeteksi kafein adalah 0.288317 ppm, 

sedangkan batas kuantisasi (LoQ) yaitu 0.576634 ppm. Hasil pengukuran 

kafein dalam penelitian ini memberikan respon lebih tinggi dari pada nilai 

LoQ sehingga pembacaan dan pengukuran kafein dikategorikan valid atau 

akurat karena memenuhi persyaratan validasi metode analitik. Namun 

apabila hasil pengukuran lebih kecil dari nilai LoQ maka dapat dipastikan 

hasil tersebut bukan sebagai analit melainkan noise (Riyanto, 2014). 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat 

disimpulan bahwa : 

1. Hasil uji kualitatif berdasarkan skrining fitokimia ekstrak etanol daun 

tahongai dengan konsentrasi 96%, 70%, dan 50% memberikan hasil 

positif terhadap keberadaan alkaloid. Uji kualitatif menggunakan KLT 

ekstrak etanol 96% memperlihatkan empat noda dengan nilai Rf 

berturut-turut Rf 1 (0,538), Rf 2 (0,385), Rf 3 (0,277), dan Rf 4 (0,2). 

Sementara itu, ekstrak etanol 70% menunjukkan dua noda dengan nilai 

Rf 1 (0,323) dan Rf 2 (0,231), alkaloid tidak terdeteksi pada ekstrak 

etanol 50%. 

2. Hasil uji kuantitatif menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun tahongai 

mengandung alkaloid dengan kadar tertinggi pada ekstrak 96% (2,45%), 

diikuti ekstrak 70% (1,09%), dan terendah pada ekstrak 50% (0,65%). 

Berdasarkan hasil penelitian ini, ekstrak daun tahongai dengan pelarut 

etanol 96% menunjukkan kadar alkaloid yang paling tinggi. 

 

5.2 Saran 

Bagi peneliti selanjutnya, disarankan untuk melakukan kajian lebih 

mendalam terkait pemanfaatan ekstrak etanol 96% daun tahongai dalam 

pengembangan sediaan farmasi. 
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LAMPIRAN 1 

Hasil Perhitungan Rendemen 
 

 

1. Berat ekstrak etanol 96% yang diperoleh = 11,26 gram 

Berat serbuk simplisia yang digunakan = 100 grm 

% Rendemen = 
𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑔 𝑑𝑖𝑝𝑒𝑟𝑜𝑙𝑒ℎ (𝑔𝑟) 

𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑠𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎 𝑎𝑤𝑎𝑙 𝑦𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑖𝑚𝑏𝑎𝑛𝑔 (𝑔𝑟) 

= 
11,09 𝑔𝑟𝑚 

𝑥 100% 
100 𝑔𝑟𝑚 

= 11,09% 

 

 

 

x 100% 

2. Berat ekstrak etanol 70% yang diperoleh = 12,62 gram 

Berat serbuk simplisia yang digunakan = 100 grm 

,% Rendemen = 
𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑔 𝑑𝑖𝑝𝑒𝑟𝑜𝑙𝑒ℎ (𝑔𝑟) 

𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑠𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎 𝑎𝑤𝑎𝑙 𝑦𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑖𝑚𝑏𝑎𝑛𝑔 (𝑔𝑟) 

= 
12,62 𝑔𝑟𝑚 

𝑥 100% 
100 𝑔𝑟𝑚 

= 12,62% 

x 100% 

3. Berat ekstrak etanol 50% yang diperoleh = 15,16 gram 

Berat serbuk simplisia yang digunakan = 100 grm 

% Rendemen = 
𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑔 𝑑𝑖𝑝𝑒𝑟𝑜𝑙𝑒ℎ (𝑔𝑟) 

𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑠𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎 𝑎𝑤𝑎𝑙 𝑦𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑖𝑚𝑏𝑎𝑛𝑔 (𝑔𝑟) 

= 
15,16 𝑔𝑟𝑚 

𝑥 100% 
100 𝑔𝑟𝑚 

= 15,16% 

x 100% 
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LAMPIRAN 2 

Perhitungan Nilai Rf 

Rumus nilai Rf = 
𝐽𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢ℎ 𝑧𝑎𝑡 

𝑗𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢ℎ 𝑝𝑒𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡 

1. Perhitungan Ekstrak Etanol 96% : 

N-heksan : etil asetat (4:1) 

Rf 1 3,5 𝑐𝑚 = 0,538 
6,5 𝑐𝑚 

Rf 2 2,5 𝑐𝑚 = 0,385 
6,5 𝑐𝑚 

Rf 3 1,8 𝑐𝑚 = 0,277 
6,5 𝑐𝑚 

Rf 4 1,3 𝑐𝑚 = 0,2 
6,5 𝑐𝑚 

 
2. Perhitungan Ekstrak Etanol 70% : 

N-heksan : etil asetat (4:1) 

Rf 1 2,1 𝑐𝑚 = 0,323 
6,6 𝑐𝑚 

Rf 2 1,5 𝑐𝑚 = 0,231 
6,6 𝑐𝑚 
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LAMPIRAN 3 

Perhitungan Kadar Alkaloid 

1. Perhitungan kadar alkaloid pada ekstrak etanol 96% 

a = 0,1278 

b = 0,0369 

Replikasi 1 

Absorbansi = 0,2184 

Y = 0,0369x + 0,1278 

0,2184 = 0,0369x + 0,1278 

0,0369x = 0,2184 – 0,1278 

x = 
0,0906 

0,0369 

x = 2,4553 ppm 0,0245 

Kadar dalam 10 ml = 2,4553 𝑝𝑝𝑚 𝑥 0,01 𝐿 𝑥 10 𝑥 100% 
10 𝑚𝑔 

= 
0,2455 

10 
𝑥 100% 

 
Replikasi 2 

Absorbansi = 0,2182 

= 2,45% b/b 

Y = 0,0369x + 0,1278 

0,2182 = 0,0369x + 0,1278 

0,0369x = 0,2182 – 0,1278 

x = 
0,0904 

0,0369 

x = 2,4499 ppm 

Kadar dalam 10 ml = 
14,8029 𝑝𝑝𝑚 𝑥 0,01 𝐿 𝑥 10 

10 𝑚𝑔 

 
 
 
 
 
 
 

 
𝑥 100% 

= 
0,2445 

10 
𝑥 100% 

= 2,45% b/b 

Replikasi 3 

Absorbansi = 0,2188 

Y = 0,0369x + 0,1278 

0,2188 = 0,0369x + 0,1278 

0,0369x =0,2188 – 0,1278 
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x = 
0,091 

0,0369 

x = 2,4661 ppm 

Kadar dalam 10 ml = 
2,4661𝑝𝑝𝑚 𝑥 0,01 𝐿 𝑥 10 

10 𝑚𝑔 

 
 

 
𝑥 100% 

= 
0,2445 

10 
𝑥 100% 

= 2,44% b/b 

Rata-rata kadar alkaloid ekstrak etanol 96% = 2,45+2,45+2,44 
3 

= 2,45% b/b 
 

 

2. Perhitungan kadar alkaloid total pada ekstrak etanol 70% 

Replikasi 1 

Absorbansi = 0,1677 

Y = 0,0369x + 0,1278 

0,1677 = 0,0369x + 0,1278 

0,0369x =0,1677 – 0,1278 

x = 
0,0399 

0,0369 

x = 1,0813 ppm 

Kadar dalam 10 ml = 
1,6233 𝑝𝑝𝑚 𝑥 0,01 𝐿 𝑥 10 

10 𝑚𝑔 
𝑥 100% 

= 
0,1081 

10 
𝑥 100% 

 
Replikasi 2 

Absorbansi = 0,1682 

= 1,08% b/b 

Y = 0,0369x + 0,1278 

0,1682 = 0,0369x + 0,1278 

0,0369x = 0,1682 – 0,1278 

x = 
0,0404 

0,0369 

x = 1,0948 ppm 

Kadar dalam 10 ml = 
1,0948𝑝𝑝𝑚 𝑥 0,01 𝐿 𝑥 10 

10 𝑚𝑔 

 
 
 
 
 
 
 

 
𝑥 100% 

= 
0,1095 

10 
𝑥 100% 

= 1,09% b/b 
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Replikasi 3 

Absorbansi = 0,1686 

Y = 0,0369x + 0,1278 

0,1686 = 0,0369x + 0,1278 

0,0369x = 0,1686 – 0,1278 

x = 
0,0408 

0,0369 

x = 1,1057 ppm 

Kadar dalam 10 ml = 
1,1057 𝑝𝑝𝑚 𝑥 0,01 𝐿 𝑥 10 

10 𝑚𝑔 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
𝑥 100% 

= 
0,1106 

10 
𝑥 100% 

= 1,11% b/b 

Rata-rata kadar alkaloid ekstrak etanol 50% = 1,08+1,09+1,11 
3 

= 1.09% b/b 

3. Perhitungan kadar alkaloid total pada ekstrak etanol 50% 

Replikasi 1 

Absorbansi = 0,1426 

Y = 0,0369x + 0,1278 

0,1426 = 0,0369x + 0,1278 

0,0369x =0,1426 – 0,1278 

x = 
0,0148 

0,0369 

x = 0,4010 ppm 

Kadar dalam 10 ml = 
0,4010 𝑝𝑝𝑚 𝑥 0,01 𝐿 𝑥 10 

10 𝑚𝑔 
𝑥 100% 

= 
0,0401 

10 
𝑥 100% 

= 0,4% b/b 

Replikasi 2 

Absorbansi = 0,1318 

Y = 0,0369x + 0,1278 

0,1318 = 0,0369x + 0,1278 

0,0369x =0,1318 – 0,1278 

x = 
0,004 

0,0369 
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x = 0,1084 ppm 

Kadar dalam 10 ml = 
0,1084 𝑝𝑝𝑚 𝑥 0,01 𝐿 𝑥 10 

10 𝑚𝑔 

 
𝑥 100% 

= 
0,0108 

10 
𝑥 100% 

 
Replikasi 3 

Absorbansi = 0,1329 

= 0,11% b/b 

Y = 0,0369x + 0,1278 

0,1329 = 0,0369x + 0,1278 

0,0369x =0,1329 – 0,1278 

x = 
0,0051 

0,0369 

x = 0,1382 ppm 

Kadar dalam 10 ml = 
0,1382 𝑝𝑝𝑚 𝑥 0,01 𝐿 𝑥 10 

10 𝑚𝑔 

 
 
 
 
 
 
 

 
𝑥 100% 

= 
0,0138 

10 
𝑥 100% 

= 0,14% b/b 

Rata-rata kadar alkaloid ekstrak etanol 50% = 0,4+0,11+0,14 
3 

= 0,65 % b/b 
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LAMPIRAN 4 

Proses Pembuatan Ekstrak Etanol 96%, 70% dan 96% 
 

Gambar Gambar 

 
Pengeringan Sampel 

 

Penimbangan Simplisia 

 

Proses Maserasi 
 

Hasil Maserasi 

 

Proses Rotary evaporator 
 

Proses waterbath 

 

Proses Penimbangan Ekstrak 

 

Hasil Ekstraksi 
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LAMPIRAN 5 

Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol 96%, 70% dan 50% 
 

Gambar Pereaksi Keterangan 

 

Mayer o Ekstrak etanol 96% terlihat 

Endapan coklat (+) 

o Ekstrak etanol 70% terlihat 

endapan coklat (+) 

o Ekstrak etanol 50% terlihat 

endapan coklat (+) 

 

Wagner o Ekstrak etanol 96% terlihat 

Endapan kuning (+) 

o Ekstrak etanol 70% terlihat 

Endapan putih (+) 

o Ekstrak etanol 50 Tidak 

terlihat adanya endapan (-) 

 

Dragendorff o Ekstrak etanol 96% terlihat 

Endapan jingga kecoklatan 

(+) 

o Ekstrak etanol 70% terlihat 

Endapan jingga kecoklatan 

(+) 

o Ekstrak etanol 50% terlihat 

Endapan jingga kecoklatan 

(+) 
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LAMPIRAN 6 

Hasil Uji 

 

1. Lampiran tabel Operating Time 

 

Menit Absorbansi 

0 0.2986 

5 0.2894 

10 0.2979 

15 0.3281 

20 0.2997 

25 0.2997 

30 0.2997 

35 0.3002 

40 0.2986 

45 0.3216 

50 0.2984 

55 0.2998 

60 0.2689 

 

2. Lampiran Tabel Panjang Gelombang 

 

Panjang Gelombang (nm) Absorbansi 

200 0.5797 

220 0.6515 

240 0.6941 

260 0.7421 

280 0.8119 

294 0.8419 

320 0.7609 

340 0.6901 

360 0.6191 

380 0.5787 

400 0.5398 

 

3. Lampiran Kurva Baku Standar 

 

Konsentrasi Absorbansi 

1 0.1681 

3 0.2422 

6 0.3461 

9 0.4732 

12 0.5681 
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4. Lampiran Tabel Kurva Linearitas 

 

Konsentrasi Replikasi Absorbansi 
Rata rata 

Absorbansi 

5 1 0.128 0.128 

 2 0.128  

 3 0.128  

10 1 0.233 0.233 

 2 0.233  

 3 0.233  

15 1 0.331 0.331 

 2 0.331  

 3 0.331  

20 1 0.442 0.442 

 2 0.442  

 3 0.442  

25 1 0.519 0.519 

 2 0.519  

 3 0.519  

 

 

5.  Lampiran Tabel Hasil Uji Presisi  
Konsentrasi 

15 ppm 
Absorbansi Konsentrasi Rata-Rata Standar 

Devisiasi 
RSD 
(%) 

Replikasi 1 0.356 16.308 16.309 0.044 0.270 

Replikasi 2 0.356 16.293    

Replikasi 3 0.357 16.338    

Replikasi 4 0.355 16.232    

Replikasi 5 0.357 16.359    

Replikasi 6 0.356 16.323    

 

6. Lampiran Tabel Hasil LOD & LOQ 
Konsentrasi 

(ppm) 

Absorbansi yc yi-yc (yi-yc)
2
 

5 0.128 0.051 0.0017 2.89 x 10
-6
 

10 0.233 0.096 0.0013 1.69 x 10
-6
 

15 0.331 0.187 -0.0005 0.00000025 

20 0.442 0.278 -0.0043 1.849 x 10
-5
 

25 0.519 0.369 -0.0011 1.21 x 10
-5
 

   ∑ 7.615 x 10
-5
 

   SD 0.004363 
   LOD 0.288317 
   LOQ 0.576634 
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LAMPIRAN 7 

Surat Izin Melaksanakan Penelitian 
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LAMPIRAN 8 

Hasil Determinasi Daun Tahongai 
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LAMPIRAN 9 
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LAMPIRAN 10 
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LAMPIRAN 11 
 


