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MOTTO 

 

“Perbanyak usaha, do’a, dan tawakkal untuk menggapai cita-cita dalam kehidupan 

dunia maupun untuk bekal akhirat” 

-Karta Raharjo A.A.- 

… 

 

ُ مَا بِّقَ  َ لََ يُ غَيِِّّ هِّمْ وَإِّذَا  لَهُ مُعَقِِّبَاتٌ مِّنْ بَيِّْْ يَدَيْهِّ وَمِّنْ خَلْفِّهِّ يََْفَظُونهَُ مِّنْ أَمْرِّ اللَّهِّ إِّنه اللَّه نَْ فُسِّ وُا مَا بِِّ وْمٍ حَتَّه يُ غَيِِّّ
( ۱۱مْ مِّنْ دُونِّهِّ مِّنْ وَالٍ ) بِّقَوْمٍ سُوءًا فَلََ مَرَده لهَُ وَمَا لَُ أَراَدَ اللَّهُ   

“Sesungguhnya Allah tidak akan mengubah keadaan suatu kaum sehingga mereka 

mengubah keadaan yang ada pada diri mereka sendiri.” 

(QS. Surat Ar-Ra’d: 11) 

… 

 

هُمْ    وَاسْتَ غْفِّرْ لَمُْ  فبَِّمَا رَحَْْةٍ مِّنَ اللَّهِّ لِّنْتَ لَمُْ وَلَوْ كُنْتَ فَظًّا غَلِّيظَ الْقَلْبِّ لََنْ فَضُّوا مِّنْ حَوْلِّكَ فاَعْفُ عَن ْ
َ يَِّبُّ الْمُتَ وكَِّلِّ  ( ۱۵۹يَْ )وَشَاوِّرْهُمْ فِِّ الَْْمْرِّ فإَِّذَا عَزَمْتَ فَ تَ وكَهلْ عَلَى اللَّهِّ إِّنه اللَّه  

 “Kemudian apabila kamu telah membulatkan tekad, maka bertwakallah kepada 

Allah. Sesungguhnya Allah menyukai orang-orang yang bertawakal pada-Nya.” 

(QS. Ali Imran: 159) 

… 

 

عْتُ رَسُوْ لَ اللَِّّ صَلهى  ...........الِلَُّ عَليَْهِّ وَسَلهمَ يَ قُوْلُ عَنْ أَبِِّ الدهرْدَاءَ قاَلَ سَِّ  
َظٍِ ....  وَافِّرٍ  إِّنه اْلْنَبِّْيَاءَ لََْ يُ وَرِّثوُا دِّيْ نَاراً وَلََ دِّرْهًََا إِّنَّهاَ وَرِّثُ وْا اْلعِّلْمَ فَمَنْ أَخَذَهُ أَخَذَ بِِّ  

 (رواه احْد و الترمذي وألوداودوابن ماجه)
“Dari Abi Darda dia berkata :”Aku mendengar Rasulullah saw bersabda: 

…..Sesungguhnya para Nabi tidak mewariskan dinar dan dirham, sesungguhnya 

mereka hanyalah mewariskan ilmu, maka barangsiapa yang telah mengambilnya, 

maka ia telah mengambil bagian yang banyak.” 

(HR. Abu Dawud dan At-Tirmidzi) 

… 

Jer Basuki Mawa Beya 

“Semua keberhasilan membutuhkan biaya” 

… 

 

 مَنْ جَده وَجَدَ 

“Siapa yang bersungguh-sungguh maka ia akan dapat” 
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ABSTRAK 

 
Afrianto, Karta R. A. 2020. Optimasi Metode Kestabilan Senyawa Proantosianidin Biji 

Anggur Bali (Vitis Vinifera L. Alphonso Lavalle) Didasarkan Jenis Pelarut 

Dan Waktu Ekstraksi Ultrasonik Pada Kromatografi Lapis Tipis. Skripsi. 

Jurusan Kimia, Fakultas Sains dan Tekhnologi. Universitas Islam Negeri 

Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing I: Elok Kamilah Hayati, M.Si, 

Pembimbing II : Dr. Akyunul Jannah, S.Si, M.P 

 

Kata Kunci : Biji anggur Bali, proantosianidin, ekstraksi ultrasonik, KLT, validasi metode 

 

Anggur Bali (Vitis vinifera L. Alphonso Lavalle) merupakan anggur ungu 

unggulan dengan jumlah biji yang banyak. Biji anggur mengandung senyawa 

proantosianidin yang berpotensi sebagai obat antikanker. Tujuan penelitian ini adalah 

untuk mengoptimasi metode kestabilan senyawa proantosianidin biji anggur Bali pada 

KLT berdasarkan ekstraksi ultrasonik dengan variasi pelarut dan waktu ekstraksi. 

Ekstraksi senyawa proantosianidin dilakukan secara ultrasonik dengan frekuensi 

20 kHz, variasi pelarut metanol : air : HCl (70:29:1), aseton : air : asam asetat (70:29,5:0,5) 

dan metanol : air : asam asetat (70:29,9:0,1), serta variasi waktu 5, 10, dan 15 menit. 

Pemisahan senyawa proantosianidin menggunakan eluen aseton : asam asetat : toluena 

(3:1:3) dengan metode KLT analitik. Identifikasi senyawa proantosianidin dilakukan 

dengan penyemprotan reagen vanillin-HCl pada pelat. Hasil pemisahan terbaik diuji 

dengan validasi metode meliputi uji stabilitas analit selama kromatografi, presisi, dan 

presisi antara.  

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemisahan terbaik diperoleh dari pelarut 

metanol : air : asam asetat (70:29,9:0,1) pada waktu 5 menit dengan hasil spot pemisahan 

terbanyak dan nilai terbaik dari RF, SD RF, serta resolusi. Adapun hasil uji stabilitas analit 

selama kromatografi menunjukkan spot pengembangan 2 sisi terhubung membentuk garis 

diagonal, hal ini memenuhi syarat keberterimaan. Uji presisi dan presisi antara 

menghasilkan nilai SD RF intrapelat kurang dari 0,01; antar pelat kurang dari 0,02; dan 

semua pelat kurang dari 0,05; sehingga dapat dinyatakan bahwa uji presisi dan presisi 

antara memenuhi syarat keberterimaan. 
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 Bali grape (Vitis vinifera L. Alphonso Lavalle) is a superior purple grape with a 

large number of seeds. Grape seeds contain proanthocyanidin compounds that have the 

potential as an anticancer drug. The purpose of this study was to optimize the stability of 

Bali grape seed proanthocyanidin compounds in TLC based on ultrasonic extraction with 

variations in solvents and extraction time. 

Proanthocyanidin compound extraction was carried out ultrasonic with a frequency 

of 20 kHz, variations of methanol: water: HCl (70:29:1), acetone: water: acetic acid 

(70:29,5:0,5) and methanol: water: acetic acid (70:29,9:0,1), and time variations of 5, 10, 

and 15 minutes. Separation of proanthocyanidin compounds using acetone: acetic acid: 

toluene as eluent (3:1:3) using analytical TLC method. The identification of 

proanthocyanidin compounds was carried out by spraying the vanillin-HCl reagent on the 

plate. The best separation results were tested by method validation including analyte 

stability testing during chromatography, intermediate precision, and precision. 

The results showed that the best separation was obtained from the solvent 

methanol: water: acetic acid (70:29,9:0,1) at 5 minutes with the most spot separation results 

and the best value of RF, SD RF and resolution. The results of the analyte stability test 

during chromatography show that the 2-sided development spots are connected to form a 

diagonal line, this fulfills the acceptance requirements. Intermediate precision and 

precision test yields intrapellate RF SD value less than 0.01; between plates less than 0.02; 

and all plates less than 0.05; so that it can be stated that the intermediate precision and 

precision tests meet the acceptance requirements. 
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البحلثملخص   
 

 .Vitis Vinifera L) بالي لبذور العنب Proanthocyanidin  مركب طريقة. تحسيْ   ٢٠٢٠ أفرينط, كرت ر. أ.

Alphonso Lavalle)  على الصوتية  فوق  بالموجات  الَستخراج  ووقت  المذيبات  نوع  على   بناءً 
الرقيقة الطبقة  جامعة  .  (TLC)  كروماتوجرافيا  والتكنولوجيا  العلوم  الكيمياء. كلية  قسم  الليسانس.  رسالة 

المشرفة الأولي: ايلوك كميلا حياتي, الماجستير. المشرفة الثانية: الإسلامية الحكومية مولانا مالك إبراهيم مالانج.  
 أعين الجنة, الماجستير. 

 
طريقة التحقق من صحة   ،  TLC: بذور العنب بالي ، بروانثوسيانيدين ، استخراج الموجات فوق الصوتية ،  الكلمة الرئيسية  

  
من   ( Vitis Vinifera L. Alphonso Lavalle)  عنب بالي عدد كبير  مع  متفوقة  الأرجواني  العنب  هو 

. وكان الغرض تحتوي بذور العنب على مركبات بروانثوسيانيدين التي لها القدرة على أن تكون دواءً مضادًا للسرطان البذور.
القائمة على استخراج بالموجات    TLC  من هذه الدراسة لتحسين استقرار بالي بذور العنب البروانثوسيانيدين المركبات في

 فوق الصوتية مع وجود اختلافات في المذيبات ووقت استخراج. 
تردد البروانثوسيانيدين مع  الصوتية  فوق  بالموجات  نفذت  مركب  من   20  استخراج  والاختلافات  كيلوهرتز، 

المياه: حمض الهيدروكلوريك ) المياه: حمض الخلي١:  ٢٩:  ٧٠الميثانول:  ( والميثانول:  ٠٫٥:  ٢٩٫٥:  ٧٠ك )(، والأسيتون: 
فصل مركبات بروانثوسيانيدين   .دقيقة ١٥و    ١٠و    ٥(، والوقت الاختلافات من  ٠٫١:  ٢٩٫٩:  ٧٠المياه: حمض الخليك )

تم تحديد مركبات   التحليلية.  TLC  باستخدام طريقة(  3:  1:  3)  باستخدام الأسيتون: حمض الأسيتيك: التولوين كما شطف
تم اختبار أفضل نتائج الفصل عن طريق   ن طريق رش كاشف فانيلين حمض الهيدروكلوريك على اللوحة.بروانثوسيانيدين ع

 التحقق من صحة الطريقة بما في ذلك اختبار ثبات المادة التحليلية أثناء الفصل الكروماتوغرافي والدقة الوسيطة والدقة.
(  ٠٫١:  ٢٩٫٩:  ٧٠ول: ماء: حمض أسيتيك )أظهرت النتائج أن أفضل فصل تم الحصول عليه من مذيب الميثان

تظهر نتائج اختبار  ودقة الوضوح. FR SD و  FR دقائق مع أفضل نتائج فصل موضعي وأفضل فصل موضعي لقيم 5عند 
التطور ثنائية الجوانب متصلة لتشكل خطاً قطريًً ، وهذا يفي   الفصل الكروماتوغرافي أن نقاط  التحليلية أثناء  المادة  ثبات 

  بين لوحات أقل من   ؛  0.01 داخل الخلايً أقل من    FRSD ينتج عن اختبار الدقة والدقة المتوسط قيمة بمتطلبات القبول.
   بحيث يمكن التأكيد على أن اختبارات الدقة والدقة الوسيطة تفي بمتطلبات القبول.  .0.05وجميع لوحات أقل من    ؛  0.02
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

      Beberapa tahun terakhir obat-obatan herbal dari produk bahan alam semakin 

banyak digunakan untuk keperluan kesehatan. Terbukti dengan obat herbal 

indonesia yang mengalami peningkatan ekspor selama periode 2009-2013 dengan 

kenaikan 6,49% pertahun. Berdasarkan pernyataan dari WHO bahwa penggunaan 

obat herbal diberbagai negara telah yang mencapai 80% (Mardopo dkk., 2014). Hal 

ini tidak terlepas dari keunggulan obat herbal yaitu bebas toksin, efek samping 

rendah, dan multifungsi (Harmanto & Ahkam, 2007). 

Kandungan fitokimia yang kompleks dalam tumbuhan obat dan produk obat 

herbal, menjadikan proses standarisasi sebagai perangkat kendali mutu menjadi 

sesuatu hal yang tidak mudah (Rafi dkk., 2017). Meningkatnya permintaan produk 

yang tidak sebanding dengan ketersediaan bahan baku dapat menjadi peluang 

kecurangan penggunaan bahan baku obat herbal (Villani dkk., 2015). Standardisasi 

umumnya diterapkan pada bahan baku (tumbuhan obat) dan produk obat herbal 

berdasarkan konsistensi kualitas, khasiat, dan keamanan obat herbal. Hal tersebut 

berhubungan erat dengan konsistensi profil komponen kimia (metabolit sekunder) 

yang dikandungnya. Salah satu pendekatan alternatif yang dapat digunakan sebagai 

kendali mutu, yaitu berbasis identifikasi senyawa penanda (senyawa marker) yang 

merupakan senyawa khas dalam tumbuhan obat dengan menggunakan metode KLT 

(Rafi dkk., 2017). 
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      Anggur merupakan salah satu tanaman yang dapat dimanfaatkan sebagai obat 

herbal karena berpotensi mengandung senyawa antikanker (Mantena dkk., 2006), 

antioksidan (Handayani dkk., 2016), antibakteri (Setyohadi, 2010), dan 

antiinflamasi (Xia dkk., 2010). Anggur Bali (Vitis vinifera L. Alphonso Lavalle) 

merupakan anggur ungu unggulan yang dibudidayakan di Buleleng, Bali. Daerah 

tersebut merupakan sentra produksi anggur terbesar di Indonesia dengan luas lahan 

mencapai ±808 ha dan hasil produksi ±10.000 ton pertahun (Sumiarta, 2013). 

Anggur jenis ini memiliki ciri khas buah berbentuk bulat dengan kulit ungu 

kehitaman dan memiliki biji yang banyak (Rukmana, 2004). Anggur bali 

merupakan jenis anggur yang mengandung senyawa polifenol dengan aktivitas 

antioksidan sangat tinggi (Khotimah, 2013). 

Tanaman anggur dapat tumbuh subur di Indonesia merupakan salah satu nikmat 

yang telah Allah SWT berikan kepada kita. Alam dengan segala isinya diciptakan 

oleh Allah SWT memiliki sebab akibat maupun manfaat bagi makhluk ciptaannya. 

Sehingga kita wajib bersyukur seperti halnya mepelajari dan memanfaatkannya 

pada jalan yang benar. Sebagaimana firman Allah SWT dalam al-Qur’an surah an-

Nahl ayat 11: 

 

يلَ وَالَْْعْنَابَ وَمِّنْ كُلِِّ الثهمَرَاتِّ ۗ إِّنه فِِّ ذَ      ( ۱۱ ) َ لِّكَ لََيةًَ لِّقَوْمٍ يَ تَ فَكهرُونَ يُ نْبِّتُ لَكُمْ بِّهِّ الزهرعَْ وَالزهيْ تُونَ وَالنهخِّ

Artinya: “Dia menumbuhkan bagi kamu dengan air hujan itu tanaman-tanaman: 

zaitun, kurma, anggur dan segala macam buah-buahan. Sesungguhnya 

pada yang demikian itu benar-benar ada tanda (kekuasaan Allah) bagi 

kaum yang memikirkan” (QS. an-Nahl [16]: 11). 

 

 



3 

 

 

      Berdasarkan tafsir al-Mishbah oleh Shihab (2003), Surah an-Nahl ayat 11 

dijelaskan bahwa Allah SWT menurunkan air dari langit untuk menumbuhkan 

tanaman-tanaman yang menghasilkan biji-bijian seperti zaitun, kurma, anggur, dan 

jenis buah-buahan lainnya sebagai bentuk rizki berupa makanan bagi umatnya. 

Sesungguhnya didalam penciptaan tersebut terdapat tanda yang jelas akan 

keberadaan, kekuasaan, ilmu, hikmah, dan kasih sayang Allah SWT bagi kaum 

yang mempergunakan akalnya dan selalu memikirkan kekuasaan pencipta-Nya. 

Sehingga didapatkanlah petunjuk kebenaran perintah beribadah kepada-Nya 

dengan berdzikir dan bersyukur. Salah satu bentuk syukur yaitu mengambil manfaat 

dan hikmah terhadap segala ciptaan-Nya. Segala yang Allah ciptakan di langit dan 

di bumi tidak akan sia-sia. Salah satunya yaitu tanaman anggur yang mempunyai 

potensi sebagai buah untuk dikonsumsi maupun obat. 

Biji anggur sebagai bagian yang sering dibuang mengandung senyawa polifenol 

yang tinggi dengan menyumbang 60-70% ekstrak kering jika dibandingkan ekstrak 

kulit dan buah anggur (Zhou dkk., 2012). Senyawa polifenol dari ekstrak biji anggur 

mengandung 92-95% proantosianidin (Fiume dkk., 2014). Proantosianidin 

merupakan senyawa polimer flavan-3-ol yang tersusun minimal dua senyawa yaitu 

hanya katekin atau epikatekin, ataupun keduanya yang dihubungkan oleh ikatan C-

C (C4-C6 atau C4-C8) dan terkadang berupa obligasi C-O-C (C2-O-C7) (Hagerman, 

2002). Adapun jenis proantosianidin yang terdapat pada anggur adalah 

proantosianidin B2 (Epicatechin-(4β→8)-epicatechin) (Villani dkk., 2015). 

Mantena dkk. (2006) melaporkan bahwa ekstrak biji anggur dengan kandungan 

proantosianidin yang memiliki aktivitas antikanker mampu menghambatan 

pertumbuhan sel kanker payudara. 
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Metode pemisahan senyawa proantosianidin sebagai senyawa penanda (marker) 

dari biji anggur dapat dilakukan dengan ekstraksi ultrasonik yang memiliki 

keunggulan waktu ekstraksi lebih cepat, hasil randemen lebih maksimal dan lebih 

hemat pelarut (Yuliantari, 2017). Berdasarkan Xu dkk. (2010) melakukan ekstraksi 

biji anggur untuk mengetahui kuantitas total polifenol dengan metode maserasi 

menghasilkan asam galat 77,4 mg/g sampel selama 100 menit dan metode 

ultrasonik menghasilkan asam galat 82,2 mg/g sampel selama 20 menit. Porto dkk. 

(2013) melakukan ekstraksi ultrasonik minyak dan polifenol biji anggur pada 20 

kHz selama 30 menit disertai maserasi menghasilkan total polifenol (104,19 mg 

GAE/g sampel) lebih besar dari hasil ekstraksi sokhlet selama 6 jam diekstraksi 

maserasi (89,47 mg GAE/g sampel). Berdasarkan hasil tersebut dapat dilihat bahwa 

ekstraksi ultrasonik sangat efektif untuk mengekstrak senyawa polifenol maupun 

senyawa turunannya seperti proantosianidin pada biji anggur. 

Salah satu faktor yang mempengaruhi hasil ekstraksi ultrasonik yaitu waktu 

ekstraksi yang berhubungan dengan rentang waktu berlangsungnya proses ekstraksi 

(Khopkar, 2003). Penelitian Carrera dkk. (2012) dalam ekstraksi ultrasonik 

senyawa polifenol pada anggur merah dengan frekuensi 24 kHz dan variasi waktu 

ekstraksi 3, 6, 9, dan 12 menit menghasilkan ekstrak tertinggi yaitu pada waktu 6 

menit dengan hasil ± 12 mg/g sampel. Pada penelitian Porto dkk. (2013) dalam 

ekstraksi minyak dan polifenol pada biji anggur (Vitis vinifera L.) menghasilkan 

ekstrak maksimum total polifenol sebesar 104,19 mg GAE/g sampel pada frekuensi 

20 kHz dengan waktu ekstraksi 15 menit. 

Faktor lain yang mempengaruhi yaitu jenis pelarut ekstraksi yang berhubungan 

dengan daya kelarutan suatu senyawa ekstrak dari sampel pada pelarut (Khopkar, 
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2003). Berdasarkan penelitian Xu dkk. (2010) pada ekstraksi ultrasonik senyawa 

proantosianidin biji anggur menggunakan tiga jenis pelarut meliputi metanol : air : 

HCl (70:29:1), aseton : air : asam asetat (70:29,5:0,5), dan metanol : air : asam 

asetat (70:29:0,5) menghasilkan ekstrak proantosianidin secara berurutan yaitu 69,8 

mg/g sampel, 60 mg/g sampel, dan 38 mg/g sampel. Penelitian Cai dkk. (2011) pada 

ekstraksi ultrasonik senyawa proantosianidin biji anggur menggunakan pelarut 

metanol 50% menghasilkan ekstrak proantosianidin 12,25 mg/g sampel. Penelitian 

Villani dkk. (2015) pada analisis proantosianidin sampel produk turunan biji anggur 

komersial untuk menilai kualitas dan mendeteksi pemalsuan menggunkan metode 

ekstraksi ultrasonik dengan pelarut metanol : air : asam asetat (70:29,5:0,1) 

menghasilkan pola kromatogram dengan pemisahan antar jenis senyawa 

proantosianidin yang baik pada metode KLT. 

Pemisahan untuk melihat kestabilan senyawa proantosianidin dapat dilakukan 

dengan metode Kromatografi Lapis Tipis. Vermaak dkk. (2009) menyatakan bahwa 

metode KLT menjadi pilihan atraktif sebagai metode kendali mutu tumbuhan obat 

karena memiliki keunggulan seperti sederhana, biaya rendah, kapasitas sampel 

yang besar, hasil yang cepat, dan memberikan resolusi pemisahan yang baik. 

Berdasarkan penelitian proantosianidin sampel produk turunan biji anggur 

komersial menggunakan metode KLT dengan pelat silika gel F254, eluen aseton : 

asam asetat : toluena (3:1:3) dan bantuan visualisasi reagen vanillin-HCl, dihasilkan 

pola pemisahan dalam bentuk kromatogram pita merah muda dengan latar belakang 

putih. Senyawa proantosianidin pada biji anggur (proantosianidin B2) teramati 

berupa pita merah muda dengan RF 0,35 (Villani dkk., 2015). 
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Profil pemisahan pada KLT yang absah sebagai syarat metode deteksi kendali 

mutu obat herbal diperoleh melalui validasi metode. Salah satunya yaitu uji 

stabilitas analit selama kromatografi menggunakan KLT dua dimensi untuk 

mengetahui stabilitas analit selama kromatografi berlangsung dengan syarat dapat 

diterima yaitu hasil pengembangan 2 sisi dapat terhubung membentuk garis 

diagonal. Uji presisi dilakukan untuk mengamati pengaruh lingkungan pada hari 

pertama dengan syarat diterima uji ini jika simpangan baku RF pita tidak lebih dari 

0,02 dan uji presisi antara dilakukan untuk mengamati pengaruh lingkungan dan 

penyimpanan pada hari kedua dan ketiga dengan syarat diterima uji ini jika 

simpangan baku RF pita tidak lebih dari 0,05 (Reich & Schibli, 2006). 

Meninjau dari penelitian-penelitian sebelumnya, maka pada penelitian ini 

dilakukan ekstraksi senyawa proantosianidin dari biji anggur Bali (Vitis vinifera L. 

Alphonso Lavalle) menggunakan ekstraksi ultrasonik dengan frekuensi 20 kHz. 

Digunakan variasi pelarut metanol : air : HCl (70:29:1), aseton : air : asam asetat 

(70:29,5:0,5), dan metanol : air : asam asetat (70:29,9:0,1) serta waktu ekstraksi 5, 

10, dan 15 menit untuk mencari kondisi optimum kestabilan senyawa 

proantosianidin biji anggur Bali pada KLT. Kromatografi lapis tipis sebagai metode 

penentuan senyawa proantosianidin dan validasi metode senyawa penanda dari 

hasil ekstrak menggunakan pelat silika gel F254 dan eluen aseton : asam asetat : 

toluena (3:1:3) yang disemprot reagen vanillin-HCl, sehingga diperoleh noda 

berwarna merah muda pada RF 0,35 sebagai senyawa proantosianidin B2. 

Berdasarkan penelitian ini diharapkan dapat dimanfaatkan sebagai standarisasi 

kendali mutu bahan baku tumbuhan serta produk obat herbal biji anggur Bali. 
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1.2 Rumusan Masalah  

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah bagaimana kondisi optimum 

kestabilan senyawa proantosianidin biji anggur Bali (Vitis vinifera L. Alphonso 

Lavalle) pada KLT berdasarkan ekstraksi ultrasonik dengan variasi waktu dan 

pelarut ekstraksi? 

 

1.3 Tujuan  

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui kondisi optimum kestabilan 

senyawa proantosianidin biji anggur Bali (Vitis vinifera L. Alphonso Lavalle) pada 

KLT berdasarkan ekstraksi ultrasonik dengan variasi pelarut dan waktu ekstraksi. 

 

1.4 Batasan Masalah 

Batasan masalah dari penelitian ini adalah 

1. Biji anggur Bali (Vitis vinifera L. Alphonso Lavalle) yang digunakan berasal 

dari perkebunan di Buleleng, Bali. 

2. Metode ekstraksi yang digunakan adalah ekstraksi ultrasonik dengan frekuensi 

20 kHz menggunakan suhu kamar. 

3. Pelarut yang digunakan yaitu metanol : air : HCl (70:29:1), aseton : air : asam 

asetat (70:29,5:0,5), dan metanol : air : asam asetat (70:29,5:0,1). 

4. Variasi lama ekstraksi yaitu 5, 10, dan 15 menit. 

5. Penentuan kestabilan senyawa proantosianidin dengan metode KLT. 
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1.5 Manfaat 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai stabilitas 

senyawa proantosianidin biji anggur Bali (Vitis vinifera L. Alphonso Lavalle) hasil 

ekstraksi ultrasonik untuk pengembangan penelitian selanjutnya dan evaluasi 

kendali mutu tanaman obat serta produk obat herbal. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Anggur Bali (Vitis Vinifera L. Alphonso Lavalle) 

2.1.1 Morfologi dan Klasifikasi Anggur Bali 

Tanaman anggur memiliki banyak jenis (spesies) maupun varietas dengan 

morfologi yang khas. Salah satu contoh anggur lokal yang dibudidayakan di 

Indonesia yaitu anggur Bali (Vitis Vinifera L. Alphonso Lavalle) (Rukmana, 2004). 

Anggur Bali termasuk salah satu varietas anggur ungu unggulan yang 

dibudidayakan di Buleleng, Bali (Andrini & Budiyati, 2008). Daerah Buleleng 

merupakan sentra penghasil anggur terbesar di Indonesia yang menghasilkan 

anggur ±10.000 ton pertahun dari luas lahan mencapai ±808 ha (Sumiarta, 2013). 

Allah SWT telah menciptakan berbagai macam tanaman dengan segala 

macam jenis serta bentuk, salah satunya yaitu anggur. Berbagai bentuk, warna, dan 

rasa pada anggur membuktikan keagung ciptaan Allah SWT. Sebagaimana firman 

Allah SWT dalam Q.S. Al-An’am ayat 141: 

 

بِّهًا   تٍ وَٱلنهخْلَ وَٱلزهرعَْ مُُتَْلِّفًا أُكُلُهۥُ وَٱلزهيْ تُ ونَ وَٱلرُّمهانَ مُتَشَ  تٍ وَغَيَّْ مَعْرُوشَ  وَهُوَ ٱلهذِّىٓ أنَشَأَ جَنه تٍ مهعْرُوشَ 

بِّهٍ ۚ كُلُوا۟ مِّن ثََرَِّهِّۦٓ إِّذَآ أَثَْرََ وَءَاتُوا۟ حَقههُ ۥ يَ وْمَ حَصَادِّهِّۦ ۖ وَلََ تُسْرِّفُ وٓا۟ ۚ إِّنههۥُ لََ يَِّبُّ ٱلْمُسْرِّفِّيَْ   )۱٤۱(   وَغَيَّْ مُتَشَ 

Artinya:“dan Dialah yang menjadikan kebun-kebun yang merambat dan yang tidak 

merambat, pohon korma, tanam-tanaman yang bermacam-macam 

buahnya, zaitun dan delima yang serupa (bentuk dan warnanya) dan tidak 

sama (rasanya). Makanlah dari buahnya (yang bermacam-macam itu) 

bila dia berbuah, dan tunaikanlah haknya di hari memetik hasilnya 

(dengan disedekahkan kepada fakir miskin) dan janganlah kamu berlebih-

lebihan. Sesungguhnya Allah tidak menyukai orang yang berlebih-

lebihan” (QS. Al-An’am[6]: 141).  
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 Berdasarkan tafsir al-Mishbah oleh Shihab (2003), Surah Al-An’am ayat 141 

dijelaskan bahwa Allah SWT memiliki kekuatan dan kekuasaan dengan 

menciptakan beranekaragam tanaman berbuah yang berkarakteristik khas tiap 

jenisnya. Adapun dengan bentuk buah dan warna yang serupa, namun rasanya 

berbeda meskipun tumbuh didaerah yang sama. Allah SWT menganjurkan untuk 

mengambil manfaat dan menyedekahkannya sebagai bentuk kasih sayang Allah 

terhadap umat-Nya. 

Anggur Bali memiliki buah berbentuk bulat sampai bulat telur, berkulit halus 

dan tertutup bedak tebal, berwarna hijau tua hingga ungu kehitaman dengan 

mengandung 2-4 biji. Biji anggur berbentuk lonjong berukuran 1-2 cm dan 

berwarna cokelat muda. Memiliki batang pohon berkayu dengan bentuk merambat 

dan berwarna cokelat tua. Anggur Bali memiliki bentuk daun tunggal berbentuk 

bulat dengan urat daun menjari, panjang daun 13 cm, dan lebar 12 cm serta 

berwarna hijau kekuningan dengan sedikit bulu (Rukmana, 2004). Adapun gambar 

buah dan biji anggur dapat dilihat pada Gambar 2.1. 

 

 

Gambar 2.1 Buah dan biji anggur Bali (Rukmana, 2004) 
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Adapun klasifikasi tanaman anggur Bali adalah sebagai berikut (Rukmana, 2004) : 

Kingdom   : Plantae  

Subkingdom : Tracheobionta 

Divisio  : Spermatophyta 

Subdevisio  : Magnoliphyta 

Kelas   : Magnoliopsida 

Subkelas  : Rosidae 

Ordo   : Rhamnales 

Famili   : Vitaceae 

Genus   : Vitis 

Spesies   : Vitis Vinifera L. var. Alphonso Lavalle 

 

2.1.2 Kandungan Kimia Tanaman Anggur Bali 

Anggur memiliki nilai gizi yang baik yaitu dari kandungan vitamin (C, A, dan 

B), mineral (kalsium, zat besi, magnesium, fosfor, kalium, sodium, dan seng), 

karbohidrat dan senyawa fitokimia yang berupa senyawa polifenol dengan aktivitas 

biologinya yang bermanfaat untuk kesehatan (Xia dkk., 2010). Anggur ungu 

merupakan jenis anggur yang tinggi akan kandungan polifenol dalam bentuk 

senyawa flavonoid dengan aktivitas antioksidan yang sangat tinggi (Khotimah, 

2013). Flavonoid tersebut meliputi proantosianidin, antosianin, flavonol, flavanol, 

dan resveratrol (Hernandez dkk., 2009). 

Secara umum biji anggur tersusun atas 40% serat, 16% minyak, 11% protein, 

dan 7% fenol kompleks seperti flavan-3-ols termasuk (+) katekin, (-) epikatekin 

(EC), (-) epikatekin-3-O-galat, baik sebagai monomer maupun polimer 

proantosianidin. Biji anggur mengandung senyawa polifenol yang tinggi 

dikarenakan menyumbang 60-70% ekstrak kering dibandingkan kandungan 

senyawa polifenol dari ekstrak kulit anggur dan buah anggur (Zhou dkk., 2012). 

Konstituen utama biji anggur adalah senyawa flavonoid dalam bentuk 

proantosianidin oligomer sebanyak 92-95% (Fiume dkk., 2014). Proantosianidin 
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biji anggur merupakan kelompok dari polifenolik bioflavonoid dengan ciri khas 

warna kemerah-merahan dan rasa astringen (Perumalla & Hettiarachchy, 2011). 

 

2.1.3 Manfaat Tanaman Anggur Bali 

Tanaman anggur memiliki banyak manfaat untuk kesehatan karena adanya 

kandungan fitokimia. Salah satunya yaitu senyawa proantosianidin pada biji anggur 

dengan aktivitas antikanker yang mampu mencegah pertumbuhan sel kanker 

prostat, kolon, dan payudara (Sudewo, 2012). Mantena dkk. (2006) melaporkan 

bahwa ekstrak biji anggur yang kaya akan proantosinidin memiliki aktivitas 

antikanker melaui uji invitro, yaitu mampu menghambatan secara signifikan 

terhadap proliferasi dan viabilitas seluler, serta induksi apoptosis dalam sel kanker 

payudara 4T1, MCF-7, dan MDA-MB-468. Ekstrak biji anggur juga menghasilkan 

aktivias sitotoksik terhadap sel kanker kulit A431 (Mohansrinivasan dkk., 2015). 

Senyawa proantosianidin pada biji anggur juga memiliki aktivitas antioksidan 

20 kali lebih besar dibandingkan vitamin E dan 50 kali lebih besar dibandingkan 

vitamin C yang berfungsi melindungi kerusakan sel (Handayani dkk., 2016). 

Handayani dkk. (2016) melaporkan bahwa biji anggur (Vitis vinifera L.) varietas 

Hijau memiliki aktivitas antioksidan yang kuat yaitu nilai IC50 sebesar 33.937: 

g/mL, sedangkan biji anggur (Vitis vinifera L.) varietas Merah dengan nilai IC50 

60.947: g/mL. Monomer polifenol pada biji anggur seperti katekin, epikatekin, 

epikatekin-3-O-gallat, dan dimerik prosianidin juga diketahui dapat berfungsi 

sebagai antioksidan (Kim dkk., 2006). 

Senyawa flavonoid pada biji anggur dapat digunakan sebagai senyawa 

antibakteri untuk menghambat beberapa bakteri patogen (Jayaprakasha dkk., 2002). 
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Setyohadi (2010) mengemukakan bahwa flavonoid dari estrak biji anggur memiliki 

aktivitas antibakteri karena dapat berinteraksi terhadap DNA bakteri dan dapat 

mengakibatkan kerusakan permeabilitas dinding sel bakteri, lisosom, serta 

mikrosom. Flavonoid memiliki kemampuan merusak protein ekstraseluler, protein 

terlarut, serta merusak dinding sel bakteri. 

Senyawa polifenol dalam biji anggur yaitu flavonol, flavanol, dan prosianidin 

(flavonoid oligomer) telah menunjukkan efek antiinflamasi yang signifikan pada 

tikus dan manusia (Xia dkk., 2010). Bralley dkk. (2007) mengemukakan bahwa 

ekstrak dari kulit dan biji anggur menghambat peradangan, edema, dan infiltrasi 

leukosit polimorfonuklear yang diinduksi oleh 12-O-tetradecanoylphorbol-13-

asetat. Apalagi efek kombinasi biji anggur dan kulit hampir sejajar dengan 

indometasin, obat yang biasa digunakan untuk melawan penyakit degeneratif sendi. 

 

2.2 Senyawa Proantosianidin 

Proantosianidin merupakan salah satu senyawa flavonoid yang terbagi dalam 

jenis polifenol tumbuhan dan banyak terdapat dalam buah-buahan segar. 

Proantosianidin juga disebut sebagai prosianidin dan proantosianidin oligomer. 

Proantosianidin termasuk oligomer atau polimer dari monomer unit flavan-3-ol 

yang dihubungkan oleh ikatan karbon-karbon sehingga tidak mudah terhidrolisis, 

maka proantosianidin disebut juga sebagai senyawa tanin terkondensasi (Altiok, 

2003). Tanin terkondensasi ada tiga jenis yaitu prosianidin, prodelfinidin, dan 

propelargonidin. Proantosianidin banyak ditemukan dalam bentuk prosianidin 

(Unusan, 2020). 
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Proantosianidin memiliki struktur dasar inti flavan dengan 15 atom karbon yang 

tersusun pada tiga cincin (difenilpropana C6-C3-C6) dalam bentuk senyawa katekin 

(bentuk cis) dan epikatekin (bentuk trans) (Altiok, 2003). Struktur katekin dan 

epikatekin dapat dilihat pada Gambar 2.2 (a). Berdasarkan model pemasangannya 

proantosianidin terbagi menjadi beberapa jenis meliputi proantosianidin A, B, dan 

C (Rauf dkk., 2019). Namun proantosianidin khas yang terdapat pada biji anggur 

adalah proantosianidin B2 dengan ikatan kimia C4-C8 (Epicatechin-(4β→8)-

epicatechin) (Villani dkk., 2015). Struktur proantosianidin B2 dapat dilihat pada 

Gambar 2.2 (b).  

 

 

Gambar 2.2 (a) Struktur katekin dan epikatekin serta (b) Struktur proantosiandin 

B2 (Dai dkk., 2010) 

Secara umum proantosianidin bersifat polar sehingga dapat larut dalam air 

maupun larutan protik dan mudah untuk dipisahkan melalui ekstraksi. Stabilitas 

polifenol biji anggur sangat sensitif terhadap oksigen, cahaya, asam dan basa, tetapi 

relatif kurang sensitif terhadap panas (Shi dkk., 2003). Senyawa flavan-3-ol 

diekstrak dengan bantuan pemanasan selama 60 menit pada 60°C mampu 
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menurunkan kadar yang diperoleh (Fuleki & Ricardo, 2003). Kandungan 

proantosianidin dalam anggur menurunkan 11-16% pada pemanasan 140,8°C dan 

100°C (Larrauri dkk., 1997). Secara umum senyawa golongan polifenol saat 

dipanaskan dengan asam menghasilkan warna merah. Sedangkan dalam larutan 

alkali, akan bereaksi dengan reagen dan menghasilkan warna biru (Shi dkk., 2003). 

 

2.3 Ekstraksi Ultrasonik Senyawa Proantosianidin pada Biji Anggur Bali 

Metode ekstraksi yang digunakan untuk mengekstrak senyawa proantosianidin 

dari biji anggur Bali pada penelitian ini yaitu metode ekstraksi ultrasonik. Ekstraksi 

ultrasonik merupakan sebuah metode ekstraksi yang menggunakan energi 

gelombang ultrasonik pada frekuensi antara 20-100 kHz yang merambat pada 

media cairan sehingga menimbulkan efek kavitasi (Yuliantari dkk., 2017). Efek 

kavitasi adalah proses pembentukan gelembung-gelembung mikro yang mampu 

memecah dinding sel sehingga pelarut akan berdifusi dalam sel dan senyawa 

proantosianidin yang ada didalam sel akan keluar dan terekstraksi (Torres dkk., 

2017). Proses kavitasi dapat dilihat pada Gambar 2.3. 

 

 

Gambar 2.3 Proses kavitasi yang terjadi pada proses ekstraksi ultrasonik (Torres 

dkk., 2017) 
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Pemilihan metode ekstraksi ultrasonik berdasarkan pada keunggulan yang 

dimiliki seperti kecepatan ekstraksi, lebih aman, hemat energi, hemat pelarut, dan 

meningkatkan jumlah rendemen kasar (Yuliantari dkk., 2017). Berdasarkan 

penelitian Xu dkk. (2010) pada ekstraksi total polifenol biji anggur menggunakan 

metode ekstraksi maserasi menghasilkan nilai asam galat 77,4 mg/g sampel dengan 

lama ekstraksi 100 menit dan menggunakan metode ekstraksi ultrasonik 

menghasilkan nilai asam galat 82,2 mg/g sampel dengan lama ekstraksi 20 menit. 

Asam galat pada penelitian ini sebagai ukuran kuantitatif total fenol (total 

polifenol), sedangkan hubungannya dengan flavonoid yaitu dimana flavonoid 

merupakan golongan dari senyawa fenol (polifenol).  

Keunggulan metode ekstraksi ultrasonik juga terbukti dalam penelitian Porto 

dkk. (2013) pada ekstraksi minyak dan total polifenol biji anggur melalui ekstraksi 

ultrasonik 20 kHz selama 30 menit memberikan hasil minyak biji anggur (14% b/b) 

mirip dengan ekstraksi sokhlet selama 6 jam. Hasil total polifenol biji anggur 

melalui ekstraksi sokhlet (89,47 mg GAE/g sampel) lebih kecil dari hasil ekstraksi 

ultrasonik (104,19 mg GAE/g sampel). Hasil total polifenol tersebut diperoleh 

melalui ekstraksi maserasi dari ekstrak minyak biji anggur. Sehingga dapat 

disimpulkan bahwa ekstrasi ultrasonik sangat efektif digunakan untuk mengekstrak 

senyawa polifenol maupun senyawa turunannya seperti proantosianidin pada biji 

anggur. 

Pemilihan waktu ekstraksi ultrasonik merupakan salah satu faktor penting 

dikarenakan berhubungan dengan lamanya waktu kontak antara sampel dengan 

gelombang ultrasonik (Khopkar, 2003). Berdasarkan penelitian Carrera dkk. (2012) 

dalam ekstraksi ultrasonik senyawa polifenol pada anggur merah menggunakan 
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variasi waktu ekstraksi 3, 6, 9, dan 12 menit dengan frekuensi 24 kHz menghasilkan 

ekstrak tertinggi ± 12 mg/g sampel pada waktu ekstraksi 6 menit. Berdasarkan 

penelitian Porto dkk. (2013) mengenai perbandingan ekstraksi ultrasonik dengan 

ekstraksi konvensional sebagai metode ekstraksi minyak dan polifenol dari biji 

anggur (Vitis vinifera L.) menyatakan bahwa ekstraksi ultrasonik yang dilakukan 

pada frekuensi 20 kHz menunjukkan hasil maksimum total polifenol pada 15 menit 

dengan hasil 104,19 mg GAE/g sampel. Berdasarkan data tersebut, maka variasi 

waktu ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini meliputi 5, 10, dan 15 menit 

dengan frekuensi ultrasonik 20 kHz. 

Selain faktor waktu ekstraksi, pemilihan pelarut ekstraksi juga mempengaruhi 

hasil ekstrak, dikarenakan berhubungan dengan daya kelarutan suatu senyawa 

ekstrak dari sampel pada pelarut (Khopkar, 2003). Berdasarkan penelitian Xu dkk. 

(2010) dalam ekstraksi ultrasonik senyawa proantosianidin biji anggur 

menggunakan variasi pelarut meliputi metanol : air : HCl (70:29:1), aseton : air : 

asam asetat (70:29,5:0,5), dan metanol : air : asam asetat (70:29:0,5) menghasilkan 

ekstrak proantosianidin secara berurutan 69,8 mg/g sampel, 60 mg/g sampel, dan 

38 mg/g sampel. Senyawa proantosianidin biji anggur dapat diekstraksi ultrasonik 

menggunakan pelarut metanol 50% dengan hasil ekstrak 12,25 mg/g sampel (Cai 

dkk., 2011).  

Pemilihan pelarut tidak hanya mempengaruhi hasil ekstrak, namun juga 

mempengaruhi proses pemisahan selanjutnya. Berdasarkan penelitian Villani dkk. 

(2015) pada ekstraksi ultrasonik produk turunan biji anggur sebagai analisis 

kualitas dan deteksi pemalsuan menggunakan pelarut metanol : air : asam asetat 

(70:29,5:0,1) menghasilkan pola pemisahan KLT yang baik antar jenis senyawa 
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proantosianidin. Penggunaan asam pekat dalam ekstraksi senyawa proantosianidin 

berfungsi untuk menghidrolisis O-glikosil pada proantosianidin sehingga diperoleh 

proantosianidin dalam bentuk aglikonnya. Glikosida yang biasa dijumpai yaitu 

glukosa, galaktosa dan ramnosa (Marliana, 2005). Berdasarkan data penelitian 

terdahulu, maka variasi pelarut pada penelitian ini yaitu metanol : air : HCl 

(70:29:1), aseton : air : asam asetat (70:29,5:0,5), dan metanol : air : asam asetat 

(70:29,5:0,1). 

 

2.4 Pemisahan Senyawa Proantosianidin dengan Kromatografi Lapis Tipis 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan salah satu metode pemisahan 

fisikokimia yang didasarkan pada perbedaan distribusi molekul komponen antara 

dua fase yaitu fase gerak (eluen) dan fase diam (adsorben) yang berbeda tingkat 

kepolarannya (Sastrohamidjojo, 2007). Adapun prinsip pemisahan dengan KLT 

adalah adanya perbedaan sifat fisik dan kimia dari senyawa yaitu kecenderungan 

dari molekul untuk melarut dalam cairan (kelarutan), kecenderungan molekul untuk 

menguap, dan kecenderungan molekul untuk melekat pada permukaan (Hendayana, 

2006). 

Kromatografi lapis tipis merupakan salah satu pilihan terbaik sebagai metode 

kendali mutu tumbuhan obat khususnya berbasis identifikasi senyawa penanda 

(senyawa marker). Hal ini dikarenakan keunggulannya seperti sederhana, biaya 

rendah, kapasitas sampel yang besar, hasil yang cepat, dan memberikan resolusi 

pemisahan yang baik (Vermaak dkk., 2009). Profil pemisahan pada KLT dapat 

digunakan untuk mengetahui kesamaan atau ketidaksamaan dan untuk mengetahui 

ada atau tidak adanya suatu senyawa penanda (senyawa marker), sehingga dapat 
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digunakan sebagai metode deteksi adanya pemalsuan bahan tumbuhan obat yang 

digunakan dalam suatu produk obat herbal (Rafi dkk, 2017). 

Pemisahan dengan metode KLT dipengaruhi oleh dua faktor utama yaitu fase 

gerak (eluen) dan fase diam. Adapun pemilihannya berdasarakan struktur 

komponen yang akan dipisahkan karena dapat menentukan keterpisahan senyawa-

senyawa yang terkandung pada ekstrak (Rafi dkk, 2017). Penggunaan fase diam 

dan fase gerak pada penelitian ini berdasarkan penelitian Villani dkk. (2015) yaitu 

dengan pelat silika gel F254 dan eluen aseton : asam asetat : toluena (3:1:3). Eluen 

yang digunakan bersifat semipolar kearah nonpolar karena dilihat dari komposisi 

aseton yang bersifat semipolar dan toluen yang bersifat nonpolar memiliki jumlah 

perbandingan yang sama. Oleh karena itu, sifat proantosianidin yang polar akan 

lebih terdistribusi ke fase diam (pelat silika gel). 

Pola pemisahan dari proses elusi diamati dengan bantuan visualisasi reagen 

vanillin-HCl, sehingga diperoleh visualisasi pita merah muda dengan latar belakang 

putih. Penampakan warna merah tersebut disebabkan oleh reaksi antara reagen 

vanillin-HCl dengan flavan-3-ol maupun proantosianidin berdasarkan kondensasi 

aldehida fenilik (vanillin) dengan struktur phloroglucinol dari flavan-3-ols dan 

proantosianidin dalam kondisi asam (D’Mello, 1997). Kromatogram yang 

dihasilkan menunjukkan pola pemisahan yang sangat bagus, hal ini terbukti dengan 

teramatinya beberapa golongan senyawa proantosianidin yang menjadi senyawa 

spesifik dari tiap bahan. Sedangkan untuk senyawa proantosianidin B2 sebagai 

senyawa spesifik yang berada pada biji anggur teramati pada RF 0,35. Visualisasi 

KLT dapat dilihat pada Gambar 2.4. 
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Gambar 2.4 Visualisasi KLT senyawa proantosianidin pada sampel kulit kacang, 

pinus dan biji anggur (Villani dkk., 2015) 

 

2.5 Validasi Metode Senyawa Penanda pada KLT  

 Validasi metode merupakan proses yang berhubungan dengan pengembangan 

dan pengoptimuman metode analisis untuk tujuan evaluasi parameter kinerja 

analitik agar metode yang dihasilkan absah. Adapun tahap awal disebut prevalidasi 

yang dilakukan untuk menguji kekonsistenan dengan memeriksa stabilitas analit, 

selektvitas metode serta menguji ketahanan dan ketersalinannya berdasarkan 

kriteria yang dapat diterima. Melalui hasil tersebut digunakan untuk menyatakan 

kevaliditasan suatu metode analisis (Rafi dkk, 2017). Uji validasi yang digunakan 

pada penelitian ini berupa stabilitas analit selama kromatografi, presisi, dan presisi 

antara sebagai metode validasi awal tema penilitian.  

 

2.5.1 Uji Stabilitas Analit selama Kromatografi 

Kromatografi lapis tipis adalah metode pemisahan dengan sistem terbuka dan 

tidak saling terhubung sehingga menyebabkan gangguan dari lingkungan yang 

dapat mempengaruhi kestabilan hasil pemisahan (Reich & Schibli 2006). Maka 

dilakukan beberapa parameter salah satunya uji stabilitas selama kromatografi. Uji 

tersebut dilakukan untuk mengetahui stabilitas analit selama kromatografi 
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berlangsung melalui konsistensi RF spot yang dihasilkan apabila dielusi dari 2 sisi 

jarak pengembangan. Analit dikatakan stabil apabila dari hasil pengembangan 2 sisi 

dapat terhubung membentuk garis diagonal yang menghubungkan kedua arah 

pengembangan (Reich & Schibli 2006). Metode ini telah banyak digunakan sebagai 

uji validasi bahan baku obat herbal, salah satunya pada penelitian Karimah (2017) 

mengenai Analisis Sidik Jari KLT Daun Jati Belanda dengan hasil pemisahan yang 

tersajikan pada Gambar 2.5. 

 

Gambar 2.5 Stabilitas analit daun Jati Belanda (Karimah, 2017) 

 

2.5.2 Presisi dan Presisi Antara 

Uji presisi berfungsi untuk melihat presisi pemisahan hasil ekstrak terhadap 

pengaruh lingkungan pada waktu yang lebih singkat. Sedangkan uji presisi antara 

yaitu pengaruh pada waktu yang lebih lama, sehingga dapat memberikan perkiraan 

mengenai stabilitas jangka panjang. Uji presisi dilakukan dengan mengembangkan 

3 ulangan ekstrak dalam 3 pelat pada waktu dan hari yang sama berdasarkan kriteria 

penerimaan simpangan baku RF tidak lebih dari 0,02. Pengujian presisi antara sama 

dengan uji presisi, namun hanya dilakukan dengan 1 pelat pada hari ke dua dan ke 

tiga berdasarkan kriteria penerimaan simpangan baku RF tidak lebih dari 0,05 

(Reich & Schibli, 2006). Metode ini telah banyak digunkan sebagai uji validasi 
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bahan baku obat herbal, salah satunya pada penelitian Fatahillah (2016) mengenai 

Analisis Sidik Jari KLT Tanaman Pegagan dengan hasil presisi interpelat dan 

antarpelat 0,005-0,01 serta hasil presisi antra semua pelat 0,01. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Pelaksanaan 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2020 sampai November 2020 

di Laboratorium Kimia Analitik Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam 

Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

Alat-alat yang digunakan dalam tahap preparasi meliputi pisau dan alat 

penggiling dengan ayakan 90 mesh. Tahap ekstraksi ultrasonik membutuhkan 

neraca analitik, seperangkat alat gelas, kertas saring, dan ekstraktor ultrasonik. 

Peralatan yang dibutuhkan pada tahap pemisahan dengan metode KLT meliputi 

oven, chamber, pipa kapiler, dan alat penyemprot.  

 

3.2.2 Bahan 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah biji anggur Bali yang 

berasal dari perkebunan di Kabupaten Buleleng, Bali. Tahap ekstraksi ultrasonik 

menggunakan variasi beberapa pelarut ekstraksi meliputi akuades, metanol, aseton, 

HCl, dan asam asetat. Bahan yang digunakan pada tahap pemisahan dengan metode 

KLT adalah pelat silika gel F254 dengan eluen campuran aseton : asam asetat : 

toluena (3:2:3), serta reagen vanillin-HCl. 
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3.3 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini dilakukan dengan metode deskriptif kualitatif. Tahapan dimulai 

dengan preparasi sampel biji anggur Bali melalui pencucian dan pengeringanginan, 

serta dihaluskan dengan alat penggiling yang menggunakan ayakan 90 mesh 

sehingga menghasilakan serbuk. Selanjutnya, dilakukan ekstraksi ultrasonik pada 

frekuensi 20 kHz menggunkan variasi waktu ekstraksi 5 menit, 10 menit, dan 15 

menit serta variasi pelarut metanol : air : HCl (70:29:1), aseton : air : asam asetat 

(70:29,5:0,5), dan metanol : air : asam asetat (70:29,9:0,1), sehingga diperoleh 

ekstrak kasar senyawa proantosianidin melalui penyaringan hasil ekstraksi. 

Rancangan variasi pada ekstraksi ultrasonik dapat dilihat pada Tabel 3.1. Kemudian 

tahap validasi melalui pemisahan menggunakan pelat silika gel F254 dengan eluen 

aseton : asam asetat : toluena (3:2:3), serta reagen vanillin-HCl. Metode validasi 

yang dilakukan terdiri atas uji stabilitas analit selama kromatografi, uji presisi, dan 

uji presisi antara. 

Analisis data yang dilakukan yaitu dengan menentukan simpangan baku RF 

intrapelat, antarpelat, dan semua pelat untuk menetapkan bahwa uji presisi dan 

presisi antara dapat diterima. Sedangkan pada uji stabilitas analit selama 

kromatografi dengan mendiskripsikan kestabilan analit pada kromatografi dua 

dimensi. Sehingga berdasarkan hasil terbaik dari ketiga uji tersebut dengan 

pengaruh variasi pada ekstraksi ultrasonik dapat ditarik kesimpulan hasil optimasi 

metode kestabilan senyawa proantosianidin biji anggur Bali pada penelitian ini. 

Adapun rancangan analisis data uji presisi dan presisi antara tersaji pada Tabel 3.2. 
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Tabel 3.1 Variasi pelarut dan waktu ekstraksi ultrasonik  

T 

S 
T1 T2 T3 

S1 T1S1 T2S1 T3S1 

S2 T1S2 T2S2 T3S2 

S3 T1S3 T2S3 T3S3 

Keterangan :  

T1   : Waktu ekstraksi 5 menit 

T2   : Waktu ekstraksi 10 menit 

T3   : Waktu ekstraksi 15 menit 

S1   : Pelarut metanol : air : HCl (70:29:1) 

S2   : Pelarut aseton : air : asam asetat (70:29,5:0,5) 

S3   : Pelarut metanol : air : asam asetat (70:29,9:0,1) 

 

Tabel 3.2 Analisis uji presisi dan presisi antara 

Ekstrak 

Biji 

Anggur 

Lajur 

RF Proantosianidin 

Hari 1 
Hari 2 Hari 3 

Pelat 1 Pelat 2 Pelat 3 

SnTn 

1 U1 U1 U1 U1 U1 

2 U1 U1 U1 U2 U2 

3 U1 U1 U1 U3 U3 

4 U2 U2 U2 

 

5 U2 U2 U2 

6 U2 U2 U2 

7 U3 U3 U3 

8 U3 U3 U3 

9 U3 U3 U3 

Intrapelat 

 

Rerata 
RF 

X X X X X 

SD RF X X X X X 

Antarpelat 

 

Rerata 

RF 
X X X 

SD RF X X X 

Semua 

pelat 

Rerata 

RF 
X 

SD RF X 

Keterangan : 

SnTn  : Hasil ekstraksi ultrasonik dengan variasi pelarut dan waktu ekstraksi 
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U1      : Hasil ekstraksi ulangan 1 

U2      : Hasil ekstraksi ulangan 2 

U3      : Hasil ekstraksi ulangan 3 

SD      : Standar deviasi (simpangan baku) 

 

3.4 Tahapan Penelitian 

Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut : 

1. Preparasi sampel. 

2. Ekstraksi biji anggur Bali menggunakan metode ekstraksi ultrasonik dengan 

variasi pelarut dan variasi lama ekstraksi. 

3. Pemisahan senyawa proantosianidin dengan kromatografi lapis tipis. 

4. Analisis data. 

 

3.5 Cara Kerja 

3.5.1 Preparasi Sampel 

Sampel biji anggur Bali sebanyak 100 gram dicuci dengan air terlebih dahulu. 

Selanjutnya dikeringanginkan pada suhu ruang. Sampel yang telah kering 

dihaluskan dengan alat penggiling menggunakan ayakan 90 mesh hingga menjadi 

serbuk. Setelah itu disimpan dalam wadah gelap di suhu 20˚C. Hasil yang diperoleh 

digunakan sebagai sampel dalam penelitian. 

 

3.5.2 Ekstraksi Ultrasonik Senyawa Proantosianidin Biji Anggur Bali 

Proses ekstraksi biji anggur Bali dilakukan dengan metode ekstraksi ultrasonik. 

Pertama ditimbang sebanyak 1 gram serbuk halus hasil preparasi sampel biji anggur 

Bali, dimasukkan erlenmeyer/botol kaca. Kemudian dilarutkan dengan variasi 

pelarut metanol : air : HCl (70:29:1), aseton : air : asam asetat (70:29,5:0,5) (Xu 
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dkk., 2010), dan metanol : air : asam asetat (70:29,9:0,1) (Villani dkk., 2015) 

masing-masing sebanyak 10 mL. Perbandingan bahan dan pelarut yang digunakan 

sebanyak 1 : 10. Selanjutnya, sampel dalam pelarut tersebut diekstraksi ultrasonik 

pada frekuensi 20 kHz (Porto dkk., 2013), dengan menggunkan variasi waktu 

ekstraksi meliputi 5 menit, 10 menit, dan 15 menit (Carrera dkk., 2012 dan Porto 

dkk., 2013). Hasil ekstraksi yang diperoleh disaring untuk diambil filtratnya sebagai 

ekstrak kasar biji anggur Bali yang diduga mengandung senyawa proantosianidin. 

 

3.5.3 Pemisahan Senyawa Proantosianidin Biji Anggur Bali dengan KLT. 

3.5.3.1 Persiapan Pelat 

Pemisahan senyawa ekstrak kasar senyawa proantosianidin dilakukan dengan 

menggunakan pelat silika gel F254 sebagai fase diamnya dengan ukuran 20x20 cm 

yang dapat dipotong sesuai kebutuhan. Selanjutnya diberi garis pada tepi atas 

dengan jarak 0,5 cm untuk mengetahui batas akhir elusi dan batas tepi bawah 

dengan jarak 1,5 cm untuk menentukan titik awal penotolan. Selanjutnya pelat 

silika gel F254 diaktivasi dengan cara dioven pada suhu 100˚C selama 30 menit 

untuk menghilangkan kadar airnya. 

 

3.5.3.2 Persiapan Fase Gerak 

Sebelum dilakukan pengelusian, eluen dalam bejana dijenuhkan terlebih 

dahulu. Fase gerak yang berupa campuran aseton : asam asetat : toluena (3:1:3) 

(Villani dkk., 2015), dengan volume total 7 mL dimasukkan ke dalam chamber, 

kemudian ditutup rapat dan dilakukan penjenuhan selama 60 menit. Penjenuhan 

dilakukan untuk menyamakan tekanan uap pada seluruh bagian bejana. 
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3.5.3.3 Identifikasi Ekstrak Kasar Senyawa Proantosianidin Biji Anggur Bali 

dengan Menggunakan Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA)  

Pemisahan ekstrak kasar senyawa proantosianidin dilakukan dengan 

menggunakan pelat silika gel F254 sebagai fase diam dengan ukuran 3x10 cm. 

Selanjutnya diberi garis batas pada tepi bawah dengan jarak 1,5 cm untuk 

menentukan titik awal penotolan dan tepi atas dengan jarak 0,5 cm untuk 

mengetahui batas akhir elusi. Setiap pelat terdiri atas tiga spot penotolan yaitu dari 

tiga ulangan ekstraksi dalam satu kombinasi variasi pelarut dan waktu ekstrak yang 

sama dengan 15 totolan tiap spot. Pelat dikembangkan dalam bejana sampai fase 

gerak mencapai garis batas tepi atas. Setelah pengembangan selesai dilakukan, pelat 

diangkat, dan dikeringkan. Pelat disemprot dengan pereaksi vanillin dan 

didokumentasi. Dilakukan pengamatan visualisasi dan penghitungan nilai RF, SD 

RF, dan RS dari semua pita KLT. Hasil terbaik diperoleh melalui terdeteksinya pita 

dugaan senyawa penanda (marker) proantosianidin, jumlah pita yang terbentuk, 

intensitas warna, nilai RF, dan SD RF ≤ 0,02, serta nilai RS ≥ 1,5. 

 

3.5.3.4 Validasi Metode Senyawa Proantosianidin pada KLT 

3.5.3.4.1  Uji Stabilitas Analit selama Kromatografi (Reich & Schibli, 2006) 

Pelat 10×10 cm diberi garis dengan jarak 1 cm dari masing-masing tepi. 

Sebanyak 15 totolan ekstrak anggur diaplikasikan sebagai bercak di bagian tepi kiri 

awah pelat tersebut (1 cm dari tiap tepi). Pelat dikembangkan dalam bejana hingga 

fase gerak mencapai tinggi 8 cm dari posisi aplikasi ekstrak. Setelah pengembangan 

dilakukan, pelat diangkat dan dikeringkan. Pelat diputar 90° ke kiri kemudian 

pengembangan dilakukan untuk kedua kalinya menggunakan fase gerak dengan 
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komposisi sama namun baru disiapkan hingga fase gerak mencapai tinggi 8 cm dari 

garis awal. Pelat disemprot dengan pereaksi vanillin dan didokumentasi. Analit 

stabil selama proses kromatografi jika semua bercak berada pada posisi diagonal 

yang menghubungkan posisi awal aplikasi ekstrak dengan perpotongan garis kedua 

fase gerak, khususnya bercak (spot) dari dugaan senyawa penanda (marker) yaitu 

senyawa proantsianidin pada kisaran RF 0,35 (Villani dkk., 2015). 

 

3.5.3.4.2  Uji Presisi (Reich & Schibli, 2006) 

Masing-masing ekstrak diaplikasikan tiga kali sebanyak 15 totolan pada pelat 

10x10 cm. Aplikasi ekstrak dilakukan pada 3 pelat berbeda. Pengembangan setiap 

pelat dilakukan dengan bejana pengembang menggunakan fase gerak yang baru 

disiapkan, hingga fase gerak mencapai tinggi 8 cm dari posisi aplikasi ekstrak. 

Selanjutnya pelat diangkat dan dikeringanginkan. Pelat didokumentasi setelah 

disemprot pereaksi vanillin-HCl. Nilai RF pada masing-masing zona pita dugaan 

senyawa penanda (marker) proantosianidin yaitu pada kisaran RF 0,35 dihitung 

kemudian ditentukan rerata dan simpangan relatifnya. Hasil dapat diterima jika pola 

kromatogram identik terkait dengan jumlah, letak, warna, intensitas warna, dan 

perbedaan nilai RF yang tidak lebih dari 0,02. 

 

3.5.3.4.3  Uji Presisi Antara (Reich & Schibli 2006) 

Ekstrak diaplikasikan tiga kali sebanyak 15 totolan berbentuk pita pada pelat 

4x10 cm. Aplikasi ekstrak dilakukan pada 2 hari yang berbeda setelah pengujian 

presisi, satu pelat perhari. Pengembangan setiap pelat dilakukan dengan bejana 

hingga fase gerak mencapai tinggi 8 cm dari posisi aplikasi ekstrak. Selanjutnya 
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pelat diangkat dan dikeringanginkan. Pelat didokumentasi setelah disemprot 

reagen. Nilai RF pada masing-masing zona pita dugaan senyawa penanda (marker) 

proantosianidin yaitu pada kisaran RF 0,35 dihitung kemudian ditentukan rerata dan 

simpangan relatifnya. Hasil dapat diterima jika pola kromatogram identik terkait 

dengan jumlah, letak, warna, intensitas warna, dan perbedaan nilai RF yang tidak 

lebih dari 0,05. 

 

3.5.3.4 Identifikasi Noda 

Noda-noda yang terbentuk pada pelat silika silika gel F254 dapat diperjelas 

dengan penyemprotan reagen vanillin-HCl (1 g vanillin dilarutkan dalam 20 mL 

HCl pekat) kemudian dikeringanginkan. Setelah itu noda yang muncul diukur jarak 

tempuh spot, dihitung nilai RF, serta diamati warna noda yang dihasilkan. 

 

3.6 Analisis Data 

Data yang diperoleh dari hasil uji presisi dan presisi antara dengan KLT 

dianalisis dengan mengamati warna noda, nilai RF, dan SD RF intrapelat, antarpelat 

dan semua pelat, serta nilai resolusi dari senyawa proantosianidin biji anggur Bali, 

yang disajikan dalam bentuk Tabel 3.1. Nilai RF dapat dihitung dengan persamaan 

3.1; sedangkan nilai resolusi dihitng dengan persamaan 3.2. 

 

RF = 
Jarak tempuh senyawa

Jarak tempuh eluen
....................................................................................... 3.1 

 

Resolusi = 
𝑑

(𝑊1+𝑊2)√2
........................................................................................... 3.2 

Keterangan : d   = Jarak antar noda 1 dan lainnya 

      W1 = Lebar (diameter) noda 1 

                  W2 = Lebar (diameter) noda 2  
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Preparasi Sampel 

 Sampel yang digunakan pada penelitian ini yaitu biji anggur Bali (Vitis Vinifera 

L. Alphonso Lavalle) dari perkebunan di Kabupaten Buleleng, Bali sebanyak 250 

gram. Preparasi dengan pencucian sampel sebagai proses awal pembersihan. Proses 

pengeringan menggunakan kering angin pada suhu ruang untuk mencegah 

kerusakan atau hilangnya senyawa aktif yang terkandung. Sampel yang telah kering 

berubah warna dari hijau kecokelatan menjadi cokelat. Proses penghalusan sampel 

menggunakan alat penggiling dengan ukuran ayakan 90 mesh. Hasil preparasi 

sampel berupa serbuk berwarna cokelat sebanyak 235 gram. 

 

4.2 Ekstraksi Ultrasonik Biji Anggur Bali 

Proses ekstraksi ultrasonik dilakukan untuk mendapatkan ekstrak kasar biji 

anggur Bali dengan kandungan proantosianidin. Ekstraktor ultrasonik yang 

digunakan dalam penelitian ini berfrekuensi 20 kHz dengan jenis probe system 

menghasilkan suhu konstan 56-58˚C pada waktu 3-15 menit. Suhu tersebut tidak 

dapat merusak senyawa aktif flavan-3-ol dan proantosianidin pada biji anggur Bali 

dalam sampel karena suhu degradasi flavan-3-ol yaitu 60°C (Fuleki & Ricardo, 

2003) dan proantosianidin yaitu 100-140,8°C (Larrauri dkk., 1997). 

Pada penelitian ini digunakan variasi pelarut metanol : air : HCl (70:29:1), 

aseton : air : asam asetat (70:29,5:0,5), dan metanol : air : asam asetat (70:29,9:0,1).  



32 

 
 

Penggunaan variasi tersebut bertujuan untuk mencari pelarut optimum pada proses 

ekstraksi senyawa proantosianidin biji anggur Bali dalam bentuk aglikonnya yang 

bersifat polar. Metanol dan aseton bersifat polar karena memiliki gugus hidroksil 

pada metanol dan gugus keton pada aseton, serta kedua pelarut tersebut memiliki 

gugus alkil yang bersifat non polar. Sehingga metanol dan aseton dapat melarutkan 

senyawa yang bersifat polar hingga non polar. Adapun penambahan asam bertujuan 

untuk mempercepat pemutusan ikatan glikosida antara senyawa glikon (gula) dan 

aglikon (bukan gula). 

Penggunaan variasi waktu ekstraksi 5, 10, dan 15 menit dilakukan untuk 

mencari waktu optimum pada proses ekstraksi senyawa proantosianidin biji anggur 

Bali. Pemilihan waktu ekstraksi tersebut salah satunya beracuan pada Carrera dkk. 

(2012) yang menyatakan waktu ekstraksi ultrasonik terbaik pada senyawa polifenol 

anggur merah dengan frekuensi 24 kHz adalah 6 menit yang menghasilkan ekstrak 

± 12 mg/g sampel. Porto dkk. (2013) menyatakan juga bahwa waktu ekstraksi 

ultrasonik terbaik pada senyawa polifenol biji anggur dengan frekuensi 20 kHz 

adalah 15 menit yang menghasilkan ekstrak 104,19 mg GAE/g sampel. 

Hasil ekstrak yang dapat diamati dari variasi pelarut adalah intensitas warna. 

Hasil ekstrak pelarut metanol : air : HCl (70:29:1) memiliki warna merah bata. 

Berbeda dengan kedua pelarut terakhir yang sama-sama menghasilkan ekstrak 

berwarna merah bata pudar, namun untuk pelarut aseton : air : asam asetat 

(70:29,5:0,5) lebih jernih dibandingkan pelarut metanol : air : asam asetat 

(70:29,9:0,1) yang lebih keruh. Adapun pada variasi waktu ekstraksi 5, 10 dan 15 

menit dalam satu variasi pelarut tidak menghasilkan perbedaan intensitas warna 
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ekstrak yang signifikan (Lampiran 9). Gambar ketiga filtrat ekstrak kasar dapat 

dilihat pada Gambar 4.1. 

 

   

(a)       (b)      (c) 

Gambar 4.1 Filtrat ekstrak kasar dengan pelarut (a) metanol : air : HCl (70:29:1), 

(b) aseton : air : asam asetat (70:29,5:0,5), dan (c) metanol : air : asam 

asetat (70:29,9:0,1) 

 

Perbedaan warna ekstrak tersebut diduga dipengaruhi oleh senyawa polifenol 

yang terekstrak sebagai senyawa mayoritas pada biji anggur. Zhou dkk. (2012) 

melaporkan bahwa 60-70% senyawa polifenol pada anggur terkandung dalam biji 

anggur. Berdasarkan Gambar 4.1 bahwa ekstrak dengan pelarut metanol : air : HCl 

(70:29:1) menghasilkan warna ekstrak yang lebih pekat dibandingkan pelarut 

lainnya karena diduga mengandung senyawa polifenol yang lebih tinggi. Neves 

dkk. (2010) menyatakan bahwa penambahan ekstrak biji anggur yang tinggi akan 

polifenol berpengaruh nyata terhadap peningkatan intensitas warna pada wine yang 

rendah akan polifenol. 

 

 4.3 Identifikasi Senyawa Proantosianidin menggunakan KLTA 

 Hasil ekstraksi ultrasonik dalam penelitian ini dianalisis menggunakan KLTA. 

Penggunaan metode KLTA pada penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pola 

pemisahan terbaik dari senyawa proantosianidin yang terdapat dalam ekstrak biji 
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anggur Bali, yang akan digunakan sebagai standarisasi kendali mutu. Parameter 

pemisahan dalam penelitian ini adalah jumlah noda, intensitas warna, presisi, dan 

resolusi noda pada pelat KLT yang diamati secara langsung dari hasil 

penyemprotan reagen. 

Ekstrak kasar biji anggur Bali dielusi menggunakan eluen campuran aseton : 

asam asetat : toluena (3:1:3) yang dapat menghasilkan pola pemisahan senyawa 

proantosianidin pada pelat KLT. Perbandingan komposisi eluen yang sama antara 

aseton yang bersifat semipolar dengan gugus alkil dan ketonnya terhadap toluena 

yang bersifat nonpolar dengan struktur hidrokarbon aromatik, menjadikan eluen 

bersifat semipolar kearah nonpolar. Dalam penelitian Villani dkk. (2015) dilakukan 

analisis proantosianidin menggunakan eluen aseton : asam asetat : toluena (3:1:3) 

menghasilkan pola kromatogram senyawa proantosianidin pada biji anggur 

(proantosianidin B2) dengan RF 0,35. Proantosianidin yang bersifat polar akan lebih 

terdistribusi ke fase diam (pelat silika gel) yang bersifat polar, maka menghasilkan 

spot noda senyawa proantosianidin pada RF menengah kebawah. 

Noda proantosianidin B2 pada penelitian ini diketahui melalui pendekatan 

referensi RF diatas dengan melalui proses penyemprotan reagen vanillin-HCl. 

Proses penyemprotan reagen dilakukan setelah pelat hasil elusi dikeringanginkan 

untuk menguapkan eluen, kemudian dilakukan proses penyemprotan reagen untuk 

mengetahui dugaan noda proantosianidin B2 pada pelat. Setelah reagen 

disemprotkan pada pelat, muncul bercak warna merah muda dengan latar belakang 

putih. Setelah itu dikeringanginkan dan terjadi perubahan warna merah muda 

menjadi merah bata dengan bentuk noda yang lebih jelas. Adapaun gambar hasil 

setelah penyemprotan reagen dapat dilihat pada Lampiran 8.3.  
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Deteksi dengan reagen vanillin-HCl dinyatakan berhasil mengidentifikasi 

senyawa polifenol jika terbentuk warna merah, merah muda, maupun merah bata 

setelah proses penyemprotan reagen (Nugrahaningtyas dkk., 2005). Penampakan 

warna tersebut disebabkan oleh reaksi kondensasi aldehida fenilik yang tersajikan 

pada Gambar 4.2 (D’Mello, 1997). Reaksi kondensasi aldehida fenilik terjadi antara 

vanillin berupa gugus aldehid yang tidak memiliki atom Hα (Azizah dkk., 2015), 

terhadap senyawa aldehid pada ekstrak yaitu flavan-3-ols dan proantosianidin 

melalui struktur phloroglucinol yang terdapat pada cincin A (Clarke dan Hartman, 

1929). Penggunaan HCl pada reagen berfungsi sebagai katalis (Budimarwanti dan 

Handayani, 2010). Hasil pola pemisahan pada penelitian ini akan dijabarkan lebih 

lanjut. 

 

 

Gambar 4.2. Reaksi reagen vanillin-HCl dengan proantosianidin (Schofield dkk., 

2001) 
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4.3.1 Kromatografi Lapis Tipis pada Ekstrak Kasar Biji Anggur Bali dengan 

Pelarut Metanol : Air : HCl (70:29:1) 

Hasil ekstrak kasar biji anggur Bali dengan pelarut metanol : air : HCl (70:29:1) 

pada waktu 5, 10, dan 15 menit diidentifikasi dengan metode KLTA yang tersajikan 

dalam Gambar 4.3 dan Tabel 4.1. Berdasarkan hasil tersebut diperoleh pola 

pemisahan dengan jumlah noda yang sama yaitu tiga noda (1, 2, dan 3), sehingga 

diduga senyawa yang terpisah tersebut sama. Namun untuk ulangan ke-3 dari 

ekstrak pada waktu 5 menit, ulangan ke-2 dari ekstrak pada waktu 10 menit serta 

semua ulangan pada ekstrak dengan waktu 15 menit menghasilkan proses 

pemisahan kurang baik dengan membentuk spot berekor.  

Spot berekor yang terjadi diduga disebabkan oleh penggunaan asam klorida 

pada pelarut dalam waktu ekstraksi yang semakin lama, sehingga dapat 

menghasilkan ekstrak dengan kandungan polifenol yang lebih tinggi. Putnik dkk. 

(2016) melaporkan bahwa jumlah polifenol umumnya meningkat seiring 

meningkatnya keasaman dan panjangnya waktu ekstraksi. Tingginya kandungan 

polifenol pada perlakuan penotolan yang sama dapat menyebabkan intensitas 

materi yang ditotolkan pada pelat berlebih. Sehingga menyebabkan adanya 

senyawa terelusi pada selang waktu yang lebih lama dan tidak mencapai posisi yang 

sama pada pelat KLT untuk sesama jenis senyawa atau terbentuk spot berekor 

(tailing). Kemampuan eluen saat mengelusi hanya dapat membawa maksimal 

sejumlah senyawa yang sesuai dengan kapasitasnya, jika melebihi kapasitas akan 

membentuk spot berekor (tailing) (Kumar dkk., 2013). 
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(a)                  (b)                  (c) 

Gambar 4.3 Perbandingan hasil pemisahan ekstrak biji anggur Bali dengan pelarut 

metanol : air : HCl (70:29:1) dan waktu ekstraksi 5 menit (a), 10 menit 

(b), dan 15 menit (c) pada U1 = ulangan 1; U2 = ulangan 2; U3 = 

ulangan 3 

 

Intensitas warna noda pada semua variasi waktu dengan ekstrak pelarut metanol 

: air : HCl (70:29:1) dalam Gambar 4.3 membentuk pola yang sama yaitu intensitas 

noda 1 dan 3 tampak lebih tinggi dari noda 2. Perbedaan tersebut diduga oleh 

perbedaan konsentrasi senyawa melalui interaksi reagen terhadap senyawa ekstrak, 

yaitu lebih besar pada noda 1 dan 3. Rendahnya intensitas warna pita disebabkan 

oleh rendahnya konsentrasi senyawa pada pita tersebut (Syafi’i dkk., 2018) 

 

Tabel 4.1 Hasil ekstraksi ultrasonik dengan pelarut metanol : air : HCl (70:29:1) 

dan eluen aseton : asam asetat : toluena (3:1:3) 

Lama 

Ekstraksi 

(menit) 

Nomor 

Noda 

RF 

Rerata RF ± SD Resolusi 
U1 U2 U3 

5 menit 1 0,112 0,112 0,094 0,106 ± 0,0108 
 

 2 0,306 0,294 0 0,300 ± 0,00884 0,558 
 3 0,419 0,406 0,325 0,383 ± 0,0509 0,796 

10 menit 1 0,106 0,100 0,106 0,104 ± 0,00361 
 

 2 0,294 0 0,312 0,303 ± 0,0133 0,619 
 3 0,387 0,337 0,419 0,381 ± 0,0410 0,607 

15 menit 1 0,106 0,100 0,106 0,104 ± 0,00361 
 

 2 0 0 0 0 ± 0 0 
 3 0,350 0,360 0,350 0,352 ± 0,00361 0,522 

Keterangan: U1=Ulangan 1, U2= Ulangan 2, U3= Ulangan 3. 
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Berdasarkan Tabel 4.1 pada waktu ekstraksi 5 menit, 10 menit, dan 15 menit 

menghasilkan penurunan nilai rerata RF pada noda pertama dan ketiga. Penurunan 

nilai rerata RF ini diduga disebabkan oleh proses KLT masing-masing waktu 

ekstraksi yang dilakukan secara terpisah pada hari dan waktu yang berbeda. 

Sehingga menyebabkan perbedaan kondisi lingkungan dan menjadi gangguan yang 

mempengaruhi sistem. Pengaruh tersebut menyebabkan RF yang dihasilkan tidak 

stabil. Terdapat beberapa faktor lingkungan yang dapat mempengaruhi sistem 

seperti cahaya, kelembapan dan perubahan suhu udara (Sastrohamidjojo, 1996). 

Nilai SD (simpangan baku) RF noda yang dihasilkan dapat menyatakan 

kepresisian antar noda. Presisi antar noda dapat diketahui melalui. Berdasarkan 

Tabel 4.1 diperoleh nilai SD RF antar ulangan yaitu antara 0,00361 – 0,0509. Nilai 

SD RF antar lama ekstraksi didapatkan antara 0,00121 – 0,0221 (Lampiran 5). Nilai 

SD RF noda yang diperoleh tersebut melebihi syarat diterimanya presisi yaitu 

melebihi 0,02 dan menghasilkan pola pemisahan yang menjauhi garis lurus antar 

spot noda senyawa yang sama pada Gambar 4.1, sehingga dapat disimpulkan bahwa 

noda pemisahan yang dihasilkan belum memenuhi syarat presisi. Presisi yang baik 

memenuhi syarat keberterimaan SD RF yaitu kurang dari 0,02 dan menghasilkan 

pola mendekati garis lurus pada pita senyawa yang sama (Reich dan Schibli, 2006).  

Syarat presisi yang tidak terpenuhi diduga disebabkan adanya spot berekor dari 

salah satu ulangan dalam satu ekstrak yang dapat menghasilkan nilai RF bebeda dan 

nilai SD RF yang tinggi. Terbentuknya spot berekor tersebut diduga disebabkan oleh 

aplikasi penotolan dengan teknik manual yang dipengaruhi oleh faktor pipa kapiler 

dan larutan ekstrak, sehingga dapat mengakibatkan penotolan sampel tidak tepat. 

Wulandari (2011) melaporkan bahwa aplikasi penotolan dengan teknik manual 
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hampir tidak mungkin tanpa menghasilkan beberapa penyimpangan, sehingga 

sangat sulit untuk mendapatkan lebar dan panjang pita yang seragam, serta dengan 

konsentrasi seragam. 

Selain nilai RF, pola pemisahan terbaik  juga dapat dilihat dari nilai resolusi.  

Berdasarkan Tabel 4.1, dapat diketahui bahwa ekstrak dengan waktu ekstraksi 5 

menit menghasilkan nilai resolusi yang lebih tinggi dibandingkan ekstrak 10 menit 

dan 15 menit. Adapun rerata resolusi pola pemisahan hasil KLT pelarut metanol : 

air : HCl (70:29:1) pada variasi waktu ekstraksi 5 menit yaitu 0,632 lebih besar dari 

rerata resolusi ekstrak pada variasi waktu 10 menit dan 15 menit secara berturut-

turut sebesar 0,612 dan 0,522 (Lampiran 6). 

Perbedaan nilai resolusi diduga disebabkan oleh faktor perbedaan kondisi 

lingkungan dalam perlakuannya. Faktor lain yang diduga juga mempengaruhi yaitu 

poses penotolan manual melalui faktor pipa kapiler dan larutan ekstrak. 

Sastrohamidjojo (1996) melaporkan bahwa semakin besar diameter spot penotolan, 

maka semakin kecil nilai resolusi. Sehingga dapat disimpulkan bahwa ekstrak 

pelarut metanol : air : HCl (70:29:1) pada waktu ekstraksi 5 menit menghasilkan 

pemisahan yang lebih baik dibandingkan ekstrak pelarut metanol : air : HCl 

(70:29:1) pada waktu 10 menit dan 15 menit. 

 

4.3.2 Kromatografi Lapis Tipis pada Ekstrak Kasar Biji Anggur Bali dengan 

Pelarut Aseton : Air : Asam Asetat (70:29,5:0,5) 

Hasil identifikasi melalui metode KLTA dengan variasi pelarut kedua tersajikan 

pada Gambar 4.4 dan Tabel 4.2. Berdasarkan hasil tersebut diperoleh pola 

pemisahan dengan jumlah noda yang sama yaitu empat noda (1, 2, 3, dan 4), 
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sehingga diduga senyawa yang terpisah adalah sama. Namun untuk ulangan ke-2 

dari ekstrak pada waktu 10 menit dan 15 menit menghasilkan proses pemisahan 

kurang baik dengan membentuk spot berekor. Diduga spot berekor tersebut 

disebabkan oleh hasil ekstrak dengan kandungan polifenol yang lebih tinggi dari 

penggunaan asam dalam jumlah besar dibandingkan variasi pelarut ketiga pada 

waktu ekstrasi yang lebih lama dengan perlakuan penotolan yang sama. 

 

                     

(a)             (b)                  (c) 

Gambar 4.4 Perbandingan hasil pemisahan ekstrak biji anggur Bali dengan pelarut 

aseton : air : asam asetat (70:29,5:0,5) dan waktu ekstraksi 5 menit (a), 

10 menit (b) dan 15 menit (c) pada U1 = ulangan 1; U2 = ulangan 2; 

U3 = ulangan 3 

 

Berdasarkan Gambar 4.4, hasil intensitas warna noda pada semua variasi waktu 

dengan ekstrak pelarut aseton : air : asam asetat (70:29,5:0,5) membentuk pola yang 

sama yaitu intensitas warna noda 1, 2, dan 4 tampak sama. Namun intensitas noda 

3 tampak lebih rendah dibandingkan noda yang lain. Perbedaan intensitas warna 

tersebut dimungkinkan oleh perbedaan konsentrasi senyawa melaui interaksi 

reagen terhadap senyawa ekstrak, yaitu lebih besar pada noda 1, 2, dan 4.  

Nilai rerata RF yang tersajikan pada Tabel 4.2 menunjukkan hasil bahwa pada 

waktu ekstraksi 5 menit, 10 menit, dan 15 menit mengalami penurunan nilai rerata 
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RF pada noda pertama hingga keempat. Penurunan nilai tersebut diduga disebabkan 

oleh faktor perbedaan kondisi lingkungan pada tiap proses KLT. Perbedaan 

pengaruh lingkungan yang mengakibatkan ketidak stabilan nilai RF. 

 

Tabel 4.2 Hasil ekstraksi ultrasonik dengan pelarut aseton: air : asam asetat 

(70:29,5:0,5) dan eluen aseton : asam asetat : toluena (3:1:3) 

Lama 

Ekstraksi 

(menit) 

Nomor 

Noda 

RF 

Rerata RF ± SD Resolusi 
U1 U2 U3 

5 menit 

1 0,0656 0,0625 0,0625 0,0635 ± 0,00180 
 

2 0,156 0,150 0,150 0,152 ± 0,00361 0,354 

3 0,331 0,331 0,325 0,329 ± 0,00361 1,08 

4 0,456 0,437 0,450 0,448 ± 0,00955 0,753 

10 menit 

1 0,0437 0,0937 0,05 0,0625 ± 0,0272 
 

2 0,125 0 0,144 0,134 ±0,0133 0,413 

3 0,294 0 0,344 0,319 ± 0,0353 1,10 

4 0,394 0,300 0,444 0,379 ± 0,0730 0,549 

15 menit 

1 0,0437 0,0812 0,0447 0,0562 ± 0,0216 
 

2 0,125 0 0,119 0,122 ± 0,00442 0,442 

3 0,306 0 0,281 0,294 ± 0,177 1,21 

4 0,394 0,306 0,381 0,36 ± 0,0473 0,517 

Keterangan : U1=Ulangan 1, U2= Ulangan 2, U3= Ulangan 3, 

 

Berdasarkan Tabel 4.2 diperoleh nilai SD RF antar ulangan adalah 0,00180 – 

0,177 serta nilai SD RF antar lama ekstraksi didapatkan antara 0,00152 – 0,0461 

(Lampiran 5). Khusus nilai SD RF noda antar ulangan pada waktu ekstraksi 5 menit 

menghasilkan nilai kurang dari 0,02; sehingga noda pemisahan yang dihasilkan 

memenuhi syarat presisi. Namun untuk nilai SD RF noda pada waktu ekstraksi 10 

dan 15 menit belum memenuhi syarat keberterimaan presisi karena menghasilkan 

nilai presisi SD RF yang melebihi 0,02 dan menghasilkan pola pemisahan yang 

menjauhi garis lurus antar spot noda senyawa yang sama pada Gambar 4.4. Syarat 

presisi yang tidak terpenuhi diduga disebabkan adanya spot berekor dari salah satu 
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ulangan dalam satu ekstrak, sehingga menghasilkan nilai RF yang bebeda dan nilai 

SD RF yang tinggi. 

Pola pemisahan terbaik juga dapat dilihat dari nilai resolusi yang tersajikan juga 

pada Tabel 4.2. Hasil yang didapatkan menunjukkan bahwa nilai resolusi tertinggi 

diperoleh pada waktu ekstraksi 5 menit. Nilai rerata resolusi pola pemisahan hasil 

KLT berdasarkan variasi waktu ekstraksi dengan pelarut aseton: air : asam asetat 

(70:29,5:0,5) 5 menit, 10 menit dan 15 menit berturut-turut sebesar 0,728; 0,663; 

dan 0,695 (Lampiran 6). Perbedaan nilai resolusi yang dihasilkan disebabkan faktor 

lingkungan dan faktor penotolan manual yang dilakukan. Oleh karena itu, dapat 

disimpulkan bahwa ekstrak aseton: air : asam asetat (70:29,5:0,5) pada waktu 

ekstraksi 5 menit menghasilkan pemisahan yang lebih baik dibanding dari waktu 

ekstraksi 10 menit dan 15 menit. 

 

4.3.3 Kromatografi Lapis Tipis pada Ekstrak Kasar Biji Anggur Bali dengan 

Pelarut Metanol : Air : Asam Asetat (70:29,9:0,1) 

Hasil pola pemisahan pelarut ketiga tersajikan pada Gambar 4.5 dan Tabel 4.3, 

yaitu diperoleh kromatogram dengan jumlah noda yang sama yaitu empat noda (1, 

2, 3, dan 4), sehingga diduga senyawa yang terpisah adalah sama. Intensitas warna 

noda 1, 2, dan 4 tampak sama, namun intensitas noda 3 tampak lebih rendah. 

Perbedaan intensitas warna tersebut dimungkinkan oleh perbedaan konsentrasi 

senyawa melaui interaksi reagen terhadap senyawa ekstrak, yaitu lebih besar pada 

noda 1, 2, dan 4.  
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(a)      (b)               (c) 

Gambar 4.5 Perbandingan hasil pemisahan ekstrak biji anggur Bali dengan pelarut 

metanol : air : asam asetat (70:29,9:0,1) dan waktu ekstraksi 5 menit 

(a), 10 menit (b) dan 15 menit (c) pada U1 = ulangan 1; U2 = ulangan 

2; U3 = ulangan 3 

 

Nilai rerata RF yang tersajikan pada Tabel 4.3 menunjukkan hasil bahwa pada 

waktu ekstraksi 5 menit, 10 menit, dan 15 menit mengalami kenaikan nilai rerata 

RF pada noda pertama hingga keempat. Kenaikan nilai tersebut diduga disebabkan 

oleh faktor perbedaan kondisi lingkungan pada setiap proses KLT yang 

mengakibatkan ketidak stabilan nilai RF. Berdasarkan Tabel 4.3 dan Lampiran 5 

diperoleh nilai SD RF antar ulangan adalah 0,00144 – 0,0361 dan nilai SD RF antar 

lama ekstraksi adalah 0,00132 – 0,00361. Nilai SD RF noda yang diperoleh tersebut 

memenuhi syarat diterimanya presisi yaitu kurang dari 0,02 dan menghasilkan pola 

pemisahan yang menjauhi garis lurus antar spot noda senyawa yang sama pada 

Gambar 4.5, sehingga dapat disimpulkan bahwa noda pemisahan yang dihasilkan 

memenuhi syarat presisi. 
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Tabel 4.3 Hasil ekstraksi ultrasonik dengan pelarut metanol : air : asam asetat 

(70:29,9:0,1) dan eluen aseton : asam asetat : toluena (3:1:3) 

Lama 

Ekstraksi 

(menit) 

Nomor 

Noda 

RF 

Rerata RF ± SD Resolusi 
U1 U2 U3 

5 menit 

1 0,044 0,0500 0,0437 0,0458 ± 0,00361 
 

2 0,144 0,150 0,144 0,146 ± 0,00361 0,534 

3 0,325 0,319 0,319 0,321 ± 0,00361 1,25 

4 0,437 0,437 0,431 0,435 ± 0,00361 0,788 

10 menit 

1 0,056 0,0500 0,0500 0,0521 ± 0,00361 
 

2 0,150 0,144 0,144 0,146 ± 0,00361 0,457 

3 0,331 0,325 0,325 0,327 ± 0,00361 1,139 

4 0,456 0,462 0,456 0,458 ± 0,00361 0,721 

15 menit 

1 0,056 0,0500 0,0500 0,0521 ± 0,00361 
 

2 0,162 0,150 0,150 0,154 ± 0,00722 0,468 

3 0,356 0,344 0,331 0,344 ± 0,0125 1,19 

4 0,475 0,45 0,45 0,458 ± 0,0144 0,751 

Keterangan : U1=Ulangan 1, U2= Ulangan 2, U3= Ulangan 3, 

 

Nilai resolusi sebagai salah satu acuan pola pemisahan terbaik tersajikan juga 

pada Tabel 4.2. Hasil yang didapatkan menunjukkan bahwa nilai resolusi tertinggi 

diperoleh pada waktu ekstraksi 5 menit. Nilai rerata resolusi pola pemisahan hasil 

KLT berdasarkan variasi lama ekstraksi 5 menit, 10 menit, dan 15 menit berturut-

turut sebesar 0,859; 0,772; dan 0,804 (Lampiran 6). Perbedaan nilai resolusi 

disebabkan faktor lingkungan dan faktor proses penotolan manual yang dilakukan.  

Maka dari itu, dapat disimpulkan bahwa ekstrak pelarut metanol : air : asam asetat 

(70:29,9:0,1) pada waktu ekstraksi 5 menit menghasilkan pemisahan yang lebih 

baik dibanding dari waktu ekstrak 10 menit dan 15 menit. 
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4.3.4 Perbandingan Hasil Terbaik Antar Pelarut  

Hasil pola pemisahan yang tersajikan pada ketiga sub bab diatas menunjukkan 

kekhasan dalam setiap pelarut pada semua variasi waktu melalui jumlah noda dan 

nilai RF yang dihasilkan. Perbedaan tersebut diduga disebabkan oleh kemampuan 

campuran pelarut dalam mengekstrak senyawa pada sampel. Adapun perbandingan 

hasil pola pemisahan berdasarkan variasi pelarut tersajikan pada Gambar 4.6. 

 

 
Gambar 4.6 Pengaruh variasi pelarut terhadap nilai rerata RF 

 

Berdasarkan Gambar 4.6 dapat diketahui bahwa semakin sedikit dan lemah 

asam yang digunakan dalam pelarut polar maka semakin banyak pemisahan yang 

terjadi dibuktikan dengan semakin banyak noda yang terbentuk. Ekstrak dengan 

pelarut metanol : air : HCl (70:29:1) menghasilkan jumlah noda lebih sedikit yaitu 

3 noda. Berdasarkan sub bab 4.3.1, dugaan rendahnya jumlah noda ini disebabkan 

oleh tingkat keasaman dan jumlah HCl yang digunakan menghasilkan ekstrak yang 

tinggi polifenol. Perlakuan KLT yang sama pada ekstrak yang tinggi polifenol dapat 

menghasilkan pola pemisahan yang kurang baik bahkan sampai terbentuk spot 

berekor pada waktu ekstraksi yang lebih lama (Gambar 4.3). 
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Ekstrak dengan pelarut metanol : air : asam asetat (70:29,9:0,1) dan aseton : air 

: asam asetat (70:29,5:0,5) pada Gambar 4.6 menghasilkan jumlah spot yang sama 

yaitu 4 spot saat menggunakan jenis asam yang sama. Namun pelarut metanol lebih 

jelas menghasilkan pemisahan spot. Hal ini diduga disebabkan oleh sifat metanol 

yang lebih bersifat polar dan jumlah asam yang digunakan lebih sedikit.  

Berdasarkan sub bab 4.3.2, dugaan penggunaan asam asetat dengan jumlah yang 

lebih banyak pada waktu ekstraksi yang semakin lama menyebabakan pola 

pemisahan yang kurang baik maupun spot berekor (Gambar 4.4). Hal ini 

menunjukkan bahwa senyawa pada ekstrak biji anggur Bali memiliki kedekatan 

kepolaran pada pelarut metanol : air : asam asetat (70:29,9:0,1) serta kesesuaian 

jenis asam dan komposisi terhadap metode penotolan yang dilakukan.  

Berdasarkan uraian penjelasan diatas, menunjukkan bahwa jumlah polifenol 

meningkat seiring meningkatnya tingkat keasaaman, volume asam yang digunakan, 

dan waktu ekstraksi. Namun hal tersebut menghasilkan pola pemisahan yang 

kurang baik maupun spot berekor (tailing) dengan jumlah penotolan yang sama 

pada pelat KLT seiring bertambahnya waktu ekstraksi. Sehingga pola pemisahan 

dipengaruhi oleh kesesuaian proses KLT dengan ekstrak yang diuji. 

Nilai RF yang diperoleh berdasarkan Gambar 4.6 sedikit berbeda dengan 

kedekatan kepolaran komponen terhadap kedua fase. Pada ekstrak metanol : air : 

HCl (70:29:1) memiliki nilai RF rendah dibandingkan ekstrak aseton : air : asam 

asetat (70:29,5:0,5) dikarenakan sifat metanol yang lebih polar sehingga lebih 

terdistribusi ke fase diam. Namun berbeda dengan ekstrak metanol : air : asam asetat 

(70:29,9:0,1) yang menghasilkan nilai RF lebih besar dibandingkan ekstrak aseton : 

air : asam asetat (70:29,5:0,5), hal ini berkebalikan dengan teori seharusnya. 



47 

 
 

Sastrohamidjojo (2007) menyatakan bahwa komponen yang memiliki kepolaran 

mendekati fase gerak akan bergerak lebih cepat dari komponen yang memiliki 

kepolaran mendekati fase diam.  

Begitu juga nilai RF dugaan senyawa proantosianidin pada Gambar 4.6 berkisar 

0,37-0,45 berbeda dengan referensi Villani dkk. (2015) yaitu dengan nilai RF 0,35. 

Namun meghasilkan pola pemisahan yang sesuai referensi tersebut. Perbedaan nilai 

RF ini diduga disebabkan adanya pengaruh dari perbedaan kondisi lingkungan, alat, 

bahan, serta optimasi perlakuan dari referensi dengan penelitian yang 

mempengaruhi sistem KLT. Bahkan nilai RF biasanya tidak selalu sama dari 

laboratorium ke laboratorium lain bahkan pada waktu analisis yang berbeda dalam 

laboratorium yang sama (Wulandari, 2011). Berdasarkan uraian pada sub bab 4.3.1, 

4.3.2, dan 4.3.3, hasil terbaik pada masing-masing pelarut disajikan pada Tabel 4.4 

berikut.  

 

Tabel 4.4 Perbandingan parameter antar hasil terbaik berbagai pelarut 

Parameter 

Ekstrak 

Metanol : Air : 

HCl (70:29:1) 

5 menit 

Aseton : Air : Asam 

Asetat (70:29,5:0,5) 

5 menit 

Metanol : Air : 

HCl 

(70:29,9:0,1)  

5 menit 

Jumlah noda 3 Noda 4 Noda 4 Noda 

SD RF antar 

ulangan 
0,00884 – 0,0509 0,00180 – 0,00955 0,00361 

Resolusi 0,0632 0,728 0,859 

 

Berdasarkan Tabel 4.4 pada parameter jumlah noda menunjukkan bahwa 

ekstrak pelarut metanol : air : HCl (70:29:1) 5 menit menghasilkan jumlah noda 

lebih sedikit dibandingkan dengan dua ekstrak pelarut lainnya. Sehingga dapat 

disimpulkan pelarut metanol : air : HCl (70:29:1) kurang baik pola pemisahannya. 
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Pemisahan yang menghasilkan noda dengan jumlah banyak menghasilkan 

merupakan pemisahan yang baik. Jumlah noda menunjukkan banyaknya senyawa 

yang berhasil diekstrak dan dipisahkan (Sastrohamidjojo, 1996).  

Adapun pada parameter SD RF antar ulangan berdasarkan Gambar 4.6, 

diperoleh nilai dari pelarut metanol : air : asam asetat (70:29,9:0,1) 5 menit 

memiliki nilai SD RF yang konstan. Nilai tersebut yaitu 0,00361 memenuhi syarat 

nilai keberterimaan yaitu kurang dari 0,02. Hal ini menunjukkan tingkat kepresisian 

yang baik antar ulangan. Reich dan Schibli (2006) menyatakan bahwa nilai SD RF 

yang rendah ataupun sama menunjukkan presisi noda yang baik karena 

menghasilkan nilai RF yang sama atau mendekati garis lurus.  

Parameter resolusi berdasarkan Gambar 4.6, menunjukkan resolusi ekstrak 

pelarut metanol : air : asam asetat (70:29,9:0,1) 5 menit lebih besar dibandingkan 

kedua ekstrak lainnya. Hal tersebut menunjukkan baiknya pola pemisahan yang 

dihasilkan. Berdasarkan hasil penelitian melalui variasi pelarut dan waktu ekstraksi, 

dapat disimpulkan bahwa ekstrak yang memiliki pemisahan terbaik yaitu ekstrak 

pelarut metanol : air : asam asetat (70:29,9:0,1) 5 menit. Selanjutnya ekstrak pelarut 

terpilih digunakan untuk uji validasi metode senyawa penanda meliputi uji stabilitas 

analit selama kromatografi, uji presisi, dan presisi antara. 
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4.4 Validasi Metode Senyawa Proantosianidin pada KLT 

4.4.1 Stabilitas Analit Selama Kromatografi 

Proses validasi metode dimulai dengan uji stabilitas analit untuk mengevaluasi 

mutu dari sampel. Uji stabilitas menjadi salah satu parameter penting untuk 

memastikan kestabilan dan tidak ada degradasi senyawa yang terjadi selama waktu 

analisis (Fatimah, 2018). Faktor-faktor yang mempengaruhi ketidakstabilan analit 

dapat disebabkan oleh suhu, kelembapan, kondisi penyimpanan, dan kejenuhan 

eluen (Reich dan Schibli, 2006). Uji stabilitas analit selama kromatografi dilakukan 

dengan KLT dua dimensi sebagai identifikasi senyawa sampel multikomponen dan 

meningkatkan resolusi (Wulandari, 2011).  

Berdasarkan hasil pengembangan, senyawa dalam biji anggur Bali 

menghasilkan bercak yang terhubung membentuk garis diagonal perpotongan 2 

fase gerak dan tidak terjadi penyimpangan, hasil pengembangan dapat dilihat pada 

Gambar 4.7. Hal tersebut menunjukkan bahwa analit stabil selama kromatografi. 

Reich dan Schibli (2006) mengasumsikan bahwa analit dikatakan stabil jika zona 

bercak yang dihasilkan berada dalam garis diagonal yang menghubungkan posisi 

awal penotolan dengan perpotongan garis dari kedua fase gerak.  

 

  

Gambar 4.7 Stabilitas analit selama kromatografi biji anggur Bali dengan pelarut 

metanol : air : asam asetat (70:29,9:0,1) dan waktu ekstraksi 5 menit 

setelah penyemprotan reagen vanillin-HCl 
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4.4.2 Uji Presisi dan Presisi Antara 

Parameter presisi yang dilakukan dalam penelitian ini yaitu presisi dan presisi 

antara. Uji presisi mencakup keterulangan variasi dalam sehari (intraday) untuk 

melihat pengaruh lingkungan pada waktu yang lebih singkat. Adapun presisi antara 

mencakup keterulangan pada variasi dengan perlakuan yang sama selama tiga hari 

berturut turut (interday) untuk melihat pengaruh lingkungan penyimpanan yang 

dapat berbeda antar hari (Kardela dkk., 2015). Hasil presisi dan presisi antara dalam 

validasi metode kromatografi lapis tipis dapat diketahui melalui pola pemisahan 

dan nilai simpangan baku RF pita senyawa-senyawa yang sama. 

Hasil pengembangan untuk uji presisi tersajikan pada Gambar 4.8, dengan hasil 

ketiga pelat memberikan pola pemisahan yang tidak berbeda nyata dari jumlah, 

intensitas, dan warna pita sehingga dapat dikatakan identik. Dipilih satu spot yaitu 

senyawa penciri proantosianidin untuk mewakili penghitungan simpangan baku RF 

pada uji presisi.  Hasil perhitungan pada Tabel 4.5 menunjukkan simpangan baku 

RF intrapelat pada hari pertama berkisar 0.00442-0.00706 yang berarti tidak 

melebihi 0,01 sebagai syarat keberterimaan intrapelat dan antar pelat 0,0181 yang 

berarti tidak lebih dari 0,02 sebagai syarat keberterimaan antar pelat. Hasil uji yang 

tidak melebihi syarat keberterimaan tersebut, menunjukkan bahwa hasil uji telah 

memenuhi syarat keberterimaan uji presisi.  
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           (a) (b) 

(c) 

Gambar 4.8 Pola pemisahan uji presisi biji anggur Bali (a) ulangan pelat 1, (b) 

ulangan pelat 2 dan (c) ulangan pelat 3 dengan A = ekstrak ulangan 1; 

B = ekstrak ulangan 2 ; U3 = ekstrak ulangan 3; 1 = ulangan totolan 

ke-1; 2 = ulangan totolan ke-2; 3 = ulangan totolan ke-3 

 
 

     

       (a)                           (b)             (c)  

Gambar 4.9 Pola pemisahan uji presisi antara biji anggur Bali (a) hari ke-1, (b) 

hari ke-2 dan (c) hari ke-3 dengan A = ekstrak ulangan 1; B = ekstrak 

ulangan 2 ; U3 = ekstrak ulangan 3; 1 = ulangan totolan ke-1; 2 = 

ulangan totolan ke-2; 3 = ulangan totolan ke-3 
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Tabel 4.5 Hasil uji presisi dan presisi antara ekstrak biji anggur Bali 

Ekstrak 

Biji 

Anggur 

Bali 

Lajur 

RF Proantosianidin 

Hari 1 
Hari 2 Hari 3 

Pelat 1 Pelat 2 Pelat 3 

A 

1 0,412 0,45 0,406 0,425 0,456 

2 0,419 0,456 0,412 0,419 0,456 

3 0,412 0,456 0,412 0,419 0,462 

B 

4 0,431 0,45 0,412   

5 0,419 0,45 0,412   

6 0,425 0,462 0,419   

C 

7 0,419 0,456 0,425   

8 0,425 0,456 0,425   

9 0,431 0,45 0,419   

Intrapelat 
Rerata RF 0,421 0,454 0,416 0,421 0,458 

SD RF 0,00706 0,00442 0,00634 0,00361 0,00361 

Antarpelat 
Rerata RF 0,43 0,421 0,458 

SD RF 0,0181 0,00361 0,00361 

Semua 

Pelat 

Rerata RF 0,432 

SD RF 0,0186 
 

 

Hasil pengembangan untuk uji presisi antara pada Gambar 4.9 memperlihatkan 

ketiga pelat memberikan pola pemisahan yang tidak berbeda nyata sehingga dapat 

dikatakan identik. Berdasarkan pada Tabel 4.5 hasil perhitungan uji presisi antara 

memiliki nilai simpangan baku RF intrapelat antar pelat hari kedua dan ketiga 

menunjukkan nilai kurang dari 0,01 dan 0,02. Adapun hasil nilai simpangan baku 

RF untuk semua pelat 0,0186 yang berarti tidak lebih dari 0,05 sebagai syarat 

keberterimaan semua pelat. Sehingga dapat disimpulkan hasil pengujian telah 

memenuhi syarat keberterimaan uji presisi antara. 
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4.5 Integrasi Hasil Penelitian dalam Prespektif Al-Quran 

Kajian penilitian ini membahas tentang stabilitas profil kromatografi ekstrak 

kasar biji anggur Bali. Stabilitas profil kromatografi merupakan kemampuan 

konsistensi senyawa yang terkandung pada ekstrak dalam mempertahankan 

karakteristiknya terhadap pengaruh lingkungan. Kromatografi lapis tipis sebagai 

metode identifikasi secara terbuka dipengaruhi oleh beberapa faktor lingkungan 

seperti udara, cahaya, asap, debu, suhu, dan kelembapan dalam proses kromatografi 

maupun proses penyimpanan sampel. Sebagaimana firman Allah SWT dalam al-

Qur’an surah al-Mulk ayat 3: 

 

ع ٱلْبَصَرَ هَلْ تَ رَى   وُتٍ ۖ فٱَرْجِّ تٍ طِّبَاقاً ۖ مها تَ رَى  فِِّ خَلْقِّ ٱلرهحَْْ نِّ مِّن تَ فَ  (۳) ٍ  مِّن فُطُورٱلهذِّى خَلَقَ سَبْعَ سَََ وَ    

Artinya: “Yang telah menciptakan tujuh langit berlapis-lapis. Kamu sekali-kali 

tidak melihat pada ciptaan Tuhan Yang Maha Pemurah sesuatu yang 

tidak seimbang. Maka lihatlah berulang-ulang, adakah kamu lihat 

sesuatu yang tidak seimbang?” (QS. al-Mulk [67]: 3). 

 

Menurut tafsir Ibnu Katsir pada kalimat “  ِّوُتٍ مها تَ رَى  فِِّ خَلْقِّ ٱلرهحَْْ نِّ م ن تَ فَ   ” menegaskan 

bahwa langit diciptakan sangat rapi, sempurna, seimbang, tidak tumpang tindih, 

tidak terdapat kekurangan bahkan cacat atau retak meskipun tujuh tingkat tanpa 

tiang dan tanpa pengikat. Hal tersebut menunjukkan sistem yang stabil, seimbang, 

dan tidak berubah-ubah sampai kondisi dan waktu tertentu yang ditentukan-Nya. 

Sehingga disebutkan dalam firman berikutnya, “ فُطوُ   مِّن  تَ رَى   هَلْ  ٱلبَْصَرَ  ع   yang ”  ر فٱَرْجِّ

menegaskan kepada hambah-Nya untuk melihat secara cermat agar menemukan 

ketidakseimbangan, celah, cacat pada langit, hal ini sebagai bentuk bukti kebesaran 

Allah terhadap penciptaan-Nya. 
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Berdasarkan penjelasan tersebut menunjukkan dasar mengenai suatu keadaan 

yang seimbang dan stabil terjadi di alam semesta. Segala sesuatu dimuka bumi tidak 

akan mencapai kondisi yang stabil tanpa izin Allah SWT. Seperti halnya pada hasil 

penelitian bahwa stabilitas selama kromatografi pada ekstrak biji anggur Bali 

dengan spot senyawa dugaan proantosianidin sebagai penciri akan memperoleh 

kestabilan pada kondisi tertentu dan waktu tertentu.  

Penelitian ini juga mengkaji tentang presisi sebagai pendukung stabilitas profil 

kromatografi. Presisi adalah derajat kepastian hasil suatu pengukuran yang 

menunjukkan seberapa dekat hasil pengukuran satu dengan yang lain. Allah telah 

berfirman mengenai presisi suatu peristiwa pada QS. Yasiin ayat 40: 

 

بَغِّى لَآَ أَن تدُْرِّكَ ٱلْقَمَرَ وَ  ( ۰٤) لََ ٱلهيْلُ سَابِّقُ ٱلن ههَارِّ ۚ وكَُلٌّ فِِّ فَ لَكٍ يَسْبَحُونَ لََ ٱلشهمْسُ يَ ن ۢ  

Artinya : “Tidaklah mungkin bagi matahari mendapatkan bulan dan malam pun 

tidak mendahului siang. Dan masing-masing beredar pada garis 

edarnya.” (QS. Yasiin [36]: 40). 
 

Menurut tafsir Quraisy Shihab, ayat tersebut menunjukkan kepresisian (tepat) 

dan konsistenan takdir Allah pada waktu (kondisi) yang telah Allah tentukan. Hal 

ini menandakan bahwa segala sesuatu tidak akan mencapai kepresisiannya kecuali 

pada kondisi yang tepat, sebagaimana matahari yang tidak akan berjalan pada 

orbital bulan. Demikian pula senyawa analit pada proses pemisahan yang dilakukan 

secara KLT dapat memperoleh kepresisian terbaik pada kondisi yang tepat. 

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa kondisi uji stabilitas ekstrak biji 

anggur Bali menggunakan pelarut pelarut metanol : air : asam asetat (70:29,5:0,1) 

dengan waktu ekstraksi 5 menit telah menghasilkan stabilitas dan presisi yang baik.  
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BAB V 

PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

1. Hasil pemisahan dengan kromatografi lapis tipis pada ekstrak biji anggur Bali 

(Vitis vinifera L. Alphonso Lavalle) berdasarkan jenis pelarut dan waktu 

ekstraksi menghasilkan pola pemisahan senyawa proantosianidin terbaik pada 

pelarut metanol : air : asam asetat (70:29,5:0,1) dengan waktu ekstraksi 5 

menit. 

2. Hasil optimasi metode kestabilan senyawa proantosianidin menggunakan 

validasi metode menghasilkan bentuk analit yang stabil dengan membentuk 

garis diagonal perpotongan dua fase gerak tanpa terjadi penyimpangan pada uji 

stabilitas analit selama kromatografi. Adapun uji presisi dan presisi antara 

dapat diterima karena menghasilkan nilai simpangan baku RF intrapelat 

berkisar 0,00442-0,00706; antar pelat 0,0181; serta semua pelat 0,0186 yang 

tidak lebih dari nilai keberterimaan. 

 

5.2 Saran  

1. Perlu dilakukan optimasi metode KLT menggunakan metode KLT aplikator 

dan penyesuaian perlakuan penotolan untuk memperoleh hasil yang lebih baik. 

2. Perlu dilakukan identifikasi pada spot yang diduga senyawa target dalam KLT 

menggunakan instrumentasi seperti UV-Vis, FTIR, dan HPLC. 

3.  Perlu dilakukan uji  validasi metede lanjutan seperti uji spesifitas, uji ketegaran, 

dan stabilitas analit untuk kelengkapan metode kendali mutu tanaman obat.
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Rancangan Penelitian 

  

Biji Anggur Bali (Vitis Vinifera L. Alphonso Lavalle) 

Preparasi Sampel 

Ekstraksi ultrasonik dengan variasi pelarut (metanol : 

air : HCl (70:29:1), aseton : air : asam asetat 

(70:29,5:0,5); dan metanol 70% : asam asetat 0,1%) 

serta variasi lama ekstraksi (5, 10, dan 15 menit) 

Disaring hasil ekstraksi ultrasonik 

Ampas Filtrat 

Uji Stabilitas analit 

selama kromatografi 

Uji Presisi 

Identifkasi dengan KLT 

Uji presisi antara 

Analisis Data 
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Lampiran 2. Skema Kerja 

1. Preparasi Sampel 

 

- Diambil biji dari buah anggur Bali yang sudah matang 

- Ditimbang ± 100 gram 

- Dicuci dengan air sampai bersih 

- Dikeringanginkan  

- Dihaluskan menggunakan alat penggiling dengan ayakan 90 mesh 

 

 

- Disimpan dalam wadah gelap di suhu 20˚C 

 

 

2. Ekstraksi Senyawa Proantosianidin dengan ultrasonik 

 

 

- Ditimbang serbuk biji anggur sebanyak 1 gram 

- Diletakkan pada botol kaca 

- Ditambahkan 10 ml pelarut dengan variasi pelarut metanol : air : 

HCl (70:29:1), aseton : air : asam asetat (70:29,5:0,5) dan metanol : 

air : asam asetat (70:29,9:0,1) 

- Diekstraksi dengan ultrasonik frekuensi 20 kHz pada suhu kamar 

dengan variasi lama ekstraksi (5, 10 dan 15 menit) 

- Disaring hasil ekstraksi sebagai ekstrak kasar senyawa 

proantosianidin 

- Dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali untuk setiap variasi hasil 

ekstraksi  

 

 

 

Biji Anggur Bali 

Hasil 

Serbuk 

Hasil 

Serbuk 
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3. Identifikasi Ekstrak Kasar Biji Anggur denagn KLTA 

 

A. Persiapan Pelat KLT 

 

- Dipotong pelat 3x10 cm 

- Diberi batas bawah 1,5 cm dan batas atas; 0,5 cm kanan kiri 0,5 cm 

- Diaktivasi pelat dengan oven pada suhu 100°-105°C selama 30 

menit. 

 

 

 

B. Persiapan Fase Gerak (Eluen) 

 

- Dimasukkan 10 mL eluen aseton : asam asetat : toluena (3:2:3) 

- Dijenuhkan selama 60 menit dan ditutup rapat selama penjenuhan  

 

 

 

C. Proses Elusi 

 

  - Diaplikasikan ekstrak sebanyak 3 kali ulangan 

- Ditotolkan sebanyak 15 totolan masing masing Ekstrak pada 3 pelat 

berbeda (1 pelat tiga jalur pengulangan) dan Dikeringanginkan 

- Dimasukkan pelat ke dalam chamber yang berisi eluen 

- Ditutup rapat dan jangan dipindahkan hingga proses elusi selesai 

- Pelat dikeringanginkan kemudian Didokumentasi sebelum dan 

sesudah disemprot pereaksi vanillin 

- Diamati hasil dan dihitung RF 

- Diulang perlakuan diatas pada setiap variasi pelarut dan waktu 

ekstraksi ultrasonik 

 

Pelat silika GF254 

Hasil 

Chamber

Hasil 

Ekstrak Kasar

 

Hasil 
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4. Stabiltas Analit selama Kromatoggrafi (Reich dan Schibli, 2006) 

 

A. Persiapan Pelat KLT 

 

- Dipotong pelat 10x10 cm 

- Diberi garis batas dengan jarak 10 mm dari masing-masing tepi 

- Diaktivasi pelat dengan oven pada suhu 100°C selama 30 menit. 

 

 

 

B. Persiapan Fase Gerak (Eluen) 

 

- Dimasukkan 10 mL eluen aseton : asam asetat : toluena (3:2:3) 

- Dijenuhkan selama dan ditutup 60 menit rapat selama penjenuhan 

- Dilakukan pengualangan persiapan fase gerak pada chamber yang 

berbeda 

 

  

Pelat silika GF254 

Hasil 

Chamber 

Hasil 



65 

 
 

C. Proses Elusi 

 

- Ditotolkan Ekstrak sebanyak 15 totolan tepi kiri bawah pelat tersebut 

(10 mm dari tiap tepi) 

-  Dimasukkan pelat ke dalam bejana pengembang yang berisi eluen 

- Ditutup rapat dan jangan dipindahkan hingga fase gerak mencapai 

tinggi 8 cm dari posisi aplikasi ekstrak 

- Diangkat dan keringanginkan pelat kemudian didokumentasi 

sebelum dan sesudah 

- Diputar 90° pelat kekiri kemudian dilakukan pengembangan untuk 

kedua kalinya menggunakan fase gerak dengan komposisi sama 

namun dengan kondisi baru disiapkan 

- Ditutup rapat dan jangan dipindahkan hingga fase gerak mencapai 

tinggi 8 cm dari posisi aplikasi ekstrak 

- Diangkat dan keringanginkan pelat  

- Disemprot dengan pereaksi vanillin kemudian Didokumentasi 

sebelum dan sesudah proses elusi 

- Diamati hasil dan dihitung RF 

- Diulang perlakuan diatas pada setiap variasi pelarut dan waktu 

ekstraksi ultrasonik 

 

 

  

Ekstrak Kasar

 

Hasil 
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5. Uji Presisi (Reich dan Schibli, 2006) 

 

A. Persiapan Pelat KLT 

 

- Dipotong pelat 15x10 cm 

- Diberi batas bawah 1.5 cm dan batas atas 0.5 cm 

- Diaktivasi pelat dengan oven pada suhu 100°C selama 30 menit. 

 

 

 

B. Persiapan Fase Gerak (Eluen) 

 

- Dimasukkan 10 mL eluen aseton : asam asetat : toluena (3:2:3) 

- Dijenuhkan selama 60 menit dan ditutup rapat selama penjenuhan 

 

 

 

C. Proses Elusi 

 

  - Diaplikasikan ekstrak sebanyak 3 kali ulangan 

- Ditotolkan sebanyak 15 totolan masing masing ekstrak pada 3 pelat 

berbeda (1 pelat tiga jalur pengulangan) dan dikeringanginkan 

- Dimasukkan pelat ke dalam chamber yang berisi eluen 

- Ditutup rapat dan jangan dipindahkan hingga proses elusi selesai 

- Pelat dikeringanginkan kemudian Didokumentasi sebelum dan 

sesudah disemprot pereaksi vanillin 

- Diamati hasil dan dihitung RF 

- Diulang perlakuan diatas pada setiap variasi pelarut dan waktu 

ekstraksi ultrasonik 

 

 

Pelat silika GF254 

Hasil 

Chamber

Hasil 

Ekstrak Kasar

 

Hasil 
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6. Uji Presisi Antara 

 

A. Persiapan Pelat KLT 

 

- Dipotong pelat 15x10 cm 

- Diberi batas bawah 1.5 cm dan batas atas 0.5 cm 

- Diaktivasi pelat dengan oven pada suhu 100°C selama 30 menit. 

 

 

 

B. Persiapan Fase Gerak (Eluen) 

 

- Dimasukkan 10 mL eluen aseton : asam asetat : toluena (3:2:3) 

- Dijenuhkan selama 60 menit dan ditutup rapat selama penjenuhan 

 

 

 

C. Proses Elusi 

 

- Diaplikasikan ekstrak sebanyak 3 kali ulangan 

- Ditotolkan Ekstrak pada 2 hari yang berbeda setelah uji presisi, satu 

Pelat per hari  

- Dimasukkan pelat ke dalam chamber yang berisi eluen 

- Ditutup rapat dan jangan dipindahkan hingga proses elusi selesai 

- Pelat dikeringanginkan kemudian  

- Didokumentasi sebelum dan sesudah disemprot pereaksi vanillin 

- Diamati hasil dan dihitung RF 

- Diulang perlakuan diatas pada setiap variasi pelarut dan waktu 

ekstraksi ultrasonik 

 

 

Pelat silika GF254 

Hasil 

Chamber

Hasil 

Ekstrak Kasar

 

Hasil 
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Lampiran 3. Perhitungan dan Pembuatan Larutan  

3.1 Pembuatan Larutan Esktraksi Metanol : Air : HCl (70:29:1) 

Metanol    = 
70

100
 x 10 ml   = 7 mL 

Air            = 
29

100
 x 10 ml   = 2,9 mL  

HCl           = 
1

100
 x 10 ml   = 0,1 mL 

Cara pembuatan: dipipet 7 mL metanol, dipipet 2,9 mL akuades dan dipipet 0,1 

mL HCl, kemudian dimasukkan dalam wadah ekstrak yang berisi sampel. 

 

3.2 Pembuatan Larutan Esktraksi Aseton : Air : Asam asetat (70:29,5:0,5) 

Aseton             = 
70

100
 x 10 ml    = 7 ml 

Air                   = 
29,5

100
 x 10 ml   = 2,95 ml 

Asam asetat     = 
0.5

100
 x 10 ml    = 0,05 ml 

Cara pembuatan: dipipet 7 mL aseton, dipipet 2,95 mL akuades dan dipipet 0,05 

mL asam asetat, kemudian dimasukkan dalam wadah ekstrak yang berisi sampel. 

 

3.3 Pembuatan Larutan Esktraksi Metanol : Air : Asam asetat (70:29,9:0,1) 

Aseton            = 
70

100
 x 10 ml    = 7 ml 

Air                  = 
29,9

100
 x 10 ml   = 2,99 ml 

Asam asetat    = 
0.5

100
 x 10 ml    = 0,01 ml 

Cara pembuatan: dipipet 7 mL metanol, dipipet 2,99 mL akuades dan dipipet 0,01 

mL asam asetat, kemudian dimasukkan dalam wadah ekstrak yang berisi sampel. 
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3.4 Pembuatan Larutan Pengembang Aseton : Asam asetat : Toluena (3:1:3) 

Aseton            = 
3

7
 x 7 ml    = 3 ml  

Asam asetat    = 
1

7
 x 7 ml   = 1 ml 

 Toluena         = 
3

7
 x 7 ml   = 3 ml 

Cara pembuatan: dipipet 3 mL aseton, dipipet 1 mL asam asetat dan dipipet 3 mL 

toluene, kemudian dimasukkan dalam chamber. 

 

3.3 Pembuatan Reagen Vanillin 

ppm  = 
𝑚𝑔

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 (1000 𝑚𝑙)
   

ppm = 
1000 𝑚𝑔

20 𝑚𝑙
   

ppm = 
1000 𝑚𝑔

20 𝑚𝑙
  ×  

50

50
  

ppm  = 
50000 𝑚𝑔

1000𝑚𝑙
  

 = 
50000 𝑚𝑔

1 𝐿
 

ppm  = 50000 ppm 

Cara pembuatan: ditimbang vanillin 1 gram, ditambahakan 20 mL HCl p.a. 
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Lampiran 4. Perhitungan Nilai RF  

RF = 
Jarak tempuh n𝑜𝑑𝑎

Jarak tempuh eluen
 

 

4.1 Hasil Nilai RF pada Ekstrak Metanol : Air : HCl (70:29:1) 

Perlakuan  Ulangan  Nomor 

Noda  

Jarak Tempuh 

Noda (cm) 

Jarak Tempuh 

Eluen (cm) 
RF 

5 menit 

1 

1 0,9 8 0,112 

2 2,45 8 0,306 

3 3,35 8 0,419 

2 

1 0,9 8 0,112 

2 2,35 8 0,294 

3 3,25 8 0,406 

3 

1 0,75 8 0,0937 

2 0 8 0 

3 2,6 8 0,325 

10 menit 

1 

1 0,85 8 0,106 

2 2,35 8 0,294 

3 3,1 8 0,387 

2 

1 0,8 8 0,1 

2 0 8 0 

3 2,7 8 0,337 

3 

1 0,85 8 0,106 

2 2,5 8 0,312 

3 3,35 8 0,419 

15 Menit 

1 

1 0,85 8 0,106 

2 0 8 0 

3 2,8 8 0,35 

2 

1 0,8 8 0,1 

2 0 8 0 

3 2,85 8 0,356 

3 

1 0,85 8 0,106 

2 0 8 0 

3 2,8 8 0,35 
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4.2 Hasil Nilai RF pada Ekstrak Aseton : Air : Asam asetat (70:29,5:0,5) 

Perlakuan  Ulangan  Nomor 

Noda  

Jarak Tempuh 

Noda (cm) 

Jarak Tempuh 

Eluen (cm) 
RF 

5 menit 

1 

1 0,525 8 0,0656 

2 1,25 8 0,156 

3 2,65 8 0,331 

4 3,65 8 0,456 

2 

1 0,5 8 0,0625 

2 1,2 8 0,15 

3 2,65 8 0,331 

4 3,5 8 0,437 

3 

1 0,5 8 0,0625 

2 1,2 8 0,15 

3 2,6 8 0,325 

4 3,6 8 0,45 

10 menit 

1 

1 0,35 8 0,0437 

2 1 8 0,125 

3 2,35 8 0,294 

4 3,15 8 0,394 

2 

1 0,75 8 0,0937 

2 0 8 0 

3 0 8 0 

4 2,4 8 0,3 

3 

1 0,4 8 0,05 

2 1,15 8 0,144 

3 2,75 8 0,344 

4 3,55 8 0,444 

15 Menit 

1 

1 0,35 8 0,044 

2 1 8 0,125 

3 2,45 8 0,306 

4 3,15 8 0,394 

2 

1 0,65 8 0,0812 

2 0 8 0 

3 0 8 0 

4 2,45 8 0,306 

3 

1 0,35 8 0,0437 

2 0,95 8 0,119 

3 2,25 8 0,281 

4 3,05 8 0,381 
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4.3 Hasil Nilai RF pada Ekstrak Metanol : Air : Asam asetat (70:29,9:0,1) 

Perlakuan  Ulangan  Nomor 

Noda  

Jarak Tempuh 

Noda (cm) 

Jarak Tempuh 

Eluen (cm) 
RF 

5 menit 

1 

1 0,35 8 0,0437 

2 1,15 8 0,144 

3 2,6 8 0,325 

4 3,5 8 0,437 

2 

1 0,4 8 0,05 

2 1,2 8 0,15 

3 2,55 8 0,319 

4 3,5 8 0,437 

3 

1 0,35 8 0,0437 

2 1,15 8 0,144 

3 2,55 8 0,319 
 4 3,45 8 0,431 

10 menit 

1 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,2 8 0,15 

3 2,65 8 0,331 

4 3,65 8 0,456 

2 

1 0,4 8 0,05 

2 1,15 8 0,144 

3 2,6 8 0,325 

4 3,7 8 0,462 

3 

1 0,4 8 0,05 

2 1,15 8 0,144 

3 2,6 8 0,325 

4 3,65 8 0,456 

15 Menit 

1 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,3 8 0,162 

3 2,85 8 0,356 

4 3,8 8 0,475 

2 

1 0,4 8 0,05 

2 1,2 8 0,15 

3 2,75 8 0,344 

4 3,6 8 0,45 

3 

1 0,4 8 0,05 

2 1,2 8 0,15 

3 2,65 8 0,331 

4 3,6 8 0,45 
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4.4 Hasil Nilai Rearata RF dan SD Antar Ulangan dalam Ekstrak Metanol : 

Air : HCl (70:29:1) 

Waktu 

Ekstraksi 

Nomor 

Noda 

RF Rerata 

RF 
SD RF 

Rerata 

SD RF U1 U2 U3 

5 Menit 

1 0,112 0,112 0,0937 0,106 0,0108 

0,0235 2 0,306 0,294 0 0,3 0,00884 

3 0,419 0,406 0,325 0,383 0,0509 

10 Menit 

1 0,106 0,1 0,106 0,1041 0,00361 

0,0193 2 0,294 0 0,312 0,303 0,0133 

3 0,387 0,337 0,419 0,381 0,041 

15 Menit 

1 0,106 0,1 0,106 0,104 0,00361 

0,00361 2 0 0 0 0 0 

3 0,35 0,356 0,35 0,352 0,00361 

 

4.5 Hasil Nilai Rearata RF dan SD Antar Ulangan dalam Ekstrak Aseton : 

Air : Asam asetat (70:29,5:0,5)  

Waktu 

Ekstraksi 

Nomor 

Noda 

RF Rerata 

RF 
SD RF 

Rerata 

SD RF U1 U2 U3 

5 Menit 

1 0,0656 0,0625 0,0625 0,0635 0,00181 

0,00464 
2 0,156 0,15 0,15 0,152 0,00361 

3 0,331 0,331 0,325 0,329 0,00361 

4 0,456 0,437 0,45 0,448 0,00955 

10 Menit 

1 0,0437 0,0937 0,05 0,0625 0,0272 

0,0372 
2 0,125 0 0,144 0,134 0,0133 

3 0,294 0 0,344 0,319 0,0353 

4 0,394 0,3 0,444 0,379 0,073 

15 Menit 

1 0,0437 0,0812 0,0437 0,0562 0,0216 

0,0228 
2 0,125 0 0,119 0,122 0,00442 

3 0,306 0 0,281 0,294 0,0177 

4 0,394 0,306 0,381 0,361 0,0473 
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4.6 Hasil Nilai Rearata RF dan SD Antar Ulangan dalam Ekstrak Metanol : 

Air : Asam asetat (70:29,9:0,1) 

Waktu 

Ekstraksi 

Nomor 

Noda 

RF Rerata 

RF 

SD RF Rerata 

SD RF U1 U2 U3 

5 Menit 

1 0,0437 0,05 0,0437 0,0458 0,00361 

0,00361 
2 0,1437 0,15 0,144 0,146 0,00361 

3 0,325 0,319 0,319 0,321 0,00361 

4 0,4375 0,437 0,431 0,435 0,00361 

10 Menit 

1 0,0562 0,05 0,05 0,0521 0,00361 

0,00361 
2 0,15 0,144 0,144 0,146 0,00361 

3 0,331 0,325 0,325 0,327 0,00361 

4 0,456 0,462 0,456 0,458 0,00361 

15 Menit 

1 0,056 0,05 0,05 0,0521 0,00361 

0,00944 
2 0,162 0,15 0,15 0,154 0,00722 

3 0,356 0,344 0,331 0,344 0,0125 

4 0,475 0,45 0,45 0,458 0,0144 
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Lampiran 5. Perhitungan SD Antar Lama Ekstraksi  

Pelarut Noda 

Rerata RF SD Antara 

Lama 

Ekstraksi 

Rerata SD 

Antar Lama 

Ekstraksi 
5 

Menit 

10 

menit 

15 

menit 

Metanol : Air : 

HCl (70:29:1) 

1 0,106 0,104 0,104 0,0012 

0,00696 2 0,3 0,303 0 0,00221 

3 0,383 0,381 0,352 0,0175 

Etanol : Air : 

Asam Asetat 

(70:29,5:0,5) 

1 0,0635 0,0625 0,0562 0,00394 

0,0208 
2 0,152 0,134 0,122 0,0152 

3 0,329 0,319 0,294 0,0182 

4 0,448 0,379 0,36 0,0461 

Metanol : Air : 

Asam Asetat 

(70:29,9:0,1) 

1 0,0458 0,0521 0,0521 0,00361 

0,00837 
2 0,146 0,146 0,154 0,00481 

3 0,321 0,327 0,344 0,0118 

4 0,435 0,458 0,458 0,0132 
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Lampiran 6. Perhitungan Resolusi 

Resolusi = 
𝑑

(𝑊1+𝑊2)√2
 

Keterangan : 

d     = jarak antar noda 1 dan lainnya 

W1 = Lebar (diameter) noda 1 

W2 = Lebar (diameter) noda 2 

 

6.1 Perhitungan Resolusi Pelarut Metanol : Air : HCl (70:29:1) 

Perlakuan Ulangan Resolusi d W1 W2 √2 Hasil 
Rerata 

Resolusi 

5 Menit 

1 
1 1,55 1,6 0,3 1,414 0,577 

0,632 

2 0,9 0,3 0,5 1,414 0,796 

2 
1 1,45 1,6 0,3 1,414 0,54 

2 0,9 0,3 0,5 1,414 0,796 

3 
1 0 0 0 1,414 0 

2 1,85 1,3 1,6 1,414 0,451 

10 Menit 

1 
1 1,5 1,5 0,3 1,414 0,589 

0,612 

2 0,75 0,3 0,6 1,414 0,589 

2 
1 0 0 0 1,414 0 

2 1,9 1,4 1,4 1,414 0,48 

3 
1 1,65 1,5 0,3 1,414 0,648 

2 0,85 0,3 0,5 1,414 0,751 

15 Menit 

1 
1 0 0 0 1,414 0 

0,522 

2 1,95 1,5 1,2 1,414 0,511 

2 
1 0 0 0 1,414 0 

2 2,05 1,4 1,1 1,414 0,58 

3 
1 0 0 0 1,414 0 

2 1,95 1,5 1,4 1,414 0,475 
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6.2 Perhitungan Resolusi Pelarut Aseton : Air : Asam asetat (70:29,5:0,5)  

Perlakuan Ulangan Resolusi d W1 W2 √2 Hasil 
Rerata 

Resolusi 

5 Menit 

1 

1 0,725 0,85 0,6 1,414 0,354 

0,728 

2 1,4 0,6 0,3 1,414 1,1 

3 1 0,3 0,5 1,414 0,884 

2 

1 0,7 0,8 0,6 1,414 0,354 

2 1,45 0,6 0,3 1,414 1,139 

3 0,85 0,3 0,6 1,414 0,668 

3 

1 0,7 0,8 0,6 1,414 0,353 

2 1,4 0,6 0,4 1,414 0,99 

3 1 0,4 0,6 1,414 0,707 

10 Menit 

1 

1 0,65 0,5 0,6 1,414 0,4178 

0,663 

2 1,35 0,6 0,3 1,414 1,061 

3 0,8 0,3 0,5 1,414 0,707 

2 

1 0 0 0 1,414 0 

2 0 0 0 1,414 0 

3 1,65 1,3 2 1,414 0,354 

3 

1 0,75 0,6 0,7 1,414 0,408 

2 1,6 0,7 0,3 1,414 1,131 

3 0,8 0,3 0,7 1,414 0,566 

15 Menit 

1 

1 0,65 0,5 0,5 1,414 0,46 

0,695 

2 1,45 0,5 0,3 1,414 1,282 

3 0,7 0,3 0,7 1,414 0,495 

2 

1 0 0 0 1,414 0 

2 0 0 0 1,414 0 

3 1,8 1,1 1,5 1,414 0,49 

3 

1 0,6 0,5 0,5 1,414 0,424 

2 1,3 0,5 0,3 1,414 1,149 

3 0,8 0,3 0,7 1,414 0,566 
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6.3 Perhitungan Resolusi Pelarut Metanol : Air : Asam asetat (70:29,9:0,1) 

Perlakuan Ulangan Resolusi d W1 W2 √2 Hasil 
Rerata 

Resolusi 

5 Menit 

1 

1 0,8 0,5 0,5 1,414 0,566 

0,859 

2 1,45 0,5 0,2 1,414 1,465 

3 0,9 0,2 0,5 1,414 0,909 

2 

1 0,8 0,6 0,6 1,414 0,471 

2 1,35 0,6 0,3 1,414 1,0608 

3 0,95 0,3 0,6 1,414 0,746 

3 

1 0,8 0,5 0,5 1,414 0,566 

2 1,4 0,5 0,3 1,414 1,238 

3 0,9 0,3 0,6 1,414 0,707 

10 Menit 

1 

1 0,75 0,7 0,6 1,414 0,408 

0,772 

2 1,45 0,6 0,3 1,414 1,139 

3 1 0,3 0,7 1,414 0,707 

2 

1 0,75 0,6 0,5 1,414 0,482 

2 1,45 0,5 0,4 1,414 1,139 

3 1,1 0,4 0,6 1,414 0,778 

3 

1 0,75 0,6 0,5 1,414 0,482 

2 1,45 0,5 0,4 1,414 1,139 

3 1,05 0,4 0,7 1,414 0,675 

15 Menit 

1 

1 0,85 0,7 0,6 1,414 0,462 

0,804 

2 1,55 0,6 0,3 1,414 1,218 

3 0,95 0,3 0,6 1,414 0,746 

2 

1 0,8 0,6 0,6 1,414 0,471 

2 1,55 0,6 0,3 1,414 1,218 

3 0,85 0,3 0,6 1,414 0,668 

3 

1 0,8 0,6 0,6 1,414 0,471 

2 1,45 0,6 0,3 1,414 1,139 

3 0,95 0,3 0,5 1,414 0,84 
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Lampiran 7. Perhitungan Nilai RF Uji Presisi dan Presisi Antara 

RF = 
Jarak tempuh n𝑜𝑑𝑎

Jarak tempuh eluen
 

7.1 Hasil Nilai RF pada Uji Presisi Hari Pertama Pelat 1 

Perlakuan Ulangan Penotolan 
Nomor 

Noda 

Jarak 

Tempuh 

Noda 

(cm) 

Jarak 

Tempuh 

Eluen (cm) 

RF 

5 menit 

1 

1 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,15 8 0,144 

3 2,5 8 0,312 

4 3,3 8 0,412 

2 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,2 8 0,15 

3 2,55 8 0,319 

4 3,35 8 0,419 

3 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,15 8 0,144 

3 2,5 8 0,312 

4 3,3 8 0,412 

2 

1 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,2 8 0,15 

3 2,6 8 0,325 

4 3,45 8 0,431 

2 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,2 8 0,15 

3 2,5 8 0,312 

4 3,35 8 0,419 

3 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,2 8 0,15 

3 2,5 8 0,312 

4 3,4 8 0,425 

3 

1 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,2 8 0,15 

3 2,6 8 0,325 

4 3,35 8 0,419 

2 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,2 8 0,15 

3 2,6 8 0,325 

4 3,4 8 0,425 

3 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,2 8 0,15 

3 2,5 8 0,312 

4 3,45 8 0,431 
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7.2 Hasil Nilai  RF pada Uji Presisi Hari Pertama Pelat 2 

Perlakuan Ulangan Penotolan 
Nomor 

Noda 

Jarak 

Tempuh 

Noda (cm) 

Jarak 

Tempuh 

Eluen 

(cm) 

RF 

5 menit 

1 

1 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,25 8 0,156 

3 2,65 8 0,331 

4 3,6 8 0,45 

2 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,25 8 0,156 

3 2,65 8 0,331 

4 3,65 8 0,456 

3 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,25 8 0,156 

3 2,65 8 0,331 

4 3,65 8 0,456 

2 

1 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,25 8 0,156 

3 2,65 8 0,331 

4 3,6 8 0,45 

2 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,25 8 0,156 

3 2,65 8 0,331 

4 3,6 8 0,45 

3 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,25 8 0,156 

3 2,65 8 0,331 

4 3,7 8 0,462 

3 

1 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,25 8 0,156 

3 2,55 8 0,319 

4 3,65 8 0,456 

2 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,25 8 0,156 

3 2,55 8 0,319 

4 3,65 8 0,456 

3 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,25 8 0,156 

3 2,55 8 0,319 

4 3,6 8 0,45 
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7.3 Hasil Nilai RF pada Uji Presisi Hari Pertama Pelat 3 

Perlakuan Ulangan Penotolan 
Nomor 

Noda 

Jarak 

Tempuh 

Noda 

(cm) 

Jarak 

Tempuh 

Eluen (cm) 

RF 

5 menit 

1 

1 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,15 8 0,144 

3 2,5 8 0,312 

4 3,25 8 0,406 

2 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,2 8 0,15 

3 2,5 8 0,312 

4 3,3 8 0,412 

3 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,2 8 0,15 

3 2,5 8 0,312 

4 3,3 8 0,412 

2 

1 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,2 8 0,15 

3 2,5 8 0,312 

4 3,3 8 0,412 

2 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,2 8 0,15 

3 2,5 8 0,312 

4 3,3 8 0,412 

3 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,25 8 0,156 

3 2,6 8 0,325 

4 3,35 8 0,419 

3 

1 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,25 8 0,156 

3 2,6 8 0,325 

4 3,4 8 0,425 

2 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,25 8 0,156 

3 2,6 8 0,325 

4 3,4 8 0,425 

3 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,25 8 0,156 

3 2,6 8 0,325 

4 3,4 8 0,425 
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7.4 Hasil Nilai RF pada Uji Presisi Antara Hari Kedua 

Perlakuan Ulangan Penotolan 
Nomor 

Noda 

Jarak 

Tempuh 

Noda 

(cm) 

Jarak 

Tempuh 

Eluen 

(cm) 

RF 

5 menit 

1 1 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,2 8 0,15 

3 2,6 8 0,325 

4 3,4 8 0,425 

2 2 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,2 8 0,15 

3 2,5 8 0,312 

4 3,35 8 0,419 

3 3 

1 0,5 8 0,0625 

2 1,1 8 0,137 

3 2,5 8 0,312 

4 3,35 8 0,419 

 

7.5 Hasil Nilai RF pada Uji Presisi Antara Hari Ketiga 

Perlakuan Ulangan Penotolan 
Nomor 

Noda 

Jarak 

Tempuh 

Noda 

(cm) 

Jarak 

Tempuh 

Eluen 

(cm) 

RF 

5 menit 

1 1 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,3 8 0,162 

3 2,7 8 0,337 

4 3,65 8 0,456 

2 2 

1 0,45 8 0,0562 

2 1,3 8 0,162 

3 2,7 8 0,337 

4 3,65 8 0,456 

3 3 

1 0,5 8 0,0625 

2 1,3 8 0,162 

3 2,7 8 0,337 

4 3,7 8 0,462 
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Lampiran 8. Perhitungan Resolusi Uji Presisi dan Presisi Antara 

Resolusi = 
𝑑

(𝑊1+𝑊2)√2
 

Keterangan : 

d = jarak antar noda 1 dan lainnya 

W1 = Lebar (diameter) noda 1 

W2 = Lebar (diameter) noda 2 

 

8.1 Hasil Nilai Resolusi pada Uji Presisi Hari Pertama Pelat 1 

Ulangan 
Peno 

tolan 

Reso 

lusi 
d W1 W2 √2 Hasil 

Rerata 

Resolusi 

1 

1 

1 0,7 0,7 0,5 1,414 0,412 

0,768 

2 1,35 0,5 0,2 1,414 1,364 

3 0,8 0,2 0,8 1,414 0,566 

2 

1 0,75 0,7 0,6 1,414 0,408 

2 1,35 0,6 0,2 1,414 1,193 

3 0,8 0,2 0,7 1,414 0,629 

3 

1 0,7 0,7 0,5 1,414 0,412 

2 1,35 0,5 0,2 1,414 1,364 

3 0,8 0,2 0,8 1,414 0,566 

2 

1 

1 0,75 0,7 0,6 1,414 0,408 

0,757 

2 1,4 0,6 0,2 1,414 1,238 

3 0,9 0,2 0,6 1,414 0,751 

2 

1 0,75 0,7 0,6 1,414 0,408 

2 1,3 0,6 0,2 1,414 1,149 

3 0,85 0,2 0,7 1,414 0,668 

3 

1 0,75 0,7 0,6 1,414 0,408 

2 1,3 0,6 0,2 1,414 1,149 

3 0,9 0,2 0,8 1,414 0,636 

3 

1 

1 0,75 0,7 0,6 1,414 0,408 

0,757 

2 1,4 0,6 0,2 1,414 1,238 

3 0,75 0,2 0,7 1,414 0,589 

2 

1 0,75 0,7 0,6 1,414 0,408 

2 1,4 0,6 0,2 1,414 1,238 

3 0,8 0,2 0,7 1,414 0,629 

3 

1 0,75 0,7 0,6 1,414 0,408 

2 1,3 0,6 0,2 1,414 1,149 

3 0,95 0,2 0,7 1,414 0,746 
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8.2 Hasil Nilai Resolusi pada Uji Presisi Hari Pertama Pelat 2 

Ulangan 
Peno 

tolan 

Reso 

lusi 
d W1 W2 √2 Hasil 

Rerata 

Resolusi 

1 

1 

1 0,8 0,7 0,7 1,414 0,404 

0,69 

2 1,4 0,7 0,3 1,414 0,99 

3 0,95 0,3 0,8 1,414 0,611 

2 

1 0,8 0,7 0,7 1,414 0,404 

2 1,4 0,7 0,3 1,414 0,99 

3 1 0,3 0,7 1,414 0,707 

3 

1 0,8 0,7 0,7 1,414 0,404 

2 1,4 0,7 0,3 1,414 0,99 

3 1 0,3 0,7 1,414 0,707 

2 

1 

1 0,8 0,7 0,7 1,414 0,404 

0,722 

2 1,4 0,7 0,3 1,414 0,99 

3 0,95 0,3 0,6 1,414 0,746 

2 

1 0,8 0,7 0,7 1,414 0,404 

2 1,4 0,7 0,3 1,414 0,99 

3 0,95 0,3 0,6 1,414 0,746 

3 

1 0,8 0,7 0,7 1,414 0,404 

2 1,4 0,7 0,3 1,414 0,99 

3 1,05 0,3 0,6 1,414 0,825 

3 

1 

1 0,8 0,7 0,7 1,414 0,404 

0,785 

2 1,3 0,7 0,3 1,414 0,919 

3 1,1 0,3 0,5 1,414 0,972 

2 

1 0,8 0,7 0,7 1,414 0,404 

2 1,3 0,7 0,3 1,414 0,919 

3 1,1 0,3 0,3 1,414 1,296 

3 

1 0,8 0,7 0,7 1,414 0,404 

2 1,3 0,7 0,3 1,414 0,919 

3 1,05 0,3 0,6 1,414 0,825 
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8.3 Hasil Nilai Resolusi pada Uji Presisi Hari Pertama Pelat 3 

Ulangan 
Peno 

tolan 

Reso 

lusi 
d W1 W2 √2 Hasil 

Rerata 

Resolusi 

1 

1 

1 0,7 0,7 0,5 1,414 0,412 

0,859 

2 1,35 0,5 0,2 1,414 1,364 

3 0,75 0,2 0,9 1,414 0,482 

2 

1 0,75 0,7 0,6 1,414 0,408 

2 1,3 0,6 0,2 1,414 1,149 

3 0,8 0,2 0,8 1,414 0,566 

3 

1 0,75 0,7 0,6 1,414 0,408 

2 1,3 0,6 0,2 1,414 1,149 

3 0,8 0,2 0,8 1,414 0,566 

2 

1 

1 0,75 0,7 0,6 1,414 0,408 

0,772 

2 1,3 0,6 0,2 1,414 1,149 

3 0,8 0,2 0,8 1,414 0,566 

2 

1 0,75 0,7 0,6 1,414 0,408 

2 1,3 0,6 0,2 1,414 1,149 

3 0,8 0,2 0,8 1,414 0,566 

3 

1 0,8 0,7 0,7 1,414 0,404 

2 1,35 0,7 0,2 1,414 1,061 

3 0,75 0,2 0,8 1,414 0,53 

3 

1 

1 0,8 0,7 0,7 1,414 0,404 

0,727 

2 1,35 0,7 0,2 1,414 1,061 

3 0,85 0,2 0,7 1,414 0,629 

2 

1 0,8 0,7 0,6 1,414 0,435 

2 1,35 0,6 0,2 1,414 1,193 

3 0,85 0,2 0,7 1,414 0,629 

3 

1 0,8 0,7 0,6 1,414 0,435 

2 1,35 0,6 0,2 1,414 1,193 

3 0,8 0,2 0,8 1,414 0,566 
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8.4 Hasil Nilai Resolusi pada Uji Presisi Hari Kedua 

Ulangan 
Peno 

tolan 

Reso 

lusi 
d W1 W2 √2 Hasil 

Rerata 

Resolusi 

1 1 

1 0,75 0,7 0,6 1,414 0,408 

0,818 2 1,4 0,6 0,2 1,414 1,238 

3 0,8 0,2 0,5 1,414 0,808 

2 2 

1 0,75 0,7 0,6 1,414 0,408 

0,805 2 1,3 0,6 0,2 1,414 1,149 

3 0,85 0,2 0,5 1,414 0,859 

3 3 

1 0,6 0,8 0,6 1,414 0,303 

0,8 2 1,4 0,6 0,2 1,414 1,238 

3 0,85 0,2 0,5 1,414 0,859 

 

8.5 Hasil Nilai Resolusi pada Uji Presisi Hari Ketiga 

Ulangan 
Peno 

tolan 

Reso 

lusi 
d W1 W2 √2 Hasil 

Rerata 

Resolusi 

1 1 

1 0,85 0,7 0,6 1,414 0,462 

0,887 2 1,4 0,6 0,2 1,414 1,238 

3 0,95 0,2 0,5 1,414 0,96 

2 2 

1 0,85 0,7 0,6 1,414 0,462 

0,887 2 1,4 0,6 0,2 1,414 1,238 

3 0,95 0,2 0,5 1,414 0,96 

3 3 

1 0,8 0,8 0,6 1,414 0,404 

0,884 2 1,4 0,6 0,2 1,414 1,238 

3 1 0,2 0,5 1,414 1,01 
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Lampiran 9. Dokumentasi Penelitian 

9.1 Preparasi Sampel Biji Anggur Bali 

 

Gambar 1. Biji anggur 

Bali 

 

Gambar 2. Pencucian 

biji anggur Bali 

  

Gambar 3. Biji anggur 

Bali kering

 

Gambar 4. 

Penggilingan sampel 

  

Gambar 5. Serbuk 

sampel

 

9.2  Ekstraksi Ultrasonik 

 

Gambar 6. 

Penimbangan serbuk 

sampel 

 

Gambar 7. 

Penambahan pelarut 

ekstraksi 

 

Gambar 8. Ekstraksi 

ultrasonik 20 kHz 

       

Gambar 9. Filtrat ekstrak 

kasar biji anggur Bali 
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9.3  Kromatografi Lapis Tipis 

                                    

Gambar 10.Penjenuhan 

Eluen  

Gambar 11. Aktivasi Pelat 

KLT 

Gambar 12. Penotolan 

ekstrak 

                            

Gambar 13. 

Proses elusi 

Gambar 14. 

Pelat setelah 

elusi 

Gambar 15. 

Penyemprotan 

reagen 

Gambar 16. Pelat 

setelah 

penyemprotan 

 

9.4 Pembuatan Reagen Vanillin-HCl 

                              

Gambar 17. Vanillin 

dan HCl 

Gambar 18. 

Penimbangan 

vanillin 

Gambar 19. 

Penambahan HCl 

Gambar 20. Reagen 

vanillin-HCl 
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9.5 Filtrat Ekstrak Kasar  

9.5.1 Filtrat Ekstrak Kasar Pelarut Metanol : Air : HCl (70:29:1) 

                                     

Gambar 21. Ekstrak 

waktu 5 menit 

Gambar 22. Ekstrak 

waktu 10 menit 

Gambar 23. Ekstrak 

waktu 15 menit 

 

9.5.2 Filtrat Ekstrak Kasar Pelarut Aseton : Air : Asam asetat (70:29,5:0,5) 

                                     

Gambar 24. Ekstrak 

waktu 5 menit 

Gambar 25. Ekstrak 

waktu 10 menit 

Gambar 26. Ekstrak 

waktu 15 menit 

 

9.5.3 Filtrat Ekstrak Kasar Pelarut Metanol : Air : Asam asetat (70:29,9:0,1) 

                                   

Gambar 27. Ekstrak 

waktu 5 menit 

Gambar 28. Ekstrak 

waktu 10 menit 

Gambar 29. Ekstrak 

waktu 15 menit 

 


