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ABSTRAK 

 

Izza, K. N. 2021. Uji Toksisitas Dan Identifikasi Isolat Flavonoid Hasil KLTP 

Fraksi Etil Asetat Daun Katuk (Sauropus androgynus L. Merr). 

Skripsi. Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi. Universitas Islam 

Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. 

  

Kata Kunci : Sauropus androgynus, Flavonoid, Toksisitas, FT-IR, Ultrasonik 

 

Sauropus androgynus merupakan salah satu tumbuhan golongan 

phyllanthaceae yang dikenal masyarakat luas sebagai obat tradisional maupun 

sebagai bahan pangan olahan. Salah satu metabolit sekunder tertinggi yang ada 

pada daun katuk adalah flavonoid. Senyawa flavonoid telah banyak diteliti 

sebagai senyawa yang memiliki aktivitas biologis. Penelitian ini dilakukan untuk 

mengetahui hasil identifikasi senyawa flavonoid yang terkandung dalam daun 

katuk (Sauropus androgynus L. Merr) serta tingkat toksisitasnya.  

Metode ekstraksi yang digunakan adalah ekstraksi ultrasonik dengan 

menggunakan pelarut etanol 70%. Hasil ekstraksi akan dihidrolisis menggunakan 

HCl 2 N dan dipartisi menggunakan etil asetat. Kemudian, dilakukan uji fitokimia 

untuk mengetahui apakah dalam ekstrak dan fraksi mengandung flavonoid atau 

tidak. Selanjutnya, dilakukan pemisahan pada fraksi etil asetat untuk mendapatkan 

senyawa flavonoid menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Isolat 

yang didapat kemudian diuji tingkat toksisitasnya menggunakan metode BSLT. 

Selanjutnya, isolat di identifikasi menggunakan spektrofotometer FT-IR. 

Ekstraksi 20 g daun katuk dengan 200 mL etanol 70% menghasilkan 5,52 

g ekstrak pekat etanol. Proses partisi menghasilkan 0,1129 g fraksi etil asetat. Uji 

fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak etanol dan fraksi etil asetat positif 

mengandung senyawa flavonoid. Hasil pemisahan menggunakan eluen n-

heksana:etil asetat (5:5) diperoleh senyawa flavonoid dari fraksi etil asetat yang 

ditunjukkan dengan noda berwarna hijau-kuning, biru, dan ungu. Hasil uji 

toksisitas isolat flavonoid daun katuk menunjukkan bahwa isolat 4, 5, dan 6 

bersifat sangat toksik dengan nilai LC50 berturut-turut sebesar 8,42 ppm, 6,00 

ppm, dan 6,79 ppm. Kemudian hasil analisis spektroskopi inframerah 

menunjukkan bahwa senyawa diduga golongan flavonoid yang memiliki gugus 

fungsi O-H, C-H alkana, C-H alkena, C=C konjugasi, C=O karbonil, C-O eter, 

daerah aromatik overtune C-H pada CH2, dan C-O alkohol.   
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ABSTRACT 

 

Izza, K. N. 2021. Toxicity Test and Identification of Flavonoid Isolates from 

Preparative TLC Result Ethyl Acetate Fraction of Katuk Leaves 

(Sauropus androgynus L. Merr). Thesis. Department of Chemistry, 

Faculty of Science and Technology. Maulana Malik Ibrahim State 

Islamic University of Malang. 

  

Keywords : Sauropus androgynus, Flavonoid, Toxicity, FT-IR, Ultrasonic 

 

Sauropus androgynus is a plant in the phyllanthaceae group which is 

widely known by the public as a traditional medicine and as a processed food 

ingredient. One of the highest secondary metabolites in katuk is flavonoids.  

Flavonoid compounds have been widely studied as compounds that have 

biological activity. This research was conducted to determine the result of 

identification flavonoid compounds contained in katuk leaves (Sauropus 

androgynus L. Merr) and their toxicity levels.  

The extraction method used is ultrasonic extraction using 70% ethanol. 

The extraction result will be hydrolyzed using 2 N HCl and partitioned using ethyl 

acetate. Then, a phytochemical test was carried out to determine whether the 

extract contained flavonoids or not. Furthermore, the ethyl acetate fraction was 

separated to obtain flavonoids using the Thin Layer Chromatography (TLC) 

method. Then, the isolates were tested for their toxicity using BSLT method. 

Furthermore, the isolates were identified using a FT-IR spectrophotometer. 
Extraction of 20 g of katuk leaves with 200 mL of 70% ethanol yielded 5.52 g of 

concentrated ethanol extract. The partition process resulted in 0.1129 g of ethyl 

acetate fraction. Phytochemical test showed that the ethanol extract and ethyl 

acetate fraction positively contained flavonoid compounds.  

The results of the separation using n-hexane:ethyl acetate (5:5) eluent 

obtained flavonoid compounds from the ethyl acetate fraction which were shown 

by greenish yellow, blue, and purple colored stains. The results of the toxicity test 

of katuk leaf flavonoid isolates showed that isolates 4, 5, and 6 were highly toxic 

with LC50 values of 8.42 ppm, 6.00 ppm, and 6.79 ppm, respectively. Then the 

Infrared spectroscopic analysis showed that the compound was suspected to be a 

flavonoid group that had the functional groups O-H, C-H alkane, C-H alkyl, C-H 

alkene, C=C conjugate, C=O carbonyl, C-O ether, C-H overtune aromatic region 

on CH2, and C-O alcohol. 
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نبذة مختصرة   

 

في   PTLKالفلافونويد لجزء خلات الإيثيل . اختبار السمية. والتعرف على نتيجة عزل 2021إيزا ، ك. ن. 

البحث. قسم الكيمياء بكلية العلوم  مقترح.  ( suonygordna suporuaS rreM .Lورقة   كاتوك )

 والتكنولوجيا. جامعة مولانا مالك إبراهيم الإسلامية الحكومية مالانج.

  

الموجات فوق الصوتية، RITFالكلمات المفتاحية: أوراق الكاتوك ،  الفلافونويد ، السمية ،   

 

 

فيلانثاسيا     rreM .L suonygordna suporuaSكاتوك              عائلة  إلى  ينتمي  نبات   المعروفة هو 

واحد الفلافونويد  مركبات  تعتبر  معالج.  غذائي  وكمكون  التقليدي  بالطب  واسع  نطاق  منعلى  أعلى    ة 

في   الثانوية  نشاط  المستقلبات  لها  كمركبات  واسع  نطاق  على  الفلافونويد  مركبات  دراسة  تمت  الكاتوك. 

ومستوى   الكاتوك  أوراق  في  الموجودة  الفلافونويد  مركبات  أنواع  لتحديد  الدراسة  هذه  أجريت  بيولوجي. 

بالموجات   الاستخراج  هي  المستخدمة  الاستخراج   باستخدام %  فوق    سميتها. طريقة  من    7  0الصوتية  

وتقسيمها باستخدام أسيتات الإيثيل.    N 2 lCHسيتم تحلل نتائج الاستخلاص باستخدام    الإيثانول كمذيب.

على مركبات    كانت المستخلصات والكسور تحتوي  اختبارات كيميائية نباتية لتحديد ما إذا  ثم أجريت

الفلافونويد   مركبات  على  للحصول  الإيثيل  أسيتات  جزء  فصل  تم   ، ذلك  على  علاوة  لا.   أم  الفلافونويد 

الرقيقةباستخدام طريقة   الطبقة  اختبار.  (CLT)  كروماتوغرافيا  ذلك  بعد  عن    تم  الناتجة  السمية  مستويات 

باستخدام طريقة   على.  TLSBالعزلات  التعرف  تم   ، ذلك  على  الطيف   علاوة  مقاييس  باستخدام  العزلات 

أوراق  20استخلاص  .  TF-RI   الضوئي مع    جم من  الإيثانول %    200الكاتوك  أسفر عن   7  0مل من 

التقسيم    5.52 عملية  عن  نتج  المركزة.  الإيثانول  من خلاصة  الإيثيل.    0.1129جم  أسيتات  جزء  من  جم 

وجزء أسيتات الإيثيل يحتويان بشكل إيجابي على    أظهر الاختبار  الكيميائي النباتي أن مستخلص الإيثانول

الفصل   نتائج  حصلت  الفلافونويد.  )  باستخدام  مركبات  الإيثيل  أسيتات  الهكسان:  مركبات  5:  5مذيب   )

والأزرق  والأصفر  الأخضر  باللون  ملونة  بقع  في  تظهر  والتي  الإيثيل  أسيتات  جزء  من  الفلافونويد 

كانت     6و  5و  4سمية لعزلات الفلافونويد أوراق الكاتوك أن العزلات والأرجواني. أظهرت نتائج اختبار ال

بقيم السمية  و    8.42بلغت    CL5  0   عالية  المليون  في  و    6.00جزء  المليون  في  في   6.79جزء  جزء 

على   في   .التوالي  المليون  يشتبه  كان  المركب  أن  الحمراء  تحت  بالأشعة  الطيفي  التحليل  أنه   أظهر 

  C=Cمتقارن  ،    O=Cألكين ،    C-Hألكيل ،    C-H،    ألكان  C-H O ,-H  مجموعة فلافونويد تحتوي على

 كربونيل ،  منطقة تضخم عطري H-C  على 2H-C ، و HO-C الأساسي.
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BAB I 

PENDAHULUAN  

 

1.1 Latar Belakang 

Katuk (Sauropus androgynous L. Merr) merupakan salah satu tumbuhan 

yang banyak ditemui di Asia Tenggara yang dapat dimanfaatkan sebagai 

antioksidan (Majid, dan Muchtaridi., 2018), antistress (Hedge, dan Divya., 2015), 

antiinflamasi (Desnita, dkk., 2018), dan antibakteri (Winarsih, dkk., 2015; 

Mulyani, dkk., 2017). Di negara maju seperti Taiwan, daun katuk dikenal sebagai 

tanaman yang mampu mengontrol bobot badan (Santoso, 2013) sehingga dapat 

digunakan sebagai antiobesitas (Patonah, dkk., 2017). Sedangkan di negara 

berkembang seperti Indonesia, daun katuk lebih dikenal oleh masyarakat sebagai 

pelancar ASI (Juliastuti, 2019). Allah SWT menciptakan tanaman katuk dengan 

berbagai manfaatnya yang berguna untuk kehidupan makhluk hidup. Sebagaimana 

yang telah disebutkan pada Al-Qur’an dalam surah asy Syu’ara ayat 7 tentang 

bermacam tanaman yang ada di bumi beserta manfaatnya. 

 

( ٧ن كُل ِ زَوۡجٍٍ۬ كَرِيمٍ )أوََلَمۡ يرََوۡاْ إلَِى ٱلۡۡرَۡضِ كَمۡ أنَۢبَتۡنَا فيِہَا مِ    

 

Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya 

Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?” 

(Q.S. asy Syu’ara:7). 

 

 

 

 

 

 

Dalam tafsir al-Mishbah kata ila pada firman-Nya di awal ayat ini: ( أوََلَمۡ   

 yaitu apakah mereka tidak melihat ke bumi, merupakan kata yang (يرََوۡاْ إلَِى ٱلۡۡرَۡضِ 

mengandung makna batas akhir. ila berfungsi memperluas arah pandangan hingga 
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batas akhir, dengan demikian ayat ini mengundang manusia untuk mengarahkan 

padangan hingga batas kemampuannya memandang sampai mencakup seantero 

bumi, dengan aneka tanah dan tumbuhannya dan aneka keajaiban yang terhampar 

pada tumbuh-tumbuhannya (Shihab, 2002). Kata ( ٍٍ۬زَوۡج) zauj berarti pasangan. 

Pasangan yang dimaksud pada ayat ini adalah pasangan tumbuh-tumbuhan, 

karena tumbuhan muncul di celah-celah tanah yang terhampar di bumi, dengan 

demikian ayat ini mengisyaratkan bahwa tumbuh-tumbuhan pun memiliki 

pasangan-pasangan untuk pertumbuhan dan perkembangannya. Selain itu, makna 

pasangan disini bukan hanya untuk pasangan yang bersifat materi saja, namun 

bisa untuk dua hal yang memiliki hubungan. Seperti halnya ada penyakit pasti ada 

obat. Konsep keseimbangan ini sebagai landasan teologis tatanan dan struktural 

kehidupan.  Karena itu ayat diatas memulai dengan pertanyaan apakah kamu tidak 

melihat? Yang mana menunjukkan suatu keheranan terhadap mereka yang tidak 

memfungsikan matanya untuk melihat bukti yang sangat jelas itu. Kata ( ٍكَرِيم) 

karim antara lain digunakan untuk menggambarkan segala sesuatu yang baik bagi 

setiap objek yang disifatinya. Tumbuhan yang baik, paling tidak adalah yang 

subur dan bermanfaat (Shihab, 2002). Ayat ini membuktikan keniscayaan, serta 

keesaan Allah SWT. Karena aneka ragam tumbuhan yang berbeda (jenis, rasa, 

dan warnanya)  yang terhampar di seluruh belahan bumi memiliki sedemikian 

banyak manfaat. Hal ini sesuai dengan adanya tumbuhan katuk yang banyak 

dimanfaatkan oleh masyarakat baik sebagai obat tradisional ataupun sebagai 

bahan pangan.  

 

 

 

 

 

 

Senyawa metabolit sekunder dikenal sebagai senyawa yang berpotensi 

sebagai obat. Dalam penelitiannya, Andarwulan, dkk. (2010) menemukan bahwa 
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kandungan flavonoid pada ekstrak daun katuk merupakan kadar tertinggi diantara 

sebelas ekstrak yang diteliti. Andarwulan, dkk. (2012) juga menemukan bahwa 

setiap 100 gram daun katuk segar mengandung quercetin sebanyak 4,5 mg, 

kaempferol 138 mg, myricetin 0,00002 mg, luteolin < 0,006 mg, dan apigenin < 

0,03 mg dengan flavonoid total sebanyak 143 mg.  

Senyawa flavonoid yang terkandung dalam daun katuk tersebut dapat 

mempengaruhi fungsi fisiologis dalam jaringan (Soka, dkk., 2014). Tanaman yang 

mengandung Flavonoid mampu digunakan sebagai peningkat kadar hormon 

testosteron (Andini, 2014), antioksidan (Arista, 2013; Nurdianti dan Tuslinah, 

2017), antiinflamasi (Desnita, dkk., 2018), anti-viral (Anggraeni, 2016), 

hepatoprotektor (Joniada, 2011), antistress (Hedge dan Divya, 2015), dan 

suplemen pakan unggas (Santoso, 2018). Obesitas, sering disertai dengan adanya 

oksidasi stress sehingga aktivitas flavonoid daun katuk sebagai antioksidan dan 

imunostimulan berkaitan dengan aktivitas daun katuk sebagai antiobesitas 

(Sánchez, dkk., 2011). Potensi senyawa flavonoid sebagai obat tersebut dapat 

menjadi dasar pentingnya isolasi senyawa flavonoid dalam daun katuk (Sauropus 

androgynus L. Merr).  

Potensi senyawa flavonoid sebagai senyawa toksik dibuktikan pada hasil 

penelitian Mojo, dkk. (2016) yang menguji sitotoksitas fraksi n-heksana, etil 

asetat, dan etanol daun soyogik hasil maserasi dengan metode Bhrine Shrimp 

Lethality Test (BSLT) menghasilkan nilai LC50 berturut-urut sebesar 181,97 ppm, 

12,59 ppm, dan 2,82 ppm. Swantara, dkk. (2016) juga menguji sitotoksitas 

senyawa flavonoid hasil isolasi kromatografi kolom daun dewandaru sebagai 

skrining awal antikanker. Hasil penelitian menunjukkan senyawa flavonoid 
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terbukti toksik dengan nilai LC50 sebesar 63,10 ppm. Sementara itu, Ramadhianti 

(2020) melakukan uji sitotoksik pada ekstrak etanol 70%, fraksi etil asetat, dan 

isolat flavonoid dari daun binahong. Hasil dari penelitian menunjukkan nilai LC50 

berturut-urut sebesar 56,721, 28,954 dan 24,371 ppm. Berdasarkan data tersebut 

maka senyawa flavonoid memiliki aktivitas yang toksik yang dilihat dari nilai 

LC50 kurang dari 1000 ppm. 

Senyawa flavonoid diisolasi dengan tahap awal berupa proses ekstraksi. 

Optimasi ekstraksi daun katuk dapat dilakukan dengan metode ekstraksi 

ultrasonik. Metode ultrasonik menggunakan gelombang ultrasonik yaitu 

gelombang akustik dengan frekuensi lebih besar dari 16-20 kHz. Ultrasonik 

bersifat non-destructive dan non-invasive, sehingga dapat dengan mudah 

diadaptasikan ke berbagai aplikasi. Salah satu kelebihan metode ekstraksi 

ultrasonik adalah untuk mempercepat proses ekstraksi dan meningkatkan jumlah 

rendemen kasar. Hal ini dibuktikan oleh penelitian Hikmawati, dan Sofia (2019) 

yang mendapatkan rendemen sebesar 36,29% selama 40 menit ekstraksi daun 

katuk, sementara hasil maserasi daun katuk selama 3 hari sebanyak 20,11%. 

Proses ekstraksi menggunakan etanol 70% sebab etanol 70% mengandung air 

sebesar 30%, sehingga dapat meningkatkan polaritas etanol. Selain itu, etanol 

lebih mudah menembus membran seluler sehingga dapat mengekstraksi bahan 

intraseluler dari tanaman yang digunakan (Tiwari, dkk. 2011). 

Pada hasil ekstraksi masih terdapat senyawa metabolit sekunder yang 

masih terikat dengan ikatan glikosidanya, sehingga untuk memutus ikatan 

glikosida tersebut dapat dilakukan dengan hidrolisis menggunakan HCl 2 N 

(Kaur, dan Murphy., 2012). Partisi dilakukan pada hasil hidrolisis untuk menarik 
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senyawa flavonoid yang bersifat semi polar. Proses partisi dilakukan dengan 

metode cair-cair. Rusdi, dkk. (2018) melakukan fraksinasi pada ekstrak etanol 

70% menggunakan pelarut n-heksana, etil asetat, dan air. Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa fraksi etil asetat positif mengandung flavonoid.  

Fraksi hasil partisi biasanya masih berupa senyawa campuran, sehingga 

perlu dilakukan pemisahan lebih lanjut. Metode KLTP dipilih pada penelitian ini 

karena metode ini telah umum digunakan oleh berbagai farmakope herbal di 

seluruh belahan dunia untuk tujuan identifikasi tanaman obat (Rafi, dkk., 2017).  

Isolat flavonoid hasil KLTP kemudian diuji aktivitas toksiknya. Salah satu metode 

uji toksisitas adalah metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) dengan hewan 

uji berupa larva udang Artemia salina L dimana tingkat toksisitas senyawa 

ditentukan dengan nilai LC50 (Sanjayasari, dan Pliliang., 2011).  

Setelah didapat angka kematian tertinggi pada larva udang. Maka perlu 

dilakukannya proses identifikasi hasil isolasi senyawa flavonoid dari daun katuk  

Sauropus androgynus L. Merr. Identifikasi isolat flavonoid dilakukan 

menggunakan spektrofotometer FT-IR.  

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dalam penelitian ini yaitu : 

1. Bagaimana hasil uji toksisitas senyawa flavonoid hasil isolasi dengan 

KLTP fraksi etil asetat daun katuk (Sauropus androgynus L. Merr) ? 

2. Bagaimana hasil identifikasi senyawa flavonoid hasil isolasi dengan 

KLTP fraksi etil asetat daun katuk (Sauropus androgynus L. Merr) 

menggunakan FT-IR ? 
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1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dalam penelitian ini yaitu : 

1. Untuk mengetahui hasil uji toksisitas senyawa flavonoid hasil isolasi 

dengan KLTP fraksi etil asetat daun katuk (Sauropus androgynus L. 

Merr) 

2. Untuk mengetahui hasil identifikasi senyawa flavonoid hasil isolasi 

dengan KLTP fraksi etil asetat daun katuk (Sauropus androgynus L. 

Merr) menggunakan FT-IR 

1.4 Batasan Masalah 

Batasan masalah dalam penelitian ini yaitu :  

1. Daun Katuk (Sauropus androgynus L. Merr) berasal dari daerah Malang 

2. Ekstraksi ultrasonik menggunakan pelarut etanol 70% pada frekuensi 40 

kHz 

3. Hidrolisis menggunakan pelarut HCl 2 N dan partisi menggunakan etil 

asetat  

4. Pemisahan senyawa menggunakan Kromatografi Lapis Tipis 

5. Uji toksisitas terhadap  larva udang Artemia Salina L.   

6. Identifikasi flavonoid menggunakan FT-IR  

1.5 Manfaat Penelitian 

Manfaat penelitian ini adalah dapat diketahui tingkat toksisitas dan hasil 

identifikasi isolat flavonoid daun katuk (Sauropus androgynus L. Merr) hasil 

KLTP fraksi etil asetat, yang mana nantinya diharapkan dapat dijadikan informasi 

ilmiah kepada peneliti atau masyarakat luas.  
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA  

 

2.1 Tumbuhan Katuk (Sauropus androgynous L. Merr) 

2.1.1 Deskripsi dan Morfologi Umum Tumbuhan Katuk 

Daun katuk (Sauropus androgynous L. Merr) merupakan tanaman 

sayuran yang banyak ditemukan di Asia Tenggara. Tumbuhan katuk dalam 

beberapa bahasa dikenal sebagai mani cai (bahasa Cina), cekur manis (bahasa 

Melayu), binahian (bahasa Filipina/Tagalog), ngub (bahasa Kamboja), dan rau 

ngot (bahasa Vietnam) (Anggraeni, 2016). Di Indonesia katuk juga memiliki 

beberapa nama daerah anatara lain: simani (Minangkabau), katuk (Sunda), babing, 

katukan, katu (Jawa), kerakur (Madura), katuk (Bengkulu), kayu manis (Bali) 

(Santoso, 2013). 

 

Katuk telah tersebar di berbagai belahan bumi seperti India, Malaysia, 

dan Indonesia. Tumbuhan ini dapat tumbuh pada tempat yang memiliki air cukup 

dan agak teduh, biasanya pada daerah dataran rendah sampai dengan pegunungan 

(Santoso, 2013). Di Jawa katuk dapat tumbuh hingga 1300 dpl. Budidaya daun 

katuk juga terdapat di Kalimantan Barat, Sumatra Utara, dan Bengkulu. 

Tumbuhan katuk biasa ditanam sebagai tanaman pagar dan pembatas kebun. 

Namun di pulau Jawa, katuk telah dibudidayakan secara khusus meskipun masih 

dengan metode yang sederhana. Beberapa wilayah penyebaran katuk yang berada 

di pulau Jawa antara lain Banyuwangi, Pekalongan, Rembang, Semarang, Jakarta, 

Purwokerto, Kediri, Pasuruan, Surakarta, Malang, dll (Setyowati, 1997).   

 

 

 

Menurut (Santoso, 2013; Firdausi, 2015; Anggraeni, 2016; Siswanto 

2019; Masrihanah, 2020) sistematika tumbuhan daun katuk diklasifikasikan  
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sebagai berikut :  

Kingdom : Plantae 

Divisi  : Spermatophyta 

Sub divisi : Angiospermae 

Kelas  : Dicotyledoneae 

Bangsa  : Euphorbiales 

Suku  : Euphorbiaceace 

Marga  : Sauropus 

Spesies : Sauropus androgynous L. Merr 

 

 

 
Gambar 2.1 Tanaman katuk (Sauropus androgynous L. Merr) 

 

 
 

 

Tumbuhan katuk termasuk tumbuhan perdu, tingginya sampai dengan 3 

meter. Batang yang muda berwarna hijau dan batang yang tua berwarna coklat. 

Batang memiliki alur-alur dengan kulit yang agak licin. Daun menyusun selang-

seling pada satu tangkai, seolah-olah terdiri dari daun majemuk padahal daun 

katuk bersifat tunggal dengan jumlah daun per-cabang 11-21 helai, bentuk helaian 

daun lonjong hingga bundar (Santoso, 2013). panjang helai 2,5 cm, lebar 1,25-3 

cm; tangkai pendek 2-4 mm, berdaun penumpu, panjang 1,75-3 mm. Daun yang 

di pangkal cabang berbentuk bulat telur berukuran lebar 1,5-2,5 cm, panjang 2,5-

4,5 cm, sedangkan yang ditengah dan  ujung berbentuk jorong berukuran lebar 

2,2-3,1 cm, panjang 4,3-8,5 cm (Sukendar, 1997). Bunga tunggal atau 
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berkelompok 3, keluar diketiak daun atau diantara satu daun dengan daun lainya. 

Bunga sempurna mempunyai helaian kelopak berbentuk bundar, warna merah 

gelap atau merah dengan bintik-bintik kuning, lebar 3-3,5 mm, tinggi putik 0,75 

mm, lebar 1,75 mm, cabang dari tangkai putik berwarna merah, tepi kelopak 

bunga berombak atau berkuncup 6, panjang tangkai 6-7,5 mm. Bunga jantan 

berbentuk seperti giwang, kelopak dan mahkotanya serupa, berwarna merah 

kecoklatan, masing-masing berjumlah 3, saling berdekatan, tebal, dan berdaging, 

berwarna hijau kemerahan. Benang sari 6, dengan serbuk sari berwarna putih 

kekuningan. Selanjutnya dinyatakan bahwa bunga betina kelopak dan mahkotanya 

serupa, berwarna merah kecoklatan, masing- 6 masing berjumlah 3, tipis 

berlepasan, tidak mudah luruh dan tetap menempel pada buah. Bunga sepanjang 

tahun. Bunga bertangkai, pada tangkai 1,25 cm, diameter bunga jantan 6-11 mm 

(Santoso, 2013). 

2.1.2 Kandungan dan Manfaat Senyawa Aktif Tumbuhan Katuk 

Katuk telah banyak dikenal sebagai sayuran di sebagian besar Indonesia. 

Di pulau Jawa katuk telah dibudidayakan secara komersial, sedang di daerah lain 

katuk ditanam sebagai tanaman pagar atau tanaman sela. Daun katuk termasuk 

salah satu sayuran yang kaya akan zat gizi dan zat metabolit sekunder, sehingga 

katuk biasa dimanfaatkan sebagai sayur dan sebagai obat herbal (Santoso, 2013). 

Dalam penelitiannya, Andarwulan, dkk. (2012) mengatakan bahwa 

dalam daun katuk mengandung enam senyawa flavonoid utama yaitu Quercetin, 

Kaempferol, Myricetin, Luteolin, dan Apigenin. Flavonoid telah terbukti berperan 

dalam berbagai aktivitas di dalam tubuh seperti sebagai antioksidan, anti-radang, 

anti-platelet, anti-thrombotic action, and anti-allergik. Flavonoid dapat 
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menghambat enzim seperti prostaglandin synthase, lypoxygenase, dan 

cyclooxygenase yang merupakan enzim yang berhubungan dengan tumorigenesis 

dan merangsang sistem enzim yang berkaitan dengan detoksifikasi seperti 

glutathione S-transferase. Quercetin menghambat oksidasi dan sitotoksisitas low-

density lipoprotein secara in vitro dan dapat menekan resiko terkena penyakit 

jantung koroner dan kanker. Model oksidasi in vitro menunjukkan bahwa 

quercetin, myricetin, dan rutin lebih kuat sebagai antioksidan jika dibandingkan 

dengan vitamin konvensional. Flavonol dan flavone berperan sebagai antioksidan 

dan pembawa radikal bebas dalam makanan, dan secara nyata mempunyai 

aktivitas vitamin C sparing, dimana myricetin yang paling aktif. Dalam sayuran, 

quercetin glycoside yang dominan, tetapi glycoside dalam bentuk kaempferol, 

luteolin, dan apigenin juga ada dalam jumlah sedikit. Studi epidermiologik 

menunjukkan adanya hubungan yang kuat antara pakan yang kaya dengan 

flavonol dan penurunan penyakit jantung (Santoso, 2013). 

Aktivitas farmakologis (antibakteri) dari daun katuk telah dibuktikan 

oleh Winarsih, dkk. (2015). Ekstrak yang digunakan pada pengujian merupakan 

ekstrak yang diperoleh melalui proses maserasi dengan menggunakan etanol 96%. 

Konsentrasi ekstrak yang digunakan pada pengujian antibakteri Salmonella typhi 

adalah 0%, 10%, 15%, 20%, 25% dan 30%. Hasil dari penelitian menunjukkan 

bahwa semakin tinggi konsetrasi dari ektrak, maka akan semakin kecil jumlah 

koloni yang tumbuh pada media tersebut. Senyawa yang berperan untuk anti 

bakteri meliputi alkaloid, flavonoid, tanin dan saponin. Flavonoid memiliki 

mekanisme menghambat sintesis protein sehingga akan menyebabkan membran 

bakteri rusak. Saponin bekerja dengan merusak membran dengan cara 
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mengganggu permeabilitasnya. Mekanisme alkaloid sebagai antibakteri yaitu 

dengan menghambat pembentukan bakteri yang menyebabkan bakteri menjadi 

rusak dan mati. Tanin merusak dinding sel dan menghambat pertumbuhan bakteri 

sebagai mekanisme antibakteri (Zukhri, dkk., 2018).  

Penelitian yang dilakukan oleh Desnita, dkk., (2018) menunjukkan 

bahwa ekstrak potongan daun katuk memiliki efekivitas yang relatif sama dengan 

natrium diklofenak dalam penyembuhan radang. Dengan menggunakan dosis 

ekstrak 400 mg/kg BB, terjadi penghambatan peradangan berkisar 66,67- 100%. 

Sedangkan Suparmi, dkk. (2016) menemukan bahwa Klorofil dari daun katuk 

memiliki potensi sebagai alternatif pengobatan anemia hemolitik dengan adanya 

peningkatan kadar Hb dan ferritin. Klorofil daun katuk berpotensi dapat 

digunakan sebagai antioksidan akibat stres oksidatif.  

Selain digunakan untuk pengobatan, katuk dapat digunakan untuk 

pewarna yaitu warna hijau. Produk yang menggunakan pewarna dauk katuk tidak 

mempengaruhi kualitasnya karena katuk tidak mengakibatkan sifat inderawi. 

Bubuk pewarna yang paling diminati adalah bubuk yang mengandung klorofil 

0,83%, 4% maltodoksin dengan kadar air 5,64% yang dikeringkan pada suhu 

900°C selama 1,19 menit dan menghasilkan warna Redness 0,65, Blueness 2,75, 

Yellowness 8,9 (Hardjati, 2008). 

2.2 Senyawa Flavonoid  

Flavonoid termasuk kedalam daftar salah satu senyawa fenol terbesar 

yang ditemukan dengan tingkat hidroksilasi, alkoksilasi, dan glikosilasi pada 

strukturnya (Kristanti, dkk., 2008). Struktur dasar flavonoid terdiri dari dua gugus 

aromatik (benzene) yang digabungkan oleh jembatan karbon rantai propane (C3) 
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membentuk susunan (C6-C3-C6) (Alfaridz, dan Riezki., 2016). Pengelompokan 

senyawa flavonoid disusun berdasarkan cincin heterosiklik-oksigen tambahan 

serta gugus hidroksilnya, sehingga dari susunan (C6-C3-C6) dapat dihasilkan tiga 

jenis struktur yakni 1,3-diarilpropan atau flavonoid, 1,2-diarilpropan atau 

isoflavonoid, dan 1,1-diarilpropan atau neoflavonoid (Masrihanah, 2020). Tiga 

jenis struktur flavonoid dapat dilihat pada Gambar 2.2.  

 

 

 
Gambar 2.2 Contoh struktur senyawa flavonoid  

(Masrihanah, 2020) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Cara untuk mengetahui apakah dalam suatu sampel terkandung flavonoid 

atau tidak biasanya dilakukan uji fitokimia, yakni dengan menambahkan HCl 

pekat dan logam Mg kedalam analit, metode ini biasa dikenal dengan nama 

metode Wilstater (Masrihanah, 2020). Menurut Syahadat, dan Siregar (2020) ciri-

ciri sampel yang positif mengandung flavonoid  akan membentuk garam flavilium 

berwarna kuning, jingga, atau merah ketika setelah ditambahkan HCl pekat dan 

logam Mg. Warna yang spesifik yang terdapat pada bahan yang diuji flavonoid 

menunjukkan adanya hasil reduksi antara HCl pekat dan logam Mg yang 

menghasilkan senyawa kompleks yang menunjukkan  jenis kandungan flavonoid 

yang berbeda, contoh; isoflavon, flavon dan lain sebagainya (Sanjayasari, dan 

Pliliang., 2011), jika berwarna merah jingga maka menunjukkan adanya senyawa 
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flavonol, flavanon, flavanonol, dan xanton (Sakinah, 2017). Masrihanah (2020) 

menemukan bahwa penambahan HCl pekat dalam uji flavonoid dimaksudkan 

untuk menghidrolisis O-glikosida flavonoid menjadi aglikonnya, sehingga 

glikosida akan tergantikan dengan H+ dari HCl karena sifatnya yang elektrofilik. 

Reaksi dugaan antara flavonoid dengan HCl pekat dan logam Mg dapat dilihat 

pada Gambar 2.3.  

 

 
Gambar 2.3 Reaksi dugaan flavonoid dengan HCl pekat dan logam Mg  

(Iskandar, 2020) 

 

 

2.2.1 Flavonol 

Flavonol merupakan flavonoid dengan gugus keton. Beberapa contoh 

senyawa flavonol adalah kuersetin, rutin, mirisetin, fisetin, galangin, morin, dan 

robinetin (Cushnie, dan Lamb., 2005). Perbedaan antara flavonol dengan flavon 

terdapat pada gugus di posisi 3 pada cincin C yang memungkinkan terjadinya 

glikosilasi. Aktivitas farmakologi yang dimiliki flavonol adalah antioksidan 
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(Alfaridz, dan Riezki., 2016). Gugus aromatik cincin B merupakan gugus yang 

bertanggung jawab atas aktivitas flavonol karena ikatan rangkap konjugasi pada 

nomor 2′ dan 3′ memiliki kemampuan untuk perpindahan elektron dari cincin B 

menuju radikal bebas dan memecah radikal bebas. Sebagian besar flavonol 

memiliki gugus hidroksil pada posisi 5, 7, dan 4’ (Panche, dkk., 2016). Struktur 

dari senyawa flavonol dapat dilihat pada Gambar 2.4. 

 

 
Gambar 2.4 Struktur senyawa flavonol (Alfaridz, dan Riezki., 2016) 

 

 

2.2.2 Flavon 

Flavon merupakan salah satu senyawa flavonoid yang sering terkandung 

pada daun, buah dan bunga dalam bentuk glukosida. Beberapa contoh senyawa 

flavon adalah apigenin, luteolin, luteolin-7- glukosida, akatekin, dan baicalin 

(Alfaridz, dan Riezki., 2016). Struktur flavon sendiri terdiri dari ikatan rangkap 

antara posisi 2′ dan 3′, serta memiliki keton pada posisi 4. Sebagian besar flavon 

memiliki gugus hidroksil pada posisi 5, 7, dan 4’ (Panche, dkk., 2016). Struktur 

dari senyawa flavon dapat dilihat pada Gambar 2.5.  
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Gambar 2.5 Struktur senyawa flavon (Alfaridz, dan Riezki., 2016) 

 

 

2.3 Ekstraksi Ultrasonik 

Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) adalah salah satu metode ektraksi 

yang menggunakan bantuan gelombang ultrasonik. Gelombang ultrasonik adalah 

gelombang suara yang memiliki frekuensi diatas pendengaran manusia (≥ 20 

kHz). Metode ekstraksi ini digunakan untuk memperoleh kandungan antioksidan 

yang lebih tinggi dengan waktu yang relatif singkat (Sholihah, dkk. 2017). 

Ultrasonik bersifat non-destructive dan non-invasive sehingga dapat dengan 

mudah diadaptasikan ke berbagai aplikasi (McClements, 1995). Dengan bantuan 

ultrasonik, proses ektraksi senyawa organik pada tanaman dan biji-bijian dengan 

menggunakan pelarut organik dapat berlangsung lebih cepat (Sayuti, 2017).  

Dinding sel dari bahan dipecah dengan getaran ultrasonik sehingga kandungan 

yang ada di dalamnya dapat keluar dengan mudah (Sholihah, dkk., 2017). 

Pengolahan bahan makanan juga tidak luput dari pemanfaatan teknik ultrasonik 

(Mason, dkk., 1996). Hasil waktu uji rendemen pati jagung dengan menggunakan 

ekstraksi ultrasonik selama 2 menit adalah sekitar 55,2-67,8% hampir sama 

dengan rendemen yang didapat dari pemanasan dengan air selama 1 jam yaitu 

53,4% (Cameron, dan Wang., 2006).  
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Prinsip dasar dari ekstraksi ultrasonik yaitu  meningkatnya transfer massa 

yang disebabkan gelombang akustik ultrasonik. Ketika gelombang akustik 

merambat dalam suatu cairan berisi bahan yang akan diekstrak, getaran ultrasonik 

berkecepatan tinggi akan menyebabkan medium yang dilewati bergetar. Proses 

getaran akan memberikan perpindahan massa terhadap pelarut dan sampel yang 

akan mempengaruhi proses ekstraksi. Proses getaran tersebut akan menghasilkan 

gelembung kavitasi pada dinding sel tanaman, ketika gelembung kavitasi pecah 

akan meningkatkan pori-pori dinding sel dan mengakibatkan pecahnya dinding sel 

tanaman sehingga akan membuat komponen di dalam sel keluar bercampur 

dengan larutan (Thompson, dan Doraiswamy., 1999).  

Keuntungan utama dari ekstraksi ultrasonik yaitu waktu yang digunakan 

lebih singkat, efisiensi lebih besar (Garcia, dan Castro., 2004), aman, dan 

meningkatkan hasil ekstrak atau jumlah  rendemen  (Zou, dkk.,  2014).  Supardan, 

dkk. (2011) telah membuktikan dalam penelitiannya, Minyak yang diambil dari 

limbah cair  hasil proses ekstraksi ultrasonik dengan rasio volume limbah terhadap 

pelarut 1:1 dan waktu ekstraksi 60 menit memiliki rendemen sebesar 0,138%. 

Pada kondisi yang sama, proses ekstraksi tanpa ultrasonik menghasilkan 

rendemen sebesar 0,002% dengan kecepatan pengadukan 200 dan 300 rpm. Selain 

itu, penelitian Yang, dkk. (2009) dalam mengekstraksi tongkol jagung juga 

menunjukkan hasil yang signifikan. Hasil ekstraksi menggunakan ultrasonik 

dengan waktu 43 menit mampu mengekstrak sebanyak 43%, sedangkan 

menggunakan ekstraksi konvensional yang membutuhkan waktu 24 jam 

menghasilkan ekstrak sebanyak 34%. Beberapa penelitian yang dapat menjadi 

kajian literature metode ekstraksi ditunjukkan pada Tabel 2.1. 
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Tabel 2.1 Penelitian metode ekstraksi pada daun katuk 
Sampel Pelarut Metode Deskripsi Referensi 

Daun 

Katuk 

Etanol 

95% dan 

n-heksana 

Maserasi Hasil terbaik menunjukkan 

bahwa pelarut etanol 

memberikan hasil terbaik 

dalam meng-isolasi senyawa 

flavonoid. 

Wijono, 

2003 

Daun 

Katuk 

Etanol 

90% 

Maserasi Maserasi dilakukan selama 5 

hari dengan remaserasi 

sebanyak 2 kali pada 1000 g 

simplisia kering, diperoleh 

rendemen sebesar 3,793% 

Susanti, 

dkk., 2017 

Daun 

Katuk 

Etanol 

70% 

Maserasi Maserasi dilakukan selama 

24 jam dengan remaserasi 

sebanyak 3 kali pada 1,43 

Kg simplisia kering. Berat 

randemen ekstrak yang 

diperoleh sebesar 21,99%. 

Senyawa Flavonoid lebih 

banyak terdeteksi pada 

etanol 70%. 

Rusdi, dkk., 

2018 

Batang 

Katuk, 

Daun 

Mangrove, 

Daun 

Kejibeling 

Etanol 

96% 

Maserasi Maserasi dilakukan selama 

24 jam dengan remaserasi 

sebanyak 3 kali pada 500 g 

simplisia kering. Berat 

randemen ekstrak yang 

diperoleh berturut-urut 

4,47%, 13,05%, 10,47%. 

Simanjutak, 

dkk., 2019 

Daun 

Katuk 

Etanol 

70% 

Ultrasonik Ekstraksi ultrasonik 

dilakukan selama 20 menit 

pada frekuensi Ekstraksi 40 

kHz, diperoleh rendemen 

sebesar 31,67% 

Siswanto, 

2019 

Daun 

Katuk 

Air, 

Metanol, 

Etanol, 

Etil 

Asetat, 

Petroleum 

Eter 

Ultrasonik Ekstraksi ultrasonik 

dilakukan selama 20 menit 

pada frekuensi 42 kHz, 

diperoleh rendemen berturut-

urut sebesar 34,49%, 

15,74%, 16,54%, 4,64%, 

3,10% 

Masrihanah, 

2020 

Daun 

Katuk 

n-heksana, 

Aseton, 

Etanl 

Maserasi Maserasi dilakukan selama 

24 jam dengan remaserasi 

sebanyak 2 kali, diperoleh 

rendemen ekstrak etanol 

sebesar 24,9% dengan 

kandungan flavonoid, fenol, 

tanin. Ekstrak n-heksana 

tidak mengandung senyawa 

apapun, sedangkan aseton 

mengandung flavonoid, 

fenol, tanin. 

Rivai, dkk., 

2020 
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Pemilihan pelarut dapat mempengaruhi proses ekstraksi suatu senyawa. 

Ekstraksi senyawa aktif dari suatu tanaman dengan berbagai jenis pelarut pada 

tingkat kepolaran yang berbeda bertujuan untuk memperoleh hasil yang optimum 

pada jumlah ekstrak dan jenis senyawa metabolit sekunder yang ada di dalam 

ekstrak (Harbone, 1987). Semakin tinggi nilai konstanta dielektrik dari suatu 

pelarut, maka semakin polar pula pelarut tersebut (Sudarmadji, dkk., 2003). 

Tingkat kepolaran dari suatu pelarut ditunjukkan pada Tabel 2.2.  

 

Tabel 2.2 Konstanta dielektrikum dan tingkat kelarutan beberapa pelarut 

(Masrihanah, 2020) 
Jenis Pelarut Konstanta 

Dielektrikum 

Tingkat 

Kelarutan dalam 

Air 

Titik Didih (°C) 

Heksana 1,90 TL 68,07 

Petroleum eter 2,28 TL 60,00 

Benzene 2,38 TL 80,10 

Toluene 4,81 TL 111 

Kloroform 4,81 S 61,30 

Etil asetat 6,02 S 77,10 

Metil asetat 6,68 S 57,00 

Metil klorida 9,08 S 39,75 

Butanol 15,80 S 117,20 

Propanol 20,10 L 97,22 

Aseton 20,70 L 56,20 

Etanol 24,30 L 78,50 

Metanol 33,60 L 64,00 

Air 78,40 L 100 

Keterangan : TL = tidak larut; S = sedikit; L = larut 

 

 

 

Berdasarkan uraian diatas, maka pada penelitian ini akan dilakukan 

ekstraksi daun katuk (Sauropus androgynous L. Merr) menggunakan ekstraksi 

ultrasonik dengan pelarut etanol 70% dengan rasio bahan : pelarut adalah 1 : 10 

lama ekstraksi 20 menit dengan frekuensi 40 kHz pada suhu 25°C.  



 

19 

 

 

 

2.4 Hidrolisis dan Partisi 

Senyawa organik yang terdapat di alam biasanya berada dalam bentuk 

glikosidanya, yaitu merupakan senyawa yang terdiri dari gabungan bagian gula 

(glikon) yang bersifat polar dan bagian bukan gula (aglikon) yang dapat bersifat 

polar, semipolar, ataupun nonpolar (Kristanti, dkk., 2008). Senyawa metabolit 

sekunder termasuk dalam senyawa aglikon (Majidah, 2019), saat masih berikatan 

dengan gugus gula melalui ikatan glikosida maka senyawa metabolit sekunder 

akan bersifat lebih polar (Saifudin, 2014), Sehingga untuk memperoleh senyawa 

flavonoid yang bebas dari gugus gula perlu dilakukan pemutusan ikatan 

glikosidanya dengan proses hidrolisis (Ningsih, dkk., 2015). Hidrolisis merupakan 

proses pemutusan ikatan glikosida pada senyawa metabolit sekunder melalui 

reaksi menggunakan air dan dengan bantuan katalis asam (Mawaddah, 2019). 

Katalisator digunakan karena hidrolisis menggunakan air berlangsung sangat 

lambat (Nihlati, dkk., 2008). Penambahan asam kuat pada sistem reaksi hidrolisis 

berpengaruh terhadap kekuatan pelepasan proton (H+) dari asam tersebut, 

sehingga proton akan membantu pemutusan ikatan glikosida. Asam yang biasa 

digunakan dalam proses hidrolisis di industri adalah H2SO4 dan HCl. Namun, HCl 

lebih menguntungkan daripada H2SO4 karena sifatnya yang lebih reaktif dan 

mudah dipisahkan dari produknya karena sifatnya yang mudah menguap 

(Wahyudi, dkk. 2011). Selain itu, katalisator asam klorida (HCl) akan membentuk 

garam yang tidak berbahaya yakni NaCl (Nihlati, dkk., 2008). Penelitian ini 

menggunakan HCl 2 N karena menurut Pramitania (2019) hidrolisis asam 

menggunakan HCl 2 N akan menghasilkan laju konsentrasi yang lebih baik dari 
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pada penggunaan HCl 1 M. Dugaan reaksi hidrolisis dapat dilihat pada Gambar 

2.6.  

 

 
Gambar 2.6 Dugaan reaksi pemutusan ikatan O-glikosida (Mardaneni, 2017) 

 

 

Setelah proses pemecahan ikatan glikon dan aglikon selesai perlu 

dilakukan penetralan. Penetralan dilakukan karena reaksi hidrolisis bersifat 

reversible, sehingga perlu dihentikan agar tidak terbentuk kembali ikatan antara 

glikon dan aglikonnya (Pramitania, 2019), selain itu glikosida bersifat lebih stabil 

pada kondisi netral (Anggraini, 2018). Karena hidrolisis yang dilakukan 

menggunakan katalis asam, sehingga dibutuhkan larutan basa. Basa yang 

digunakan adalah Natrium bikarbonat jenuh (NaHCO3) jenuh (Ningsih, dkk., 

2015). Reaksi penetralan pembentukan garam ditunjukkan pada Gambar 2.7. 

HCl + NaHCO3 
  →   NaCl + CO2 + H2O  

Gambar 2.7 Reaksi antara HCl dan NaHCO3 (Ningsih, dkk., 2015) 

 

 

Kemudian dilakukan partisi untuk proses lebih lanjut dengan tujuan 

memperoleh ekstrak yang optimum sesuai dengan pelarut yang digunakan. Partisi 

atau ekstraksi cair-cair termasuk dalam salah satu jenis ekstraksi dengan prinsip 

pemisahan berdasarkan perbedaan distribusi suatu zat terhadap dua fase pelarut 

yang tidak saling bercampur karena memiliki tingkat kepolaran dan massa jenis 

yang berbeda (Majidah, 2019), pada penelitian kali ini menggunakan pelarut etil 
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asetat. Berdasarkan penelitian Pramitania (2019) komponen gula (glikon) akan 

larut pada fase air sedangkan komponen metabolit sekunder (aglikon) yang 

mengandung flavonoid akan larut pada fase organik. Adanya perbedaan kepolaran 

dan massa jenis antara keduanya, sehingga fasa air dan fasa organik dapat 

dipisahkan.  

Djamil, dan Zaidan (2016) menyebutkan bahwa isolasi ekstrak etanol 

daun katuk yang di partisi menggunakan pelarut n-butanol akan menghasilkan 

adanya senyawa flavonoid yang diduga termasuk jenis senyawa flavonol dan 

flavon. Wijono (2003) juga melakukan isolasi senyawa flavonoid dengan ekstrak 

etanol yang di fraksinasi dengan pelarut n-butanol, hasil yang diperoleh terdapat 

enam senyawa flavonoid yakni rutin, flavonol OH-3 tersubtitusi, dan flavon. 

Sedangkan Rusdi, dkk. (2018) yang melakukan penelitian menggunakan ekstrak 

etanol 70% yang di fraksinasi dengan pelarut n-heksana, etil asetat, dan air 

menemukan bahwa terdapat kandungan senyawa flavonoid didalam ekstrak etanol 

70% dan didalam fraksi etil asetat. Flavonoid yang terdeteksi diduga jenis flavon 

atau flavonol (aglikon flavonoid polar) ataupun isoflavon, dihidroflavon, dan 

flavonon (aglikon flavonoid nonpolar).   

2.5 Kromatografi Lapis Tipis 

Pemisahan senyawa dapat dilakukan dengan teknik kromatografi lapis 

tipis (KLT) (Hayati, dkk., 2013). Prinsip pemisahannya didasarkan pada 

perbedaan distribusi molekul-molekul komponen diantara dua fase yaitu fase 

gerak dan fase diam yang berbeda tingkat kepolarannya (Masrihanah, 2020). 

Proses pengaliran pelarut yang naik sepanjang permukaan pelat KLT disebabkan 

oleh gaya kapilaritas atau biasa disebut sebagai elusi (Atun, 2014). Sebelum 



 

22 

 

 

 

melakukan proses isolasi, pelarut yang akan digunakan sebagai fasa gerak harus 

dijenuhkan terlebih dahulu di dalam chamber sampai terbentuk uap (Azah, 2019). 

Hal ini dilakukan untuk mencapai kesetimbangan uap eluen di dalam chamber, 

karena di dalam chamber dimungkinkan terdapat uap air atau gas lain yang 

nantinya akan dapat menghalangi laju eluen.   

Fase diam yang biasa digunakan dalam pemisahan adalah silika gel 

(berupa plat silika gel F254) dan alumunium oksida. Perbedaanya terletak pada 

sifat asam-basa nya, fase diam silika gel bersifat asam, sedangkan fase diam 

alumika bersifat basa (Masrihanah, 2020). Umumnya plat silika gel F254 

mengandung indikator flourosensi, sehingga ketika disinari lampu UV254 atau 

lampu UV366  plat yang telah dielusi akan memancarkan sinar pada bercak yang 

tak berwarna (Gritter, 1991). Sedangkan untuk senyawa yang tidak berfluoresensi, 

maka dapat ditambahkan indikator fluoresensi pada fase diam yang digunakan. 

Bercak yang dihasilkan akan berwarna gelap dengan penggunaan pereaksi 

semprot yang terkadang memerlukan pemanasan untuk memunculkan bercak 

(Masrihanah, 2020). Plat silika gel perlu diaktivasi terlebih dahulu sebelum 

digunakan, karena adanya molekul air yang berada di atmosfer dapat diserap oleh 

gugus silanol (Si-OH) yang terdapat di permukaan plat silika. Gugus OH mampu 

membentuk ikatan hidrogen dengan gugus yang sama dari molekul lain. Molekul 

air akan mendeaktifkan permukaan silika gel karena air akan menutup sisi aktif 

silika gel, sehingga proses elusi dapat terganggu.  

Kromatografi lapis tipis analitik (KLTA) dapat digunakan untuk 

menentukan fasa gerak (eluen) terbaik dari beberapa eluen yang baik dalam 

memisahkan senyawa metabolit sekunder (Mardaneni, 2017). Pemilihan eluen 
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didasarkan pada sifat kepolaran yang paling mendekati dengan flavonoid yaitu 

semi polar dan polar. Dalam penelitiannya, Mardaneni (2017) dan Masrihanah 

(2020) menemukan bahwa KLTA juga dapat membantu untuk mengetahui jumlah 

noda yang terpisah ketika suatu sampel dipisahkan, pemisahan senyawa dikatakan 

baik apabila ditandai dengan banyaknya noda yang dihasilkan, noda berbentuk 

bulat, tak berekor, dan jarak antara noda yang satu dengan yang lainnya terlihat 

jelas. Djamil, dan Zaidan (2016) dan Wijono (2003) telah melakukan penelitian 

tentang isolasi dan identifikasi senyawa flavonoid dengan metode KLT 

menggunakan fasa gerak n-butanol : asam asetat : air (BAA) dengan rasio 4:1:5, 

hasil yang diperoleh menunjukkan terdapat tiga senyawa yang diduga termasuk 

kedalam golongan flavonoid yakni rutin, flavonol, dan flavon. Masrihanah (2020) 

juga melakukan identifikasi senyawa flavonoid pada ekstrak daun katuk 

menggunakan metode KLTA, hasil penelitian menunjukkan pola pemisahan 

terbaik terjadi pada eluen n-butanol : asam asetat : air (4:1:5). Ramadhianti (2020) 

melakukan isolasi flavonoid pada daun binahong, hasil penelitian menunjukkan 

bahwa pelarut terbaik dalam memisahkan senyawa flavonoid adalah metanol : 

aquades dengan rasio 6 : 4. Sedangkan Rusdi, dkk. (2018) melakukan penelitian 

tentang aktivitas afrodisiaka fraksi etanol 70% daun katuk pada tikus putih jantan, 

dan identifikasi senyawa flavonoid dilakukan menggunakan metode KLT dengan 

eluen n-heksana : etil asetat dengan rasio 5:5. Hasil penelitian menunjukkan 

bahwa senyawa flavonoid yang terkandung dalam ekstrak etanol 70% dan fraksi 

etil asetat diduga merupakan jenis flavon atau flavonol (aglikon flavonoid polar) 

ataupun isoflavon, dihidroflavon, dan flavonon (aglikon flavonoid nonpolar) yang 

ditandai dengan timbulnya bercak berwarna ungu baik sebelum ataupun sesudah 
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diuapi amoniak dan disinari sinar UV366 nm. Menurut Ramadhianti (2020) noda 

yang telah diuapi amoniak terdeteksi mengandung flavonoid ditandai dengan 

munculnya warna kuning untuk flavon dan flavonol, biru untuk katekin, 

antosianin dan antosiadin, sedangkan merah untuk kalkon dan auron. Amoniak 

merupakan suatu basa dan flavonoid merupakan senyawa golongan fenol yang 

bersifat asam, reaksi yang terjadi antara keduanya menyebabkan pembentukan 

garam dan membentuk struktur kinoid pada cincin B yang membuat ikatan 

rangkap menjadi lebih panjang sehingga menyebabkan intensitas warna pada plat 

menjadi meningkat (Arnida, dkk., 2021) atau menyebabkan perubahan warna 

yang khas untuk masing-masing golongan (Markham, 1988). Dugaan reaksi yang 

terjadi antara senyawa flavonoid dan amoniak dapat dilihat pada Gambar 2.8. 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.8 Reaksi antara flavonoid dan Amoniak  

(Kumalasari, dan Musiam., 2019) 

 

 
 

 

 

 

Pemisahan flavonoid dari KLTA berupa hasil eluen terbaiknya akan 

dilanjutkan pada kromatografi lapis tipis preparatif (KLTP) untuk memisahkan 

campuran senyawa dari sampel berdasarkan fraksinya, selanjutnya fraksi tersebut 

dikumpulkan menjadi satu dan digunakan untuk analisis berikutnya (Azah, 2019). 

Penggunaan KLTP dilakukan dengan cara sampel ditotolkan dalam lempeng 

dengan lapisan yang besar kemudian dideteksi. Penotolan harus sekecil mungkin 
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agar didapat pemisahan yang optimal. Waktu pengembangan perlu diperhatikan 

agar senyawa yang berkontak dengan fasa diam tidak terlalu lama berinteraksi 

yang nantinya akan menyebabkan senyawa tersebut dapat mengurai kembali. 

Bercak yang mengandung analit yang diinginkan selanjutnya dikerok dan 

dilakukan analisis lebih lanjut (Mardaneni, 2017).  

Identifikasi dari senyawa-senyawa yang terpisah pada kromatografi lapis 

tipis dapat diketahui melalui harga Rf (Retardation Factor). Rf menunjukkan 

jarak tempuh suatu senyawa terhadap pelarutnya. Kepolaran suatu molekul 

ditentukan oleh struktur suatu senyawa, perbedaan struktur tersebut akan 

menghasilkan nilai Rf yang berbeda-beda. Semakin polar suatu senyawa maka 

perpindahan Rf akan semakin tertahan (nilai Rf kecil) karena lebih tertahan atau 

lebih terdistribusi pada fase diam (polar), sedangkan ketika senyawa tersebut 

bersifat non polar maka ia akan memiliki nilai Rf besar karena lebih terbawa atau 

terdistribusi pada fasa gerak yang bersifat non polardibandingkan pada fase 

geraknya. Harga Rf suatu senyawa dapat ditentukan melalui Persamaan 2.1. 

 

𝑅𝑓 =  
𝐽𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢ℎ 𝑠𝑒𝑛𝑦𝑎𝑤𝑎

𝑗𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢ℎ 𝑒𝑙𝑢𝑒𝑛
 …...……………………………………..(2.1) 

 

Harga Rf untuk senyawa-senyawa murni dapat dibandingkan dengan 

harga Rf standar. Faktor yang mempengaruhi gerakan noda dan harga Rf 

diantaranya adalah struktur kimia, sifat fase diam, jenis eluen, serta jumlah analit 

yang digunakan tidak terlalu berlebihan (Mardaneni, 2017). Pemisahan yang baik 

memiliki harga Rf antara 0,15-0,20 cm antara noda satu dengan noda lainnya 

(Rohman, 2007).  
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2.6 Uji Toksisitas 

Uji toksisitas dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui adanya efek 

toksik dan atau menilai batas keamanan dalam kaitannya dengan penggunaan 

suatu senyawa (Azah, 2019). Brine shrimp lethality test (BSLT) merupakan salah 

satu metode uji toksisitas yang banyak digunakan dalam penelitian senyawa 

bioaktif bahan alam yang bersifat toksik. Menurut Pramitania (2019) dalam 

penelitiannya, metode BSLT lebih sering dipilih untuk pengujian sifat sitotoksik 

suatu ekstrak karena larva udang Artemia salina Leach yang dipakai sebagai 

hewan uji sangat rentang oleh beberapa senyawa toksik. Selain itu larva udang 

mudah untuk dikembangbiakan dengan mudah tanpa penanganan khusus, cepat 

dan hanya membutuhkan sedikit sampel. Majidah (2019) melakukan penelitian 

tentang uji toksisitas isolat steroid hasil kromatografi kolom mikroalga Chlorella 

sp. Hasil penelitian menunjukkan Artemia salina Leach mampu menentukan 

toksisitas dengan konsentrasi yang menyebabkan 50% hewan uji mati terhadap 

senyawa yang telah dilaporkan sebagai racun dan ekstrak tanaman.  

Artemia merupakan salah satu jenis larva udang yang hanya dapat hidup 

dalam air dengan tingkat salinitas tinggi yaitu berkisar antara 60-300 ppt. Ukuran 

tubuhnya hanya mencapai 1-2 cm dengan daur hidup 25 hari yang ditentukan pada 

keadaan lingkungannya, seperti keadaan pH (antara 7,3 – 8,4), suhu, serta tingkat 

salinitas. Artemia salina hanya dapat bertahan dibawah suhu 35°C (Khasanah, 

2018; Pramitania, 2019).  Artemia salina ditunjukkan pada Gambar 2.9 

Klasifikasi larva udang yang digunakan dalam uji toksisitas metode BSLT adalah 

sebagai berikut (Mawaddah, 2019) :  

Kingdom : Animalia 

Divisi  : Arthropoda 
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Subdevisi : Crustaccea 

Kelas  : Branchiopoda 

Ordo  : Anostraca 

Famili  : Artemiidae 

Genus  : Artemia L.  

Species : Artemia salina Leach 

 

 

 
Gambar 2.9 Artemia salina Leach (Aye, dkk., 2018) 

 

 

 

 

 

 

 

Artemia salina Leach bersifat fototaksis positif yang artinya menyukai 

cahaya, di alam hal tersebut dibuktikan dengan adanya gerakan tubuh menuju ke 

permukaan karena sinar matahari sebagai sumber cahaya secara alami. Larva 

udang akan selalu di permukaan saat siang hari dan tenggelam pada saat malam 

hari (Majidah, 2019). Intensitas cahaya yang terlalu tinggi juga dapat 

mengakibatkan respon fototaksis negativ yang menyebabkan ia menjauhi cahaya 

(Pramitania, 2019). Artemia diperdagangkan dalam bentuk telur istirahat yang 

disebut kista. Telur Artemia dapat bertahan dalam kondisi kering dan dapat 

disimpan cukup lama. Kista berbentuk bulat kecil berwarna abu kecoklatan 

dengan diameter ± 300 mikron, dengan berat kering ± 3,6 μg. Makanan Artemia 

terdiri atas ganggang renik, bakteri, dan cendawan (Khasanah, 2018). Artemia 

memiliki beberapa tahap proses penetasan. Siklus hidup Artemia salina dapat 

dilihat pada Gambar 2.10.  
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Gambar 2.10 Siklus hidup Artemia salina (Azah, 2019) 

 

 

 

Tahap pertumbuhan Artemia salina yang pertama adalah tahap hidrasi. 

Tahap hidrasi terjadi penyerapan air sehingga kista yang diawetkan dalam bentuk 

kering (bulat melengkuk) akan menjadi bulat penuh setelah 24 - 48 jam, kemudian 

disusul pemecahan cangkang (belum sempurna) dan munculnya embrio 

berselaput. Tahap selanjutnya disebut pecah cangkang. Pada tahap ini embrio 

berselaput telah pecah dengan warna kuning kecoklatan dan dapat berenang. 

Tahap terakhir adalah tahap pecah payung, dimana larva telah berumur 7 – 15 hari 

dan tumbuh mata majemuk bertangkai serta telah memiliki alat cerna (Khasanah, 

2018; Pramitania, 2019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid di dalam tubuh larva 

udang Artemia salina akan bersifat toksik dengan cara, gugus OH pada senyawa 

flavonoid dapat mengikat integral protein pada membran sel larva sehingga 
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menghambat kinerja enzim seperti RNA polymerase dan Na+/K+  ATPase 

sehingga merusak proses biologis di dalam tubuh larva udang. RNA polymerase 

merupakan enzim yang berguna dalam pemisahan untai DNA dan 

menggabungkan nukleotida-nukleotida RNA. Apabila enzim RNA polymerase 

dihambat maka RNA polymerase tidak dapat memperpanjang nukleotida-

nukleotida RNA dan sintesis protein di DNA tidak dapat terbentuk. Sedangkan 

Na+/K+  ATPase berperan dalam transport ion. Apabila enzim tersebut dihambat 

maka ion Na+ tidak dapat keluar dari sel sehingga akan menyebabkan protein 

membrane integral menggembung dan pecah. Hal inilah yang dapat menyebabkan 

larva udang akan mati (Sanjayasari, dan Pliliang., 2011; Budaraga, 2016; 

Anggraini, 2018). Sedangkan Majidah (2019) menyebutkan bahwa senyawa yang 

bersifat racun akan menghambat daya makan Artemia salina Leach dengan 

berperan sebagai racun perut yang menyerang sistem pencernaan dengan 

mengganggu reseptor perasa pada mulut Artemia salina sehingga larva tidak 

mampu mengenali makanannya dan menyebabkan larva mati kelaparan. 

 

 

Tingkat toksisitas dari suatu ekstrak tanaman dapat ditentukan melalui 

harga LC50. LC50 merupakan konsentrasi suatu zat yang dinyatakan dalam 

milligram zat per meter kubik media uji (part per million atau ppm) yang mampu 

menyebabkan kematian 50% pada hewan uji dalam waktu tertentu (Majidah, 

2019). Menurut Anderson, dkk. (2001) suatu ekstrak dikatakan toksik ketika 

ekstrak dapat menyebabkan kematian 50% hewan uji pada konsentrasi kurang dari 

1000 ppm. Mojo, dkk. (2016) telah melakukan penelitian uji toksisitas fraksi etil 

asetat, fraksi n-heksana, dan fraksi etanol daun soyogik terhadap larva udang 

Artemia salina. Hasil penelitian menunjukkan fraksi heksana, etil asetat, dan 
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etanol dari daun soyogik mempunyai potensi toksisitas terhadap Artemia salina, 

nilai LC50 berturut-urut 181,97 ppm, 12,59 ppm, dan 2,82 ppm. Sedangkan 

Swantara, dkk. (2016) melakukan penelitian tentang uji toksisitas senyawa 

flavonoid dari ekstrak etanol daun dewandaru sebagai potensi antikanker. Hasil 

dari penelitian menunjukkan bahwa senyawa flavonoid yang diduga berjenis 

dihidroflavonol memiliki efek toksik terhadap larva udang Artemia salina pada 

LC50 sebesar 63,10 ppm. Sementara itu Ramadhianti (2020) juga melakukan uji 

toksisitas terhadap 3 macam sampel, yakni ekstrak etanol 70% daun binahong, 

fraksi etil asetat daun binahong, serta isolate flavonoid dari daun binahong. Hasil 

penelitian yang didapat dari nilai probit yang dihasilkan dari ekstrak etanol 70%, 

fraksi etil asetat, dan isolate flavonoid berturut-urut LC50 56,721 ppm, 28,954 

ppm, dan 24,371 ppm. Tingkat toksisitas dapat dikategorikan, dan memberikan 

makna terhadap potensi aktivitasnya sebagai pengobatan tertentu seperti pada 

Tabel 2.3 berikut.  

 

Tabel 2.3 Potensi bioaktif nilai LC50 (Majidah, 2019; Mawaddah, 2019; Azah, 

2019) 
LC50 (ppm) Sifat Potensi 

<30 Sangat toksik Antitumor, Antikanker 

(Sitotoksik) 

30-200 Toksik Antibakteri 

200 > x <1000 Toksik Pestisida 

>1000 Tidak toksik - 

 

 

2.7 Identifikasi Senyawa Flavanoid menggunakan Spektrofotometer FT-IR 

Spektroskopi Infra Merah (IR) merupakan instrument yang digunakan 

untuk identifikasi suatu senyawa berdasarkan serapan yang ditimbulkan oleh 

vibrasi molekul (Panji, 2012) dengan bantuan radiasi sinar inframerah 
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(Masrihanah, 2020). Vibrasi molekul akan memberikan peak pada bilangan 

gelombang dan intensitas tertentu pada setiap gugus molekulnya (Pramitania, 

2019). Identifikasi menggunakan FT-IR hanya akan memberikan informasi 

mengenai gugus fungsi berdasarkan panjang gelombang, bentuk pita, dan 

intensitas (Anggraini, 2018).  

Prinsip kerja spektroskopi inframerah adalah sinar inframerah dilewatkan 

melalui suatu cuplikan senyawa organik sehingga terjadi interaksi antara sampel 

dengan energi dari sinar inframerah. Sejumlah frekuensi akan diserap sedangkan 

frekuensi yang lain akan diteruskan atau ditransmisikan tanpa diserap. Frekuensi 

yang terserap akan muncul sebagai penurunan signal yang terdeteksi. Informasi 

tersebut ditampilkan sebagai spectrum radiasi antara % transmitan dan bilangan 

gelombang (Masrihanah, 2020). Fungsi utama dari spektroskopi inframerah 

adalah mengidentifikasi gugus fungsi suatu senyawa organik berdasarkan 

spectrum khas pada daerah inframerah. Vibrasi gugus fungsi suatu senyawa dapat 

terjadi pada bilangan gelombang 2,5-15 μm (4000-650 cm-1) yang merupakan 

bilangan gelombang spektrofotometer inframerah. Ikatan yang berbeda 

menghasilkan vibrasi yang berbeda sehingga senyawa tertentu akan memiliki 

karakteristik frekuensi vibrasi sebagai pita serapan berbeda dengan senyawa 

lainnya. 

Ekawati, dkk. (2017) telah melakukan identifikasi flavonoid pada daun 

sembukan (Paederia foetidayang L) yang ditunjukkan pada Gambar 2.11. 

Spektrum khas flavonoid menghasilkan serapan gugus fungsi C-H sp2 pada 

bilangan gelombang >3000 cm-1, serapan C=C aromatic pada panjang gelombang 
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1600 dan 1475 cm-1, C-O pada bilangan gelombang 1260-1000 cm-1, C-O 

karbonil pada panjang gelombang 1850-1650 cm-1.  

Hasil penelitian identifikasi isolate flavonoid daun sembukan yang 

dilakukan oleh (Ekawati, dkk., 2017) menunjukkan adanya vibrasi ulur gugus –

OH terikat, bentuk pita melebar terdapat pada daerah gelombang 3257,77 cm-1 

dan ditunjang dengan adanya vibrasi tekuk C-O alkohol pada gelombang 1062,78 

cm-1. Kedua serapan tersebut mengindikasikan adanya gugus OH alkohol yang 

terikat pada atom karbon. Serapan lemah pada gelombang 3052,65 cm-1 

menunjukkan gugus C-H aromatik, dugaan tersebut diperkuat oleh serapan dari 

C=C aromatik pada gelombang 1629,85 cm-1 dan serapan lemah dari tekuk C-H 

aromatik pada daerah bilangan gelombang 800,46 cm-1. Bilangan gelombang 

2906,73 cm-1 dan 2839,22 cm-1 diduga serapan C-H alifatik serta serapan lemah 

dari vibrasi tekuk C-H alifatik pada gelombang 572,86 cm-1. Pita serapan kuat, 

bentuk pita tajam pada daerah gelombang 1867,09 cm-1 menunjukkan adanya 

gugus karbonil (C=O), sedangkan serapan pada daerah gelombang 1197,79 cm-1, 

bentuk pita melebar menunjukkan adanya gugus C-O eter sehingga isolat diduga 

terdapat gugus-gugus fungsi seperti OH, C-H alifatik, C-H aromatik, C=C 

aromatik, C-O alkohol, C=O dan C-O eter yang mana gugus fungsi ini merupakan 

gugus fungsi yang dimiliki senyawa flavonoid.  
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Gambar 2.11 Spektra IR senyawa flavonoid dari daun sembukan (Paederia 

foetidayang L) (Ekawati, dkk., 2017) 
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN  

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada tanggal 02 Juni 2021 - 02 Agustus 2021 

di Laboratorium Organik jurusan Kimia Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana 

Malik Ibrahim Malang. 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

Alat yang digunakan dalam percobaan ini adalah seperangkat alat gelas 

diantaranya beaker glass, erlenmeyer, gelas ukur, labu ukur, corong pisah, 

pengaduk, gelas arloji, botol vial, great chamber. Alat yang lain diantaranya 

neraca analitik, spatula, plat silika F254, shaker, rotary vacuum evaporator, 

alumunium foil, Corong Buchner, oven, hot plate, stirrer, statif, blender, bola 

hisap, pipa kapiler, lampu UV, sentrifugasi, Ultrasonik, dan spektroskopi FT-IR.  

3.2.2 Bahan 

Bahan bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun katuk 

Sauropus androgynous, etanol 70%, aquades, HCl 2N, natrium bikarbonat 

(NaHCO3) jenuh, etil asetat, serbuk magnesium, HCl pekat, n-butanol, asam asetat 

glasial, n-Heksana, metanol, amoniak, larva udang Artemia salina, DMSO, air 

laut. 

3.3 Rancangan Penelitian 

  

 

 

Penelitian ini dilakukan melalui pengujian di laboratorium. Tumbuhan 

Sauropus androgynous yang telah diambil, dibersihkan, kemudian dikeringkan. 

Sampel dihaluskan dan diukur kadar airnya kemudian diekstraksi menggunakan 



 

35 

 

 

 

metode ultrasonik dengan pelarut etanol 70%. Hasil ekstraksi yang diperoleh 

kemudian disaring dan dipekatkan dengan rotary vacuum evaporator. Ekstrak 

pekat etanol yang diperoleh dihidrolisis menggunakan HCl 2 N dan dinetralkan 

dengan NaHCO3 jenuh. Kemudian dipartisi dengan pelarut etil asetat. Hasil partisi 

dipekatkan dengan cara dialiri gas N2. Selanjutnya, dilakukan uji fitokimia 

flavonoid pada fraksi hasil partisi untuk mengetahui apakah fraksi tersebut 

mengandung flavonoid atau tidak. Fraksi pekat etil asetat hasil partisi kemudian 

dipisahkan senyawanya menggunakan KLTP dengan pemilihan eluen terbaik 

menggunakan KLTA, noda yang terbentuk dianalisis senyawa flavonoidnya 

dengan cara disemprot amoniak, kemudian diamati dengan lampu UV, selanjutnya 

dikerok dan diuji toksisitasnya menggunakan metode BSLT, dengan konsentrasi 

sebagai berikut (Azah, 2019), 

M1 : 0 ppm 

M2 : 1 ppm 

M3 : 2 ppm 

M4 : 3 ppm 

M5 : 4 ppm 

M6 : 5 ppm 

Kemudian dilakukan ulangan sebanyak 5 kali. Hasil uji toksisitas tersebut diamati 

jumlah larva udang yang mati dari total larva uji, kemudian dihitung nilai LC50 

dengan memasukkan nilai probit, nilai terendah menunjukkan aktivitas toksik 

isolat yang terbaik, dan diidentifikasi menggunakan FT-IR.  

3.4 Tahapan Penelitian 

Tahapan dalam penelitian ini yaitu :  
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1. Pengumpulan bahan 

2. Pembuatan serbuk simplisia 

3. Analisis kadar air 

4. Ekstraksi ultrasonik Sauropus androgynous L. Merr 

5. Hidrolisis dan partisi 

6. Uji fitokimia (senyawa flavonoid) 

7. Isolasi senyawa flavonoid dengan KLTA 

8. Isolasi senyawa flavonoid dengan KLTP 

9. Uji toksisitas isolat flavonoid dengan metode BSLT 

10. Identifikasi senyawa flavonoid menggunakan spektrofotometer FT-IR 

3.5 Pelaksanaan Penelitian 

3.5.1 Pengumpulan Bahan 

Daun katuk (Sauropus androgynus L. Merr) diperoleh dari daerah 

Merjosari, Kecamatan Lowokwaru, Kota Malang, Jawa Timur. Daun yang 

diambil adalah daun yang masih segar dengan rentang usia 2-3 bulan.  

3.5.2 Pembuatan Serbuk Simplisia 

Serbuk simplisia dibuat dengan menggunakan 350 gram daun katuk yang 

telah dikumpulkan sebelumnya. Kemudian dilakukan sortasi basah untuk 

memisahkan kotoran – kotoran ataupun benda asing lain dari daun katuk. Setelah 

itu dilakukan pencucian menggunakan air mengalir, daun yang telah dicuci 

selanjutnya dipotong kecil-kecil dan diangin-anginkan atau dikeringkan dengan 

oven pada suhu 45°C sampai kering yang ditandai dengan daun mudah hancur 

bila diremas dengan tangan. Simplisia kering kemudian dibuat menjadi serbuk 

dengan cara diblender. Serbuk kemudian diayak dengan ayakan nomor 90. Serbuk 
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simplisia yang diperoleh kemudian disimpan dalam wadah kaca tertutup dengan 

silika gel didalamnya (Rusdi, dkk., 2018). 

3.5.3 Analisis Kadar Air secara Thermogravimetri  

Cawan porselen dipanaskan dalam oven pada suhu 105°C selama 1 jam. 

Kemudian cawan porselen dibiarkan dingin dalam desikator selama 15 menit 

sebelum ditimbang. Cawan tersebut dioven dan ditimbang kembali hingga 

beratnya konstan. Selanjutnya 0,5 gram serbuk daun katuk dimasukan ke dalam 

cawan dan dipanaskan pada suhu 105°C selama 1 jam. Cawan dimasukan dalam 

desikator selama 15 menit kemudian ditimbang, diulang perlakuan tersebut hingga 

didapat berat konstan (Masrihanah, 2020). Nilai kadar air dalam serbuk daun 

katuk Sauropus androgynous L. Merr dapat dihitung dengan persamaan 3.1.  

 

       Kadar air =
(b−c)

(b−a)
 X 100% ……………………………………………....(3.1) 

Keterangan :  

(a) berat konstan cawan kosong 

(b) berat cawan + sampel sebelum dioven 

(c) berat konstan cawan + sampel setelah dioven 

3.5.4 Ekstraksi Ultrasonik Sauropus androgynous L.Merr 

 

Serbuk daun katuk sebanyak 20 gram dimasukkan dalam erlenmeyer, 

selanjutnya ditambahkan 200 mL pelarut etanol 70% dengan perbandingan bahan 

dan pelarut yang akan digunakan yaitu 1 : 10 (b/v) dan ditutup dengan alumunium 

foil (Masrihanah, 2020). Selanjutnya diekstraksi dengan metode Ultrasonik pada 

frekuensi 40 kHz selama 20 menit dalam suhu 25°C. Selanjutnya hasil ekstraksi 

yang didapat disaring menggunakan alat penyaring vakum. Filtrat hasil 
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penyaringan kemudian dipekatkan menggunakan rotary vacuum evaporator pada 

tekanan 24 kPa (0,2369 atm) dengan suhu < 50°C (Siswanto, 2019). Ekstrak 

kental etanol yang diperoleh kemudian dihitung rendemennya dengan 

menggunakan persamaan 3.2. 

 

%Randemen =
Berat ekstrak yang diperoleh

Berat sampel yang diekstrak 
 X 100%.........................................(3.2) 

 

 

3.5.5 Hidrolisis dan Partisi 

Hidrolisis ekstrak pekat etanol dilakukan dengan cara menambahkan 10 

mL asam klorida (HCl) 2 N ke dalam 5 gram ekstrak pekat. Hidrolisis dilakukan 

selama 1 jam menggunakan magnetic stirrer hot plate pada suhu ruang. Hidrolisat 

yang diperoleh ditambahkan dengan natrium bikarbonat (NaHCO3) jenuh sampai 

pH nya netral (Imamah, 2015).  

Partisi dilakukan dengan cara hidrolisat diekstraksi cair-cair dengan 

menggunakan pelarut etil asetat. Pertama, ditambahkan 25 ml pelarut etil asetat 

kedalam corong pisah yang telah berisi hidrolisat yang telah dinetralkan, 

kemudian dikocok selama 15 menit dan didiamkan beberapa saat hingga terbentuk 

2 lapisan yaitu fasa organik dan fasa air. Kedua lapisan kemudian dipisahkan. 

Lapisan air dipartisi kembali dengan etil asetat. Perlakuan ini diulangi hingga 

tidak lagi terbentuk 2 lapisan, yaitu hingga 3 kali pengulangan (Imamah, 2015). 

Kemudian fraksi hasil partisi dialiri dengan gas N2, ditimbang, dan dihitung 

rendemennya menggunakan persamaan 3.3.  

 

 

%Randemen =
Berat fraksi yang diperoleh

Berat ekstrak yang dipartisi 
 X 100%..........................................(3.3) 
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3.5.6 Uji Fitokimia 

Sebanyak 0,05 gram fraksi etil asetat dilarutkan dalam 1-2 mL metanol 

yang telah dipanaskan. Setelah itu ditambahkan 0,05 gram serbuk logam Mg serta 

4-5 tetes HCl pekat. Jika timbul warna kuning, jingga, atau merah bata 

menunjukkan positif adanya flavonoid (Syahadat, dan Siregar., 2020).  

3.5.7 Isolasi Flavonoid dengan KLTA 

Pemisahan dengan KLTA dilakukan dengan menggunakan plat silika 

G60 F254 dengan ukuran 1 cm x 10 cm yang sudah diaktifkan dengan pemanasan 

dalam oven pada suhu 60-80°C selama 30 menit. Ditotolkan 1 μL  (1-10 totol) 

0,05 gram fraksi etil asetat yang sudah dilarutkan dalam 5 mL etil asetat pada 

jarak 1 cm dari tepi bawah plat dengan pipa kapiler di masing-masing plat. 

Kemudian plat dikeringkan dan dielusi dalam bejana (great chamber) yang telah 

dijenuhkan dengan fasa gerak tertentu (Masrihanah, 2020). Pada percobaan ini 

digunakan 3 macam variasi fasa gerak sebagai berikut,  

 

 

 

 

 

1. n-butanol-asam asetat-air (BAA) (4:1:5) (Wijono, 2003; Ekawati, dkk., 

2017; Djamil, dan Zaidan., 2016; Masrihanah, 2020) 

2. Metanol : aquades (6:4) (Ramadhianti, 2020) 

3. Etil asetat : n-heksana (5:5) (Rusdi, dkk., 2018 

 

 

 

 

 

Kemudian great chamber ditutup rapat hingga fase gerak mencapai ± 1 

cm dari garis batas atas plat, maka elusi dihentikan, selanjutnya plat diangkat dan 

dikeringkan. Selanjutnya disemprot amoniak, jika terbentuk noda berwarna merah 

jingga, kuning, biru, ungu maka sampel mengandung senyawa flavonoid. Diamati 

pemisahan noda yang terbentuk pada plat dengan lampu UV pada panjang 

gelombang 254 nm dan 366 nm. Noda yang terbentuk diamati dan dilingkari 
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dengan pensil. Pengamatan noda hasil elusi meliputi jumlah, bentuk, nilai Rf, 

serta warna noda. Bercak noda yang dihasilkan pada masing-masing plat KLT 

dihitung nilai Rf-nya (Ramadhianti, 2020; Masrihanah, 2020).  

3.5.8 Isolasi Flavonoid dengan KLTP 

Pemisahan senyawa flavonoid dilakukan dengan KLTP menggunakan 

plat silika gel G60 F254 dengan ukuran 10 x 20 cm. Fraksi etil asetat yang telah 

dilarutkan pada pelarutnya ditotolkan pada plat dengan jarak 1 cm dari garis 

bawah, jumlah sampel yang diaplikasikan sebanyak 1 mL.  Sampel dikeringkan 

dan dielusi menggunakan eluen yang memberikan pemisahan terbaik pada proses 

KLTA. Jika fasa gerak mencapai  ± 1 cm dari garis batas atas plat maka elusi 

dihentikan dan dihitung jarak tempuh fasa gerak. Plat dikeringkan dan noda-noda 

pada permukaan plat diperiksa di bawah sinar UV pada panjang 366 nm, 

kemudian diamati dan dihitung jarak tempuh noda yang diduga senyawa 

flavonoid. Masing-masing noda dikerok kemudian dilarutkan dalam etil asetat, 

selanjutnya divortex untuk menghomogenkan larutan, dan disentrifugasi untuk 

mengendapkan silikanya. Dipisahkan silika dari supernatannya dan diulangi 

proses sampai tiga kali hingga silika tidak berwarna, kemudian diuapkan pelarut 

pada supernatan.   

Uji fitokimia dilakukan dengan menyemprotkan amoniak pada potongan 

plat hasil KLTP. Hasil uji positif jika spot menghasilkan warna kuning kehijauan, 

jingga, biru, ungu, ataupun merah muda, yang menunjukkan adanya senyawa  

golongan flavonoid (Suhaenah, dan Nuryanti., 2017).  
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3.5.9 Uji Toksisitas Menggunakan Metode BSLT 

3.5.9.1 Penetasan Larva Udang 

250 mL air laut dimasukkan dalam botol penetasan, kemudian 

dimasukkan 2,5 mg telur Artemia salina Leach. Selanjutnya diaerasi dan diberi 

pencahayaan sinar lampu pijar 40-60 watt agar suhu penetasan 25-30°C tetap 

terjaga. Telur akan menetas dalam waktu ± 48 jam dan siap digunakan sebagai 

target uji toksisitas (Sanjayasari, dan Pliliang., 2011).    

3.5.9.2 Uji Toksisitas 

 Uji toksisitas dilakukan pada isolat senyawa flavonoid hasil KLTP 

dengan variasi konsentrasi 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm, 5 ppm, dan 0 ppm 

sebagai kontrol. Masing-masing konsentrasi dilakukan pengulangan sebanyak 5 

kali. Kontrol negatif yang digunakan adalah kontrol dimetil sulfoksida (DMSO), 

kontrol pelarut, dan kontrol air laut. Larutan stok 200 ppm dibuat dengan cara 

ditimbang 2 mg isolat flavonoid kemudian dilarutkan dalam 10 mL pelarut etil 

asetat. Larutan yang diperoleh selanjutnya dipipet masing-masing sebanyak 0,05 

mL, 0,1 mL, 0,15 mL, 0,2 mL, dan 0,25 mL kemudian dimasukkan kedalam botol 

vial dan pelarutnya diuapkan hingga kering. Selanjutnya dimasukkan 100 μL 

DMSO, setetes larutan ragi 60%, dan 2 mL air laut, kemudian divortex hingga 

isolat dapat tercampur rata. Selanjutnya ditambahkan 10 ekor larva udang, dan 

ditambahkan air laut hingga volumenya menjadi 10 mL. konsentrasi masing-

masing larutan menjadi  1 ppm, 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm, dan 5 ppm. Selanjutnya 

dilakukan pengamatan setelah 24 jam terhadap kematian larva udang (Azah, 

2019). 
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Kontrol DMSO dibuat dengan cara ditambahkan 100 μL dimetil 

sulfoksida, setetes larutan ragi 60%, dan 2 mL air laut kedalam vial, kemudian 

divortex hingga larut. Selanjutnya dimasukkan 10 ekor larva udang Artemia 

salina dan ditambahkan air laut hingga volumenya menjadi 10 mL. Pengamatan 

dilakukan selama 24 jam terhadap kematian larva udang (Sanjayasari, dan 

Pliliang., 2011). Kontrol pelarut dibuat dengan cara ditambahkan 100 μL etil 

asetat ke dalam vial kemudian diuapkan hingga kering. Selanjutnya ditambahkan 

setetes larutan ragi 60%, dan 2 mL air laut kedalam vial, kemudian divortex 

hingga larut. Selanjutnya dimasukkan 10 ekor larva udang Artemia salina dan 

ditambahkan air laut hingga volumenya menjadi 10 mL. Kontrol air laut hanya 

berisi air laut, larutan ragi 60%, dan 10 ekor larva udang Artemia salina. Analisis 

data dilakukan untuk mencari nilai LC50 dengan analisis probit untuk 

menunjukkan nilai LC50 dengan menggunakan nilai mortalitas dari nilai modus 

kematian larva.  

3.5.10 Identifikasi Menggunakan Spektrofotometer FT-IR 

Hasil isolasi senyawa flavonoid dengan KLTP yang memiliki sifat paling 

toksik atau nilai LC50 terendah akan diidentifikasi menggunakan FT-IR. Preparasi 

sampel mula-mula dengan mencampurkan hasil isolat flavonoid yang telah 

diuapkan dengan 0,2 g pellet KBr, kemudian digerus bersamaan menggunakan 

mortar agate. Campuran pellet KBr dan sampel yang telah halus di press dengan 

tekanan 80 Torr (8-20 tor per satuan waktu) selama 10 menit. Selanjutnya pellet 

yang telah di press dianalisis menggunakan FT-IR dengan bilangan gelombang 

4000-400 cm-1 (Fangohoy, dkk., 2019).  
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BAB IV 

PEMBAHASAN  

 

4.1 Preparasi Sampel 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu daun katuk (Sauropus 

androgynous L. Merr) yang diperoleh dari daerah Lowokwaru, Malang. Preparasi 

sampel terdiri dari beberapa tahap diantaranya, pencucian, pengeringan, dan 

penghalusan atau penyerbukan sampel. Pencucian bertujuan untuk membersihkan 

sampel dari kotoran atau benda asing yang menempel pada daun katuk. 

Selanjutnya dilakukan pengeringan yang bertujuan untuk mengurangi kandungan 

air di dalam sampel sehingga tidak mengganggu proses ekstraksi dan dapat 

meminimalisir tumbuhnya jamur sehingga sampel dapat disimpan dalam waktu 

yang lebih lama (Azah, 2019). Proses pengeringan sampel dilakukan dengan cara 

diangin-anginkan tanpa pemanasan sinar matahari langsung, hal ini dilakukan 

agar senyawa aktif yang diinginkan tidak mengalami kerusakan akibat suhu yang 

tinggi. Daun katuk kering kemudian dihaluskan di Materia Medika Batu dengan 

ukuran 90 mesh. Proses penghalusan atau penyerbukan sampel dimaksudkan 

untuk menyeragamkan ukuran sampel dan memperluas permukaan kontak antara 

sampel dengan pelarut sehingga pelarut dapat lebih maksimal mengekstraksi 

senyawa metabolit sekunder (Pramitania, 2019). Hasil pengeringan dari 0,28 

kilogram sampel basah menghasilkan 80 gram serbuk daun katuk berwarna hijau.  

4.2 Analisis Kadar Air Secara Thermogravimetri 

 

 

 

 

Analisis kadar air perlu dilakukan untuk mengetahui kandungan air yang 

terdapat dalam serbuk simplisia daun katuk. Kadar air yang kecil dapat 

mempermudah proses penarikan senyawa aktif dalam sampel karena pelarut 
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mudah menembus dinding sel sampel tanpa adanya gangguan dari molekul air. 

Selain itu, kadar air yang kecil juga akan mendukung tercapainya kestabilan 

optimum suatu bahan dan menghindari adanya pertumbuhan mikroba 

(Masrihanah, 2020). Hasil pengukuran kadar air simplisia daun katuk pada 

penelitian ini sebesar 5,92% (Lampiran 4.1 dan Tabel 4.1), nilai ini tidak jauh 

berbeda dengan nilai kadar air daun katuk yang didapatkan oleh (Masrihanah, 

2020) yakni sebesar 7,7%. Hal ini menunjukkan bahwa sampel yang dianalisis 

mempunyai kadar air yang memenuhi standar Depkes RI (1994) dengan batas 

maksimum kadar air yang diisyaratkan sebesar 10% sehingga tidak mengganggu 

proses ekstraksi.  

 

Tabel 4.1 Nilai kadar air sampel kering daun katuk 
Cawan Kadar Air 

1 5,95% 

2 5,91% 

3 5,90% 

Rata-rata 5,92% 

 

4.3 Ekstraksi Ultrasonik Sauropus androgynous L. Merr 

Proses penarikan senyawa metabolit sekunder pada penelitian ini 

menggunakan metode ekstraksi ultrasonik. Adanya gelombang ultrasonik yang 

merambat melalui medium yang dilewati akan menimbulkan getaran. Getaran 

yang ditimbulkan menyebabkan terbentuknya gelembung kavitasi yang 

menyebabkan dinding sel pada tanaman pecah, sehingga komponen di dalam sel 

keluar dan bercampur dengan pelarut (Ramadhianti, 2020).  

Ektraksi ultrasonik daun katuk dilakukan dengan menggunakan pelarut 

etanol 70%. Sampel yang telah diekstraksi, kemudian disaring dan filtratnya 

dipekatkan dengan rotary evaporator untuk menguapkan pelarut dan dihitung 
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nilai rendemennya. Nilai rendemen yang dihasilkan dari ekstrak etanol daun katuk 

sebesar 27,62% dengan berat 5,52 gram (Lampiran 4.2) berwarna coklat. Hasil 

penelitian dari Masrihanah (2020) yang menggunakan metode ultrasonik dengan 

pelarut etanol p.a diperoleh rendemen untuk ekstrak etanol Sauropus androgynous 

L. Merr sebesar 16,54% dari 20 gram sampel. Hasil penelitian dari Siswanto 

(2019) yang menggunakan metode ultrasonik diperoleh rendemen untuk ekstrak 

etanol 70% dari Sauropus androgynous L. Merr daerah Wonosobo Jawa Tengah 

sebesar 31,67% dari 1500 gram sampel. Sedangkan hasil penelitian dari Rusdi, 

dkk. (2018) yang menggunakan metode maserasi diperoleh rendemen untuk 

ekstrak etanol 70% dari Sauropus androgynous L. Merr sebesar 21,99% dari 1430 

gram sampel.  

Perbedaan hasil rendemen dengan Masrihanah (2020) terjadi dikarenakan 

perbedaan jenis pelarut yang digunakan. Pada etanol 70% terdapat kandungan air 

sebanyak 30% yang menyebabkan sifat kepolarannya meningkat sehingga 

senyawa metabolit sekunder yang bersifat polar akan lebih terekstrak dengan baik 

dan dapat meningkatkan rendemen ekstrak. Perbedaan hasil rendemen dengan 

Siswanto (2019) terjadi dikarenakan asal dari daun katuk yang berbeda. Hal ini 

tentu berpengaruh pada hasil ekstraknya, sebab jenis dan jumlah senyawa 

metabolit sekunder dari daun katuk dipengaruhi oleh lingkungan geografis, iklim, 

tanah, ataupun sifat morfologi dari induk tanamannya. Sedangkan perbedaan hasil 

rendemen dengan Rusdi, dkk. (2018) terjadi dikarenakan perbedaan metode 

ekstraksi yang digunakan. Hal ini membuktikan bahwa metode ekstraksi 

ultrasonik dapat meningkatkan rendemen ekstrak akibat adanya kavitasi yang 
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menyebabkan meningkatnya efek penetrasi pelarut sehingga senyawa metabolit 

sekunder dapat terekstrak dengan maksimal.  

4.4 Hidrolisis dan Partisi 

Ekstrak pekat etanol selanjutnya dihidrolisis untuk memutus ikatan 

glikon dan aglikon pada senyawa metabolit sekunder yang masih dalam bentuk 

glikosidanya. Hidrolisis dilakukan dengan penambahan HCl 2 N sebagai katalis, 

dengan pengadukan menggunakan magnetic stirrer selama 1 jam pada suhu 

ruang. Pengadukan dilakukan selama 1 jam pada suhu ruang agar ekstrak pekat 

dapat tercampur dan memutus ikatan gula dengan maksimal (Mardaneni, 2017). 

Adapun dugaan reaksi pemutusan ikatan glikosida ditunjukkan pada Gambar 2.6. 

Sifat dari reaksi hidrolisis adalah reversible atau bolak-balik sehingga perlu 

dilakukan penetralan menggunakan natrium bikarbonat (NaHCO3) untuk 

menghentikan reaksi hidrolisis lanjut yang mungkin dapat merusak senyawa 

metabolit sekunder yang ditargetkan. Proses penambahan ini akan menghasilkan 

busa yang menunjukkan gas CO2 sudah terbentuk dan terjadi reaksi antara HCl 

dan NaHCO3, selanjutnya proses ini dihentikan ketika telah tercapai pH 7 (netral). 

Adapun dugaan reaksi antara HCl dan NaHCO3 ditunjukkan pada Gambar 2.7.  

Hidrolisat yang diperoleh selanjutnya dipartisi menggunakan pelarut etil 

asetat yang bersifat semipolar untuk mengambil senyawa flavonoid yang bersifat 

semipolar-polar. Markham (1988) menyebutkan dalam bukunya bahwa etil asetat 

dapat mengikat flavonoid yang mempunyai kepolaran rendah, antara lain flavonol, 

isoflavon, dan flavonon. Flavonoid jenis tersebut akan menghasilkan warna coklat 

kemerahan ketika ditambahkan HCl pekat dan serbuk magnesium. Proses partisi 

menghasilkan dua fasa cairan yaitu fasa organik yang mengandung senyawa 
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flavonoid dan fasa air yang berisi garam hasil reaksi hidrolisis. Fasa organik 

diambil pada setiap hasil partisi yang dilakukan sebanyak 3 kali ulangan dan 

didapat fraksi etil asetat pekat sebesar 2,04% (Lampiran 4.3) berwarna coklat 

kehijauan. Penelitian Rusdi, dkk. (2018) melakukan fraksinasi pada ekstrak 

Sauropus androgynous L. Merr dengan pelarut n-heksana dan etil asetat diperoleh 

rendemen sebesar 1,74% dan 5,29 %. Rendemen etil asetat lebih besar 

dibandingkan n-heksana yang menunjukkan senyawa metabolit sekunder pada 

Sauropus androgynous L. Merr cenderung bersifat semipolar karena lebih banyak 

terdistribusi pada pelarut semipolar. 

4.5 Uji Fitokimia Senyawa Flavonoid 

Uji fitokimia dilakukan dengan mengambil ekstrak etanol 70% dan fraksi 

etil asetat ke dalam tabung reaksi, selanjutnya ditambahkan 0,2 gram logam Mg 

dan 5 tetes HCl pekat. Penambahan HCl pekat berfungsi untuk menghidrolisis O-

glikosida flavonoid menjadi aglikonnya. Hasil pengujian menunjukkan ekstrak 

etanol 70% dan fraksi etill asetat daun katuk positif mengandung flavonoid yang 

ditandai dengan adanya warna merah kecoklatan pada sampel, yang dapat dilihat 

pada Gambar 4.1.  

 
Gambar 4.1 Hasil uji fitokimia ekstrak etanol 70% dan fraksi etil asetat 
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Reaksi dugaan yang terjadi antara flavonoid dengan HCl pekat dan 

logam Mg dapat dilihat pada Gambar 2.3. Polihidroksi dari senyawa flavonoid 

akan direduksi oleh logam magnesium dalam asam klorida pekat pada larutan 

sampel. Sehingga membentuk garam benzopirilium yang berwarna merah hingga 

kecoklatan dengan sebutan garam flavilium. Warna yang dihasilkan dari proses 

fitokimia akan menentukan golongan dari senyawa flavonoid yang terdeteksi. 

Warna merah atau jingga yang terbentuk menunjukkan adanya flavonoid 

golongan auron, flavon, dan kalkon. Sementara warna coklat kemerahan 

menunjukkan adanya flavonoid golongan flavonol (Ramadhianti, 2020).  

4.6 Isolasi Flavonoid dengan KLTA 

Pemisahan senyawa flavonoid dengan KLTA dilakukan untuk mencari 

variasi eluen terbaik yang dapat memisahkan komponen senyawa dari fraksi etil 

asetat Sauropus androgynous L. Merr. Eluen terbaik merupakan eluen yang dapat 

memisahkan senyawa dengan menghasilkan noda yang tidak berekor dan jarak 

antar satu noda ke noda lainnya tidak tumpang tindih (Azah, 2019). Noda yang 

dihasilkan pada KLTA dapat diduga sebagai senyawa flavonoid ketika 

menunjukkan bercak noda berwarna hijau kuning, biru, merah jingga, dan 

lembayung baik sebelum maupun sesudah diuapi ammonia dibawah lampu UV 

366 nm (Markham, 1988; Hepni, 2019) atau bercak ungu dibawah lampu UV 366 

nm (Djamil, dan Zaidan., 2016; Rusdi, dkk., 2018; Nurjanah, 2019). Hasil 

identifikasi menunjukkan bahwa fraksi etil asetat mengandung senyawa flavonoid 

dengan munculnya bercak noda berwarna hijau-kuning, biru, merah jambu, 

jingga, dan ungu. Data pemisahan noda dugaan senyawa flavonoid fraksi etil 

asetat daun katuk dengan beberapa variasi eluen ditunjukkan pada Tabel 4.2. 
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Berdasarkan Tabel 4.2 menunjukkan dari ketiga variasi eluen yang digunakan, 

pola pemisahan terbaik terjadi pada eluen n-heksana-etil asetat (5:5) dengan 12 

noda terpisah. Hasil pola pemisahan variasi eluen pada KLTA saat diamati di 

bawah lampu UV 366 nm dapat dilihat pada Gambar 4.2. 

 

Tabel 4.2 Dugaan senyawa flavonoid fraksi etil asetat dengan beberapa variasi 

eluen.  
No. Fasa Gerak Jarak (cm) Rf Warna Noda 

pada Lampu 

UV λ 366 nm 

Dugaan 

Senyawa  Noda Eluen 

1. N-butanol-asam 

asetat-air (4:1:5) 

6,5 8 0,81 Biru Flavonoid 

7,2 8 0,90 Merah jambu Flavonoid 

7,7 8 0,96 Jingga Flavonoid 

2. Metanol-aquades 

(6:4) 

- 8 - - - 

3. N-heksana-etil 

asetat (5:5) 

0,6 8 0,075 Merah tua - 

0,8 8 0,1 Merah jambu - 

1,1 8 0,137 Jingga  - 

1,6 8 0,2 Hijau putih - 

2 8 0,25 Hijau kuning Flavonoid 

2,9 8 0,362 Biru Flavonoid 

3,6 8 0,45 Ungu Flavonoid 

5 8 0,625 Hijau - 

5,9 8 0,737 Jingga Flavonoid 

6,3 8 0,787 Merah jambu Flavonoid 

6,6 8 0,825 Merah jambu Flavonoid 

7,7 8 0,962 Jingga  Flavonoid 

 

 
Gambar 4.2 Hasil KLTA senyawa flavonoid dengan variasi eluen  
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Berdasarkan Tabel 4.2 dan Gambar 4.2 menunjukkan bahwa terdapat beberapa 

noda terduga flavonoid dengan pola pemisahan yang berbeda-beda pada masing-

masing plat variasi eluen.  Eluen n-heksana-etil asetat (5:5) menghasilkan jumlah 

noda terduga flavonoid terbanyak dengan pola pemisahan terbaik, karena adanya 

jarak yang jelas antar noda yang terbentuk, dengan tidak adanya ekor pada noda 

yang diduga flavonoid. Sementara eluen n-butanol-asam asetat-air (4:1:5) 

menghasilkan 3 noda yang diduga merupakan senyawa flavonoid, akan tetapi pola 

pemisahannya membentuk pola noda yang berekor serta melebar dengan warna 

noda yang tumpang tindih.  

4.7 Isolasi Flavonoid dengan KLTP 

KLTP dilakukan untuk mendapatkan isolat senyawa flavonoid. Elusi 

dilakukan dengan menggunakan eluen terbaik hasil KLTA, yakni n-heksana-etil 

asetat (5:5). Noda yang terbentuk diamati dan diidentifikasi di bawah lampu UV 

366 nm. Berdasarkan Tabel 4.3 dapat diketahui bahwa saat diamati dibawah 

lampu UV terdapat 6 noda yang diduga merupakan senyawa flavonoid. Sehingga 

dilakukan identifikai lebih lanjut menggunakan pendeteksi ammonia, dengan cara 

menyemprotkannya ke potongan plat hasil KLTP ukuran 10 x 20 cm. Hasil uji 

pada Tabel 4.3 menunjukkan bahwa tidak ada perubahan warna noda pada plat 

KLTP. Menurut Markham (1988) dalam bukunya dijelaskan bahwa noda yang 

berwarna lembahyung, biru, kuning, hijau-kuning, dan hijau-biru akan 

menunjukkan hasil positif flavonoid dengan perubahan warna sedikit atau tanpa 

perubahan setelah disemprot dengan ammonia. Sedangkan noda yang berwarna 

merah jingga dan merah jambu akan menunjukkan hasil positif flavonoid ketika 

mengalami perubahan warna menjadi biru setelah disemprot ammonia. Markham 
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(1988) juga menambahkan bahwa bercak noda yang berfluoresensi merah jambu, 

keputihan, jingga, dan kecoklatan harus dianggap bukan flavonoid sebelum 

diperiksa lebih lanjut dengan UV-Vis. 

 

Tabel 4.3 Hasil KLTP fraksi etil asetat menggunakan eluen N-heksana-etil asetat 

(5:5) dan Dugaan senyawa flavonoid fraksi etil asetat pada hasil KLTP 

(Markham, 1988; Djamil, dan Zaidan., 2016; Rusdi, dkk., 2018; Hepni, 

2019; Nurjanah, 2019).    
Isolat Jarak (cm) Rf Warna Noda 

tanpa 

pendeteksi 

amoniak 

Warna Noda 

dengan 

pendeteksi 

amoniak 

Dugaan Senyawa 

Noda Eluen 

1 1,2 18 0,06 Merah Tua Merah Tua - 

2 1,9 18 0,105 Merah Jambu Merah Jambu - 

3 3,3 18 0,183 Hijau putih Hijau putih - 

4 5,3 18 0,294 Hijau 

kekuningan 

Hijau 

kekuningan 

Flavonoid golongan 

auron atau flavonol 

5 6,4 18 0,356 Biru Biru Flavonoid golongan 

flavonol, isoflavon 

6 9,4 18 0,523 Ungu Ungu Flavonoid golongan 

flavon, flavonol, 

isoflavon, flavanon 

atau dihidroflavonol 

7 10,6 18 0,589 Hijau Hijau - 

8 12,6 18 0,7 Jingga Jingga - 

9 14,3 18 0,795 Merah jambu Merah jambu - 

10 15 18 0,834 Merah jambu Merah jambu - 

11 16,4 18 0,912 Hijau Hijau - 

12 16,9 18 0,93 Orange Orange - 

13 17 18 0,945 Hijau Hijau - 

 

 

Noda positif flavonoid pada plat KLTP dikumpulkan, kemudian 

dilarutkan dengan pelarutnya dan diuapkan. Hasil penguapan tersebut disebut 

isolat flavonoid. Dalam penelitian ini didapat isolat flavonoid sebanyak 1,6 mg -

2,5 mg. Isolat tersebut kemudian diuji lebih lanjut menggunakan spektrofotometer  

FTIR.  
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4.8 Uji Toksisitas Menggunakan Metode BSLT 

4.8.1 Penetasan Larva Udang 

Artemia salina Leach yang digunakan sebagai bahan pengujian toksisitas 

tersedia dalam bentuk telur, sehingga perlu dilakukan penetasan telur dalam air 

laut dengan bantuan pencahayaan dan aerasi. Penetasan dilakukan selama 48 jam 

dan baru dapat digunakan sebagai hewan uji karena pada fase ini telah terbentuk 

organ-organ Artemia seperti mulut. Kulit dan mulut merupakan jalan masuknya 

senyawa flavonoid ataupun senyawa toksik ke dalam tubuh.  

4.8.2 Uji Toksisitas 

Uji toksisitas dilakukan pada tiga isolat flavonoid hasil isolasi 

menggunakan KLTP yaitu isolat 4, 5, dan 6 masing-masing pada konsentrasi 1, 2, 

3, 4, dan 5 ppm dengan 5 kali pengulangan. Kontrol yang digunakan adalah 

kontrol pelarut, kontrol DMSO, dan kontrol air laut. Penggunaan kontrol 

dilakukan untuk memastikan bahwa kematian larva benar-benar disebabkan oleh 

isolat flavonoid. Hasil uji toksisitas isolat 4, 5, dan 6 disajikan dalam Tabel 4.4.  

 

Tabel 4.4 Hasil uji toksisitas isolat 4, 5 dan 6 menggunakan metode BSLT 
Konsentrasi 

(ppm) 

Modus larva yang mati (ekor) 

Isolat 4 Isolat 5 Isolat 6 

01 0 0 0 

02 0 0 0 

03 0 0 0 

1 0 0 0 

2 1 0 0 

3 1 0 1 

4 1 1 1 

5 2 2 2 

Keterangan kontrol:  01= pelarut, 02= DMSO, 03= Air laut  
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Dari tabel di atas menunjukkan bahwa nilai modus dengan kematian 

tertinggi terjadi pada konsentrasi 5 ppm. Senyawa flavonoid akan masuk ke dalam 

tubuh Artemia melalui mulut dan kulit. Gugus OH pada senyawa flavonoid akan 

mengikat integral protein pada membran sel larva sehingga enzim RNA 

polymerase  tidak dapat memperpanjang nukleotida RNA dan sintesis protein di 

DNA tidak dapat terbentuk, ketika kinerja enzim tersebut dihambat maka ion 

Na+/K+ ATPase tidak dapat keluar dari sel dan menyebabkan membran sel 

Artemia pecah dan mengalami kematian. Analisa data dari uji toksisitas dilakukan 

dengan analisis probit menggunakan minitab untuk memperoleh nilai LC50. Hasil 

analisis probit toksisitas disajikan pada Tabel 4.5.  

 

Tabel 4.5 Nilai LC50 isolat flavonoid Sauropus androgynous L. Merr 
Larutan Uji Nilai LC50 (ppm) 

Isolat 4 8,42 

Isolat 5 6,00 

Isolat 6 6,79 

 

 

Nilai LC50 memberikan informasi bahwa pemberian senyawa pada 

konsentrasi tertentu akan membunuh sebanyak 50% dari jumlah total larva udang 

yang diujikan (Sanjayasari, dan Pliliang., 2011). Menurut Ramadhianti (2020)  

nilai LC50 menandakan sifat sangat toksik ketika hasilnya <30 ppm, bersifat toksik 

jika hasilnya 31-1000 ppm dan bersifat tidak toksik jika hasilnya >1000 ppm.  

Berdasarkan tabel 4.5 kategori LC50 dari isolat 4, 5, dan 6 menunjukkan nilai <10 

ppm. Hasil penelitian dari Nurhayati, dkk. (2009) mendapat nilai LC50 16,11 ppm 

pada isolat flavonoid golongan flavanon ekstrak etil asetat rimpang lengkuas 

merah. Selain itu, penelitian dari Swantara, dkk. (2016) melaporkan bahwa 
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senyawa flavonoid hasil ekstrak etanol daun dewandaru yang diduga berjenis 

dihidroflavonol memiliki nilai LC50 sebesar 63,10 ppm. Hal ini menunjukkan 

isolat flavonoid fraksi etil asetat daun katuk Sauropus androgynous L. Merr 

memiliki aktivitas toksik yang lebih tinggi, hal ini dimungkinkan karena 

perbedaan penggunaan metode ekstraksi sebagai tahap awal isolasi. Berdasarkan 

hasil penelitian Nurhayati, dkk. (2009) dan Swantara, dkk. (2016) yang masih 

menggunakan maserasi sebagai tahap awal ekstraksi, terbukti bahwa ekstraksi 

ultrasonik dapat memberikan nilai LC50 yang lebih toksik dibandingkan dengan 

ekstraksi menggunakan metode maserasi. Sehingga, karena memiliki tingkat 

toksisitas yang tinggi (<30 ppm), maka isolat flavonoid hasil penelitian ini dapat 

berpotensi untuk dikembangkan di bidang farmakologi sebagai obat antikanker 

atau antitumor. 

4.9 Identifikasi Menggunakan Spektrofotometer FT-IR 

 
Gambar 4.3 Hasil spektra FTIR isolat 4, 5, dan 6 daun katuk Sauropus 

androgynous L. Merr 
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Tabel 4.6 Interpretasi spektra FTIR isolat 4, 5 dan 6 daun katuk Sauropus 

androgynous L. Merr 
Bilangan Gelombang (cm-1) Range 

Pustaka 

Intensitas Jenis Vibrasi 

Isolat 4 Isolat 5 Isolat 6 

3479 3464 3464 3550-3200(b) Kuat O-H ulur 

2996 2995 2994 3000-2800(a) Sedang  Csp
3-H, ulur, 

asimetris (alkana) 

2000-1700 2000-1700 2000-1700 2500-1700(b) Lemah  Overtune 

aromatis 

1769 1768 1767 1750-1680(b) Kuat C=O, ulur 

(karbonil) 

1649 1649 1649 1660-1580(a) Kuat  C=C ulur 

aromatis 

1383 1382 1381 1390-1370(a) Sedang  C-CH3 tekuk, 

simetris 

1244 1243 1243 1225-1200(b) -  C-O ulur eter 

1057 1056 1056 1085-1050(b) - C-O ulur alkohol  

669 668 668 1000-650(b) Sedang  C-H tekuk 

(alkena) 

Keterangan: (a) Socrates, 1994; (b) Shriner, dkk., 2004 

 

Berdasarkan Gambar 4.3 dan Tabel 4.6 menunjukkan ketiga isolat yang 

diidentifikasi menggunakan spektrofotometer FTIR memiliki gugus –OH terikat 

dengan bentuk pita melebar pada bilangan gelombang 3479 cm-1 (isolat 4), 3464 

cm-1 (isolat 5 dan isolat 6) dengan puncak melebar dan diperkuat dengan adanya 

vibrasi ulur C-O alkohol pada daerah 1057 cm-1. Kedua serapan tersebut 

mengindikasikan adanya gugus OH alkohol yang terikat pada atom karbon. 

Vibrasi pada 2996 cm-1 (isolat 4), 2995 cm-1 (isolat 5), 2994 cm-1 (isolat 6) 

menunjukkan adanya vibrasi ulur yang diduga berasal dari Csp
3-H. Dugaan ini 

diperkuat dengan adanya vibrasi pada 1383 cm-1 (isolat 4), 1382 cm-1 (isolat 5), 

1381 cm-1 (isolat 6) yang menunjukkan adanya vibrasi tekuk gugus C-CH3 

alifatik, dan 669 cm-1 (isolat 4), 668 cm-1 (isolat 5 dan isolat 6) yang menunjukkan 

vibrasi tekuk C-H keluar bidang untuk gugus alkena. Pada rentang bilangan 

gelombang 1700-2000 cm-1 terdapat daerah overtune yang menunjukkan ciri khas 
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senyawa aromatis. Kemudian karakteristik lain yang mendukung adanya cincin 

aromatik ditunjukkan oleh serapan pada bilangan gelombang 1649 cm-1 yang 

menunjukkan adanya vibrasi dari regangan cincin C=C aromatik sebagai gugus 

kromofor yang khas dari flavonoid dalam sistem ikatan terkonjugasi. Selain itu, 

pada daerah 1769 cm-1 (isolat 4), 1768 cm-1 (isolat 5), 1767 cm-1 (isolat 6)  

terdapat vibrasi ulur C=O yang berasal dari gugus karbonil, yang mana 

merupakan gugus fungsi khas dari senyawa flavonoid baik keton maupun ester. 

Pada daerah 1244 cm-1 (isolat 4), 1243 cm-1 (isolat 5 dan isolat 6) terdapat vibrasi 

ulur C-O dari gugus eter. Hal ini didukung dengan hasil penelitian dari (Nurjanah, 

2019) yang menemukan senyawa flavonoid berjenis kaempferol pada kayu songga 

melalui pengujian LC-MS/MS dan memberikan interpretasi FT-IR pada panjang 

gelombang 3368 cm-1 (gugus OH), 2922 cm-1 ( gugus C-H alifatik), 1642 cm-1 

(gugus C=C aromatik), 1732 cm-1 (gugus C=O), dan 1060 cm-1 (gugus C-O 

alkohol). Samosir (2019) juga telah mengisolasi senyawa flavonoid dari daun 

tumbuham mundu dan memberikan interpretasi FT-IR pada panjang gelombang 

3379 cm-1 (gugus OH), 2924 cm-1 ( gugus C-H alifatik), 1512 cm-1 (gugus C=C 

aromatik), 1635 cm-1 (gugus C=O), 1165 cm-1 (gugus C-O alkohol), dan 1060 cm-

1 (gugus C-O-C eter), kemudian diidentifikasi dengan LC-MS/MS menghasilkan 

flavonoid berjenis biflavonoid yang diduga merupakan Morelloflavanon. 

Berdasarkan hasil interpretasi FTIR dan beberapa literatur, diduga isolat 4,5 dan 6 

daun katuk merupakan senyawa flavonoid yang mengandung gugus fungsi O-H, 

C-H alkana, C-H alkil, C-H alkena, C=C konjugasi, C=O karbonil, C-O-C eter, 

daerah aromatik overtune C-H pada CH2, dan C-O alkohol. 
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4.10 Kajian Hasil Penelitian dalam Perspektif Islam  

Tumbuhan katuk yang telah diteliti dalam penelitian ini menunjukkan 

adanya sifat toksik yang dilihat dari nilai LC50 sebesar 8,42; 6,00; 6,79 ppm. 

Menurut Mawaddah (2019) nilai LC50 kurang dari 30 ppm dapat digunakan 

sebagai obat antitumor atau antikanker. Pemanfaatan daun katuk Sauropus 

androgynous L. Merr sebagai obat merupakan salah satu bentuk sarana untuk 

mengambil pelajaran dan memikirkan tentang kekuasaan dan bentuk kasih 

sayang-Nya. Melalui pemikiran tersebut kita dapat berusaha dalam mencari obat 

dari berbagai penyakit. Penelitian ini merupakan hasil dari berpikir sehingga kita 

dapat mengetahui dan menyadari kebesaran Allah SWT yang telah menciptakan 

langit dan bumi. Salah satunya adalah penciptaan daun katuk Sauropus 

androgynous L. Merr yang mengandung bermacam-macam senyawa metabolit 

sekunder yang dapat digunakan sebagai obat. Allah SWT menyembuhkan 

penyakit dengan berbagai macam sarana pengobatan yang menjadi penyebab 

kesembuhan. Hal ini menunjukkan bahwa semua penyakit memiliki obat 

penyembuhnya dan hanya Allah SWT yang dapat menyembuhkan. Sebagaimana 

dalam surat asy-Syu’ara ayat 80: 

 

( ٨٠مَرِضۡتُ فهَُوَ يشَۡفِينِ ) وَإِذاَ    
 

Artinya: “Dan apabila aku sakit, Dialah yang menyembuhkanku.” (Q.S. asy 

Syu’ara: 80).  

 

 

Tanda-tanda kebesaran Allah SWT hanya dapat disadari dan diketahui 

oleh orang-orang ulul albab. Pengertian khusus ulul albab menurut Mawaddah 

(2019) adalah hamba-hamba Allah SWT yang memperhatikan gejala-gejala alam 
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dan banyak menggunakan pikirannya untuk berfikir, seperti dalam Al-Qur’an 

telah tercantum di surat Ali ‘Imran ayat 190-191, yang berbunyi:  

 

بِ   ٰـ وُْلِى ٱلۡۡلَۡبَ تٍٍ۬ لِۡ  ٰـ فِ ٱلَّيۡلِ وَٱلنَّہَارِ لَۡيََ ٰـ وَٲتِ وَٱلۡۡرَۡضِ وَٱخۡتلَِ ٰـ إِنَّ فِى خَلۡقِ ٱلسَّمَ
َ  يَذۡكُرُونَ  ٱلَّذِينَ  ( ١٩٠) م ٍ۬  ٱللَّّ ٰـ وَٲتِ  قيَِ ٰـ رُونَ فِى خَلۡقِ ٱلسَّمَ ا وَعَلَىٰ جُنوُبهِِمۡ وَيتَفَڪََّ ا وَقعُوُد ٍ۬

نكََ فَقِنَا عَذاَبَ ٱلنَّارِ )  ٰـ  سُبۡحَ
طِل ٍ۬ ٰـ ذاَ بَ ٰـ ( ١٩١وَٱلۡۡرَۡضِ رَبَّناَ مَا خَلَقۡتَ هَ  

 
 

Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan pergantian 

malam dan siang terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi orang yang 

berakal, (yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri, duduk atau 

dalam keadaan berbaring, dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan 

bumi (seraya berkata), “Ya Tuhan kami, tidaklah Engkau menciptakan semua ini 

sia-sia; Mahasuci Engkau, lindungilah kami dari azab neraka.” (Q.S. Ali ‘Imran: 

190-191). 

 

  

Pada ayat diatas Allah SWT menyebutkan (  ِالّْلَْباَب وُلِى   yang berarti (لّ ِ

fungsi akal yang diberikan kepada manusia agar mereka dapat berfikir dan 

menggunakan akal tersebut untuk merenungi kebesaran Allah SWT (Qurthubi, 

2009). Menurut tafsir al-Mishbah dikatakan bahwa ulul albab adalah orang-orang 

yang memiliki akal yang murni yang tidak diselubungi oleh “kulit”, yakni kabut 

ide, yang dapat melahirkan kerancuan dalam berpikir. Yang merenungkan tentang 

fenomena alam raya akan dapat sampai kepada bukti yang sangat nyata tentang 

keesaan dan kekuasaan Allah SWT.  
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BAB V 

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Kesimpulan yang didapat dari penelitian ini adalah :  

1. Isolat 4, 5, dan 6 flavonoid dari daun katuk memperoleh nilai LC50 

berturut-urut sebesar 8,42; 6,00; 6,79 ppm. Nilai LC50 dari isolat tersebut 

termasuk toksik dan dapat dikembangkan di bidang farmakologi sebagai 

obat antikanker atau antitumor. 

2. Hasil identifikasi isolat 4, 5, dan 6 flavonoid daun katuk hasil KLTP 

dengan instrumen spektrofotometer FTIR menunjukkan bahwa isolat 

daun katuk mengandung dugaan senyawa flavonoid yang memiliki gugus 

fungsi O-H, C-H alkana, C-H alkil, C-H alkena, C=C konjugasi, C=O 

karbonil, C-O eter, daerah aromatik overtune, dan C-O alkohol. 

5.2 Saran  

1. Perlu dilakukan isolasi senyawa flavonoid dari Sauropus androgynous L. 

Merr menggunakan kromatografi kolom untuk mendapat isolat yang 

lebih murni dan lebih banyak sehingga dapat digunakan untuk uji 

toksisitas dengan konsentrasi yang lebih besar. 

2. Perlu dilakukan uji toksisitas menggunakan konsentrasi yang lebih besar. 

Selain itu, dapat dilanjutkan dengan penelitian antikanker payudara, 

kolon, dan sebagainya karena daun katuk mengandung nilai LC50 yang 

toksik. 

3. Perlu dilakukan identifikasi isolat senyawa flavonoid dengan UV-Vis 

yang menggunakan pereaksi geser dan instrumen LC-MS/MS untuk 

mengetahui jenis senyawa flavonoid dengan lebih spesifik.   
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Skema Kerja 

1.1 Pembuatan Serbuk Simplisia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2 Ekstraksi Ultrasonik Sauropus androgynous L.Merr 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Daun Katuk  

Serbuk Simplisia  

- Ditimbang sebanyak 350 gram kemudian dilakukan sortasi basah 

- Dicuci menggunakan air mengalir 

- Diangin-anginkan atau dikeringkan daun menggunakan oven suhu rendah (45°C) 

hingga kering 

- Dihaluskan Simplisia kering hingga menjadi serbuk 

- Diayak serbuk simplisia dengan ayakan nomor 90 

- Disimpan dalam wadah kaca tertutup  

Serbuk Simplisia  

Ekstrak Etanol 

- Diambil sebanyak 20 gram  

- Dimasukkan dalam erlenmeyer 

- Ditambahkan 200 mL etanol 70% 

- Ditutup erlenmeyer menggunakan alumunium foil 

- Diekstraksi menggunakan metode ultrasonik pada frekuensi 40 kHz selama 20 

menit dalam suhu 25°C 

- Disaring dengan corong buchner 

Residu  Filtrat 

- Dipekatkan dengan rotary evaporator pada tekanan tekanan 

24 kPa (0,2369 atm) dengan suhu 25°C 

- Dihitung rendemen ekstrak pekat etanol  
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1.3 Hidrolisis dan Partisi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak Etanol 

Hidrolisat 

- Diambil 5 gram ke dalam beaker glass 

- Ditambahkan 10 mL HCl 2 N 

- Dihidrolisis selama 1 jam menggunakan magnetic stirrer pada suhu 25°C 

- Ditambahkan natrium bikarbonat pada hidrolisat yang diperoleh hingga pH netral 

 

Hidrolisat 

- Diambil 5 gram ke dalam corong pisah 

- Ditambahkan 25 mL etil asetat  

- Dikocok selama 15 menit 

- Didiamkan hingga terpisah 2 lapisan  

 

Fasa Air Fasa Organik 

- Dipartisi kembali fasa air yang diperoleh dan dilakukan perlakuan yang sama hingga 

3 kali pengulangan  

 

Fasa Air Fasa Organik 

- Digabung fasa organik yang diperoleh 

- Dialiri gas N2 

 

Fraksi Etil Asetat 
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1.4 Uji Fitokimia Flavonoid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5 Isolasi Flavonoid dengan KLTA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fraksi Etil Asetat 

- Dimasukkan 0,5 g kedalam tabung reaksi 

- Ditambahkan 1-2 mL metanol panas  

- Ditambahkan 0,5 gram logam Mg serta 4-5 tetes HCl pekat 

  

 

Hasil 

Fraksi Etil Asetat 

Hasil  

- Ditimibang 0,05 gram dan dilarutkan dalam 5 mL pelarut etil asetat 

- Dipotong plat silika gel G60 F254 ukuran 1 x 10 cm dan diaktivasi  

- Ditotolkan 1 μL (1-10 totol) pada jarak 1 cm dari tepi bawah plat dengan 

menggunakan pipa kapiler, kemudian dikeringkan  

- Dielusi dengan masing-masing fasa gerak yang telah divariasikan, hingga mencapai 1 

cm dari garis batas atas 

- Diangkat plat dan dikeringkan  

- Disemprot amoniak 

- Diperiksa permukaan plat dibawah sinar UV 254 nm dan 366 nm dan  ditandai noda 

yang terbentuk 

- Diamati jumlah, bentuk, dan nilai Rf dari noda  
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1.6 Isolasi Flavonoid dengan KLTP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.7 Penetasan Larva Udang  

  

 

 

 

 

 

 

 

          

 

Fraksi Etil Asetat 

Supernatan  

Isolat Flavonoid Pekat 

- Ditimibang 0,05 gram dan dilarutkan dalam 5 mL etil asetat 

- Dipotong plat silika gel G60 F254 ukuran 10 x 20 cm, diberi garis 1 cm dari batas 

bawah dan bawah atas menggunakan pensil, dan diaktivasi  

- Ditotolkan 1 μL (1-10 totol) pada jarak 1 cm dari tepi bawah plat dengan 

menggunakan pipa kapiler, kemudian dikeringkan  

- Dielusi dengan menggunakan fasa gerak terbaik hasil KLTA hingga mencapai 1 cm 

dari garis batas atas 

- Diangkat plat dan dikeringkan  

- Disemprot amoniak  

- Diperiksa permukaan plat dibawah sinar UV 254 nm dan 366 nm dan  ditandai noda 

yang terbentuk 

- Diamati jumlah, bentuk, dan nilai Rf dari noda  

- Dikerok noda yang terbentuk dan dilarutkan dalam etil asetat 

- Divortex 

- Disentrifugasi 

 

 
Endapan 

- Diuapkan pelarutnya 

- Diidentifikasi menggunakan FT-IR dan LC-MS/MS 

 

Air Laut 

Larva Udang 

- Dimasukkan 250 ml kedalam botol penetasan 

- Dimasukkan 2,5 mg telur Artemia Salina Leach 

- Diaerasi dan diberi pencahayaan lampu pijar 60 watt selama 48 jam 
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1.8 Uji Toksisitas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.9 Identifikasi Flavonoid Menggunakan Spektrofotometer FT-IR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isolat Flavonoid Pekat 

Hasil  

- Ditimbang sebanyak 2 mg  

- Dilarutkan dalam 10 mL etil asetat 

- Dipipet masing-masing sebanyak 0,05 mL, 0,1 mL, 0,15 mL,  0,2 mL dan 0,25 mL 

- Dimasukkan ke dalam botol vial dan pelarutnya diuapkan hingga kering 

- Dimasukkan 100 μL dimetil sulfoksida, setetes larutan ragi, 2 mL air laut 

- Dikocok hingga isolat dapat larut dalam air laut 

- Dimasukkan 10 ekor larva udang Artemia Salina 

- Ditambahkan air laut sampai volumenya menjadi 10 mL sampai konsentrasi masing-

masing larutan menjadi 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm, 5 ppm  

 

Isolat Flavonoid Pekat 

Hasil  

- Digerus dengan KBr menggunakan mortar agate 

- Di press selama 10 menit dengan tekanan 80 Torr 

- Diletakan dalam instrument FT-IR 

- Diidentifikasi pada bilangan gelombang 4000-400 cm-1 
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Lampiran 2. Perhitungan 

2.1  Pembuatan larutan HCl 2N 

Berat jenis (BJ) HCl pekat  = 1,267 g/mL 

Konsentrasi (C)    = 37 % =  
37

100
 

Berat Molekul (BM) HCl  = 36,5 g/mol 

n      = 1 (jumlah mol ion H-) 

Normalitas HCl    = n x Molaritas HCl 

      = 1 x 
𝐶 𝑋 𝐵𝐽 𝐻𝐶𝑙

𝐵𝑀 𝐻𝐶𝑙 𝑝𝑒𝑘𝑎𝑡
 

      = 

37

100
 𝑥 12,67

𝑔

𝑚𝐿
𝑥 1000

36,5
𝑔

𝑚𝑜𝑙

 

      = 
37 𝑥 12,67 𝐿𝐿−1 𝑥 10

36,5 𝑔/𝑚𝑜𝑙
 

      = 12, 84 mol/L 

 

N1 . V1 = N2 . V1 

  12,84 N . V1 = 2N . 100 mL 

      V1 = 15, 6 mL 

Adapun prosedur pembuatannya adalah diambil aquades dan dimasukkan 

dalam labu takar kemudian ditambahkan larutan HCl pekat 37% sebanyak 15, 6 

mL. selanjutnya ditambahkan aquades hinga tanda batas dan dikocok hingga 

homogen.  

2.2  Pembuatan Larutan NaHCO3 Jenuh 

Kelarutan NaHCO3 dalam 100 ml aquades adalah 99,9 g. sehingga 

prosedur pembuatannya adalah ditimbang NaHCO3 dengan berat > 9,99 g dalam 

100 mL aquades (sampai terdapat padatan yang tidak larut). Kemudian disaring 

larutan tersebut untuk memisahkan residu dan filtrate sehingga didapatkan larutan 

NaHCO3 Jenuh. 
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2.3  Pembuatan Larutan FeCl3 1% 

BM FeCl3 = 162,2 gr/mol 

Massa FeCl3 = 
1% 𝑥 𝐵𝑀 FeCl3 X V

22,4
 

   = 
1% 𝑋 162,2

𝑔𝑟

𝑚𝑜𝑙
 𝑥 0,01𝐿 

22,4
 

   = 0,072 gram = 72 mg 

Cara pembuatannya adalah ditimbang 72 mg serbuk FeCl3 dan 

dimasukkan ke dalam beaker glass 50 mL, kemudian ditambahkan ± 3 mL 

aquades untuk melarutkan dibantu pengadukan. Dipindahkan ke dalam labu ukur 

10 mL, ditandabataskan dengan aquades dan dihomogenkan.   

2.4  Pembuatan Larutan Stok 200 ppm dalam 10 mL Pelarut 

Ppm      = 
𝑚𝑔

𝐿
 

200 ppm = 
𝑚𝑔

0,01𝐿
 

           = 2 mg 

Jadi, untuk membuat 10 mL larutan sampel 200 ppm diperlukan 

sebanyak 2 mg isolat flavonoid.  

2.5  Pembuatan Larutan Sampel 1 ppm  

V1 . M1 = V2 . M2 

     10 mL . 1 ppm = V2 . 200 ppm 

     = 
10 𝑚𝐿 𝑥 1 𝑝𝑝𝑚

 200 𝑝𝑝𝑚
 

     = 0,05 mL 

Jadi untuk membuat 10 mL larutan sampel 1 ppm diperlukan larutan stok 

200 ppm sebanyak 0,05 mL.  

2.6  Pembuatan Larutan Sampel 2 ppm 

V1 . M1 = V2 . M2 

     10 mL . 2 ppm = V2 . 200 ppm 

     = 
10 𝑚𝐿 𝑥 2 𝑝𝑝𝑚

 200 𝑝𝑝𝑚
 

     = 0,1 mL 

Jadi untuk membuat 10 mL larutan sampel 2 ppm diperlukan larutan stok 

200 ppm sebanyak 0,1 mL.  
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2.7  Pembuatan Larutan Sampel 3 ppm  

V1 . M1 = V2 . M2 

     10 mL . 3 ppm = V2 . 200 ppm 

     = 
10 𝑚𝐿 𝑥 3 𝑝𝑝𝑚

 200 𝑝𝑝𝑚
 

     = 0,15 mL 

Jadi untuk membuat 10 mL larutan sampel 3 ppm diperlukan larutan stok 

200 ppm sebanyak 0,15 mL.  

2.8  Pembuatan Larutan Sampel 4 ppm  

V1 . M1 = V2 . M2 

     10 mL . 4 ppm = V2 . 200 ppm 

     = 
10 𝑚𝐿 𝑥 4 𝑝𝑝𝑚

 200 𝑝𝑝𝑚
 

     = 0,2 mL 

Jadi untuk membuat 10 mL larutan sampel 4 ppm diperlukan larutan stok 

200 ppm sebanyak 0,2 mL. 

2.9  Pembuatan Larutan Sampel 5 ppm 

V1 . M1 = V2 . M2 

     10 mL . 5 ppm = V2 . 200 ppm 

     = 
10 𝑚𝐿 𝑥 5 𝑝𝑝𝑚

 200 𝑝𝑝𝑚
 

     = 0,25 mL 

Jadi untuk membuat 10 mL larutan sampel 5 ppm diperlukan larutan stok 

200 ppm sebanyak 0,25 mL.  

2.10  Pembuatan Larutan Ragi 60% 

% = 
3 𝑚𝑔 𝑟𝑎𝑔𝑖

5 𝑚𝐿 𝑎𝑖𝑟 𝑙𝑎𝑢𝑡
 𝑥 100 % 

    = 60 % 
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Lampiran 3. Data Pengamatan dan Perhitungan  

3.1 Data Pengukuran Kadar Air Sampel Kering Daun Katuk 

3.1.1 Data Berat Cawan Kosong  

Ulangan 

Cawan 

Berat Cawan Kosong (g) Berat Konstan  

(g) Sebelum 

dioven 

P1 P2 P3 

1 57,0607 57,0604 57,0602 57,0601 57,0602 

2 53,6966 53,6945 53,6939 53,6937 53,6940 

3 54,6354 54,6333 54,6325 54,6319 54,6325 

Keterangan : P = Ulangan 

Berat cawan kosong konstan kemudian ditambah 0,5 g serbuk daun katuk dan 

ditimbang kembali sampai berat konstan pada data berat cawan + sampel 

 

3.1.2 Data Berat Cawan + Sampel 

Ulangan 

Cawan 

Berat Cawan + Sampel (g) Berat Konstan  

(g) Sebelum 

dioven 

P1 P2 P3 

1 57,5603 57,5308 57,5305 57,5302 57,5305 

2 54,1946 54,1651 54,1650 54,1650 54,1650 

3 55,1335 55,1046 55,1038 55,1034 55,1039 

Keterangan : P = Ulangan 

Data berat konstan yang diperoleh adalah data berat cawan + sampel konstan yang 

akan dihitung kadar airnya.  

 

1. Kadar Air Sampel pada Cawan 1 

Kadar air =
(berat cawan+sampel sebelum dioven)− (berat cawan+sampel setelah dioven)

(berat cawan+sampel sebelum dioven)−berat cawan kososng
 𝑥 100%  

         =
(57,5603−57,5305)g

(57,5603−57,0602)g
𝑥 100% 

           =
0,0298

0,5001
𝑥 100% 

           = 5,95% 

2. Kadar Air Sampel pada Cawan 2 

Kadar air =
(berat cawan+sampel sebelum dioven)− (berat cawan+sampel setelah dioven)

(berat cawan+sampel sebelum dioven)−berat cawan kososng
 𝑥 100%  

        =
(54,1946−54,1650)g

(54,1946−53,6940)g
𝑥 100%  

        =
0,0296

0,5006
𝑥 100%  

          = 5,91%  
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3. Kadar Air Sampel pada Cawan 3 

Kadar air =
(berat cawan+sampel sebelum dioven)− (berat cawan+sampel setelah dioven)

(berat cawan+sampel sebelum dioven)−berat cawan kososng
 𝑥 100%  

        =
(55,1335−55,1039)g

(55,1335−54,6325)g
𝑥 100%  

        =
0,0296

0,5010
𝑥 100%  

          = 5,90%  

Kadar air rata-rata yang terkandung pada sampel kering daun katuk adalah 5,92% 

 

3.2 Data Rendemen Ekstraksi 

3.2.1 Ekstraksi ke I 

Berat gelas kosong   = 62,6642 g 

Berat gelas kosong + ekstrak etanol = 68,1894 g 

Berat ekstrak etanol   = 5,5252 g 

Rendemen     =
Berat ekstrak etanol

Berat sampel
𝑥 100% 

      =
5,5252 g

20 g
𝑥 100% 

      = 27,62% 

3.2.2 Ekstraksi ke II 

Berat gelas kosong   = 62,7560 g 

Berat gelas kosong + ekstrak etanol = 68,1934 g 

Berat ekstrak etanol   = 5,4374 g 

Rendemen     =
Berat ekstrak etanol

Berat sampel
𝑥 100% 

      =
5,4374 g

20 g
𝑥 100% 

      = 27,18% 

3.2.3 Ekstraksi ke III  

Berat gelas kosong   = 62,9836 g 

Berat gelas kosong + ekstrak etanol = 69,0175 g 

Berat ekstrak etanol   = 6,0339 g 

Rendemen     =
Berat ekstrak etanol

Berat sampel
𝑥 100% 

      =
6,0339 g

20 g
𝑥 100% 

      = 30,16% 
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3.3 Data Rendemen Hidrolisis dan Partisi 

3.3.1 Hidrolisis dan Partisi ke I 

Hidrolisis = 5.5252 g ekstrak etanol + 11 mL HCl 2N, 340 tetes NaHCO3 

Partisi  

Berat gelas kosong   = 127,6714 g 

Berat gelas kosong + fraksi etil asetat = 127,7843 g 

Berat fraksi etil asetat   = 0,1129 g 

Rendemen    =
Berat fraksi etil asetat

Berat ekstrak etanol 
𝑥 100% 

      =
0,1129 g

5,5252 g
𝑥 100% 

      = 2,04% 

3.3.2 Hidrolisis dan Partisi ke II 

Hidrolisis = 6,0339 g ekstrak etanol + 12 mL HCl 2N, 355 tetes NaHCO3 

Partisi  

Berat gelas kosong   = 63,3212 g 

Berat gelas kosong + fraksi etil asetat = 63,4451 g 

Berat fraksi etil asetat   = 0,1239 g 

Rendemen    =
Berat fraksi etil asetat

Berat ekstrak etanol 
𝑥 100% 

      =
0,1239 g

6,0339 g
𝑥 100% = 2,05% 
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3.4 Data Identifikasi dan Nilai Rf KLTA  

      Harga 𝑅𝑓 =  
𝐽𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢ℎ 𝑛𝑜𝑑𝑎

𝑗𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢ℎ 𝑒𝑙𝑢𝑒𝑛
  

 

 

Keterangan : (BAA) n-butanol-asam asetat-air, (Met-Aq) Metanol-Aquades, 

(Hek-EA) n-heksana-etil asetat. Data KLTA diatas adalah hasil KLTA senyawa 

flavonoid fraksi etil asetat daun katuk dengan variasi pelarut.  

 

No. Fasa Gerak Jarak (cm) Rf Warna Noda 

pada Lampu 

UV λ 366 nm 

Dugaan 

Senyawa  Noda Eluen 

1. N-butanol-asam 

asetat-air (4:1:5) 

6,5 8 0,81 Biru Flavonoid 

7,2 8 0,90 Merah jambu Flavonoid 

7,7 8 0,96 Jingga Flavonoid 

2. Metanol-aquades 

(6:4) 

- 8 - - - 

3. N-heksana-etil 

asetat (5:5) 

0,6 8 0,075 Merah tua - 

0,8 8 0,1 Merah jambu - 

1,1 8 0,137 Jingga  - 

1,6 8 0,2 Hijau putih - 

2 8 0,25 Hijau kuning Flavonoid 

2,9 8 0,362 Biru Flavonoid 

3,6 8 0,45 Ungu Flavonoid 

5 8 0,625 Hijau - 

5,9 8 0,737 Jingga Flavonoid 

6,3 8 0,787 Merah jambu Flavonoid 

6,6 8 0,825 Merah jambu Flavonoid 

7,7 8 0,962 Orange - 
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3.5 Data Identifikasi dan Nilai Rf KLTP 

      Harga 𝑅𝑓 =  
𝐽𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢ℎ 𝑛𝑜𝑑𝑎

𝑗𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢ℎ 𝑒𝑙𝑢𝑒𝑛
  

 

 

Keterangan : Data KLTP diatas adalah hasil KLTP senyawa flavonoid fraksi etil 

asetat daun katuk menggunakan eluen n-heksana-etil asetat (5:5).  

 

No. Fasa Gerak Jarak (cm) Rf Warna Noda 

pada Lampu 

UV λ 366 nm 

Dugaan 

Senyawa  Noda Eluen 

1. N-heksana-etil 

asetat (5:5) 

1,2 18 0,06 Merah tua - 

1,9 18 0,105 Merah jambu - 

3,3 18 0,183 Hijau putih - 

   5,3 18 0,294 Hijau Kuning Flavonoid 

6,4 18 0,356 Biru Flavonoid 

9,4 18 0,523 Ungu Flavonoid 

10,6 18 0,589 Hijau - 

12,6 18 0,7 Jingga - 

14,3 18 0,795 Merah jambu - 

15 18 0,834 Merah jambu - 

16,4 18 0,912 Hijau - 

16,9 

17 

18 

18 

0,93 

0,945 

Jingga  

Hijau 

- 

- 
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Isolat Warna 

Noda tanpa 

pendeteksi 

amoniak 

Warna Noda 

dengan 

pendeteksi 

amoniak 

Dugaan Senyawa 

4 Hijau 

Kuning 

Hijau Kuning a. Auron yang tak 

mengandung 4’-OH bebas 

dan flavanon tanpa 5-OH 

bebas 

b. Flavonol yang mengandung 

3-OH bebas atau tanpa 5-

OH bebas  

5 Biru Biru a. Isoflavon yang tak 

mengandung 5-OH bebas 

6 Ungu Ungu a. Flavon atau flavonol yang 

terikat pada 3-O yang 

mengandung 5-OH tetapi 

tanpa 4’-OH bebas 

b. Flavon 6-OH atau Flavon 8-

OH, serta flavonol yang 

terikat pada 3-O yang 

mengandung 5-OH. 

c. Isoflavon,dihidroflavonol, 

biflavonil, dan beberapa 

flavanon yang mengandung 

5-OH. 

d. Khalkon yang mengandung 

2’- atau 6’-OH tetapi tidak 

memiliki 2- atau 4-OH 

bebas. 

 

 

3.6 Data Uji Toksisitas 

3.6.1 Isolat 4 Hijau Kuning 

Kontrol Jumlah Larva yang Mati (ekor) 

I II III IV V Modus 

Pelarut  1 0 0 0 0 0 

DMSO 0 0 0 0 0 0 

Air laut 0 0 0 0 0 0 

 

 

Konsentrasi 

(ppm) 

Jumlah Larva yang Mati (ekor) 

I II III IV V Modus 

1 0 0 0 0 1 0 

2 0 0 1 1 1 1 

3 1 0 0 1 1 1 

4 1 1 0 1 1 1 

5 0 2 2 2 1 2 
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Probit Analysis: Mortalitas; N versus Konsentrasi 
Distribution:   Normal 

Response Information 

Variable Value Count 

Mortalitas Event 5 

   Non-event 45 

N Total 50 

Estimation Method: Maximum Likelihood 

Regression Table 

Variable Coef 

Standard 

Error Z P 

Constant -2,11392 0,714702 -2,96 0,003 

Konsentrasi 0,250954 0,190875 1,31 0,189 

Natural             

Response 0          

Log-Likelihood = -15,310 

Goodness-of-Fit Tests 

Method Chi-Square DF P 

Pearson 0,87051 3 0,833 

Deviance 1,10673 3 0,775 

Tolerance Distribution 
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Parameter Estimates 

  Standard 

Error 

95,0% Normal CI 

Parameter Estimate Lower Upper 

Mean 8,42353 3,86943 0,839584 16,0075 

StDev 3,98479 3,03081 0,897397 17,6940 

Table of Percentiles 

95,0% 

Fiducial CI   Standard 

Error Percent Percentile Lower Upper 

1 -0,846475 3,45842 * * 

2 0,239774 2,67785 * * 

3 0,928964 2,19996 * * 

4 1,44741 1,85700 * * 

5 1,86913 1,59563 * * 

6 2,22808 1,39285 * * 

7 2,54281 1,23749 * * 

8 2,82461 1,12371 * * 

9 3,08090 1,04793 * * 

10 3,31682 1,00690 * * 

20 5,06984 1,55063 * * 

30 6,33390 2,36928 * * 

40 7,41399 3,13372 * * 

50 8,42353 3,86943 * * 

60 9,43306 4,61562 * * 

70 10,5131 5,42066 * * 

80 11,7772 6,36817 * * 

90 13,5302 7,68793 * * 

91 13,7661 7,86588 * * 

92 14,0224 8,05928 * * 

93 14,3042 8,27202 * * 

94 14,6190 8,50971 * * 

95 14,9779 8,78090 * * 

96 15,3996 9,09966 * * 

97 15,9181 9,49172 * * 

98 16,6073 10,0132 * * 

99 17,6935 10,8356 * * 
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3.6.2 Isolat 5 Biru 

Kontrol Jumlah Larva yang Mati (ekor) 

I II III IV V Modus 

Pelarut  0 1 0 0 0 0 

DMSO 0 0 0 0 0 0 

Air laut 0 0 0 0 0 0 

 

 

Konsentrasi 

(ppm) 

Jumlah Larva yang Mati (ekor) 

I II III IV V Modus 

1 0 0 0 0 0 0 

2 1 0 0 0 1 0 

3 0 1 2 0 0 0 

4 0 1 1 1 2 1 

5 0 2 3 2 2 2 

 

 

 

 

 

Probit Analysis: Mortalitas; N versus Konsentrasi 
Distribution:   Normal 

Response Information 

Variable Value Count 

Mortalitas Event 3 

   Non-event 47 
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N Total 50 

Estimation Method: Maximum Likelihood 

Regression Table 

Variable Coef 

Standard 

Error Z P 

Constant -4,54155 2,14216 -2,12 0,034 

Konsentrasi 0,755824 0,473633 1,60 0,111 

Natural             

Response 0          

Log-Likelihood = -8,489 

Goodness-of-Fit Tests 

Method Chi-Square DF P 

Pearson 0,368661 3 0,947 

Deviance 0,468963 3 0,926 

Tolerance Distribution 

Parameter Estimates 

  Standard 

Error 

95,0% Normal CI 

Parameter Estimate Lower Upper 

Mean 6,00875 1,06508 3,92122 8,09627 

StDev 1,32306 0,829088 0,387417 4,51835 

Table of Percentiles 

95,0% 

Fiducial CI   Standard 

Error Percent Percentile Lower Upper 

1 2,93085 1,06095 * * 

2 3,29151 0,861284 * * 

3 3,52034 0,742476 * * 

4 3,69248 0,659575 * * 

5 3,83251 0,598045 * * 

6 3,95169 0,551293 * * 

7 4,05619 0,515742 * * 

8 4,14975 0,489184 * * 

9 4,23485 0,470105 * * 

10 4,31318 0,457360 * * 

20 4,89523 0,521806 * * 

30 5,31493 0,694898 * * 

40 5,67355 0,878886 * * 

50 6,00875 1,06508 * * 

60 6,34394 1,25881 * * 

70 6,70256 1,47105 * * 

80 7,12226 1,72346 * * 
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90 7,70432 2,07787 * * 

91 7,78264 2,12583 * * 

92 7,86774 2,17799 * * 

93 7,96131 2,23540 * * 

94 8,06580 2,29960 * * 

95 8,18499 2,37290 * * 

96 8,32501 2,45913 * * 

97 8,49715 2,56528 * * 

98 8,72598 2,70659 * * 

99 9,08664 2,92973 * * 

 

 

 

3.6.3 Isolat 6 Ungu  

Kontrol Jumlah Larva yang Mati (ekor) 

I II III IV V Modus 

Pelarut  0 0 0 0 0 0 

DMSO 0 0 0 0 0 0 

Air laut 0 0 0 0 0 0 

 

 

Konsentrasi 

(ppm) 

Jumlah Larva yang Mati (ekor) 

I II III IV V Modus 

1 0 0 0 0 1 0 

2 0 0 1 0 0 0 

3 0 1 1 1 0 1 

4 2 1 1 1 1 1 

5 1 2 2 3 2 2 
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Probit Analysis: Mortalitas; N versus Konsentrasi 
Distribution:   Normal 

Response Information 

Variable Value Count 

Mortalitas Event 4 

   Non-event 46 

N Total 50 

Estimation Method: Maximum Likelihood 

Regression Table 

Variable Coef 

Standard 

Error Z P 

Constant -2,96552 1,05091 -2,82 0,005 

Konsentrasi 0,436248 0,256785 1,70 0,089 

Natural             

Response 0          

Log-Likelihood = -11,981 

Goodness-of-Fit Tests 

Method Chi-Square DF P 

Pearson 0,836370 3 0,841 

Deviance 0,949946 3 0,813 

Tolerance Distribution 

Parameter Estimates 

  Standard 

Error 

95,0% Normal CI 

Parameter Estimate Lower Upper 

Mean 6,79777 1,80142 3,26706 10,3285 
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StDev 2,29227 1,34928 0,723155 7,26610 

Table of Percentiles 

95,0% 

Fiducial CI   Standard 

Error Percent Percentile Lower Upper 

1 1,46515 1,59524 * * 

2 2,09002 1,26792 * * 

3 2,48648 1,07392 * * 

4 2,78472 0,939852 * * 

5 3,02732 0,842125 * * 

6 3,23381 0,770115 * * 

7 3,41486 0,718048 * * 

8 3,57697 0,682268 * * 

9 3,72440 0,660101 * * 

10 3,86011 0,649350 * * 

20 4,86855 0,846650 * * 

30 5,59570 1,16915 * * 

40 6,21703 1,48751 * * 

50 6,79777 1,80142 * * 

60 7,37851 2,12396 * * 

70 7,99984 2,47479 * * 

80 8,72700 2,89006 * * 

90 9,73544 3,47111 * * 

91 9,87115 3,54962 * * 

92 10,0186 3,63498 * * 

93 10,1807 3,72891 * * 

94 10,3617 3,83391 * * 

95 10,5682 3,95376 * * 

96 10,8108 4,09469 * * 

97 11,1091 4,26813 * * 

98 11,5055 4,49893 * * 

99 12,1304 4,86320 * * 
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Lampiran 4. Data Instrumentasi FT-IR 

4.4 Hasil Spektrofotometer FTIR Fraksi Etil Asetat 

 

 

4.5 Hasil Spektrofotometer FTIR Isolat  4 Hijau Kuning 
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4.6 Hasil Spektrofotometer FTIR Isolat 5 Biru 

 

 

4.7 Hasil Spektrofotometer FTIR Isolat 6 Ungu 
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Lampiran 5. Dokumentasi Penelitian  

5.1 Preparasi Sampel 

 

 

 

 

 

 

5.2 Analisis Kadar Air dan Ekstraksi Ultrasonik 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pencucian daun katuk  Pengeringan daun katuk  Serbuk daun katuk  

Pengovenan cawan  Desikator cawan Ekstraksi ultrasonik  

Penyaringan dengan 

corong buchner 

Filtrat hasil ekstraksi 

ultrasonik 

Pemekatan dengan 

rotary evaporator 
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5.3 Hidrolisis dan Partisi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak pekat 

etanol daun katuk 

Hidrolisis ekstrak 

etanol 

Penambahan NaHCO3  

hingga pH netral 

Terbentuknya busa 

pada saat penambahan  

NaHCO3 

Hasil partisi 

pengulangan 1 

Pengecekan pH setelah 

ditambahkan NaHCO3 

Hasil partisi 

pengulangan 2 

 

Hasil partisi 

pengulangan 3 

 

Hasil partisi setelah 

digabungkan 
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5.4 Uji Fitokimia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.5 KLTA dan KLTP 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

Fraksi etil asetat  

 

Fraksi air 

 

Fraksi kental etil 

asetat 

 

Ekstrak etanol sebelum dan sesudah 

ditambahkan HCl 

 

Fraksi etil asetat sebelum dan sesudah 

ditambahkan HCl 

 

 

 

Larutan stok ekstrak 

etanol 70% 

 

Larutan stok fraksi 

etil asetat 

 

Pemotongan plat 

KLTA 
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5.6 Uji Toksisitas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.7 Preparasi Sampel Identifikasi FTIR 

 

 

 

 

 

 

 

 

Elusi KLTA 

 

Elusi KLTP 

 

Pemotongan plat 

KLTP 

 

Larutan stok isolat 4, 5, 6 

 

Penetasan Larva Udang 

 

Uji toksisitas 

 


