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ABSTRAK 

 

Jannah, F. 2022. Isolasi, Identifikasi, dan Penentuan Kadar Flavonoid Total 

Pada Isolat Hasil Kromatografi Kolom Fraksi Etil Asetat Rimpang 

Jeringau (Acorus calamus L.). Skripsi. Program Studi Kimia, Fakultas 

Sains dan Teknologi, Universita Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim 

Malang. Pembimbing I: Suci Amalia, M.Sc; Pembimbing II: Dr. Akyunul 

Jannah, S.Si, M.P 

 

Kata Kunci: Acorus calamus L., Flavonoid, Sonikasi, Kromatografi Kolom, 

Kadar Flavonoid Total 

 

Acorus calamus L. merupakan anggota famili Acoracea yang bagian 

rimpangnya sering diaplikasikan sebagai obat tradisional. Rimpang Jeringau 

(Acorus calamus L.) mengandung beberapa senyawa aktif, salah satunya adalah 

senyawa flavonoid. Senyawa flavonoid telah banyak diteliti sebagai senyawa yang 

memiliki aktivitas farmakologi melimpah. Penelitian ini dilakukan untuk 

mengetahui kadar flavonoid total dan hasil identifikasi senyawa flavonoid yang 

terkandung dalam fraksi etil asetat rimpang Jeringau (Acorus calamus L.). 

Isolasi senyawa flavonoid dalam rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) 

dilakukan dengan ekstraksi sonikasi menggunakan pelarut etanol 70%. Maserat 

dihidrolisis dan dipartisi menggunakan etil asetat. Selanjutnya, dilakukan uji 

fitokimia dan pemisahan senyawa flavonoid meggunakan metode kromatografi 

kolom dengan eluen terbaik hasil KLTA. Hasil pemisahan diidentifikasi 

menggunakan KLTA, FTIR, UV-Vis yang diperkuat dengan pereaksi geser, dan 

diuji kadar flavonoid menggunakan metode AlCl3.  

Ekstraksi dan partisi menghasilkan rendemen masing-masing sebesar 

18,73% dan 10,80%. Uji fitokimia menunjukkan ekstrak etanol 70% dan fraksi 

etil asetat positif mengandung senyawa flavonoid. Isolat hasil kromatografi kolom 

diduga positif mengadung senyawa flavonoid dengan adanya noda berwarna 

ungu. Hasil analisis FTIR menunjukkan adanya gugus fungsi O-H, C=O keton, 

C=C aromatik, C-OH fenol, C-O-C, C-O alkohol sekunder, dan =C-H alkena 

dengan hasil analisis UV-Vis menunjukkan adanya serapan pada daerah 257 nm 

(pita I) dan 374-377 nm (pita II) dengan pergeseran masing-masing sebesar 12 nm 

(pita I) dan 60-67 nm (pita II), sehingga diduga jenis flavonoid dalam isolat 

rimpang jeringau berupa 5,7,3’,4’-Tetrahidroksi flavonol. Kadar flavonoid total 

yang terkandung dalam isolat rimpang Jeringau sebesar 32,9468 mg QE/g. 
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ABSTRACT 

 

Jannah, F. 2022. Isolation, Identification, and Determination of Total 

Flavonoid Content in Isolate of Column Chromatography Result Ethyl 

Acetate Fraction of Jeringau Rhizome (Acorus calamus L.). Thesis. 
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Acorus calamus L. is a member of the Acoracea family whose rhizome is 

often used as traditional medicine. Jeringau rhizome (Acorus calamus L.) contains 

several active compounds, one of which is flavonoid compounds. Flavonoid 

compounds have been widely studied as compounds that have abundant 

pharmacological activity. This study was conducted to determine the total 

flavonoid content and the identification of flavonoid compounds contained in the 

ethyl acetate fraction of Jeringau rhizome (Acorus calamus L.).  

Isolation of flavonoid compounds in the rhizome of Jeringau (Acorus 

calamus L.) was carried out by sonication extraction using 70% ethanol as 

solvent. Maserate was hydrolyzed and partitioned using ethyl acetate. 

Furthermore, phytochemical tests were carried out and the separation of flavonoid 

compounds using column chromatography method with the best eluent from 

ATLC results. The results of the separation were identified using ATLC, FTIR, 

UV-Vis reinforced with shear reagent, and tested for flavonoid content using the 

AlCl3 method.  

Extraction and partitioning resulted in yields of 18,73% and 10,80%, 

respectively. Phytochemical test showed that 70% ethanol extract and ethyl 

acetate fraction positively contained flavonoid compounds. The isolates from 

column chromatography were suspected to be positive for flavonoid compounds 

with a purple stain. The results of the FTIR analysis showed the presence of 

functional groups O-H, C=O ketones, C=C aromatics, C-OH phenol, C-O-C, C-O 

secondary alcohols, and =C-H alkenes with UV-Vis analysis results showing 

absorption in the 257 nm region (band I ) and 374-377 nm (band II) with a shift of 

12 nm (band I) and 60-67 nm (band II), so that the type of flavonoid in the 

jeringau rhizome isolate was 5,7,3',4' -Tetrahydroxy flavonols. The total flavonoid 

content contained in the Jeringau rhizome isolate was 32,9468 mg QE/g. 

 



 

xv 

 مستخهص انبحث

 
عزل وتحذيذ وتحذيذ مستويات انفلافونويذ انكهية في انعزلات انناتجة عن . 2022اندُت، فشٚذة 

نبحث ا) Acorus calamus L(كزوماتوغزافيا عمود خلات الإيثيم جزء من جذمور جيزينغاو 

دساست انكًٛٛاء، كهٛت انؼهٕو ٔانخكُٕنٕخٛا، خايؼت يٕلََا يانك إبشاْٛى الإسلايٛت انحكٕيٛت . انعهمي

 .انًاخسخٛش دُتػٍٛ انأ كخٕسذان: انًششف انثاَٙ انًاخسخٛش،، سٕخٙ ػًهٛت: الأٔل ًششفان. يالََغ

 

إخًانٙ  ،كشٔياحٕغشافٛا انؼًٕد ،سَٕٛكٛشٍفلافَٕٕٚذاث ،  Acorus calamus : انكهمات انمفتاحية

 يسخٕٚاث انفلافَٕٕٚذ

 (Acorus calamus L) ْٕ ٕػائهت فٙ ػض Acoracea ٙخزيٕسْا حطبٛك ٚخى يا غانبا انخ 

 أحذْا انُشطت، انًشكباث يٍ انؼذٚذ ػهٗ (.Acorus calamus L) خٛشُٚغأ خزيٕس ٚحخٕ٘. حمهٛذ٘ كذٔاء

. ٔفٛش دٔائٙ َشاط نٓا كًشكباث ٔاسغ َطاق ػهٗ انفلافَٕٕٚذ يشكباث دساست حًج. فلافَٕٕٚذ يشكب

 خضء فٙ انًٕخٕدة انفلافَٕٕٚذ يشكباث ححذٚذ َٔخائح انكهٛت انفلافَٕٕٚذ يسخٕٚاث نخحذٚذ انذساست ْزِ أخشٚج

 ).Acorus calamus L( خٛشُٚغأ خزيٕس يٍ الإٚثٛم خلاث

 اسخخشاج طشٚك ػٍ) Acorus calamus L( خٛشُٚغأ خزٔس فٙ انفلافَٕٕٚذ يشكباث ػضل حى

. الإٚثٛم خلاث باسخخذاو ٔحمسًٛٓا Maserate ححهم ٚخى. ٪70 بُسبت الإٚثإَل يزٚب باسخخذاو انصٕحُت

 طشٚمت باسخخذاو انفلافَٕٕٚذ يشكباث ٔفصم انُباحٛت انكًٛٛائٛت الَخخباساث إخشاء حى ، رنك ػهٗ ػلأة

 KLTA ٔ FTIR باسخخذاو انفصم َخائح ححذٚذ حى .انشائؼت KLTA َخائح أفضم يغ انؼًٕد كشٔياحٕغشافٛا

ٔ UV-Vis طشٚمت باسخخذاو انفلافَٕٕٚذ يسخٕٚاث ٔاخخبشث ، انمض بكٕاشف انًؼضص AlCl3. 

 الَخخباساث أظٓشث. انخٕانٙ ػهٗ٪ 10.80 ٔ٪ 18.73 بُسبت حؼذٚلاث إنٗ ٔانخمسٛى الَسخخشاج أدٖ

 يشكباث ػهٗ ٚحخٕ٘ الإٚثٛم خلاث يٍ إٚدابٙ ٔخضء الإٚثإَل يسخخهض يٍ٪ 70 انُباحٛت انكًٛٛائٛت

 يشكباث ػهٗ لَحخٕائٓا إٚدابٛت انؼًٕد كشٔياحٕغشافٛا ػٍ انُاحدت انؼضلَث أٌ فٙ ٚشخبّ .انفلافَٕٕٚذ

 = O-H ٔ C = O ketone ٔ C ٔخٕد FTIR ححهٛم َخائح أظٓشث. أسخٕاَٛت بمغ ٔخٕد فٙ انفلافَٕٕٚذ

C ٘انؼطش ٔ C-OH انفُٕٛل ٔ C-O-C ، C-O نهكحٕل، ثإَٚت ٔظٛفٛت يدًٕػاث ٔ  =C-H alkenes 

 377-374 ٔ) الأٔل انُطاق( َإَيخش 257 يُاطك فٙ الَيخصاص حظٓش UV-Vis ححهٛم َخائح يغ

 ػهٗ ،)انثاَٙ انُطاق( َإَيخش 67-60 ٔ) الأٔل انُطاق( َإَيخش 12 ححٕل يغ) انثاَٙ انُطاق( َإَيخش

-'4 انخٕانٙ، ػهٗ ،' 5.7.3 ْٕ خٛشُٚغأ خزيٕس ػضلَث فٙ انفلافَٕٕٚذ َٕع أٌ فٙ ٚشخبّ بحٛث انخٕانٙ،

 خٛشُٚغأ خزيٕس ػضل فٙ انًٕخٕد انفلافَٕٕٚذ يحخٕٖ إخًانٙ كاٌ. فلافَٕٕل ْٛذسٔكسٙ سباػٙ

 .غشاو/  انكًٙ انخٛسٛش يٍ يهغ 32.9468
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Keanekaragaman hayati di Indonesia menempati posisi tertinggi kedua di 

dunia dengan 30.000 spesies tumbuhan (Salim & Munadi, 2017). Dewasa ini, 

sekitar 9.600 spesies tumbuhan yang ada diketahui berkhasiat sebagai obat dan 

300 spesies diantaranya telah banyak diaplikasikan sebagai bahan obat tradisional 

(Fadlilaturrahmah et al., 2020). Salah satu tumbuhan obat yang memiliki banyak 

khasiat adalah Jeringau (Acorus calamus L.) (Masduqi & Rahardhian, 2021). 

Jeringau (Acorus calamus L.) merupakan anggota famili Acoracea yang 

bagian rimpangnya sering diaplikasikan sebagai obat tradisional. Beberapa 

aktivitas farmakologi rimpang Jeringau diantaranya sebagai antikanker (Alaspure 

& Nagdeve, 2011), antidiabetes (Prisilla et al., 2012) antioksidan (Parki et al., 

2017), antibakteri (Rita et al., 2017), antifungi (Rita & Kawuri, 2017), dan 

antiinflamasi (Safrina & Susanti, 2018). Aktivitas farmakologi tersebut ditunjang 

dengan adanya beberapa kandungan senyawa aktif dalam rimpang Jeringau seperti 

flavonoid, alkaloid, terpenoid, saponin, dan minyak atsiri (Sofyan et al., 2017). 

Anisah et al. (2014) melakukan uji fitokimia pada rimpang Jeringau dan diperoleh 

hasil positif mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, dan polifenol. Masduqi & 

Rahardhian (2021) mengidentifikasi kandungan senyawa aktif pada rimpang 

Jeringau dan diperoleh hasil positif mengandung senyawa flavonoid, tanin, 

saponin, dan terpenoid.  

Beragamnya kandungan senyawa aktif dalam rimpang Jeringau tersebut 

tidak sejalan dengan publikasi mengenai isolasi dan identifikasinya yang masih 
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sedikit. Atun (2014) menyatakan bahwa perlu dilakukan penelitian yang 

berkelanjutan terhadap senyawa aktif suatu tumbuhan, sehingga dapat diketahui 

spesifikasi manfaatnya terutama dalam bidang farmakologi. Hal tersebut 

dikuatkan oleh Haghighi et al. (2017) yang menyatakan bahwa ekstrak rimpang 

Jeringau memiliki potensi sebagai antikanker yang diduga berasal dari kandungan 

metabolit sekunder di dalamnya, sehingga perlu dilakukan permurnian lebih lanjut 

untuk merumuskan spesifikasi peran senyawa metabolit sekunder dalam rimpang 

Jeringau pada bidang farmakologi. Barua et al. (2014) mengungkapkan bahwa 

senyawa flavonoid merupakan senyawa aktif dengan kadar tertinggi pada rimpang 

Jeringau. Flavonoid merupakan salah satu senyawa metabolit sekunder golongan 

fenolik yang dapat ditemukan pada seluruh bagian tanaman seperti buah, tepung 

sari, dan akar. Beberapa penelitian menyatakan bahwa tanaman yang mengandung 

flavonoid mampu digunakan sebagai antikanker (Vijayalakshmi et al., 2013), 

antivirus (Fan et al., 2016), antibakteri (Nayaka et al., 2014; Suteja et al., 2016), 

antioksidan (Budiarti et al., 2014; Dewi et al., 2018), antistress (Tiwari et al., 

2015), antiinflamasi (Wang et al., 2018), antidiabetes (Caglayan et al., 2019), 

antifungi (Al Aboody & Mickymaray, 2020), antialergi (Escribano-Ferrer et al., 

2019; Hamada et al., 2021), dan antiobesitas (Bian et al., 2022). 

Kandungan senyawa flavonoid yang tinggi dalam rimpang Jeringau, serta 

potensi senyawa flavonoid yang melimpah dalam bidang farmakologi, menjadi 

dasar pentingnya isolasi dan identifikasi senyawa flavonoid dalam rimpang 

Jeringau sebagai studi pendahuluan untuk eksplorasi lebih lanjut mengenai 

pemanfaatan senyawa flavonoid dalam rimpang Jeringau. Pemanfaatan senyawa 

flavonoid dalam rimpang Jeringau terutama pada bidang farmakologi merupakan 
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salah satu nikmat yang disediakan Allah SWT. Sebagaimana Allah SWT. 

berfirman dalam Surat asy-Syu’ara [62]: 7 sebagai berikut:  

 

ا۟ إِنَٗ  ْٔ نىَْ ٚشََ َٔ جٍ كَشِٚىٍ ﴿أَ ْٔ ا يٍِ كُمِّ صَ َٓ بخَُْاَ فِٛ َۢ َ ﴾٧ٱلْأسَْضِ كَىْ أ  
 

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 [62]: 7). 

 

Berdasarkan penggalan ayat di atas, dapat dipahami bahwasannya Allah 

SWT. tidak menciptakan segala sesuatu dengan sia-sia. Salah satunya adalah 

penciptaan tumbuh-tumbuhan yang baik untuk dapat dimanfaatkan oleh manusia, 

(Istianah, 2015). Menurut Shihab (2002) dalam buku Tafsir Al-Misbah dijelaskan 

bahwa kata َِٗإن di bagian awal ayat merupakan kata yang mengandung makna 

batas akhir, yang berarti bahwa manusia diharuskan untuk mengarahkan 

pandangan hingga batas kemampuannya memandang sampai mencakup seluruh 

bumi, dengan aneka tanah dan tumbuhannya serta aneka keajaiban yang terdapat 

pada tumbuh-tumbuhannya. Dalam hal ini, manusia dapat memaksimalkan 

pemanfaatan rimpang Jeringau sebagai bahan obat alami dengan mengeksplor 

lebih lanjut kandungan senyawa aktif yang terdapat dalam rimpang Jeringau, salah 

satunya adalah senyawa flavonoid. 

Senyawa flavonoid dalam rimpang Jeringau dapat diperoleh melalui metode 

ekstraksi. Metode ekstraksi yang digunakan adalah sonikasi (ultrasonik). Metode 

ultrasonik dipilih karena merupakan metode yang efektif dan direkomendasikan 

untuk ekstraksi senyawa flavonoid dari bahan alam (Reddy et al., 2020). Selain 

itu, metode ultrasonik mudah digunakan, hemat pelarut, waktu ekstraksi relatif 

cepat, dapat menghasilkan rendemen yang lebih besar (Handayani et al., 2016), 
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serta dapat menghasilkan kadar flavonoid total lebih banyak dibandingkan dengan 

metode maserasi dan soxhletasi. Hikmawanti et al. (2021) menentukan kadar 

flavonoid total pada ekstrak etanol daun katuk menggunakan metode ekstraksi 

maserasi, soxhletasi, dan ultasonik dengan perolehan total flavonoid tertinggi pada 

metode ultrasonik sebesar 12,05 mgQE/g. 

Tingkat keberhasilan dari proses ekstraksi juga dipengaruhi oleh pelarut 

yang didasarkan like dissolve like. Pelarut yang digunakan pada penelitian ini 

adalah etanol 70%, karena mengandung air sebesar 30% sehingga dapat 

meningkatkan polaritas etanol. Masduqi & Rahardhian (2021) melakukan 

ekstraksi senyawa flavonoid dari rimpang Jeringau dengan pelarut etanol 50%, 

70%, dan 96%, diperoleh kadar flavonoid total tertinggi pada konsentrasi etanol 

70% sebesar 7,20±0,01 mg/g Rutin Equivalent (RE). 

Hasil ekstraksi selanjutnya dipisahkan lebih spesifik untuk mengetahui 

golongan flavonoid yang terkandung dalam rimpang Jeringau melalui proses 

hidrolisis dan partisi. Hidrolisis dilakukan untuk memutuskan ikatan antara glikon 

dan aglikon yang terhubung pada ikatan glikosida (Fasya et al., 2016). Partisi 

dilakukan untuk mengikat aglikon (metabolit sekunder) yang mempunyai 

kesamaan kepolaran dengan pelarut yang digunakan. Partisi dilakukan 

menggunakan pelarut etil asetat, karena beberapa jenis flavonoid seperti isoflavon, 

flavanon, flavon, dan flavanol bersifat semi polar, sehingga cenderung larut dalam 

pelarut semi polar seperti etil asetat (Muhridja et al., 2016). Rusdi et al. (2018) 

melakukan partisi pada ekstrak etanol 70% menggunakan pelarut n-heksana, etil 

asetat, dan air. Hasil penelitian menunjukkan bahwa fraksi etil asetat positif 

mengandung senyawa flavonoid.  
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Senyawa flavonoid yang terkandung dalam fraksi etil asetat rimpang 

Jeringau dipisahkan lebih lanjut berdasarkan tingkat kepolarannya menggunakan 

kromatografi kolom gradien eluen dan non gradien eluen untuk menentukan 

metode terbaik yang dapat memisahkan senyawa flavonoid secara maksimal, 

sehingga diharapkan dapat diperoleh senyawa yang lebih murni dalam jumlah 

cukup banyak. Kemudian, hasil pemisahan dimonitoring dengan KLT analitik 

untuk mengetahui tingkat kemurnian isolat yang diperoleh.  

Tahap selanjutnya adalah dilakukan penetapan kadar flavonoid total pada 

isolat hasil kromatografi kolom untuk mengetahui banyaknya kadar flavonoid 

yang terkandung dalam isolat rimpang Jeringau. Metode yang digunakan adalah 

metode pembentukan senyawa kompleks aluminium klorida (Rosita et al., 2017), 

yang dianalisis menggunakan spektrofotometri UV-Vis. Khoirunnisa et al. (2019) 

menentukan kadar flavonoid total pada fraksi etil asetat rimpang Jeringau 

menggunakan metode pembentukan senyawa kompleks aluminium klorida, dan 

diperoleh kadar flavonoid total sebesar 14,8836±0,3590 mgQE/g. 

Berdasarkan uraian di atas, maka peneliti akan melakukan isolasi, 

identifikasi, dan penetapan kadar flavonoid total pada isolat hasil kromatografi 

kolom fraksi etil asetat rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) hasil ekstraksi 

sonikasi dengan pelarut etanol 70%. Identifikasi hasil pemurnian isolat dilakukan 

menggunakan instrumen spektrofotometer FTIR dan UV-Vis dengan penambahan 

pereaksi geser untuk mengetahui golongan flavonoid dalam rimpang Jeringau 

(Acorus calamus L.). Ditinjau dari metode ekstraksi rimpang Jeringau (Acorus 

calamus L.) kebanyakan menerapkan metode maserasi, sehingga dalam penelitian 

ini digunakan metode sonikasi sebagai pembaruan. Selain itu, identifikasi dan 
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penentuan kadar flavonoid total pada isolat hasil kromatografi kolom rimpang 

Jeringau (Acorus calamus L.) belum banyak dilakukan.  

 

1.2 Rumusan Masalah 

1. Bagaimana hasil pemisahan senyawa flavonoid pada fraksi etil asetat 

rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) dengan metode kromatografi kolom 

gradien eluen dan kromatografi kolom non gradien eluen? 

2. Bagaimana hasil identifikasi senyawa flavonoid pada isolat kromatografi 

kolom fraksi etil asetat rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) menggunakan 

spektrofotometer FTIR dan UV-Vis? 

3. Bagaimana kadar flavonoid pada isolat hasil kromatografi kolom fraksi etil 

asetat rimpang Jeringau (Acorus calamus L.)? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

1. Untuk mengetahui hasil pemisahan senyawa flavonoid pada fraksi etil asetat 

rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) dengan metode kromatografi kolom 

gradien eluen dan kromatografi kolom non gradien eluen. 

2. Untuk mengetahui hasil identifikasi senyawa flavonoid pada isolat 

kromatografi kolom fraksi etil asetat rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) 

menggunakan spektrofotometer FTIR dan UV-Vis. 

3. Untuk mengetahui kadar flavonoid pada isolat hasil kromatografi kolom 

fraksi etil asetat rimpang Jeringau (Acorus calamus L.). 
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1.4 Batasan Masalah 

1. Sampel tumbuhan Jeringau (Acorus calamus L.) diambil dari Semarang, 

Jawa Tengah. 

2. Uji fitokimia dilakukan pada senyawa alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, 

steroid, dan terpenoid. 

3. Pemisahan senyawa flavonoid menggunakan kromatografi kolom gradien 

eluen dielusi dengan n-heksana, etil asetat, dan metanol, serta dimonitoring 

menggunakan KLTA dengan eluen n-heksana dan etil asetat (7:3). 

4. Uji kadar flavonoid dilakukan pada isolat hasil kromatografi kolom. 

 

1.5 Manfaat Penelitian 

Diharapkan dari penelitian ini dapat memberikan kontribusi bagi 

pengembangan ilmu pengetahuan khususnya bidang isolasi bahan alam, 

memberikan informasi ilmiah mengenai kadar flavonoid pada isolat hasil kolom 

fraksi etil asetat rimpang Jeringau, memberikan informasi mengenai dugaan 

golongan flavonoid yang terkandung dalam rimpang Jeringau, serta dapat 

bermanfaat sebagai referensi untuk pengembangan penelitian selanjutnya. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Tumbuhan Jeringau (Acorus calamus L.) 

Tumbuhan Jeringau (Acorus calamus L.) merupakan anggota famili 

Acoraceae yang termasuk dalam jenis tanaman keladi atau talas-talasan yang 

hidup di tempat tropis (Wulandari et al., 2015). Nama Acorus berasal dari kata 

Acoron (coreon yang berarti pupil mata) dan calamus berasal dari kata Yunani, 

calamos yang berarti buluh (Rajput et al., 2013). Tumbuhan Jeringau berasal dari 

negara India, namun telah tersebar di berbagai benua seperti Eropa, Amerika, dan 

Asia melalui perdagangan rempah-rempah. Jeringau memiliki nama yang berbeda 

pada setiap daerah di Indonesia seperti jeureunge (Aceh), jerango (Gayo), serango 

(Nias), dlingo (Jawa), kareango (Makassar), jangu (Bali), kaliraga (Flores), daring 

(Ambon), dan layambung (Minahasa) (Achmad, 2010).  

Tumbuhan Jeringau memiliki morfologi menyerupai rumput dengan tinggi 

sekitar 75 cm, memiliki aroma rimpang yang sangat kuat (Sukmawati, 2012), 

terdiri dari akar menjalar panjang yang menyebar tepat di bawah permukaan 

tanah, dan dapat ditemukan di daerah basah seperti kolam, danau, dan parit 

(Paithankar et al., 2011). Morfologi tanaman Jeringau ditunjukkan pada Gambar 

2.1. Beberapa ciri dari tumbuhan Jeringau ialah memiliki rimpang yang 

menghasilkan aroma tajam dan berbentuk silinder dengan diameter 2,5 cm. Kulit 

rimpang Jeringau berwarna coklat keunguan sampai coklat muda dan berwarna 

putih di bagian dalamnya (Paithankar et al., 2011; Umamaheshwari & Rekha, 

2018). Daun tumbuhan Jeringau berbentuk pita dengan lebar sekitar 0,7 – 1,7 cm, 

dan rata-rata sekitar 1 cm. Bunganya memiliki panjang sekitar 3 – 8 cm, berwarna 
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coklat kehijauan, berbentuk silinder, dan ditutupi oleh banyak duri (spikes). 

Buahnya kecil dan mengandung sedikit biji (Umamaheshwari & Rekha, 2018). 

Najib (2020) menjelaskan nama lain dari Acorus calamus L. dalam beberapa 

bahasa yaitu sebagai berikut: Sweet Flag (Inggris), Bach (Bengali), Gorbach 

(Hindi), Vacha (Sanskrit), Vasa (Telugu), Vashambu (Tamil), dan Vekhand 

(Marathi), dengan klasifikasi sebagai berikut (Sharma et al., 2014). 

Kingdom : Plantae 

Divisi  : Magnoliophyta 

Kelas  : Liliopsida 

Ordo  : Acorales 

Famili   : Acoraceae 

Genus  : Acorus L. 

Spesies  : calamus 

 

   
Gambar 2.1 Morfologi Acorus calamus L. (Balaji & Shanthakumari, 2021) 

 

Tanaman Jeringau banyak digunakan oleh masyarakat luas sebagai bahan 

obat alami seperti obat tumor perut, epilepsi (Paithankar et al., 2011) , disentri, 

cacingan (Gholkar et al., 2013), bengkak, kudis, cacar, dan demam (Hartati et al., 

2013). Dalam pengobatan tradisional di Asia dan Eropa, Acorus calamus 

digunakan untuk mengurangi selera makan, diare, gangguan saluran pencernaan, 

bronchitis, sakit di dada, dan gangguan syaraf  (Chandra & Prasad, 2017). 

Berdasarkan hasil studi etnobotani terhadap tumbuhan obat Indonesia, Jeringau 

termasuk jenis tumbuhan obat yang dimanfaatkan oleh dukun beranak dan dukun 
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kampung Suku Melayu (Sari et al., 2014), serta digunakan untuk mengobati sakit 

perut (mulas) oleh Suku Dayak Pesaguan (Due, 2013). Salah satu bagian 

tumbuhan Jeringau yang sering dimanfaatkan dalam bidang farmakologi adalah 

rimpang Jeringau. Menurut Rajput et al. (2013) sejak zaman kuno rimpang 

Jeringau telah diaplikasikan dalam berbagai pengobatan seperti Ayurveda, 

Yunani, Siddha, China, dan lain-lain. Hismath et al. (2011) menyatakan bahwa 

pemanfaatan suatu tanaman dalam bidang farmakologi erat kaitannya dengan 

kandungan senyawa metabolit sekunder di dalamnya. 

Beberapa hasil identifikasi senyawa metabolit sekunder pada rimpang 

Jeringau yaitu sabagai berikut: Mamta & Jyoti (2012) melakukan skrining 

fitokimia pada ekstrak metanol rimpang Jeringau dan diperoleh hasil positif 

mengandung senyawa metabolit sekunder berupa flavonoid, alkaloid, fenolik, 

tanin, dan saponin. Kasture et al. (2015) mengidentifikasi kandungan senyawa 

metabolit sekunder pada rimpang Jeringau, dan diperoleh hasil positif 

mengandung senyawa flavonoid, alkaloid. fenol, tanin, saponin, dan sterol. Paka 

(2019) melakukan identifikasi fitokimia pada ekstrak etanol rimpang Jeringau dan 

diperoleh hasil positif mengandung senyawa flavonoid dan alkaloid. Hardiansi et 

al. (2020) melakukan identifikasi fitokimia pada ekstrak etanol rimpang Jeringau 

dan diperoleh hasil positif mengandung senyawa flavonoid dan tanin. Barua et al. 

(2014) menjelaskan bahwa pada ekstak etanol rimpang Jeringau terdapat 

kandungan senyawa flavonoid, senyawa fenolik, dan saponin dengan tingkatan 

yang sangat tinggi. Pada tingkatan sedang terdapat senyawa tanin dan alkaloid, 

serta senyawa steroid berada pada tingkatan paling rendah. Berdasarkan hasil 

bioassay-nya, senyawa kimia yang terdapat pada rimpang Jeringau mempunyai 
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aktivitas biologi seperti antifungi, antibakteri, anti-yeast, dan antikanker (Silalahi, 

2018). Beberapa pengujian terhadap aktivitas farmakologi rimpang Jeringau 

ditunjukkan pada Tabel 2.1. 

 

Tabel 2.1 Penelitian terdahulu terhadap aktivitas farmakologi rimpang Jeringau 

Aktivitas 

Farmakologi 
Hasil Penelitian Referensi 

Antiasma Ekstrak etanol rimpang Jeringau dengan 

kandungan flavonoid, steroid, saponin, dan 

tanin menunjukkan aktivitas bronkodilator, 

yang secara signifikan menghambat 

penyempitan bronkus yang diinduksi histamin 

pada marmut, sehingga dapat berpotensi 

sebagai antiasma. 

Saxena & 

Saxena, 2014 

Antioksidan Ekstrak etil asetat rimpang Jeringau dengan 

kandungan metabolit sekunder berupa 

alkaloid, flavonoid, tanin, dan terpenoid 

diketahui dapat meminimalisir radikal 

hidroksil dan mencegah degradasi 

deoksiribosa, sehingga berpotensi sebagai 

antioksidan. 

Muthulakshmi 

et al., 2015 

Antibakteri Ekstrak etanol rimpang Jeringau dengan 

kandungan golongan senyawa flavonoid, 

alkaloid, saponin, fenol, tanin, dan minyak 

atsiri diketahui memiliki aktivitas zona 

hambat pada bakteri Staphylococcus aureus 

sebesar 24,32 mm dan bakteri Eschericia coli 

sebesar 12,06 mm. 

Purwanti & 

Susanti, 2016 

Antikanker Ekstrak etanol dan metanol rimpang Jeringau 

dengan kandungan senyawa fenol dan 

flavonoid secara signifikan menghambat 

proliferasi sel kanker lambung manusia. 

Haghighi et al., 

2017 

Antiinflamasi Ekstrak etanol rimpang Jeringau merah 

dengan kandungan golongan senyawa 

flavonoid, fenol, alkaloid, minyak atsiri, 

saponin, dan tanin memiliki aktivitas 

antiinflamasi terhadap radang kaki tikus 

dengan dosis optimum 450 mg/kgBB dan 

daya antiinflamasi 34,20%. 

Safrina & 

Susanti, 2018 

Antifungi Ekstrak metanol rimpang Jeringau dengan 

kandungan senyawa flavonoid dan fenolik 

menunjukkan adanya aktivitas antimikroba 

tertinggi terhadap delapan strain jamur.  

Dinev et al., 

2021 
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2.2 Senyawa Flavonoid 

Flavonoid merupakan senyawa polifenol dengan keberadaan yang melimpah 

di alam dan dapat ditemukan dalam bentuk aglikon, glikosida, dan turunan 

termetilasi (Karak, 2019). Struktur dasar senyawa flavonoid terdiri dari 15 atom 

karbon, yang tersusun sebagai dua cincin benzena (cincin A dan B) dan 

dihubungkan oleh cincin pirena yang mengandung oksigen heterosiklik (cincin 

C), sehingga struktur senyawa flavonoid seringkali disebut sebagai C6-C3-C6 

(Hossain et al., 2016). Dewasa ini, lebih dari 8000 jenis flavonoid telah ditemukan 

dan 5000 diantaranya berasal dari tumbuhan. Selama 20 tahun terakhir, sejumlah 

besar penelitian telah difokuskan pada senyawa flavonoid yang berasal dari 

tumbuhan karena potensinya dalam bidang farmakologi (Hossain et al., 2016). 

Beberapa penelitian yang telah dilakukan diantarnya senyawa flavonoid dari daun 

akway (Drimys beccariana.Gibbs) diketahui memiliki potensi sebagai bahan dasar 

obat-obatan (Parubak, 2013), senyawa flavonoid dari daun Cinnamomum 

parthenoxylon diketahui memiliki aktivitas hepatoprotektif dan antioksidan 

(Pardede et al., 2017), senyawa flavonoid dari G. glandulosum menunjukkan 

adanya aktivitas sebagai antibakteri (Tagousop et al., 2018), senyawa flavonoid 

dari bunga sepatu (Hibiscus rosa sinensis) menunjukkan adanya aktivitas 

antioksidan dan memiliki potensi sebagai antikanker (Rengarajan et al., 2020). 

Flavonoid dibagi menjadi beberapa kelompok dan sub kelompok, yang memiliki 

sifat kimia dan aktivitas biologis berbeda, sehingga fungsinya dalam bidang 

farmakologi akan berbeda (Brodowska, 2017). 

Berdasarkan posisi cincin C yang mengikat cincin B, senyawa flavonoid 

dibagi menjadi 3 kelompok, yaitu cincin B yang terikat pada posisi ke-2 dari 
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cincin C disebut dengan flavonoid, cincin B yang terikat pada posisi ke-3 dari 

cincin C disebut dengan isoflavonoid, dan cincin B yang terikat pada posisi ke-4 

dari cincin C disebut dengan neoflavonoid (Karak, 2019). Berdasarkan pola 

hidroksilasi dan pola substitusi cincin C, flavonoid dibagi menjadi beberapa sub 

kelompok yaitu flavon (contoh: apigenin dan luteolin), flavonol (contoh: 

kuersetin, kaempferol, dan mirisetin), flavanon (contoh: naringenin, naringin, dan 

hesperedin), flavanonol (contoh: taxifolin), flavan-3-ol (contoh: katekin), dan 

antosianin (contoh: sianidin, delphinidin, dan malvidin) (Yamagata, 2019). 

Struktur umum dari kelompok dan sub kelompok senyawa flavonoid ditunjukkan 

pada Gambar 2.2. 
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Gambar 2.2 Struktur umum dari berbagai jenis flavonoid (Hossain et al., 2016; 

Karak, 2019) 
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Keberadaan senyawa flavoloid dalam sampel bahan alam dapat diuji dengan 

metode Wilstater yaitu dengan menambahkan HCl pekat dan logam Mg. Hasil 

positif ekstrak sampel mengandung flavonoid ditunjukkan dengan terbentuknya 

garam flavilium yang berwarna merah, kuning, atau jingga (Arifin & Ibrahim, 

2018). Perubahan warna disebabkan oleh penambahan HCl pekat dan serbuk Mg 

yang mereduksi senyawa flavonoid, sehingga senyawa flavonoid menjadi bentuk 

aglikonnya dan membentuk kompleks dengan Mg. Kompleks yang terbentuk akan 

menimbulkan warna merah, kuning, atau jingga sesuai jenis kandungan flavonoid 

pada sampel larutan (Candra et al., 2021). Warna merah hingga jingga 

mengidentifikasikan golongan flavon, warna merah tua mengidentifikasikan 

golongan flavonol atau flavonon (Fajrin & Susila, 2019), dan warna kuning 

kemerahan mengidentifikasikan golongan kalkon (Mariana et al., 2013). Adapun 

reaksi yang terjadi antara senyawa flavonoid dengan HCl pekat dan logam Mg 

ditunjukkan pada Gambar 2.3. 

 

HCl

Mg

O

O

OH

O

OH

OH

+ Cl-
O+

OH

OH

+

O+

OH

OH

Flavonol

Garam Flavilium

+

Cl-

Cl-

Gambar 2.3 Reaksi senyawa flavonoid dengan HCl pekat dan logam Mg (Candra 

et al., 2021) 
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2.3 Metode Ekstraksi Sonikasi (Ultrasonik) 

Metode sonikasi (ultrasonik) merupakan metode berdasarkan penggunaan 

gelombang ultrasonik yang dapat mengekstraksi berbagai senyawa, baik yang 

berasal dari mikroba, tanaman, dan lain sebagainya (Roohinejad et al., 2017). 

Parameter fisik utama pada metode ultrasonik meliputi daya, frekuensi, dan 

amplitudo. Frekuensi ultrasonik berkisar antara 20 kHz – 100 MHz, dengan 

frekuensi efektif antara 20 – 50 kHz (Wen et al., 2018). Gelombang ultrasonik 

dapat mempercepat proses pelarutan dan perpindahan massa suatu sampel melalui 

pemecahan dinding sel (Sholihah et al., 2017), tanpa memberikan perubahan yang 

signifikan pada struktur dan sifat senyawa yang ditargetkan (Reddy et al., 2020). 

Prinsip dasar dari ekstraksi ultrasonik yaitu meningkatnya transfer massa 

yang disebabkan kavitasi akustik ultrasonik. Gelombang ultrasonik yang melewati 

medium akan memicu terjadinya getaran partikel medium amplitudo sejajar 

dengan arah rambat secara longitudinal, sehingga partikel medium akan 

membentuk rapatan dan regangan (Abbas et al., 2013; Wen et al., 2018). 

Gelombang ultrasonik dalam medium cair dapat menyebabkan kavitasi akustik. 

Sacara umum, kavitasi akustik dideskripsikan sebagai pertumbuhan dan 

meletusnya gelembung mikro pada metode ultrasonik. Proses kavitasi akustik 

yaitu ketika suatu cairan diradiasi dengan gelombang ultrasonik, tekanan dalam 

cairan akan membesar sehingga akan terbentuk gelembung-gelembung mikro 

(Abbas et al., 2013). Selanjutnya, gelembung akan mengalami pertumbuhan atau 

disebut dengan fenomena difusi rektifikasi. Adanya gelombang tekanan osilasi 

yang mengenai cairan, akan menyebabkan pertumbuhan gelembung menjadi tidak 

stabil, sehingga gelembung akan pecah (Leong et al., 2016). Gelembung kavitasi 
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yang pecah akan menyebabkan perubahan tekanan dan suhu, sehingga zat terlarut 

dengan cepat berdifusi dari fase padat ke pelarut (Pacheco-Fernández & Pino, 

2020; Roohinejad et al., 2017). Ilustrasi proses kavitasi akustik ditunjukkan pada 

Gambar 2.4. 

 

 
Gambar 2.4 Proses terjadinya kavitasi akustik (Abbas et al., 2013) 

 

Metode ultrasonik memiliki beberapa keunggulan yaitu proses ekstraksi 

lebih sederhana (Pacheco-Fernández & Pino, 2020), waktu ekstraksi relatif lebih 

singkat (Zahari et al., 2020), pelarut yang digunakan lebih sedikit dan efisien, 

sehingga lebih ramah lingkungan (Tungmunnithum et al., 2020), penggunaan 

suhu rendah dapat meminimalisir kerusakan senyawa target (Quiroz et al., 2019), 

serta dapat meningkatkan hasil dan kualitas ekstrak yang peroleh (Duarte et al., 

2014). Selain itu, dalam beberapa tahun terakhir metode ultrasonik telah 

diterapkan sebagai metode ekstraksi dalam isolasi flavonoid dari spesies tanaman 

yang berbeda (Reddy et al., 2020). Beberapa penelitian terdahulu mengenai 

penggunaan metode ultrasonik dalam ekstraksi senyawa flavonoid disajikan pada 

Tabel 2.2. 
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Tabel 2.2 Penggunaan metode ultrasonik dalam ekstraksi senyawa flavonoid 

Sampel Metode Hasil Penelitian Referensi 

Rambut 

jagung 

Ultrasonik Metode ultrasonik dengan daya 500 W 

dan waktu 20 menit mampu 

menghasilkan kadar flavonoid total 

sebesar 1,13% dengan aktivitas 

antioksidan sebesar 467,59 µmol/L. 

Zheng et al., 

2016 

Rimpang 

jahe 

Maserasi, 

refluks, 

soxhlet, dan 

ultrasonik 

Metode ultrasonik dengan frekuensi 

25 kHz, suhu 20℃, dan waktu 15 

menit menghasilkan kadar flavonoid 

total tertinggi sebesar 1,3±0,08%. 

Eberle et al., 

2018 

Tunas 

bunga 

terompet 

emas 

Ultrasonik Metode ultrasonik diaplikasikan 

selama 30 menit menghasilkan kadar 

flavonoid total sebesar 172,90 

mgQE/g dengan jenis flavonoid 

berupa kuersetin. 

Khanam & 

Anis, 2018 

Daun 

dan 

bunga 

pohon 

sutra 

Ultrasonik, 

perkolasi, 

dan 

maserasi 

Metode ultrasonik dengan frekuensi 

60 kHz, suhu 25℃, dan waktu 1 jam 

mampu menghasilkan kadar flavonoid 

total tertinggi masing-masing sebesar 

139,66±6,2 dan 136,66±5,7. Metode 

ultrasonik juga dapat meningkatkan 

kandungan SPF pada tanaman. 

Hashemi et 

al., 2019 

Rimpang 

ilalang 

Ultrasonik Metode ultrasonik dengan frekuensi 

47 kHz, suhu kamar, dan waktu 30 

menit mampu menghasilkan kadar 

flavonoid total sebesar 90,91 mgQE/g. 

Suhendra et 

al., 2019 

 

Selain metode ekstraksi, faktor lain yang mempengaruhi perolehan kadar 

flavonoid adalah pelarut yang digunakan. Dalam suatu bahan alam, senyawa 

flavonoid bersifat polar karena terdapat dalam bentuk glikosida yang berikatan 

dengan gula. Beberapa pelarut polar yang umum digunakan untuk ekstraksi 

flavonoid adalah etanol, metanol, aseton, etil asetat, isopropanol, dan air (Riwanti 

et al., 2018). Penelitian ini menggunakan pelarut polar berupa etanol yang 

diketahui dapat melarutkan senyawa polar seperti fenol dan flavonoid (Candra et 

al., 2021). Beberapa penelitian terdahulu mengenai penggunaan pelarut etanol 

dalam ekstraksi senyawa flavonoid disajikan pada Tabel 2.3. 
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Tabel 2.3 Penggunaan pelarut etanol dalam ekstraksi senyawa flavonoid 

Sampel Pelarut Isi Penelitian Referensi 

Daun 

Perilla 

frutescens 

Etanol 60%, 

70%, 80%, 90%, 

dan 100% 

Pelarut etanol 70% memberikan 

perolehan kadar flavonoid 

tertinggi. 

Hong & Kim, 

2010 

Rimpang 

Jeringau 

Etanol, hydro-

etanol, dan 

aquades 

Kadar flavonoid total tertinggi 

dihasilkan oleh ekstrak dengan 

pelarut etanol. 

Barua et al., 

2014 

Rambut 

jagung 

Etanol 0% (air), 

50%, 70%, dan 

98% 

Pelarut etanol 70% memberikan 

perolehan kadar flavonoid total 

tertinggi yaitu sebesar 17,12 

mgRE/g rambut jagung kering. 

Kristiani & 

Halim, 2014 

Sargassum 

polycytum 

Etanol 50%, 

70%, dan 96% 

Pelarut etanol 70% menghasilkan 

kadar flavonoid total tertinggi 

sebesar 0,13% b/b. 

Riwanti et al., 

2018 

Rimpang 

ilalang 

Etanol 40%, 

50%, 60%, 70%, 

80%, dan 90% 

Pelarut etanol 70% mampu 

menghasilkan kadar flavonoid 

total tertinggi sebesar 90,91 

mgQE/g. 

Suhendra et 

al., 2019 

Daun 

suruhan 

Etanol 70% dan 

96% 

Pelarut etanol 70% memberikan 

perolehan kadar flavonoid total 

tertinggi sebesar 4,139 mgQE/g. 

Maskura, 

2021 

 

2.4 Hidrolisis dan Partisi  

Senyawa metabolit sekunder yang terdapat di alam umumnya berada dalam 

bentuk glikosida yang terdiri dari komponen gula (glikon) dan komponen bukan 

gula (aglikon) (Mardiyah et al., 2014). Senyawa metabolit sekunder tergolong 

komponen bukan gula (aglikon) (Fasya et al., 2016), sehingga untuk memperoleh 

senyawa flavonoid yang bebas dari gula dilakukan hidrolisis, yang merupakan 

proses pemutusan ikatan glikosida melalui reaksi menggunakan air dengan 

bantuan katalis asam (Mawaddah, 2019). Katalis asam yang sering digunakan 

pada proses hidrolisis adalah HCl dan H2SO4 (Artati et al., 2012).  

Penggunaan katalis asam berupa HCl lebih baik dibandingkan dengan 

katalis asam H2SO4, karena sifatnya lebih reaktif (Wahyudi et al., 2011). Hal 

tersebut dikarenakan HCl tergolong asam kuat yang lebih mudah melepaskan 
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proton (H
+
) secara sempurna dalam air, sedangkan asam lemah relatif lebih sukar 

melepaskan proton (H
+
), sehingga asam lemah memiliki kecenderungan 

terionisasi sebagian dalam pelepasan ion H
+
. Semakin banyak proton yang 

terionisasi dalam air, maka peran proton dalam pemutusan ikatan glikosida akan 

semakin kuat (Fasya et al., 2016). Selain itu, HCl lebih mudah menguap sehingga 

lebih mudah dipisahkan dari produknya (Wahyudi et al., 2011) dan garam yang 

terbentuk pada proses penetralan dengan NaHCO3 tidak berbahaya yaitu garam 

dapur (NaCl) (Saleh et al., 2016; Yuniwati et al., 2011). Konsentrasi HCl 

optimum yang dapat digunakan pada proses hidrolisis adalah 2 N, karena pada 

konsentrasi tersebut diperoleh hasil optimum dengan produk berupa glukosa 

dengan berat mencapai 2,900 gram. Semakin besar glukosa yang diperoleh maka 

ikatan glikosida yang dapat terputus akan semakin banyak pula (Artati et al., 

2012).  Reaksi hidrolisis ditunjukkan pada Gambar 2.5. 
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 Gambar 2.5 Reaksi hidrolisis glikosida (Mardiyah et al., 2014) 

 

Reaksi hidrolisis bersifat reversibel, sehingga apabila tidak dihentikan 

dengan cepat maka ikatan glikosida antara glikon dan aglikon yang sebelumnya 

telah terurai, akan terbentuk kembali (Fasya et al., 2016). Penambahan HCl pada 

proses hidrolisis akan mengakibatkan perubahan pH menjadi asam, sehingga 

untuk menghentikan reaksi hidrolisis perlu ditambahkan dengan larutan yang 
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bersifat basa, sehingga dapat menetralkan kondisi asam pada larutan. Basa yang 

dapat digunakan adalah NaHCO3 jenuh (Afif et al., 2015). Reaksi netralisasi akan 

menghasilkan produk samping berupa garam NaCl, seperti pada Gambar 2.6. 

 

HCl + NaHCO3 NaCl CO2 H2O++
 

Gambar 2.6 Reaksi netralisasi asam (Day & Underwood, 1993) 

 

Hasil hidrolisis kemudian dipartisi dengan pelarut etil asetat. Pada isolasi 

senyawa metabolit sekunder, proses partisi ditujukan untuk mengklasifikasikan 

senyawa-senyawa berdasarkan perbedaan tingkat kepolarannya (Saputra et al., 

2018). Prinsip dari partisi adalah distribusi solut dalam dua pelarut yang tidak 

saling bercampur. Komponen kimia akan terpisah ke dalam kedua fase sesuai 

dengan tingkat kepolarannya dengan perbandingan konsentrasi tetap (Latif et al., 

2018). Proses partisi akan menghasilkan dua lapisan berupa fasa organik dan fasa 

air. Fasa organik mengekstrak senyawa aglikon berupa metabolit sekunder dan 

fasa air mengekstrak komponen gula (glikon) (Fasya et al., 2018). 

Pelarut organik yang dipilih pada proses partisi ialah pelarut dengan 

kelarutan yang rendah dalam air (< 10%), dapat menguap untuk memudahkan 

penghilangan pelarut organik pasca partisi, dan mempunyai kemurnian tinggi 

untuk meminimalkan adanya kontaminasi sampel (Gandjar & Rohman, 2007). 

Pelarut yang digunakan pada penelitian ini adalah etil asetat. Etil asetat 

merupakan pelarut semi polar yang dapat melarutkan senyawa semi polar pada 

dinding sel (Romadanu et al., 2014). Tingkat kepolaran etil asetat yang berbeda 

dengan etanol, dapat meningkatkan proses pemisahan fasa air dan fasa organik 
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pada larutan (Hidayah et al., 2016). Selain itu, dengan nilai konstanta 

dielektrikum sebesar 6,0 yang dimiliki oleh etil asetat (Wilantari et al., 2019), 

kelarutan etil asetat cenderung rendah dalam air (Mulyono, 2012). 

Pemilihan pelarut etil asetat juga didasarkan pada kemampuannya dalam 

menarik senyawa flavonoid. Senyawa flavonoid yang terputus dengan ikatan 

glikosidanya, akan menjadi aglikon. Flavonoid aglikon seperti flavanon, 

isoflavon, flavon, dan flavonol yang termetoksilasi cenderung lebih larut dalam 

pelarut yang semi polar seperti etil asetat, eter, kloroform, dan n-butanol. 

Sedangkan, pelarut non polar seperti n-heksana tidak terlalu efektif dalam 

melarutkan flavonoid (Satolom et al., 2015). Beberapa penelitian mengenai isolasi 

senyawa flavonoid yang menggunakan pelarut etil asetat pada proses partisi 

ditunjukkan pada Tabel 2.4. 

 

Tabel 2.4 Pelarut pada proses partisi senyawa flavonoid dari bahan alam  

Sampel 
Pelarut 

Partisi 
Isi Penelitian Referensi 

Biji pinang 

yaki 

Air, etil 

asetat, dan n-

heksana 

Total kandungan flavonoid pada 

fraksi etil asetat sebesar 11,365 mg/L 

dan pada fraksi n-heksana sebesar 

1,400 mg/L 

Satolom et 

al., 2015 

Benalu 

batu 

Etil asetat 

dan n-

heksana 

Reaksi Shinoda dan Pew 

menunjukkan fraksi n-heksana 

negatif flavonoid dan fraksi etil 

asetat positif mengandung flavonoid. 

Ritna et al., 

2016 

Rimpang 

temu kunci 

Etil aseat Diperoleh hasil partisi berupa ekstrak 

kental berwarna coklat kehitaman 

dengan rendemen sebesar 64,75% 

dan positif mengandung senyawa 

flavonoid. 

Handayani 

et al., 2018 

Rimpang 

Jeringau 

Etil asetat Fraksi etil asetat dari ekstrak etanol 

rimpang Jeringau memberikan 

perolehan kadar flavonoid total 

sebesar 14,8836±0,3590 mgQE/gram 

fraksi. 

Khoirunnisa 

et al., 2019 
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2.5 Kromatografi Kolom 

Kromatografi kolom merupakan alat yang digunakan untuk memisahkan 

senyawa-senyawa organik terutama senyawa yang memiliki sifat semi polar pada 

konstanta dielektrik 2 – 10 (Mamonto et al., 2015). Kromatografi kolom dapat 

digunakan untuk pemisahan dan pemurnian senyawa yang telah difraksinasi, 

dengan demikian pemisahan senyawa flavonoid dapat dilakukan dengan 

kromatografi kolom. Prinsip dari kromatografi kolom adalah pemisahan yang 

didasarkan pada pendistribusian analit di antara dua fase, yaitu fase diam dan fase 

gerak. Fase diam merupakan zat padat dalam kolom dengan ukuran sama yang 

bertujuan untuk memisahkan senyawa-senyawa secara maksimal. Fase gerak 

merupakan cairan atau gas yang melewati fase diam (Wonorahardjo, 2013). 

Pemisahan menggunakan kromatografi kolom dilakukan dengan melarutkan 

sampel dalam pelarut dan dimasukkan ke dalam kolom kromatografi melalui 

puncak kolom seraya dialiri eluen secara terus-menerus ke dalam fase diam (Silaa 

et al., 2019). Sampel dalam hal ini akan dibawa oleh eluen, sedangkan kolom 

yang berisi fase diam akan memisahkan komponen-komponen dalam sampel 

(Wati, 2016). 

Efisiensi pemisahan menggunakan kromatografi kolom dipengaruhi oleh 

adsorben, diameter kolom, laju alir, eluen (Fasya et al., 2018), dan pengemasan 

kolom (Kristanti et al., 2008). Efisiensi adsorben dalam pemisahan suatu senyawa 

berkaitan dengan teori plate dan teori kelajuan (Fasya et al., 2018). Salah satu 

cara untuk meningkatkan efisiensi pemisahan menggunakan kromatografi kolom 

yaitu dengan memperkecil jumlah sampel dalam proses elusi serta 

memperpanjang kolom (adsorben) (Wonorahardjo, 2013). Fasa diam/adsorben 
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yang digunakan pada kromatografi kolom gravitasi umumnya adalah silika gel G-

60 ukuran 0,063 – 0,200 mm (Maryam et al., 2020) dengan rasio sampel:silika 

terbaik adalah 1:150 (Fasya et al., 2018). Pemilihan silika gel sebagai adsorben 

dikarenakan memiliki sifat sangat inert, hidrofilik, mempunyai kestabilan termal, 

memiliki mekanik yang tinggi, dan relatif tidak mengembang dalam pelarut 

organik jika dibandingkan dengan padatan resin polimer organik (Sulastri & 

Kristianingrum, 2010). Diameter kolom terbaik dalam pemisahan adalah sebesar 1 

cm dengan panjang kolom 50 cm (Fasya et al., 2018). Pengemasan kolom 

dilakukan dengan cara basah karena menghasilkan pemisahan yang lebih baik 

daripada cara kering (Handoko, 2016). 

Eluen sebagai fase gerak dalam pemisahan menggunakan kromatografi 

kolom merupakan hal penting yang berperan dalam keberhasilan isolasi suatu 

senyawa. Eluen yang dapat digunakan pada pemisahan kromatografi kolom 

bervariasi, sesuai dengan kebutuhan yang berdasarkan pada tingkat kepolaran 

senyawa yang akan dipisahkan (Rahmawati, 2017). Proses pemisahan senyawa 

flavonoid menggunakan kromatografi kolom dapat dilakukan dengan sistem elusi 

gradien yaitu selama proses elusi, eluen yang digunakan memiliki kepolaran yang 

berbeda-beda. Pemisahan dilakukan dari eluen yang bersifat non polar ke eluen 

yang bersifat lebih polar, dengan tujuan untuk meningkatkan resolusi campuran 

yang kompleks pada sampel yang memiliki kisaran polaritas luas (Gandjar & 

Rohman, 2007). Selain itu, elusi gradien dapat dilakukan untuk menghasilkan 

fraksi murni senyawa target dalam jumlah yang lebih besar (Tonius et al., 2016). 

Muhridja et al. (2016) berhasil mengisolasi senyawa flavonoid dari rimpang 

Jeringau dengan sistem elusi gradien yang dimulai dari eluen n-heksan 100%, n-
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heksan:etil asetat (7:3), n-heksan:etil asetat (6:4), etil asetat:metanol (7:3), etil 

asetat 100%, etil asetat:metanol (6:4), metanol:etil asetat (6:4), dan metanol 

100%. Dari perlakuan tersebut diperoleh 49 fraksi, yang kemudian dimonitoring 

menggunakan KLT dan diketahui sampel positif mengandung senyawa flavonoid.  

 

2.6 Monitoring Menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) Analitik 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) Analitik dapat digunakan untuk 

memonitoring fraksi hasil isolasi kromatografi kolom (Fasya et al., 2018). Prinsip 

KLT didasarkan pada adsorbsi dan partisi dari fase diam (adsorben) dan fase 

gerak (eluen). Komponen kimia akan bergerak naik mengikuti fase gerak karena 

daya serap adsorben terhadap komponen-komponen kimia tidak sama sehingga 

komponen kimia dapat bergerak dengan jarak yang berbeda berdasarkan tingkat 

kepolarannya (Alen et al., 2017). Penggunaan KLT ditujukan untuk 

mengelompokkan fraksi-fraksi yang diperoleh berdasarkan kesamaan profil 

kandungan kimia dari bercak KLT yang terbentuk dengan nilai Retention factor 

(𝑅𝑓) yang sama (Ilyas et al., 2015). Nilai 𝑅𝑓 dapat dijadikan bukti dalam 

mengidentifikasi suatu senyawa, dengan nilai 𝑅𝑓 yang sama atau hampir sama 

dapat menunjukkan bahwa senyawa tersebut memiliki karakteristik yang sama 

atau mirip (Ferdinand & Rizki, 2021). Identifikasi menggunakan nilai 𝑅𝑓 yang 

sama sebagai dasar penggabungan isolat hasil kromatografi kolom dapat 

dilakukan sesuai dengan persamaan 2.1 (Kusmiyati et al., 2011). 

      𝑅𝑓  
                 

                  
 …………….….………… (2.1) 

Kemurnian isolat hasil monitoring KLTA juga dapat dideteksi dengan 

menyemprotkan ammoniak pada noda/spot yang dihasilkan dan diamati di bawah 
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sinar UV (366 nm) (Suhaenah & Nuryanti, 2017). Uap ammoniak akan 

mengakibatkan terjadinya deprotonasi H, sehingga ausokrom pada 3 pasang 

elektron bebas akan menghasilkan warna. Adapun warna/bercak noda yang dapat 

diduga sebagai senyawa flavonoid pada plat KLT ditunjukkan pada Tabel 2.5. dan 

reaksi antara ammoniak dengan flavonoid ditunjukkan pada Gambar 2.7.  

 

Tabel 2.5 Golongan senyawa flavonoid berdasarkan bercak noda pada KLT 

(Hanani, 2014) 

Warna Bercak Noda 
Golongan Senyawa Flavonoid 

Sinar UV Sinar UV + NH3 

Ungu gelap 

Kuning, hijau-kuning, 

atau cokelat 

Flavon (5-OH) atau flavonol 

(tersubstitusi pada 3-O) dan 4’-OH. 

Sedikit ditemukan berupa flavanon 

5-OH dan kalkon tanpa OH pada 

cincin B. 

Tidak ada perubahan 

atau sedikit perubahan 

Flavon atau flavonol dengan 5-OH 

tanpa 4’-OH tersubstitusi. 

Flavon 6-atau 8-OH dan flavanol 

tersubstitusi pada 3-O dengan 5-OH 

Isoflavon, flavonon, dan 

dihidroflavonol dengan 5-OH. 

Biru muda Beberapa flavanon 5-OH 

Merah atau jingga Kalkon 2-OH dan/atau 4-OH bebas. 

Fluoresensi biru 

muda 

Fluoresensi hijau-

kuning atau hijau-biru 

Flavon dan flavonon yang tidak 

memiliki 5-OH bebas. 

Flavonol (tersubstitusi pada 3-OH) 

tanpa 5-OH bebas. 

Tidak ada perubahan 

atau sedikit perubahan Isoflavon tanpa 5-OH bebas. 

Fluoresensi biru muda  

Tidak nampak Fluoresensi biru muda Isoflavon tanpa 5-OH bebas. 

Kuning pucat dan 

kuning atau 

fluoresensi jingga 

Tidak ada perubahan 

atau sedikit perubahan 

Flavonol (3-OH bebas) dengan atau 

tanpa 5-OH bebas. 

Fluoresensi 

kuning, hijau-

kuning, hijau-

biru, atau hijau 

Jingga atau merah 
Auron (4’-OH bebas) dengan 2- 

atau 4-OH. 

Tidak ada perubahan 

atau sedikit perubahan 

Auron tanpa 4’OH bebas dan 

flavanon tanpa 5-OH bebas. 

Flavonol (3-OH bebas) dengan atau 

tanpa 5-OH bebas. 

Kuning pucat Ungu-kuning muda Dihidroflavonol tanpa 5-OH bebas 
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Gambar 2.7 Reaksi senyawa flavonoid dengan NH3 (Nelawati, 2007) 

 

2.7 Penentuan Kadar Flavonoid Pada Isolat Hasil Kromatografi Kolom 

Penentuan kadar flavonoid pada isolat hasil kromatografi kolom dilakukan 

dengan metode pembentukan senyawa kompleks aluminium klorida atau disebut 

sebagai metode AlCl3. Prinsip dari metode AlCl3 yaitu pembentukan kompleks 

yang stabil antara aluminium klorida dengan gugus keto pada atom C-4 dan gugus 

hidroksil pada atom C-3 atau C-5 yang bertetangga dari golongan flavon dan 

flavonol. Dengan demikian, ketika aluminium klorida ditambahkan maka akan 

terbentuk kompleks asam yang stabil dengan gugus ortohiroksil pada cincin A- 

atau B- dari senyawa-senyawa flavonoid (Anwar & Triyasmono, 2016). Senyawa 

yang umumnya digunakan sebagai standar pada penetapan kadar flavonoid total 

adalah kuersetin, rutin, dan katekin (Shraim et al., 2021). Kuersetin dipilih 

sebagai standar karena merupakan salah satu senyawa flavonoid golongan 

flavonol yang memiliki gugus keto pada atom C-4 dan gugus hidroksil pada atom 

C-3 dan C-5 yang bertetangga, sehingga dapat bereaksi dengan AlCl3 membentuk 

kompleks yang stabil seperti pada Gambar 2.8 (Azizah et al., 2014). Pembentukan 

kompleks yang terjadi dapat diamati dengan adanya perubahan warna larutan 

menjadi lebih kuning. Semakin tinggi kadar senyawa flavonoid dalam suatu 

ekstrak maka secara visual warna kuning yang terbentuk akan semakin pekat 

(Asmorowati & Lindawati, 2019).  
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Gambar 2.8 Pembentukan senyawa kompleks kuersetin dengan aluminium klorida 

(Azizah et al., 2014) 

 

Selanjutnya, penentuan kadar flavonoid total pada sampel dianalisis secara 

kuantitatif menggunakan spektrofotometer UV-Vis yang akan menunjukkan 

jumlah flavonoid dalam sampel berdasarkan nilai absorbansinya. Absorbansi 

sebagai analisa kuantitatif dilakukan berdasarkan Hukum Lambert-Beer. Dalam 

hal ini, nilai absorbansi berbanding lurus dengan kadar flavonoid dalam suatu 

sampel, yaitu semakin tinggi nilai absorbansi yang terukur maka kadar flavonoid 

yang terkandung di dalam suatu sampel juga semakin tinggi (Neldawati et al., 

2013). Spektrofotometer UV-Vis memiliki beberapa kelebihan yaitu dapat 

diaplikasikan dengan mudah dan sederhana dalam menetapkan kuantitas zat yang 

sangat kecil, angka yang terbaca langsug dicatat oleh detector berupa angka 

digital atau grafik yang sudah diregresikan, sehingga hasil yang diperoleh cukup 

akurat (Trinovita et al., 2019), pengaplikasiannya lebih cepat dibandingkan 

dengan metode yang lain, dan dapat digunakan untuk analisis suatu zat berwarna 

maupun tidak berwarna (Asmorowati & Lindawati, 2019). 

Beberapa contoh penetapan kadar flavonoid total pada bahan alam 

menggunakan metode AlCl3 dan identifikasi menggunakan spektrofotometer UV-

Vis yaitu sebagai berikut: Nurmila et al. (2019) melakukan identifikasi dan 

analisis kadar flavonoid total pada getah angsana (Pterocarpus indicus Willd) 
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menggunakan reagen AlCl3 dan spektrofotometer UV-Vis. Hasil menunjukkan 

sampel positif mengandung senyawa flavonoid yang ditandai adanya perubahan 

warna dari merah menjadi kuning dengan kadar flavonoid total sebesar 0,0434%. 

Suharyanto & Hayati (2021) mengidentifikasi kandungan senyawa flavonoid pada 

buah gambas (Luffa acutangula(L.) Roxb.) menggunakan reagen AlCl3 dan 

spektrofotometer UV-Vis. Hasil menunjukkan sampel positif mengandung 

senyawa flavonoid yang ditandai dengan adanya perubahan warna dari coklat 

kehijauan menjadi warna jingga, dengan kadar flavonoid total pada sampel 

sebesar 9,897±0,11 mgQE/g ekstrak. Masduqi & Rahardhian (2021) berhasil 

menganalisis kadar flavonoid total pada ekstrak etanol 70% rimpang Jeringau 

(Acorus calamus) menggunakan reagen AlCl3 dan spektrofotometer UV-Vis. 

Hasil identifikasi menunjukkan sampel positif mengandung senyawa flavonoid 

dengan kadar flavonoid total sebesar 7,20±0,01 mgRE/g. 

 

2.8 Identifikasi Senyawa Flavonoid dengan Spektrofotometer FTIR 

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 (Masrihanah, 

2020). Vibrasi molekul akan memberikan peak pada bilangan gelombang dan 

intensitas tertentu pada setiap gugus molekulnya (Pramitania, 2019). Identifikasi 

menggunakan FTIR 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 
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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 – 50 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. 

Muhridja et al. (2016) mengidentifikasi isolat flavonoid dari rimpang 

Jeringau yang ditunjukkan pada Gambar 2.9. Spektra IR isolat flavonoid dari 

rimpang Jeringau tersebut menunjukkan adanya vibrasi ulur gugus -OH, bentuk 

pita melebar terdapat pada daerah gelombang 3348,42 cm
-1

, vibrasi ulur C-O 

dengan bentuk pita lebar pada daerah gelombang 2931,80 cm
-1

, vibrasi ulur C=O 

dengan bentuk pita tajam pada daerah gelombang 1728,22 cm
-1

, vibrasi ulur C=O 

aromatik dengan bentuk pita tajam pada daerah gelombang 1604,77 cm
-1

, vibrasi 

tekuk O-H dengan bentuk pita tajam pada daerah gelombang 1458,18 cm
-1

, vibrasi 

tekuk C-H dengan bentuk pita tajam pada daerah gelombang 1319,31 cm
-1

, dan 

vibrasi ulur C-O alkohol dengan bentuk pita lebar pada daerah gelombang 

1211,30 cm
-1

. 
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Gambar 2.9 Spektra IR senyawa flavonoid dari rimpang Jeringau (Acorus calamus 

L.) (Muhridja et al., 2016) 

 

2.9 Identifikasi Senyawa Flavonoid dengan Spektrofotometer UV-Vis 

Spektrofotometer UV-Vis didasarkan pada interaksi antara materi dengan 

radiasi elektromagnetik. Apabila seberkas radiasi (cahaya) dikenakan pada 

cuplikan (larutan sampel), maka sebagian dari cahaya diserap molekul tersebut. 

Kisaran panjang gelombang untuk radiasi UV-Vis adalah 200 – 800 nm. Untuk 

radiasi UV, kisaran panjang gelombangnya adalah 200 – 400 nm, sementara 

radiasi sinar tampak mempunyai kisaran panjang gelombang 400 – 800 nm 

(Gandjar & Rohman, 2015). Umumnya, senyawa golongan flavonoid memiliki 

serapan pada panjang gelombang yang berbeda-beda, diantarnya golongan 

flavonol memiliki serapan dengan panjang gelombang maksimum 250 – 270 nm 

dan 350 – 390 nm, golongan flavon memiliki serapan dengan panjang gelombang 

maksimum 250 – 270 nm dan 330 – 350 nm, golongan flavanon memiliki serapan 

dengan panjang gelombang maksimum 275 – 290 nm, dam golongan isoflavon 

memiliki serapan dengan panjang gelombang maksimum 255 – 265 nm 

(Harborne, 1987). Selain itu, identifikasi panjang gelombang maksimum setelah 
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penambahan AlCl3 dapat dilakukan pada analisis senyawa flavonoid untuk 

memberikan petunjuk terkait gugus tambahan pada senyawa flavonoid akibat 

adanya pembentukan kompleks antara AlCl3 dan senyawa flavonoid, sehingga 

terjadi pergeseran panjang gelombang, yaitu golongan flavonol menjadi 415 – 425 

nm, flavanon 390 – 400 nm, flava-3-ols menjadi 510 nm, dan flavon menjadi 405 

– 420 nm seperti ditunjukkan pada Gambar 2.10 (Pękal & Pyrzynska, 2014). 

 

 
Gambar 2.10 Spektrum serapan golongan flavonoid (Pękal & Pyrzynska, 2014)
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanan pada bulan Maret – Juni 2022 di Laboratorium 

Kimia Organik, Program Studi Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas 

Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. 

 

3.2 Alat dan Bahan Penelitian 

3.2.1 Alat 

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah seperangkat alat gelas 

laboratorium, loyang, bak plastik, cawan porselen, blender, neraca analitik, 

ayakan, pipa kapiler, corong buchner, corong pisah, kertas saring, spatula, pipet 

tetes, bola hisap, botol vial, plastik wrap, aluminium voil, pH universal, magnetic 

stirrer hot plate, oven, desikator, statif, kolom, silika, plat silika gel F254, mortar 

agate, chamber, rak tabung reaksi, rotary evaporator, dan ultrasonic processor 

qsonica. Instrumentasi yang digunakan yaitu Spektrofotometer UV-Vis dan FTIR. 

 

3.2.2 Bahan  

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah rimpang Jeringau (Acorus 

calamus L.), etanol 70%, etanol p.a, aquades, etil asetat, n-heksana, metanol, 

aquabides, HCl 1 M, HCl 2 M, HCl 2 N, HCl 2%, standar kuersetin, AlCl3 10%, 

natrium asetat 1 M, natrium bikarbonat (NaHCO3), silika gel, reagen Dragendroff, 

reagen Mayer, serbuk Mg, FeCl3 1%, asetat anhidrat, H2SO4 pekat, kloroform, dan 

KBr. 
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3.3 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini diawali dengan preparasi sampel dengan cara dibersihkan, 

dikeringkan, dihaluskan, dan dilakukan pengayakan pada sampel rimpang 

Jeringau. Selanjutnya, ditentukan kadar air sampel dan diekstraksi menggunakan 

metode sonikasi (ultrasonik) dengan pelarut etanol 70%. Kemudian, dipekatkan 

hasil ekstraksi menggunakan rotary vacum evaporator. Setelah itu, dihidrolisis 

ekstrak kasar etanol 70% rimpang Jeringau menggunakan HCl 2 N dan 

dinetralkan menggunakan NaHCO3. Kemudian, ekstrak hasil hidrolisis dipartisi 

menggunakan pelarut etil asetat. Selanjutnya, diuji fitokimia fraksi etil asetat 

rimpang Jeringau untuk mengetahui kandungan senyawa aktif di dalamnya. 

Kemudian, dipisahkan senyawa flavonoid dari fraksi etil asetat rimpang Jeringau 

menggunakan kromatografi kolom dengan eluen n-heksana, etil asetat, dan 

metanol yang dielusi secara bergradien dan dimonitoring menggunakan KLTA 

dengan eluen n-heksana:etil asetat (7:3). Setelah itu, dilakukan isolasi senyawa 

flavonoid menggunakan KLTA untuk menentukan eluen terbaik diantara eluen 

yang memberikan noda pemisahan pada monitoring KLTA sebelumnya. 

Kemudian, dilakukan isolasi senyawa flavonoid menggunakan kromatografi 

kolom non gradien eluen dan monitoring menggunakan KLTA dengan eluen 

terbaik hasil KLTA sebelumnya. Selanjutnya, isolat flavonoid diidentifikasi 

menggunakan spektrofotometer FTIR dan UV-Vis dengan penambahan pereaksi 

geser. Kemudian, ditentukan kadar flavonoid pada isolat hasil kromatografi kolom 

non gradien eluen menggunakan metode pembentukan senyawa kompleks 

aluminium klorida menggunakan standar kuersetin dan identifikasi menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis.  
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3.4 Tahapan Penelitian 

Tahap-tahap dalam penelitian yang dilakukan terdiri dari: 

1. Preparasi sampel rimpang Jeringau (Acorus calamus L.)  

2. Penentuan kadar air secara termogravimetri 

3. Ekstraksi sonikasi (ultrasonik) rimpang Jeringau (Acorus calamus L.)  

4. Hidrolisis dan partisi ekstrak etanol 70% rimpang Jeringau (Acorus calamus 

L.) 

5. Uji fitokimia rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) 

6. Isolasi flavonoid dengan kromatografi kolom gradien eluen  

7. Isolasi flavonoid dengan KLTA 

8. Isolasi flavonoid dengan kromatografi kolom non gradien eluen  

9. Identifikasi isolat flavonoid hasil kromatografi kolom dengan 

spektrofotometer FTIR dan UV-Vis 

10. Penetapan kadar flavonoid total pada isolat hasil kromatografi kolom 

 

3.5 Cara Kerja 

3.5.1 Preparasi Sampel Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) 

Preparasi sampel dilakukan pada sampel rimpang Jeringau (Acorus calamus 

L.) yang dipanen dari Kota Semarang, Jawa Tengah. Sampel dipotong kecil-kecil 

dan dicuci menggunakan air hingga bersih. Selanjutnya, sampel dikeringkan 

dalam oven pada suhu 40℃ selama 24 jam. Setelah itu, sampel kering dihaluskan 

menggunakan blender hingga menjadi serbuk. Kemudian, sampel yang berupa 

serbuk diayak menggunakan ayakan 90 mesh. Selanjutnya, sampel disimpan pada 

suhu ruang.  
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3.5.2 Penentuan Kadar Air secara Termogravimetri 

Penentuan kadar air diawali dengan dipanaskan gelas porselen dalam oven 

pada suhu 105℃ selama 15 menit. Selanjutnya, didinginkan gelas porselen dalam 

desikator selama 10 menit dan dilakukan penimbangan pada gelas porselen. 

Proses ini diulangi hingga mencapai berat yang konstan. Setelah itu, ditimbang 

bubuk rimpang Jeringau dalam gelas porselen dan dilakukan pemanasan dalam 

oven pada suhu 100 – 105ºC selama 15 menit. Kemudian, disimpan dalam 

desikator selama 10 menit dan ditimbang. Perlakuan diulangi hingga mencapai 

berat yang konstan. Kadar air dalam rimpang jerimgau dihitung menggunakan 

persamaan (3.1). 

Kadar air = 
(   )

(   )
      ………………………………… (3.1) 

Dimana, a = berat konstan cawan kosong 

b = berat cawan + sampel sebelum dioven 

c = berat konstan cawan + sampel setelah dioven 

 

3.5.3 Ekstraksi Sonikasi (Ultrasonik) Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) 

Ekstraksi sampel Jeringau (Acorus calamus L.) menggunakan metode 

sonikasi (ultrasonik) diawali dengan ditimbang 30 g simplisia Jeringau yang 

diperoleh dari tahap preparasi. Selanjutnya, dimasukkan sampel ke dalam 

erlenmeyer. Setelah itu, ditambahkan dengan 300 mL pelarut etanol 70%. 

Perbandingan sampel dan pelarut 1:10 (b/v). Kemudian, ditempatkan sampel 

dalam ultrasonic dan diekstraksi selama 30 menit pada suhu kamar dengan 

frekuensi 47 kHz. Selanjutnya, disaring sampel menggunakan corong buchner. 

Setelah itu, dipekatkan ekstrak etanol rimpang Jeringau menggunakan rotary 
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evaporator pada suhu 40℃ selama 10 – 30 menit hingga pelarut benar-benar 

menguap dan tidak ada pelarut yang menetes pada labu pelarut. Setelah itu, 

ditimbang dan dihitung ekstrak yang diperoleh menggunakan persamaan (3.2). 

        
                                

                         
      ………..…. (3.2) 

 

3.5.4 Hidrolisis dan Partisi Ekstrak Etanol 70% Rimpang Jeringau (Acorus 

calamus L.) 

Hidrolisis ekstrak pekat etanol rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) 

dilakukan dengan cara ditimbang ekstrak pekat etanol sebanyak 5 g. Selanjutnya, 

ditambahkan 10 mL HCl 2 N ke dalam ekstrak pekat etanol dengan perbandingan 

1:2 (ekstrak pekat : HCl 2 N). Kemudian, dihomogenkan selama 1 jam 

menggunakan magnetic stirrer hot plate pada suhu ruang. Setelah itu, 

ditambahkan natrium bikarbonat (NaHCO3) hingga didapatkan pH netral. 

Partisi ekstrak pekat hasil hidrolisis dilakukan dengan menambahkan pelarut 

etil asetat sebanyak 25 mL ke dalam corong pisah yang telah berisi hidrolisat. 

Selanjutnya, dikocok selama 15 menit dan didiamkan beberapa saat hingga 

terbentuk 2 lapisan yaitu lapisan atas yang merupakan fasa organik (etil asetat) 

dan lapisan bawah yang merupakan fasa air. Dalam hal ini, proses partisi 

dilakukan secara berulang menggunakan pelarut yang sama, hingga lapisan pada 

fasa air tidak berwarna lagi. Selanjutnya, diambil fasa organik (etil setat) dan 

dipekatkan fasa organik dengan rotary vacum evaporator pada suhu di bawah 

40℃. Setelah itu, ditimbang dan dihitung rendemennya. Fraksi etil asetat rimpang 

Jeringau dapat dihitung rendemennya sesuai dengan persamaan (3.3). 

             
              

             
     ……………….……. (3.3) 
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3.5.5 Uji Fitokimia Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) 

Uji fitokimia dilakukan secara bertahap yaitu pada ekstrak etanol 70% dan 

fraksi etil asetat rimpang Jeringau yang bertujuan untuk mengidentifikasi adanya 

kandungan senyawa aktif berupa alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, steroid, dan 

terpenoid. 

3.5.5.1 Uji Flavonoid 

Uji flavonoid dilakukan dengan cara dimasukkan ekstrak etanol 70% dan 

fraksi etil asetat rimpang Jeringau ke dalam tabung reaksi masing-masing 

sebanyak 1 mg, kemudian ditambahakan 2 tetes HCl 2 M dan 1 mg serbuk Mg. 

Larutan berwarna merah, jingga, atau kuning yang timbul menunjukkan adanya 

senyawa flavonoid. 

 

3.5.5.2 Uji Alkaloid 

Uji alkaloid dilakukan dengan cara dimasukkan ekstrak etanol 70% dan 

fraksi etil asetat rimpang Jeringau ke dalam tabung reaksi masing-masing 

sebanyak 1 mg, kemudian ditambahakan 0,5 mL HCl 2%, kemudian dibagi dalam 

2 tabung. Tabung I ditambahkan 3 tetes reagen Dragendorff dan tabung II 

ditambahkan 3 tetes reagen Mayer. Jika pada tabung I terbentuk endapan 

berwarna jingga dan tabung II terbentuk endapan putih kekuningan, maka sampel 

positif mengandung senyawa alkaloid. 

 

3.5.5.3 Uji Tanin 

Uji tanin dilakukan dengan cara dimasukkan ekstrak etanol 70% dan fraksi 

etil asetat rimpang Jeringau ke dalam tabung reaksi masing-masing sebanyak 1 



38 

  

mg. Kemudian ditambahkan 2 – 3 tetes FeCl3 1%. Jika larutan terbentuk warna 

hijau kehitaman atau biru dapat diindikasikan sampel mengandung senyawa tanin. 

 

3.5.5.4 Uji Saponin 

Uji saponin dilakukan dengan cara dimasukkan ekstrak etanol 70% dan 

fraksi etil asetat rimpang Jeringau ke dalam tabung reaksi masing-masing 

sebanyak 1 mg dan ditambahkan aquades (1:1). Kemudian, dikocok selama 1 

menit. Selanjutnya, diamati jika terbentuk busa ditambahkan 2 tetes HCl 1 M, jika 

busa yang terbentuk dapat bertahan dalam waktu 10 menit dengan memiliki 

ketinggian sekitar 1 – 3 cm, maka sampel positif mengandung senyawa saponin. 

 

3.5.5.5 Uji Steroid dan Terpenoid 

Uji terpenoid dan steroid dilakukan dengan cara dimasukkan ekstrak etanol 

70% dan fraksi etil asetat rimpang Jeringau ke dalam tabung reaksi masing-

masing sebanyak 1 mg. Lalu ditambahkan 0,5 mL pelarut kloroform dan asetat 

anhidrat. Kemudian ditambahkan 1 – 2 mL H2SO4 pekat melalui dinding tabung. 

Diamati jika terbentuk cincin kecoklatan atau keunguan pada perbatasan dua 

pelarut, maka sampel positif mengandung senyawa terpenoid dan jika terbentuk 

warna hijau kebiruan, maka sampel positif mengandung senyawa steroid. 

 

3.5.6 Isolasi Flavonoid dengan Kromatografi Kolom Gradien Eluen 

Pemisahan menggunakan kromatografi kolom gradien eluen dilakukan 

dengan fase diam berupa silika gel yang telah diaktivasi. Proses aktivasi silika gel 

dilakukan dengan cara dipanaskan silika gel sebanyak 10 g dalam oven pada suhu 
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110℃ selama 2 jam. Selanjutnya, didinginkan dalam desikator selama 15 menit. 

Setelah itu, dibuat bubur silika dengan cara dicampur silika gel dengan 20 mL 

pelarut n-heksana:etil asetat (7:3 v/v) sedikit demi sedikit dan diaduk 

menggunakan magnetic stirrer hingga terbentuk suspensi tanpa gelembung. 

Setelah itu, disiapkan kolom dan diisi dengan glass woll. Kemudian, dimasukkan 

bubur silika ke dalam kolom kromatografi secara perlahan dan tanpa jeda. 

Selanjutnya, diketuk-ketuk kolom agar terisi mampat dan didiamkan selama 24 

jam. Setelah itu, dilarutkan fraksi etil asetat rimpang Jeringau dengan 1 mL eluen 

n-heksana:etil asetat (7:3) dan dimasukkan dalam kolom. Kemudian, dilakukan 

elusi secara bergradien dimulai dengan eluen n-heksana 100%, n-heksana:etil 

asetat (7:3), n-heksana:etil asetat (6:4), etil asetat 100%, etil asetat:metanol (7:3), 

etil asetat:metanol (6:4), etil asetat:metanol (4:6), dan metanol 100%. Setelah itu, 

ditampung hasil pemisahan (eluat) dalam botol vial sebanyak 5 mL/menit. 

Hasil isolat yang diperoleh kemudian dimonitoring dengan KLTA. Proses 

monitoring dilakukan menggunakan fase diam berupa plat silika gel F254 dengan 

ukuran 10   10 cm yang telah diaktivasi dan fase gerak berupa n-heksana:etil 

asetat (7:3). Monitoring dengan KLTA diawali dengan preparasi fase diam dan 

fase gerak. Fase diam yang berupa plat silika gel ditandai 1 cm pada batas atas 

dan bawah, lalu diaktivasi dengan cara dipanaskan dalam oven pada suhu 110℃ 

selama 30 menit. Fase gerak dijenuhkan dalam bejana pengembang selama 1 jam. 

Setelah itu, ditotolkan isolat pada plat silika gel menggunakan pipa kapiler 

sebanyak 10 kali secara berkala dengan pengeringan dan dimasukkan plat silika 

ke dalam bejana pengembang, lalu dielusi sampai tanda batas atas. Kemudian, 

dideteksi noda hasil pemisahan dengan menyemprotkan ammoniak pada plat 
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silika dan diamati di bawah sinar UV (366 nm). Hasil uji positif jika noda 

berwarna kuning kehijauan, jingga, biru, ungu, ataupun merah muda yang 

menunjukkan adanya senyawa golongan flavonoid (Suhaenah & Nuryanti, 2017). 

Setelah itu, dihitung 𝑅𝑓 menggunakan persamaan (2.1). 

 

3.5.7 Isolasi Flavonoid dengan KLTA 

Isolasi dengan KLTA dilakukan untuk mengetahui eluen terbaik yang dapat 

memisahkan senyawa flavonoid dalam fraksi etil asetat rimpang Jeringau. Isolasi 

dilakukan menggunakan plat silika ukuran 1 cm   10 cm yang telah diaktivasi. 

Proses isolasi dilakukan dengan ditotolkan fraksi etil asetat pada jarak 1 cm dari 

tepi bawah plat menggunakan pipa kapiler sebanyak 10 totol. Selanjutnya, plat 

dikeringkan dan dielusi dalam bejana pengembang yang telah dijenuhkan dengan 

fasa gerak yang memberikan pola pemisahan terbaik pada proses kromatografi 

kolom gradien eluen. Setelah itu, ditutup rapat bejana pengembang hingga fase 

gerak mencapai ± 1 cm dari garis batas atas plat. Selanjutnya, diamati noda 

pemisahan yang terbentuk pada plat dengan lampu UV pada panjang gelombang 

254 nm dan 366 nm sebelum dan setelah disemprot dengan ammoniak. Setelah 

itu, diamati dan dilingkari noda yang terbentuk menggunakan pensil. Pengamatan 

noda hasil elusi meliputi warna noda, nilai 𝑅𝑓, bentuk noda, dan jumlah noda.  

 

3.5.8 Isolasi Flavonoid dengan Kromatografi Kolom Non Gradien 

Proses pemisahan menggunakan kromatografi kolom non gradien eluen 

dilakukan dengan tahapan yang serupa seperti pada pemisahan dengan 

kromatografi kolom gradien eluen, yang membedakan yaitu penggunaan eluen 
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yang merupakan eluen terbaik hasil KLTA baik pada pembuatan bubur silika, 

pelarutan fraksi etil asetat rimpang Jeringau yang akan diisolasi, dan proses elusi 

sampel. Setelah itu, ditampung eluat dalam botol vial sebanyak 2 mL/menit. 

Hasil isolat yang diperoleh dimonitoring dengan KLTA menggunakan fase 

diam berupa plat silika gel F254 dengan ukuran 20   10 cm yang telah diaktivasi 

dan fase gerak berupa eluen terbaik hasil KLTA. Selanjutnya, ditotolkan isolat 

pada plat silika gel menggunakan pipa kapiler sebanyak 10 kali secara berkala 

dengan pengeringan dan dimasukkan plat silika ke dalam bejana pengembang 

yang telah dijenuhkan, lalu dielusi sampai tanda batas atas. Selanjutnya, dideteksi 

noda hasil pemisahan pada plat silika dan diamati di bawah sinar UV 366 nm dan 

254 nm sebelum dan setelah disemprot ammoniak. Setelah itu, dihitung 𝑅𝑓 

menggunakan persamaan (2.1). 

 

3.5.9 Identifikasi Senyawa Flavonoid dengan Spektrofotometer FTIR 

Identifikasi hasil isolat flavonoid rimpang Jeringau menggunakan FTIR 

dilakukan dengan cara masing-masing isolat sebanyak 2 mg dicampur dengan 100 

mg KBr. Kemudian, digerus menggunakan mortar agate. Selanjutnya, ditekan 

campuran KBr dan sampel yang telah halus dengan tekanan 80 torr (8-20 torr per 

satuan waktu) selama 10 menit. Setelah itu, dianalisis pelet yang telah ditekan 

menggunakan FTIR pada bilangan gelombang 4000 – 400 cm
-1

. 

 

3.5.10 Identifikasi Senyawa Flavonoid dengan Spektrofotometer UV-Vis 

Identifikasi hasil isolat flavonoid rimpang Jeringau menggunakan UV-Vis 

dilakukan dengan melarutkan masing-masing isolat dengan 10 mL etanol p.a. 
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Selanjutnya, diambil masing-masing isolat sebanyak 2 mL dan dianalisis panjang 

gelombang maksimum isolat pada rentang 200 – 800 nm. Kemudian, isolat 

ditambahkan dengan pereaksi geser yaitu 6 tetes AlCl3 10% dan 250 mg natrium 

asetat. Setelah itu, dianalisis pergeseran panjang gelombang menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis. 

 

3.5.11 Penentuan Kadar Flavonoid Total Pada Isolat Hasil Kromatografi 

Kolom  

3.5.11.1 Pembuatan Larutan Baku Kuersetin 

Pembuatan larutan baku kuersetin diawali dengan pembuatan larutan induk 

kuersetin 1000 μg/mL dengan cara ditimbang kuersetin sebanyak 0,01 g dan 

dilarutkan dengan etanol p.a hingga volume 10 mL. Selanjutnya, diencerkan 1 mL 

larutam induk dengan etanol p.a hingga volume larutan 10 mL, sehingga diperoleh 

larutan baku kuersetin 100 μg/mL. Setelah itu, dibuat variasi larutan standar 

dengan konsentrasi 9, 12, 15, 18, 21, dan 24 μg/mL. Kemudian, diambil masing-

masing larutan standar sebanyak 2 mL dan ditambahkan 0,10 mL AlCl3 10%, 0,10 

mL natrium asetat 1 M, dan 2,80 mL akuabides. Selanjutnya, diinkubasi larutan 

selama 30 menit pada suhu kamar. Setelah itu, diukur absorbansi larutan pada 

panjang gelombang maksimum dari standar kuersetin. Kemudian, dibuat kurva 

kalibrasi hubungan antara konsentrasi kuersetin (μg/mL) dengan absorbansi. 

 

3.5.11.2 Penetapan Kadar Flavonoid Pada Isolat Hasil Kolom 

Penetapan kadar flavonoid diawali dengan pembuatan larutan blanko 

dengan diambil 0,5 mL etanol p.a, 0,10 mL AlCl3 10%, 0,10 mL natrium asetat 1 
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M, dan 2,80 mL akuabides. Setelah itu, diinkubasi selama 30 menit pada suhu 

kamar. Setiap pengukuran serapan dibandingkan terhadap blanko. Larutan uji 

dibuat dengan melarutkan isolat hasil kromatografi kolom dengan etanol p.a 

sebanyak 10 mL. Larutan uji tersebut kemudian dipipet sebanyak 2 mL dan 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan dengan 0,10 mL AlCl3 

10%, 0,10 mL natrium asetat 1 M, dan 2,80 mL akuabides. Larutan diinkubasi 

selama 30 menit pada suhu kamar. Setelah itu, diukur absorbansi masing-masing 

larutan pada panjang gelombang maksimum dari standar kuersetin. Kemudian, 

dibuat kurva kalibrasi larutan standar kuersetin dan dihitung dengan memasukkan 

nilai absorbansi sampel ke dalam persamaan garis linear sesuai dengan hukum 

Lambert-Beer tentang hubungan lurus antara absorbansi dengan kadar analit, yaitu 

y = ax+b dimana y merupakan nilai absorbansi sampel dan x adalah nilai 

konsentrasi sampel (Putri et al., 2019). Setelah itu, ditentukan kadar flavonoid 

dari masing-masing isolat menggunakan persamaan (3.4). 

Kadar flavonoid (mg QE/ g) = 
     

 
 ……………….……. (3.4) 

Dimana, C = kadar kesetaraan kuersetin (mg/L)  

V = volume pengenceran sampel (L) 

M = berat isolat (g) 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Preparasi dan Penentuam Kadar Air Sampel Rimpang Jeringau 

(Acorus calamus L.) 

Preparasi diawali dengan pencucian dan pemotongan sampel. Selanjutnya, 

dilakukan pengeringan menggunakan oven untuk menurunkan kandungan air 

dalam sampel, sehingga proses ekstraksi relatif lebih mudah dan dapat 

meminimalisir tumbuhnya jamur pada sampel. Pengeringan menggunakan oven 

dipilih karena dapat memberikan hasil terbaik dibandingkan menggunakan sinar 

matahari langsung, disebabkan sinar ultraviolet dari matahari dapat meningkatkan 

potensi kerusakan bahan aktif dalam sampel (Winangsih et al., 2013). 

Penghalusan sampel dilakukan untuk memperluas permukaan sampel, sehingga 

proses penetrasi pelarut ke dalam sampel relatif mudah dan cepat (Tambun et al., 

2016). Serbuk halus dari sampel rimpang Jeringau diperoleh sebesar 0,38 Kg dari 

berat sampel awal 2,61 Kg. 

Hasil preparasi sampel rimpang Jeringau dilanjutkan dengan analisis kadar 

air untuk mengetahui kandungan air pada sampel kering rimpang Jeringau. 

Semakin rendah kadar air suatu sampel, maka proses ekstraksi akan berlangsung 

lebih mudah dikarenakan gangguan dari molekul air dapat diminimalisir, sehingga 

pelarut akan lebih mudah menembus dinding sel sampel (Khoiriyah et al., 2014). 

Hasil analisa kadar air sampel kering rimpang Jeringau pada penelitian ini sebesar 

7,80%. Hal tersebut menunjukkan bahwa kadar air pada sampel telah memenuhi 

standar yang ditetapkan oleh Depkes RI (2008) bahwa batas maksimum kadar air 

yang disyaratkan untuk sampel berupa serbuk simplisia adalah 10%. Hasil kadar 
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air rimpang Jeringau yang diperoleh tersebut tidak berbeda jauh dengan penelitian 

sebelumnya, yaitu Neha et al. (2012) yang menentukan kadar air rimpang 

Jeringau menggunakan metode termogravimetri, diperoleh nilai sebesar 7,20%. 

 

4.2 Rendemen Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) Hasil Ekstraksi dan 

Partisi 

Proses penarikan senyawa target dalam rimpang Jeringau dilakukan dengan 

metode ekstraksi ultrasonik. Adanya gelombang ultrasonik yang merambat 

melalui medium yang dilewati akan menimbulkan getaran dan menyebabkan 

terbentuknya gelembung kavitasi yang memicu perubahan tekanan dan suhu. 

Dengan demikian, kontak permukaan pelarut dengan senyawa target akan 

meningkat, sehingga senyawa target akan larut lebih cepat (Tungmunnithum et 

al., 2020). Ekstraksi ultrasonik rimpang Jeringau dilakukan dengan pelarut etanol 

70% yang merupakan pelarut polar dengan nilai konstanta dielektrikum 24,30. 

Pemilihan etanol 70% bertujuan untuk memaksimalkan proses ekstraksi karena 

senyawa target pada sampel terikat pada gugus glikosida yang mudah larut dalam 

pelarut polar. Proses ekstraksi menghasilkan cairan kental berwarna coklat 

kehitaman seperti ditunjukkan Gambar 4.1 dengan nilai rendemen sebesar 18,73% 

dari 30 g sampel. Kusuma (2021) mengekstrak rimpang Jeringau menggunakan 

metode ultrasonik dengan pelarut etanol p.a dan diperoleh rendemen sebesar 

14,37% dari 30 g sampel. Sedangkan, Masduqi & Rahardhian (2021) mengekstrak 

rimpang Jeringau dengan metode perkolasi dan pelarut etanol 70%, diperoleh 

rendemen sebesar 8,3% dari 60 g sampel. Perbedaan hasil rendemen dengan 

Kusuma (2021) terjadi karena perbedaan jenis pelarut yang digunakan. Pada 
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etanol 70% terdapat kandungan air sebanyak 30% yang menyebabkan sifat 

kepolaran etanol meningkat sehingga senyawa metabolit sekunder yang bersifat 

polar lebih terekstrak dengan baik. Perbedaan hasil rendemen dengan Masduqi & 

Rahardhian (2021) terjadi karena perbedaan metode ekstraksi yang digunakan. 

Hal ini membuktikan bahwa metode ekstraksi ultrasonik dapat meningkatkan 

rendemen sampel akibat adanya kavitasi yang menyebabkan efek penetrasi pelarut 

meningkat sehingga senyawa target dapat terekstrak dengan maksimal. 

 

  
Gambar 4.1 Ekstrak pekat etanol 70% rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) 

 

Sampel hasil ekstraksi selanjutnya dihidrolisis untuk memutus ikatan glikon 

dan aglikon yang umumnya terdapat dalam bentuk glikosida pada senyawa 

metabolit sekunder. Hidrolisis dengan katalis HCl 2 N yang disertai pengadukan 

selama 1 jam pada suhu ruang bersifat bolak-balik (reversible), sehingga perlu 

dilakukan penetralan menggunakan NaHCO3 untuk menghentikan reaksi 

hidrolisis lanjut yang mungkin dapat merusak senyawa yang ditargetkan. Proses 

penetralan menghasilkan busa berupa gas CO2 yang mengindikasikan adanya 

reaksi antara HCl dengan NaHCO3 seperti yang ditunjukkan pada Gambar 4.2. 

Penambahan NaHCO3 dihentikan ketika telah tercapai pH 7 (netral). Hasil 

hidrolisis berupa larutan berwarna coklat pekat tanpa gelembung-gelembung busa. 
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Gambar 4.2 Pembentukan gas CO2 pada reaksi hidrolisis 

 

Hasil hidrolisis dipisahkan lebih lanjut melalui proses partisi menggunakan 

pelarut etil asetat. Etil asetat merupakan pelarut yang bersifat semi polar dengan 

nilai konstanta dielektrikum 6,02 sehingga dimungkinkan dapat menarik metabolit 

sekunder yang bersifat polar maupun nonpolar. Markham (1981) menjelaskan 

bahwa ekstraksi dengan menggunakan pelarut etil asetat dapat mengikat flavonoid 

dengan kepolaran rendah seperti flavon metil, isoflavon, flavonol, dan flavanon. 

Proses partisi menghasilkan dua lapisan yang tidak saling campur disebabkan 

adanya perbedaan massa jenis dari etil asetat dan air. Etil asetat memiliki massa 

jenis sebesar 0,902 g/mL, sedangkan air memiliki massa jenis sebesar 1 g/mL 

(Mulyono, 2012), sehingga air berada di lapisan bawah (fasa air) dan etil asetat 

berada di lapisan atas (fasa organik). Fasa air yang dihasilkan dipartisi kembali 

hingga 3 kali untuk memaksimalkan penarikan senyawa metabolit sekunder oleh 

etil asetat. Fraksi etil asetat rimpang Jeringau berbentuk agak liat, berwarna 

coklat, dan beraroma khas etil asetat. Rendemen rata-rata fraksi etil asetat rimpang 

Jeringau pada penelitian ini sebesar 10,80% dari 5 g sampel. Srividya et al. (2014) 

melakukan fraksinasi pada ekstrak metanol rimpang Jeringau menggunakan 

pelarut etil asetat dan diperoleh rendemen sebesar 12% dari 10 g sampel. 
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Tabel 4.1 Rendemen hasil ekstraksi dan partisi rimpang Jeringau 

Pelarut 
Berat 

Sampel (g) 
Warna Rendemen (%) 

Etanol 70% (ekstraksi) 30 Coklat kehitaman 18,73 

Etil asetat (partisi) 5 Coklat 10,80 

 

4.3 Uji Fitokimia Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) 

Uji fitokimia dilakukan untuk mengetahui adanya kandungan senyawa 

metabolit sekunder yang meliputi flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, steroid, dan 

terpenoid pada sampel ekstrak etanol 70% dan fraksi etil asetat rimpang Jeringau 

secara kualitatif. Hasil uji fitokimia rimpang Jeringau ditunjukkan pada Tabel 4.2. 

 

Tabel 4.2 Hasil uji fitokimia rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) 

Senyawa 

Metabolit 

Sekunder 

Warna 

Sebelum 

Perubahan Warna 

(Reaksi Positif) 

(Hanani, 2014) 

Perubahan Warna 

Ekstrak Etanol 

70% 

Fraksi Etil 

Asetat 

Flavonoid Coklat 
Merah, jingga, 

kuning 
Orange Kuning 

Alkaloid 

- Meyer 

- Dragendorff 

 

Coklat 

Coklat 

 

Endapan jingga  

Endapan putih 

 

Endapan kuning 

Endapan putih 

 

Endapan coklat 

Endapan coklat 

Tanin Coklat 
Hijau/biru 

kehitaman 
Hijau kehitaman Hijau kehitaman 

Saponin Coklat Terbentuk busa Kuning tanpa busa Kuning tanpa busa 

Steroid Coklat Cincin hijau/biru Cincin coklat Hitam 

Terpenoid Coklat Cincin coklat Cincin coklat Hitam 

 

4.3.1 Uji Flavonoid 

Pengujian senyawa flavonoid pada ekstrak etanol 70% menunjukkan reaksi 

positif flavonoid yang ditandai dengan adanya perubahan warna dari coklat 

kemerahan menjadi orange. Perubahan warna tersebut terjadi karena adanya 

kompleks yang merupakan garam benzopirilium (garam flavilium) hasil reduksi 
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logam Mg dan HCl pada inti benzopiron dari struktur flavonoid (Ergina et al., 

2014). Dugaan reaksi flavonoid dengan logam Mg dan HCl pekat ditunjukkan 

pada Gambar 2.3. Sesuai dengan hasil penelitian Masduqi & Rahardhian (2021) 

yang melakukan skrining fitokimia pada ekstrak etanol 70% rimpang Jeringau 

diperoleh hasil positif mengandung flavonoid, yang menunjukkan bahwa 

flavonoid dapat larut dalam etanol 70%. Riwanti et al. (2018) menjelaskan bahwa 

etanol memiliki gugus hidroksil (OH) yang dapat membentuk suatu ikatan 

hidrogen dengan gugus hidroksil (OH) dari senyawa flavonoid, sehingga mampu 

meningkatkan kelarutan senyawa flavonoid dalam etanol. Padmasari et al. (2013) 

juga mengungkapkan bahwa flavonoid dapat diektraksi dengan etanol 70%. 

Pengujian flavonoid pada fraksi etil asetat rimpang Jeringau menunjukkan 

reaksi positif dengan adanya perubahan warna dari coklat kekuningan menjadi 

kuning. Saman (2013) melakukan skrining fitokimia pada fraksi etil asetat 

rimpang Jeringau dan menunjukkan hasil positif mengandung senyawa flavonoid. 

Hal tersebut dimungkinkan senyawa flavonoid berada dalam bentuk aglikonnya, 

sehingga memiliki sifat kurang polar dan cenderung lebih mudah larut dalam 

pelarut non polar (Hanani, 2014). Dalam hal ini pelarut etil asetat merupakan 

pelarut semi polar, sehingga dapat melarutkan senyawa polar maupun non polar. 

Dengan demikian, senyawa flavonoid pada rimpang Jeringau baik yang bersifat 

polar maupun non polar dapat terekstraksi lebih efektif. Selain itu, Muhridja et al. 

(2016) menguatkan bahwa beberapa jenis flavonoid seperti isoflavon, flavanon, 

flavon, dan flavanol memiliki sifat semi polar, sehingga cenderung larut dalam 

pelarut semi polar seperti etil asetat. Hasil identifikasi senyawa flavonoid secara 

kualitatif ditunjukkan pada Gambar 4.3.  
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(a) 

  
(b) 

Gambar 4.3 Hasil uji fitokimia golongan flavonoid (a) ekstrak etanol 70%, (b) 

fraksi etil asetat 

 

Berdasarkan Gambar 4.3 dapat diketahui bahwa pengujian senyawa 

flavonoid pada ekstrak etanol 70% menghasilkan warna kuning yang lebih pekat 

dibandingkan pada fraksi etil asetat. Hal tersebut mengindikasikan bahwa 

senyawa flavonoid yang terkandung dalam ekstrak etanol 70% lebih banyak 

dibandingkan pada fraksi etil asetat. Mondong et al. (2015) menjelaskan bahwa 

pada pengujian secara kualitatif, warna yang dihasilkan dapat mempengaruhi 

kandungan flavonoid dalam suatu sampel. Pada ekstrak etanol 70% flavonoid 

berada dalam bentuk glikosidanya yang terdiri dari gugus glikon yang cenderung 

bersifat polar dan gugus aglikon yang cenderung bersifat semi polar. Sedangkan, 

pada fraksi etil asetat ikatan glikosida flavonoid telah terputus dan hanya terdapat 

gugus aglikon flavonoid. Dengan demikian, komponen polar yang terdapat pada 

sampel akan berkurang dan pada fraksi etil asetat hanya tersisa aglikon flavonoid 

yang bersifat semi polar, sehingga warna kuning yang dihasilkan tidak terlalu 

pekat karena kandungan flavonoidnya yang menurun (Mondong et al., 2015). 
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4.3.2 Uji Alkaloid 

Identifikasi alkaloid pada penelitian ini dilakukan menggunakan reagen 

Dragendorff dan reagen Mayer untuk memperkuat dugaan positif tidaknya 

senyawa alkaloid pada ekstrak etanol 70% dan fraksi etil asetat rimpang Jeringau. 

Hal tersebut disebabkan pada sampel berbeda, alkaloid memiliki kemampuan 

mengikat logam pereaksi yang berbeda. Beberapa logam yang dapat bereaksi 

dengan senyawa alkaloid yaitu merkuri, bismuth, iod, dan tungsten. Reagen 

Dragendorff terdiri dari logam merkuri klorida dan bismuth nitrat dalam nitrit 

berair, sedangkan reagen Mayer mengandung merkuri klorida dan kalium iodida 

(Tarakanita et al., 2019). Perbedaan jenis logam dalam reagen-reagen tersebut 

dapat memberikan sensitifitas yang berbeda terhadap gugus alkaloid, sehingga 

perlu dilakukan pengujian menggunakan kedua reagen tersebut untuk memperkuat 

dugaan bahwa sampel mengandung senyawa alkaloid. 

Hasil penelitian menunjukkan reaksi positif alkaloid pada ekstrak etanol 

70% yang ditandai dengan adanya endapan kuning kecoklatan pada reagen 

Dragendorff dan endapan putih kekuningan pada reagen Mayer seperti 

ditunjukkan pada Gambar 4.5a. Terbentuknya endapan tersebut disebabkan 

adanya reaksi penggantian ligan antara atom nitrogen yang mempunyai pasangan 

elektron bebas pada senyawa alkaloid dengan ion K
+
 baik pada reagen 

Dragendorff maupun pada  reagen Mayer (Padmasari et al., 2013). Reaksi dugaan 

alkaloid dengan reagen Dragendroff dan Mayer ditunjukkan pada Gambar 4.4. 

Hasil pengujian tersebut sesuai dengan penelitian Anisah et al. (2014) yang 

melakukan skrining fitokimia pada ekstrak etanol rimpang Jeringau dan 

menunjukkan hasil positif mengandung senyawa alkaloid.  
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(a) 

 

 

 
(b) 

Gambar 4.4 Reaksi dugaan senyawa alkaloid dengan (a) reagen Dragendorff  

(b) reagen Mayer (Nugrahani et al., 2016) 

  

Hasil pengujian senyawa alkaloid pada fraksi etil asetat rimpang Jeringau 

menunjukkan reaksi negatif dengan tidak terbentuknya endapan. Hasil negatif 

tersebut disebabkan pelarut etil asetat merupakan pelarut semi polar sehingga 

sukar menarik alkaloid yang bersifat polar (Septyaningsih, 2010). Fithrony (2021) 

melakukan uji fitokimia pada fraksi etil asetat rimpang Jeringau dan diperoleh 

hasil negatif senyawa alkaloid. Hasil identifikasi senyawa alkaloid pada fraksi etil 

asetat rimpang Jeringau ditunjukkan pada Gambar 4.5b. Endarini (2016) 

menjelaskan garam alkaloid memiliki sifat yang berbeda dengan alkaloid bebas 

dalam bentuk basa. Alkaloid dalam bentuk basa tidak larut dalam air tetapi mudah 

larut dalam pelarut semi polar seperti benzena dan eter, sementara dalam bentuk 

garamnya alkaloid mudah larut dalam pelarut polar, sehingga dapat diduga bahwa 

alkaloid dalam rimpang Jeringau merupakan alkaloid dalam bentuk garamnya 

karena reaksi positif hanya ditunjukkan pada pelarut yang bersifat polar. 
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(a) 

  
(b) 

Gambar 4.5 Hasil uji fitokimia alkaloid (a) ekstrak etanol 70%, (b) fraksi etil 

asetat 

 

4.3.3 Uji Tanin 

Pengujian senyawa tanin pada ekstrak etanol 70% dan fraksi etil asetat 

rimpang Jeringau dilakukan dengan menambahkan larutan FeCl3 1% yang 

bertujuan agar salah satu gugus hidroksil pada senyawa tanin dapat membentuk 

kompleks dengan ion Fe
3+

, sehingga ada tidaknya gugus fenol dalam sampel dapat 

diketahui. Senyawa kompleks yang terbentuk akan memberikan perubahan warna 

menjadi hijau kehitaman atau biru tua dan pembentukan endapan sebagai ciri 

sampel positif mengandung tanin (Sangi et al., 2012). Reaksi pembentukan 

kompleks antara tanin dengan ion Fe
3+

 ditunjukkan pada Gambar 4.7.  

 

 
(a) 

 
(b) 

Gambar 4.6 Hasil uji fitokimia tanin (a) ekstrak etanol 70%, (b) fraksi etil asetat 
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Gambar 4.7 Reaksi antara senyawa tanin dengan FeCl3 (Ergina et al., 2014) 

 

Pengujian senyawa tanin pada ekstrak etanol 70% rimpang Jeringau 

menunjukkan hasil positif yang ditandai dengan terbentuknya endapan dan 

perubahan warna sampel dari larutam berwarna coklat menjadi hijau kehitaman, 

yang mengindikasikan adanya tanin terkondensasi. Tanin merupakan senyawa 

makromolekul dari senyawa polifenol yang bersifat polar, sehingga dapat larut 

dalam pelarut polar (Harbone, 1987; Padmasari et al., 2013). Hasil penelitian 

sesuai dengan pengujian Masduqi & Rahardhian (2021) yang mengesktrak 

rimpang Jeringau menggunakan pelarut etanol 70% dan menunjukkan hasil positif 

mengandung senyawa tanin. 

Pengujian tanin pada fraksi etil asetat rimpang Jeringau menunjukkan hasil 

positif dengan adanya endapan dan perubahan warna menjadi hijau kehitaman. 

Muthulakshmi et al. (2015) melakukan skrining fitokimia pada ekstrak etil asetat 

rimpang Jeringau dan diperoleh hasil positif mengandung senyawa tanin. Putri & 

Lubis (2020) menjelaskan bahwa pelarut etil asetat mampu menarik tanin karena 
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adanya gugus hidroksil pada tanin berikatan dengan gugus metoksil atau gugus 

hidroksil pada pelarut etil asetat. Hasil identifikasi senyawa tanin pada ekstrak 

etanol 70% dan fraksi etil asetat rimpang Jeringau ditunjukkan pada Gambar 4.6. 

 

4.3.4 Uji Saponin 

Pengujian senyawa saponin dilakukan dengan metode Forth, yaitu hidrolisis 

saponin dalam air. Hasil positif saponin ditunjukkan dengan terbentuknya busa 

(Sangi et al., 2012), namun pada penelitian ini sampel tidak memiliki kemampuan 

membentuk busa, sehingga pada ekstrak etanol 70% dan fraksi etil asetat rimpang 

Jeringau dianggap negatif mengandung senyawa saponin. Penelitian terdahulu 

menunjukkan hasil serupa yaitu reaksi negatif senyawa saponin baik pada ekstrak 

etanol rimpang Jeringau (Anisah et al., 2014) maupun pada fraksi etil asetat 

rimpang Jeringau (Saman, 2013). Rachman et al. (2015) menjelaskan bahwa 

senyawa saponin mudah larut dalam air dan sukar larut dalam pelarut semi polar. 

Dalam hal ini, saponin lebih efektif diekstraksi dengan pelarut metanol karena 

memiliki sifat polar. Hasil identifikasi senyawa saponin pada ekstrak etanol 70% 

dan fraksi etil asetat rimpang Jeringau ditunjukkan pada Gambar 4.8. 

 

 
(a) 

 
(b) 

Gambar 4.8 Hasil uji fitokimia saponin (a) ekstrak etanol 70%, (b) fraksi etil 

asetat 
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4.3.5 Uji Steroid dan Terpenoid 

Pengujian senyawa steroid dan terpenoid dilakukan menggunakan reagen 

Lieberman-Burchard yang terdiri dari kloroform, asam asetat anhidrat, dan asam 

sulfat. Hasil pengujian senyawa steroid dan terpenoid pada ekstrak etanol 70% 

rimpang Jeringau menunjukkan reaksi positif terpenoid yang ditandai dengan 

terbentuknya cincin kecoklatan diantara 2 pelarut dengan dugaan reaksi 

ditampilkan pada Gambar 4.9, sedangkan hasil pengujian pada fraksi etil asetat 

menunjukkan reaksi negatif dengan tidak terbentuknya cincin. Hal tersebut 

disebabkan pada tahap ekstraksi senyawa terpenoid dalam sampel terikat pada 

gugus glikosida sehingga mudah larut dalam pelarut polar. Setelah terputus dari 

ikatan glikosidanya, baik steroid maupun terpenoid cenderung bersifat non polar 

dan mudah larut dalam pelarut non polar, sehingga pada tahap partisi dengan 

pelarut etil asetat yang bersifat semi polar, kedua senyawa tersebut tidak larut dan 

menunjukkan reaksi negatif. Taofik et al. (2010) menjelaskan bahwa sifat polar 

dari steroid dan terpenoid didasari oleh adanya gugus hidroksi, sedangkan sifat 

non polar disebabkan adanya susunan rantai panjang hidrokarbon C30.  

Hasil pengujian pada penelitian ini sesuai dengan hasil penelitian Masduqi 

& Rahardhian (2021) yang melakukan skrining fitokimia pada ekstrak etanol 70% 

rimpang Jeringau dan menunjukkan reaksi positif pada senyawa terpenoid. Hasil 

serupa juga ditunjukkan pada penelitian Febrianti et al. (2018) yang melakukan 

skrining fitokimia pada ekstrak etanol rimpang Jeringau dan diperoleh hasil positif 

mengandung senyawa terpenoid. Adapun hasil identifikasi senyawa steroid dan 

terpenoid ekstrak etanol 70% dan fraksi etil asetat rimpang Jeringau ditunjukkan 

pada Gambar 4.10.  
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Gambar 4.9 Dugaan reaksi terpenoid dengan pereaksi Liebermann-Burchard 

(Siadi, 2012) 

 

 
(a) 

 
(b) 

Gambar 4.10 Hasil uji fitokimia steroid dan terpenoid (a) ekstrak etanol 70%,  

(b) fraksi etil asetat 

  

4.4 Isolasi Flavonoid dengan Kromatografi Kolom Gradien Eluen 

Pemisahan senyawa flavonoid pada fraksi etil asetat rimpang Jeringau 

dilakukan menggunakan kromatografi kolom dengan fase diam berupa silika gel 

dan fase gerak berupa eluen yang terdiri dari n-heksana 100%, n-heksana:etil 

asetat (7:3), n-heksana:etil asetat (6:4), etil asetat 100%, etil asetat:metanol (7:3),  

etil asetat:metanol (6:4), etil asetst:metanol (4:6), dan metanol 100%. Metode 

elusi yang digunakan adalah gradien eluen yang bertujuan untuk memperoleh 
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senyawa yang sesuai dengan tingkat kepolaran eluen. Sebelum dilakukan 

pemisahan, silika gel diaktivasi terlebih dahulu untuk menghilangkan kandungan 

air dan mengaktifkan gugus hidroksil (-OH). Selanjutnya silika gel dijadikan slury 

(bubur silika) menggunakan campuran pelarut n-heksana:etil asetat (7:3) untuk 

menghomogenkan fasa diam dengan fasa gerak agar kerapatannya lebih tinggi, 

sehingga tidak terdapat celah udara yang dapat mempengaruhi pemisahan.  

Proses elusi dilakukan secara berurutan dimulai dari eluen non polar hingga 

polar secara terus-menerus tanpa jeda, sehingga senyawa dalam fraksi etil asetat 

rimpang Jeringau dapat dipisahkan sesuai dengan tingkat kepolarannya. Senyawa 

flavonoid yang bersifat non polar akan terelusi lebih dahulu dan keluar dari kolom 

lebih cepat. Eluat yang keluar ditampung ke dalam vial dan diperoleh 43 vial. 

Eluat tersebut kemudian dimonitoring menggunakan KLTA dengan fasa diam 

silika gel F254 dan fasa gerak n-heksana:etil asetat dengan perbandingan 7:3. 

Selanjutnya, diamati dan diidentifikasi bercak noda di bawah lampu UV 366 nm. 

Identifikasi dilakukan lebih lanjut menggunakan pendeteksi ammonia untuk 

memperkuat warna noda yang dihasilkan. Beberapa noda yang dihasilkan pada 

proses monitoring KLTA ditunjukkan pada Gambar 4.11 dan Tabel 4.3. 

Berdasarkan Gambar 4.11 dan Tabel 4.3 dapat diketahui bahwa dari 43 vial 

hanya 13 vial yang menghasilkan noda pemisahan dan diduga positif mengandung 

senyawa flavonoid karena menghasilkan bercak noda berwarna ungu, kuning, dan 

tidak memberikan perubahan yang signifikan terhadap bercak noda setelah 

dilakukan penyemprotan ammonia pada plat KLT. Hasil positif senyawa 

flavonoid ditunjukkan dengan terbentuknya bercak noda berwarna hijau kuning, 

biru, merah jingga, lembayung (Markham, 1981), dan ungu (Djamil & Yenni, 
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2014; Rusdi et al., 2018) baik sebelum maupun sesudah diuapi ammonia di bawah 

lampu UV 366 nm. Namun, pada pengujian fitokimia vial 9 dan 10 menunjukkan 

reaksi negatif flavonoid dan positif tanin. Hal tersebut mengindikasikan tanin 

yang terkandung dalam isolat merupakan tanin terkondensasi yang terbentuk dari 

kondensasi flavonoid golongan flavan-3-ols. Asumsi tersebut diperkuat dengan 

hasil uji fitokimia tanin pada fraksi etil asetat yang direaksikan dengan FeCl3 dan 

menunjukkan perubahan warna hijau kehitaman yang merupakan warna khas dari 

tanin terkondensasi (Bruneton, 1999; Lisan & Palupi, 2015). Pada tanaman 

berbeda, senyawa tanin terkondensasi berupa flavan-3,6,7,4’,’-pentaol memiliki 

nilai 𝑅𝑓 0,68 (Hayati et al., 2010), dan nilai 𝑅𝑓 tersebut sesuai dengan hasil 

monitoring KLTA yang dilakukan pada penelitian ini. 

 

 
(a) 

 

 
(b) 

Gambar 4.11 Hasil monitoring KLTA isolat hasil kromatografi kolom gradien 

eluen (a) pengamatan secara langsung, (b) pengamatan di bawah UV 366 nm 
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Tabel 4.3 Hasil monitoring KLTA isolat hasil kromatografi kolom gradien eluen 

Vial 
Warna Noda 

(UV λ 366 nm) 

Jarak (cm) 
𝑅𝑓 Dugaan Senyawa 

Noda Eluen 

08 Ungu 5,3 8 0,663 Flavonol 

09 Kuning 5,5 8 0,688 Flavan-3-ols 

Ungu  5,1 0,638 Flavanon 

10 Kuning 5,5 8 0,688 Flavan-3-ols 

Ungu 5,1 0,638 Flavanon 

11 Ungu 5,2 8 0,650 Flavonol 

12 Ungu 5,2 8 0,650 Flavonol 

Ungu berekor - - - 

13 Ungu 5,2 8 0,650 Flavonol 

Ungu berekor - - - 

14 Ungu 5,2 8 0,650 Flavonol 

Ungu berekor - - - 

15 Ungu  5,2 8 0,650 Flavonol 

Ungu berekor - - - 

16 Ungu 5,2 8 0,650 Flavonol 

Ungu berekor  - - - 

17 Ungu  5,2 8 0,650 Flavonol 

Ungu berekor - - - 

18 Ungu 7,5 8 0,938 - 

Ungu 5,2 0,650 Flavonol 

Ungu berekor - - - 

19 Ungu 5,2 8 0,650 Flavonol 

Ungu berekor - - - 

20 Ungu berekor - 8 - - 

 

Hasil tersebut menunjukkan bahwa isolat flavonoid yang berhasil 

ditampung dalam vial belum murni dan dapat dikatakan pemisahan yang 

dilakukan gagal. Salah satu faktor penyebab kegagalan isolasi tersebut yaitu laju 

alir yang terlalu cepat sehingga eluat tertampung lebih banyak dan diduga 

senyawa flavonoid yang terelusi tercampur dengan senyawa lain. Fitri (2017) 

mengungkapkan bahwa kecepatan laju alir terbaik dalam pemisahan dengan 

kromatografi kolom adalah 2 mL/menit, sedangkan pada penelitian ini laju alir 

yang diaplikasikan adalah 5 mL/menit. Dengan demikian, dilakukan identifikasi 

lebih lanjut menggunakan KLTA dengan eluen yang memberikan pola pemisahan 
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pada proses monitoring untuk mengetahui perbandingan eluen terbaik yang dapat 

memisahkan senyawa flavonoid dalam fraksi etil asetat rimpang Jeringau. 

 

4.5 Isolasi Flavonoid dengan KLTA 

Pemisahan senyawa flavonoid dengan KLTA dilakukan untuk mencari 

variasi eluen terbaik yang dapat memisahkan senyawa flavonoid dalam fraksi etil 

asetat rimpang Jeringau. Variasi eluen yang digunakan merujuk pada hasil 

kromatografi kolom gradien eluen, yaitu eluen yang dapat memberikan bercak 

noda pemisahan pada plat KLT, diantaranya n-heksana-etil asetat (7:3) dan n-

heksana-etil asetat (6:4). Selain itu, dilakukan pemisahan dengan variasi eluen 

yang bersifat lebih non polar yaitu n-heksana-etil asetat (8:2) dan eluen yang 

bersifat lebih polar yaitu n-heksana-etil asetat (4:6) untuk memperkuat pemilihan 

eluen yang dapat memberikan pemisahan terbaik pada senyawa flavonoid dalam 

rimpang Jeringau. Pola pemisahan dengan variasi eluen pada plat KLT ketika 

diamati di bawah lampu UV 366 nm ditunjukkan pada Gambar 4.12 dengan data 

identifikasi dugaan senyawa flavonoid dirangkum pada Tabel 4.4. 

 

 
Gambar 4.12 Hasil KLTA senyawa flavonoid dengan eluen (a) n-heksana:etil 

asetat (8:2), (b) n-heksana:etil asetat (7:3), (c) n-heksana:etil asetat (6:4), dan (d) 

n-heksana:etil asetat (4:6) 



62 

  

Tabel 4.4 Dugaan senyawa flavonoid fraksi etil asetat dengan variasi eluen 

No 
Fasa 

Gerak 

Jarak (cm) 
𝑅𝑓 

Warna Noda 

(UV λ 366 nm)  

Dugaan 

Senyawa Noda Eluen 

1. n-heksana-

etil asetat 

(8:2) 

- 8 - Kuning - 

- 8 - Biru - 

7 8 0,875 Hijau Flavanon 

2. n-heksana-

etil asetat 

(7:3) 

0,6 8 0,075 Kuning Flavonol 

1,6 8 0,200 Hijau Flavonol 

3,3 8 0,412 Biru Isoflavon 

4,75 8 0,593 Ungu Flavon/flavonol 

6,1 8 0,762 Ungu Flavon 

7 8 0,875 Hijau Flavanon 

3. n-heksana-

etil asetat 

(6:4) 

- 8 - Kuning - 

5,3 8 0,662 Ungu Flavon 

5,7 8 0,712 Hijau Flavanon 

4. n-heksana-

etil asetat 

(4:6) 

- 8 - Kuning - 

3,3 8 0,412 Kuning Flavonol 

3,6 8 0,450 Hijau Flavanon 

6,3 8 0,787 Kuning Flavonol 

6,4 8 0,800 Ungu Flavon 

7 8 0,875 Hijau Flavanon 

 

Berdasarkan Gambar 4.12 dan Tabel 4.4 diketahui bahwa terdapat beberapa 

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

plat KLT. Azah (2019) menjelaskan bahwa eluen terbaik merupakan eluen yang 

dapat memisahkan senyawa dengan menghasilkan noda yang tidak berekor dan 

jarak antara satu noda dengan noda lainnya tidak tumpang tindih. Pada penelitian 

ini, eluen n-heksana-etil asetat (7:3) menghasilkan jumlah noda terduga flavonoid 

terbanyak dengan pola pemisahan terbaik, karena adanya jarak yang jelas antar 

noda yang terbentuk dan tidak adanya ekor pada noda yang diduga flavonoid. 

Sementara eluen n-heksana-etil asetat (6:4), n-heksana-etil asetat (4:6), dan etil 

asetat:metanol (6:4) menghasilkan noda yang diduga merupakan senyawa 

flavonoid, namun menghasilkan pola pemisahan dengan jarak yang tidak teratur 

dan membentuk noda yang berekor. Dengan demikian, eluen yang dipilih untuk 
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proses pemisahan senyawa flavonoid pada kromatografi kolom non gradien 

adalah n-heksana-etil asetat (7:3). 

 

4.6 Isolasi Flavonoid dengan Kromatografi Kolom Non Gradien Eluen 

Kromatografi kolom non gradien eluen merupakan metode pemisahan 

dengan proses dan tujuan yang sama dengan kromatografi kolom gradien eluen 

yaitu untuk menarik senyawa flavonoid dari fraksi etil asetat rimpang Jeringau 

melalui proses elusi. Perbedaan keduanya ialah variasi eluen yang digunakan pada 

proses elusi. Proses elusi pada kromatografi kolom non gradien hanya 

menggunakan satu perbandingan eluen, yaitu eluen terbaik hasil KLTA n-

heksana:etil asetat (7:3). Pemisahan dilakukan pada sampel hasil partisi berupa 

fraksi etil asetat rimpang jeringau sebanyak 67 mg dan dielusi menggunakan 

pelarut n-heksana:etil asetat (7:3) sebanyak 270 mL. Eluet ditampung dalam botol 

vial dengan laju alir 2 mL/menit yang bertujuan untuk menghindari tercampurnya 

senyawa yang telah dipisahkan (Pramitania, 2019), dan dihasilkan eluet sebanyak 

107 vial. Eluet tersebut kemudian dimonitoring menggunakan KLTA untuk 

mengidentifikasi dugaan jenis senyawa flavonoid yang terkandung dalam eluat 

berdasarkan nilai 𝑅𝑓 dan warna noda yang muncul setelah disinari lampu UV 366 

nm. Monitoring dilakukan dengan fase diam berupa silika gel F254 yang berada 

pada plat dan eluen berupa n-heksana:etil asetat (7:3). Monitoring KLTA pada 

isolat hasil kromatografi kolom non gradien eluen menunjukkan terdapat 13 vial 

yang menghasilkan warna noda dan nilai 𝑅𝑓 sama yang mengindikasikan bahwa 

senyawa pada isolat memiliki karakteristik yang sama. Hasil identifikasi noda 

dugaan senyawa flavonoid ditunjukkan pada Gambar 4.12 dan Tabel 4.5.  
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(a) 

 

 
(b) 

Gambar 4.13 Hasil monitoring KLTA isolat hasil kromatografi kolom non gradien 

eluen (a) pengamatan secara langsung, (b) pengamatan di bawah UV 366 nm 

 

Tabel 4.5 Hasil monitoring KLTA isolat hasil kromatografi kolom non gradien 

eluen 

Vial 
Rendemen Sampel 

Hasil Kolom 

Jarak (cm) 
𝑅𝑓 

Warna Noda  

(UV λ 366 nm) Noda Eluen 

13 4,03% 5,3 8 0,663 Ungu 

14 4,18% 5,3 8 0,663 Ungu 

15 4,48% 
5,3 

8 
0,663 

Ungu 
2 0,250 

16 5,52% 
5,3 

8 
0,663 

Ungu 
2 0,250 

17 5,37% 
5,3 

8 
0,663 

Ungu 
2 0,250 

18 4,78% 
5,3 

8 
0,663 

Ungu 
2 0,250 

19 5,22% 
5,3 

8 
0,663 

Ungu 
2 0,250 

20 4,78% 
5,3 

8 
0,663 

Ungu 
2 0,250 

21 3,43% 5,3 8 0,663 Ungu 

22 2,39% 5,3 8 0,663 Ungu 

23 1,94% 5,3 8 0,663 Ungu 

24 3,88% 5,3 8 0,663 Ungu 

25 3,28% 5,3 8 0,663 Ungu 
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Berdasarkan warna noda dan nilai 𝑅𝑓 yang dihasilkan, yaitu warna ungu 

dengan nilai 𝑅𝑓 sebesar 0,663 dan 0,250 mengindikasikan bahwa senyawa 

flavonoid merupakan golongan flavonol atau flavon. Hanani (2014) menjelaskan 

bahwa senyawa golongan flavonol dan flavon akan menghasilkan bercak warna 

ungu di bawah lampu UV 366 nm dan tidak mengalami perubahan warna ketika 

direaksikan dengan NH3. Hal tersebut sesuai dengan hasil penelitian ini dimana 

bercak yang dihasilkan berwarna ungu dan tidak ada perubahan warna yang 

signifikan pada plat KLT setelah disemprotkan NH3. Beberapa jenis flavonol 

menunjukkan nilai 𝑅𝑓 sebesar 0,64, 0,66 dan 0,28, sedangkan beberapa jenis 

flavon menunjukkan nilai 𝑅𝑓 sebesar 0,66 (Harborne, 1987). Hasil penelitian pada 

tanaman berbeda menunjukkan senyawa positif mengandung flavonoid memiliki 

bercak noda berwarna ungu pada plat KLT (Nuari et al., 2017; Podungge et al., 

2017) dengan nilai 𝑅𝑓 sebesar 0,75 dan 0,625 pada KLT preparatif (Suhendi et 

al., 2011).  

 

4.7 Perbandingan Hasil Pemisahan Flavonoid Menggunakan Kromatografi 

Kolom Gradien Eluen dan Non Gradien Eluen 

Pemisahan flavonoid menggunakan metode kromatografi kolom gradien 

eluen yang dielusi dengan n-heksana, etil asetat, dan metanol menghasilkan 43 

vial isolat dari 67 mg sampel fraksi etil asetat rimpang Jeringau dan total eluen 

sebanyak 240 mL dengan laju alir 5 mL/menit. Hasil monitoring dengan KLTA 

menunjukkan bahwa senyawa flavonoid dalam fraksi etil asetat rimpang Jeringau 

menggunakan kromatografi kolom gradien eluen cenderung bersifat non polar-

semi polar. Hal tersebut didasarkan pada noda pemisahan yang hanya terbentuk 
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pada vial 8-20 yang merupakan hasil elusi campuran pelarut n-heksana dan etil 

asetat (non polar - semi polar) dengan perbandingan n-heksana:etil asetat (7:3) 

dan n-heksana:etil asetat (6:4), sedangkan pada vial 21-43 yang dielusi 

menggunakan campuran pelarut etil asetat dan metanol (semi polar - polar) tidak 

terbentuk noda pemisahan. Hal tersebut diperkuat dengan hasil pengujian 

fitokimia pada fraksi etil asetat rimpang Jeringau yang menghasilkan perubahan 

warna kuning tidak terlalu pekat yang mengindikasikan bahwa sampel hanya 

mengandung flavonoid semi polar. 

Pemisahan flavonoid menggunakan metode kromatografi kolom non 

gradien eluen menghasilkan 107 vial isolat dari 67 mg sampel fraksi etil asetat 

rimpang Jeringau dan total eluen sebanyak 270 mL dengan laju alir 2 mL/menit. 

Elusi dengan n-heksana:etil asetat (7:3) menunjukkan hasil monitoring berupa 

bercak noda berwarna ungu pada vial 13-25 yang mengindikasikan bahwa isolasi 

flavonoid menggunakan kromatografi kolom non gradien eluen terelusi hanya 

pada vial 13-25, sedangkan pada vial 26-107 tidak terbentuk pola pemisahan pada 

plat KLT. Jumlah isolat terduga flavonoid yang berhasil ditampung pada metode 

non gradien eluen sama dengan pemisahan pada gradien eluen, yaitu sebanyak 13 

vial dan terelusi dengan tingkat kepolaran yang sama yaitu non polar-semi polar. 

Hendryani et al. (2015) menyebutkan bahwa golongan flavonoid yang cenderung 

bersifat non polar yaitu flavanol dan flavonol. Sedangkan, beberapa jenis 

flavonoid yang bersifat semi polar terdiri dari isoflavon, flavanon, flavonol yang 

termetoksilasi, dan flavon (Muhridja et al., 2016). 

Namun, pemisahan pada kromatografi kolom gradien eluen menghasilkan 

noda yang bulat, panjang (berekor), dan tumpang tindih yang menunjukkan bahwa 



67 

  

pemisahan kurang baik sehingga senyawa target tidak terpisah secara sempurna. 

Sedangkan, noda pemisahan pada kromatografi kolom non gradien eluen 

berbentuk bulat dan jarak antar noda satu dengan yang lainnya teratur. Mardaneni 

(2017) dan Masrihanah (2020) menyebutkan bahwa pemisahan senyawa 

dikatakan baik apabila menghasilkan noda berbentuk bulat, tidak berekor, dan 

jarak antara noda yang satu dengan yang lainnya terlihat jelas. Sehingga, dapat 

diketahui bahwa pemisahan menggunakan kromatografi kolom non gradien eluen 

lebih baik dibandingkan pemisahan menggunakan kromatografi kolom gradien 

eluen. Hal tersebut disebabkan pada kromatografi kolom gradien eluen, elusi 

dilakukan menggunakan pelarut dengan tingkat kepolaran yang berbeda dan laju 

alir yang diaplikasikan lebih besar dibandingkan pada metode non gradien eluen 

yaitu 5 mL/menit. Dengan demikian, diduga bahwa senyawa yang sebelumnya 

telah terelusi sesuai dengan tingkat kepolarannya, tercampur dengan hasil elusi 

berikutnya, karena eluen dengan kepolaran yang berbeda secara bertahap dialiri 

pada fasa diam dan ditampung dalam jumlah yang cukup banyak. 

 

4.8 Identifikasi Isolat Flavonoid Hasil Kromatografi Kolom dengan FTIR 

Identifikasi menggunakan FTIR bertujuan untuk mengetahui gugus fungsi 

yang terkandung dalam suatu senyawa. Gugus fungsi umumnya memiliki ikatan 

dengan tipe yang berbeda, sehingga setiap gugus fungsi akan mempunyai nilai 

serapan yang khas. Munculnya spektrum pada FTIR disebabkan adanya interaksi 

sampel dengan radiasi inframerah yang memiliki dampak berupa vibrasi molekul 

dalam sampel yang menghasilkan penyerapan dan/atau transmisi energi. Vibrasi 

molekul yang dapat mengubah momen dipol dalam senyawa akan muncul sebagai 
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spektrum pada FTIR. Spektrum FTIR dari hasil isolat hasil kromatografi kolom 

ditunjukkan pada Gambar 4.14 dan interpretasinya dirangkum pada Tabel 4.6.  

Berdasarkan Gambar 4.14 dan Tabel 4.6 dapat diketahui bahwa keenam 

isolat yang diidentifikasi menggunakan spektrofotometer FTIR memiliki gugus –

OH terikat dengan bentuk pita melebar pada bilangan gelombang 3447 cm
-1

 

(isolat 13-14), 3435 cm
-1

 (isolat 15-16), 3437 cm
-1

 (isolat 17-18), 3431 cm
-1

 

(isolat 19-20), 3422 cm
-1

 (isolat 21-23), dan 3436 cm
-1

 (isolat 24-25), selain itu 

terdapat vibrasi ulur C-O alkohol sekunder pada daerah 1098 cm
-1 

(isolat 13-14, 

15-16, 17-18, 19-20) dan 1099 cm
-1

 (isolat 20-23 dan 24-25). Kedua serapan 

tersebut mengindikasikan adanya gugus OH alkohol yang terikat pada atom 

karbon dengan posisi ikatan sekunder. Pada daerah 1390 – 1330 cm
-1

 terdapat 

vibrasi ulur C-O dari gugus fenol yang merupakan senyawa aromatik. Adanya 

gugus aromatik pada isolat diperkuat dengan serapan pada rentang 1525 – 1470 

cm
-1

 yang menunjukkan adanya gugus C=C aromatik sebagai gugus kromofor 

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

934 cm
-1

 (isolat 13-14, 17-18) dan 935 cm
-1

 (isolat 15-16, 19-20, 21-23, 24-25) 

terdapat vibrasi tekuk gugus =C-H (alkena), dan pada daerah 790 cm
-1

 (isolat 13-

14), 816 cm
-1

 (isolat 15-16), 815 cm
-1

 (isolat 17-18), 817 cm
-1

 (isolat 19-20, 21-

23, dan 24-25) menunjukkan adanya gugus C-H aromatik. Gugus alkena yang 

terkandung dalam isolat mengindikasikan bahwa gugus aromatik pada isolat 

membentuk ikatan tak jenuh (ikatan rangkap). Selain itu, pada rentang bilangan 

gelombang 1310 – 1020 cm
-1

 semua isolat menunjukkan serapan yang sama yaitu 

daerah 1168 cm
-1

 yang mengindikasikan adanya regangan dari gugus C-O-C. Pada 

daerah 1619 cm
-1

 (isolat 13-14, 17-18, 21-23), 1618 cm
-1

 (isolat 15-16, 24-25), 
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dan 1617 cm
-1

 (isolat 19-20) terdapat vibrasi ulur C=O keton yang berasal dari 

gugus karbonil, yang merupakan gugus fungsi khas dari senyawa flavonoid.  

Interpretasi tersebut diperkuat dengan hasil identifikasi Silva et al. (2014) 

dan Rajhard et al. (2021) yang mengungkapkan bahwa senyawa flavonoid 

memiliki serapan khas pada daerah 3375 – 3324 cm
−1

 yang menunjukkan adanya 

vibrasi ulur O-H, daerah 1660 – 1466 cm
−1

 menunjukkan adanya ikatan C=C 

aromatik, daerah 1261 – 1066 cm
−1

 menunjukkan adanya vibrasi ulur dari gugus 

C-O-C, dan pada daerah 1281 – 1278 cm
−1

 dan 1071 – 1022 cm
−1

 menunjukkan 

adanya gugus C-OH. Selain itu, hasil identifikasi pada tanaman berbeda 

menunjukkan serapan khas senyawa flavonoid pada daerah 3409 – 3369 cm
-1

 

(gugus O-H ulur), 1665 – 1658 cm
-1

 (gugus C=O ulur), 1611 – 1606 cm
-1

 (gugus 

C=C ulur), 1271 – 1143 cm
-1

 (gugus C-O ulur) (Fitrya, 2011; Horizon et al., 

2015) dan berdasarkan pengujian NMR diketahui gugus-gugus tersebut 

merupakan gugus fungsi dari senyawa flavonoid jenis 3,3,4,5,7-pentahidroksi 

flavon atau kuersetin (Horizon et al., 2015).  

 

Tabel 4.6 Interpretasi spektra FTIR isolat hasil kromatografi kolom 

Bilangan Gelombang (cm
-1

) Literatur 

(Socrates, 

1994) 

Gugus Fungsi 
13-14 15-16 17-18 19-20 21-23 24-25 

3447 3435 3437 3431 3422 3436 3580-3200 O-H ulur 

1619 1618 1619 1617 1619 1618 1640-1600 
C=O ulur keton  

(α,β-tidak jenuh) 

1522 1522 1522 1522 1522 1522 1525-1470 C=C aromatik 

1382 1382 1382 1382 1382 1382 1390-1330 C-OH ulur fenol 

1168 1168 1168 1168 1168 1168 1310-1020 C-O-C ulur 

1098 1098 1098 1098 1099 1099 1125-1085 
C-O ulur alkohol 

sekunder 

934 935 934 935 935 935 1000-800 
=C-H tekuk 

(alkena) 
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Gambar 4.14 Hasil spektra FTIR gabungan isolat hasil kromatografi kolom 

 

Berdasarkan hasil interpretasi FTIR dan beberapa literatur, diduga isolat 

hasil kromatografi kolom merupakan senyawa flavonoid yang mengandung gugus 

fungsi O-H, C=O ulur keton, C=C konjugasi, =C-H tekuk (alkena), C-O-C, C=C 

ulur, C-O ulur fenol, C-O ulur alkohol sekunder, dan C-H aromatik. Namun, 

gugus fungsi hasil identifikasi menggunakan FTIR sangat terbatas dalam 

menentukan suatu jenis senyawa, sehinga perlu adanya identifikasi lain. 

Identifikasi lain yang dilakukan dalam penelitian ini berupa identifikasi secara 

kimia dengan uji fitokimia yang menunjukkan adanya endapan kuning yang 

mengindikasikan sampel positif mengandung senyawa flavonoid, monitoring 

KLTA yang menunjukkan Rf dan warna bercak ungu yang mengindikasikan 

senyawa flavonoid golongan flavon atau flavonol, dan selanjutnya akan dilakukan 

identifikasi dengan spektrofotometer UV-Vis untuk memperkuat dugaan senyawa 

flavonoid yang terkandung dalam isolat hasil kromatografi kolom rimpang 

Jeringau berdasarkan pita serapan sampel pada daerah ultraviolet dan visible. 

O-H 

C=C 

C=O C-OH 

C-O-C 

=C-H 

C=O 

Isolat 13-14 Isolat 15-16 

Isolat 19-20 Isolat 21-23 

Isolat 17-18 

Isolat 24-25 
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4.9 Identifikasi Isolat Flavonoid Menggunakan Spektrofotometri UV-Vis  

Isolat hasil kromatografi kolom selanjutnya diidentifikasi menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 200 – 800 nm. Identifikasi 

dilakukan dengan menganalisis panjang gelombang maksimum isolat sehingga 

dapat diperoleh beberapa informasi meliputi keberadaan kromofor, gugus utama, 

pola oksigenasi, struktur, dan dugaan jenis flavonoid yang terkandung dalam 

isolat. Hasil pengukuran spektra UV-Vis pada isolat hasil kromatografi kolom 

ditunjukkan pada Gambar 4.15 dengan hasil identifikasi dirangkum pada Tabel 

4.7. 
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Gambar 4.15 Hasil spektra UV-Vis isolat hasil kromatografi kolom 
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Tabel 4.7 Data identifikasi spektra UV-Vis pada isolat hasil kromatografi kolom 

Isolat 

Daerah Serapan 
Literatur 

(Markham, 1981) 
Dugaan 

Jenis 

Flavonoid 
Pita II 

(nm) 
Abs 

Pita I 

(nm) 
Abs 

Pita II 

(nm) 

Pita I 

(nm) 

13-14 257 0,309 377 0,287 

250-280 350-385 

Flavonol 

(3–OH 

bebas) 

15-16 257 0,217 375 0,198 

17-18 257 0,178 374 0,159 

19-20 257 0,255 374 0,255 

21-23 257 0,849 376 0,825 

24-25 257 0,265 375 0,254 

 

Berdasarkan hasil identifikasi di atas, diketahui bahwa keenam isolat 

memiliki panjang gelombang maksimum pada pita I antara 374 – 377 nm dan 

pada pita II sebesar 257 nm. Sastrohamidjojo (1991) menjelaskan bahwa daerah 

serapan 300 – 550 nm (pita I) merupakan daerah serapan khas dari ikatan rangkap 

C=C terkonjugasi dengan transisi elektron      dan pada daerah serapan 210 – 

285 nm (pita II) merupakan serapan khas dari kromofor tunggal seperti ikatan 

C=O dengan transisi elektron     . Dengan demikian dapat diduga bahwa 

gugus utama dari isolat hasil kromatografi kolom terdiri dari gugus C=C 

terkonjugasi dan gugus C=O yang merupakan gugus khas dari senyawa flavonoid. 

Hal tersebut diperkuat dengan penjelasan Bajracharya et al. (2017) bahwa semua 

flavonoid memiliki serapan maksimum oleh gugus benzoil pada daerah 240 – 290 

nm (pita II), yang didasarkan pada konjugasi dari cincin A dan pola substitusinya. 

Pada cincin B dan C yang terkonjugasi (melalui ikatan rangkap antara karbon C2 

dan C3 pada cincin C), flavonoid memiliki serapan maksimum oleh gugus 

sinamoil pada daerah 300 – 550 nm (pita I), dengan klasifikasi daerah serapan 460 

– 550 nm untuk antosianin dan 305 – 385 nm untuk flavon dan flavonol seperti 

ditunjukkan pada Gambar 4.16.  
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Gambar 4.16 Gugus benzoil dan sinamoil dari golongan flavonol (Parwata et al., 

2018) 

 

Lebih spesifik, Markham (1981) dan Mustarichie & Runadi (2021) 

menjelaskan bahwa pada rentang 350 – 385 nm (pita I) dan 250 – 280 nm (pita II) 

merupakan daerah serapan khas untuk golongan flavonol dengan 3–OH bebas. 

Hasil serupa ditunjukkan pada penelitian Nuria et al. (2011) yang 

mengidentifikasi senyawa flavonoid dari daun Jangkang menggunakan beberapa 

instrumen, hasil UV-Vis menunjukkan sampel memiliki serapan pada daerah 362 

nm (pita I) dan 260 nm (pita II) yang mengindikasikan aglikon dari sampel adalah 

senyawa flavonol dengan 3–OH bebas. Hasil LCMS menunjukkan bahwa sampel 

merupakan flavonol jenis kaempferol. Hal tersebut memperkuat dugaan bahwa 

serapan yang ditunjukkan isolat yaitu pada daerah 377 nm dan 257 nm merupakan 

senyawa flavonoid dengan gugus utama berupa flavonol dengan 3–OH bebas. 

Setelah diketahui dugaan gugus utama senyawa flavonoid dalam sampel, 

identifikasi dilanjutkan untuk mengetahui letak gugus gula atau metil yang terikat 

pada salah satu gugus utama sampel. 

Penentuan gugus tambahan dilakukan dengan menambahkan pereaksi geser 

berupa AlCl3 10% dan natrium asetat pada isolat dan diidentifikasi menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 200 – 800 nm. Hasil 
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pengukuran spektra UV-Vis pada isolat hasil kromatografi kolom dengan 

penambahan pereaksi geser ditunjukkan pada Gambar 4.17 dengan hasil 

identifikasi dirangkum pada Tabel 4.8. 
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Gambar 4.17 Hasil spektra UV-Vis isolat + pereaksi geser 

 

Tabel 4.8 Data identifikasi spektra flavonoid pada isolat + pereaksi geser 

Isolat 

Daerah Serapan Pergeseran 
Jenis 

Flavonoid 

Penafsiran 

(Markham, 

1981) 

Pita II 

(nm) 

Pita I 

(nm) 

Pita II 

(nm) 

Pita I 

(nm) 

13-14 269 437 

+12 

+60 

Flavonol 

- 7–OH 

- 3–OH dengan 

atau tanpa 5–

OH 

- Ada o–di OH 

15-16 269 440 +65 

17-18 269 436 +62 

19-20 269 441 +67 

21-23 269 437 +61 

24-25 269 437 +62 
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Suhendi et al. (2011) menjelaskan bahwa penambahan AlCl3 dapat 

membentuk kompleks dengan orto hidroksi maupun hidroksi keton, sedangkan 

penambahan natrium asetat dapat mengionisasi gugus hidroksil flavonoid yang 

paling tahan asam, yaitu gugus 7–OH menjadi 7–ONa, sehingga spektrum 

flavonoid akan mengalami pergeseran batokromik. Penambahan AlCl3 10% dan 

natrium asetat pada penelitian ini memberikan pergeseran batokromik sebesar 60 

– 67 nm (pita I) yang diduga terjadi karena penambahan AlCl3 menyebabkan 

pembentukan kompleks dari hidroksi keton, sehingga mengindikasikan isolat 

merupakan golongan flavonol dengan gugus -OH pada C5 (5–OH) (Parwata et al., 

2018) dan gugus o–di-OH pada cincin B (Suhendi et al., 2011). Selain itu, 

pergeseran batokromik juga terdapat pada pita II sebesar 12 nm yang diduga 

terjadi karena penambahan natrium asetat yang mengindikasikan sampel 

mengandung gugus tambahan 7–OH pada cincin A (Tunnisa & Mursiti, 2018). 

Berdasarkan data interpretasi pergeseran panjang gelombang maksimum 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis, diduga bahwa senyawa flavonoid dalam 

isolat hasil kromatografi kolom memiliki gugus utama berupa flavonol dengan 3–

OH bebas (flavonol dengan gugus hidroksi pada C3 dari cincin B) dengan gugus 

tambahan berupa gugus hidroksi pada C5 dan C7 pada cincin A, serta gugus 

hidroksi dengan posisi orto (C4) pada cincin B. Dengan demikian, dugaan struktur 

jenis flavonoid dalam isolat hasil kromatografi kolom berdasarkan pendekatan 

UV-Vis ditunjukkan pada Gambar 4.18.  
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Gambar 4.18 Dugaan struktur flavonoid isolat berdasarkan pendekatan UV-Vis 

 

4.10 Penetapan Kadar Flavonoid pada Isolat Hasil Kromatografi Kolom 

Penetapan kadar flavonoid dilakukan untuk mengukur kadar flavonoid yang 

terkandung dalam isolat hasil kromatografi kolom rimpang Jeringau. Pengukuran 

ini didasarkan pada prinsip pembentukan senyawa kompleks antara flavonoid 

dengan reagen AlCl3 (Al–Flavonoid) yang ditandai dengan adanya perubahan 

warna menjadi kuning yang selanjutnya diukur menggunakan spektrofotometer 

UV-Vis. Dirujuk dari penjelasan Khoirunnisa et al. (2019) pembentukan 

kompleks tersebut terjadi pada gugus keto dan gugus hidroksil dari flavonoid 

seperti ditunjukkan pada Gambar 4.18.  

Penetapan kadar flavonoid total diawali dengan menentukan panjang 

gelombang maksimum standar kuersetin yang telah ditambahkan dengan AlCl3 

10%, natrium asetat, dan aquabides. Hasil pengukuran pada rentang 400 – 600 nm 

diperoleh panjang gelombang maksimum sebesar 440,9 nm seperti ditunjukkan 

pada Gambar 4.19. Penambahan AlCl3 10% pada tahap ini memberikan 

perubahan warna yang semula larutan sampel berwarna putih jernih menjadi 
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kuning jernih. Sari et al. (2021) menjelaskan bahwa terbentuknya kompleks antara 

AlCl3 dengan gugus hidroksi keton dan o–hidroksi keton yang terkandung dalam 

sampel menyebabkan adanya pergeseran panjang gelombang, sehingga terjadi 

perubahan warna pada sampel. Penambahan asam asetat (CH3COONa) berfungsi 

untuk memberikan intensitas peak absorban yang lebih kuat (Kusuma et al., 

2010). Setelah semua larutan dicampur dan dihomogenkan, larutan diinkubasi 

untuk memaksimalkan reaksi yang terjadi sehingga dapat memberikan intensitas 

warna dan mendeteksi peak dengan maksimal (Azizah et al., 2014). 

Panjang gelombang maksimum yang diperoleh digunakan untuk 

menentukan kurva baku kuersetin dan kadar flavonoid pada isolat hasil 

kromatografi kolom rimpang Jeringau. Penentuan kurva baku kuersetin dilakukan 

dengan mengukur absorbansi kuersetin yang dibuat dengan variasi konsentrasi 9, 

12, 15, 18, 21, dan 24 ppm menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Berdasarkan 

hasil pengukuran, diperoleh absorbansi seperti pada Tabel 4.9 dengan nilai y = 

0.03195x - 0.02173 dan R² = 0.9978. Setelah diperoleh kurva baku kuersetin, 

pengukuran absorbansi dilanjutkan pada isolat hasil kromatografi kolom rimpang 

Jeringau yang bertujuan untuk menentukan kadar kesetaraan larutan baku 

kuersetin dengan sampel. Hasil pengukuran absorbansi sampel ditunjukkan pada 

Tabel 4.10. 

 

Tabel 4.9 Absorbansi kurva larutan standar kuersetin 

No. Konsentrasi (ppm) Absorbansi 

1. 9 0,2709 

2. 12 0,3549 

3. 15 0,4545 

4. 18 0,5642 

5. 21 0,6380 

6. 24 0,7500 
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Gambar 4.19 Hasil spektra UV-Vis Kuersetin 

 

 

Tabel 4.10 Kadar flavonoid pada isolat hasil kromatografi kolom 

 

Berdasarkan nilai absorbansi sampel tersebut dapat ditentukan kadar 

flavonoid yang terkandung dalam isolat dan diketahui bahwa isolat memiliki 

No. Sampel Ulangan Abs 

Kadar 

Kesetaraan 

Kuersetin 

(mg/L) 

Kadar 

Flavonoid 

(mg QE/g) 

Rata-rata 

Kadar 

Flavonoid ± SD 

(mg QE/g) 

1. 
Isolat 

13-14 

1 0,1052 2,6125 4,7500 

4,9037 ± 0,2661 2 0,1052 2,6125 4,7500 

3 0,1133 2,8660 5,2110 

2. 
Isolat 

15-16 

1 0,1541 4,1430 6,1836 

6,1883 ± 0,0260 2 0,1537 4,1305 6,1649 

3 0,1548 4,1649 6,2163 

3. 
Isolat 

17-18 

1 0,1618 4,3840 6,4471 

6,4379 ± 0,0122 2 0,1613 4,3684 6,4241 

3 0,1617 4,3809 6,4425 

4. 
Isolat 

19-20 

1 0,1504 4,0272 6,0108 

6,1572 ± 0,2258 2 0,1511 4,0491 6,0435 

3 0,1591 4,2995 6,4172 

5. 
Isolat 

21-23 

1 0,1025 2,5280 4,8616 

4,9298 ± 0,0603 2 0,1040 2,5750 4,9518 

3 0,1044 2,5875 4,9759 

6. 
Isolat 

24-25 

1 0,0896 2,1243 4,4255 

4,3299 ± 0,0868 2 0,0878 2,0679 4,3082 

3 0,0870 2,0429 4,2560 



79 

  

kandungan flavonoid yang berbeda-beda. Isolat pada vial 13-14 memiliki kadar 

flavonoid rata-rata sebesar 4,9037 ± 0,2661 mg QE/g, kadar terus meningkat 

hingga pada vial 17-18 sebesar 6,4379 ± 0,0122 mg QE/g. Selanjutnya pada vial 

19-20 kadar flavonoid mengalami penurunan sebesar 6,1572 ± 0,2258 mg QE/g, 

dan terus menurun hingga pada vial 24-25 sebesar 4,3299 ± 0,0868 mg QE/g. 

Beragamnya kadar flavonoid pada isolat hasil kromatografi kolom tersebut 

disebabkan karena perbedaan berat isolat yang berhasil ditampung oleh masing-

masing vial. Vial 13-14 merupakan vial awal yang positif mengandung senyawa 

flavonoid, sehingga dapat diduga sebagai titik awal turunnya senyawa flavonoid 

dengan berat total isolat dari kedua vial sebesar 5,5 mg. Selanjutnya, pada vial 15-

16, 17-18, dan 19-20 berat isolat yang berhasil ditampung meningkat dengan total 

secara berturut-turut sebesar 6,7 mg, 6,8 mg, dan 6,7 mg. Namun, pada vial 21-23 

dan 24-25 berat isolat mengalami penurunan secara berturut-turut sebesar 5,2 dan 

4,8 mg yang diduga bahwa senyawa flavonoid yang turun merupakan sisa dan 

telah turun secara maksimal pada vial sebelumnya, sehingga pada vial 26 dan 

seterusnya isolat yang berhasil ditampung menunjukkan hasil negatif senyawa 

flavonoid. Isolat yang positif senyawa flavonoid diencerkan dengan jumlah 

pelarut yang sama, sehingga semakin banyak isolat yang berhasil ditampung pada 

vial, konsentrasi flavonoid yang terkandung dalam sampel akan semakin tinggi 

dan kadar yang dihasilkan akan semakin tinggi pula.  

Kadar flavonoid total dari isolat hasil kromatografi kolom dilakukan dengan 

menjumlahkan kadar flavonoid dari masing-masing isolat dan diperoleh hasil 

sebesar 32,9468 mg QE/g dari total isolat sebanyak 35,7 mg. Hasil tersebut 

menunjukkan nilai yang lebih tinggi dibandingkan kadar flavonoid total pada 
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fraksi etil asetat rimpang Jeringau. Khoirunnisa et al. (2019) menentukan kadar 

flavonoid total pada fraksi etil asetat rimpang Jeringau dan diperoleh kadar rata-

rata sebesar 14,884 mg QE/g. Dengan demikian, dapat diketahui bahwa untuk 

memperoleh kadar flavonoid yang lebih banyak dari suatu sampel dapat diawali 

dengan mengisolasi senyawa flavonoid dalam sampel tersebut. 

 

4.11 Kajian Hasil Penelitian dalam Perspektif Islam 

Proses isolasi dan identifikasi senyawa flavonoid dalam rimpang Jeringau 

dilakukan dalam beberapa tahapan yang memberikan pembelajaran kepada 

penulis untuk senantiasa bertawakkal kepada Allah SWT atas segala ketetapan 

dan hukum-Nya, sebagaimana dijelaskan dalam Al-Quran Surat ath-Thalaaq [65]: 

2 – 3 sebagai berikut: 

 

كامْ ػَهَٗ   َٕ َ يٍَ ٚخَ َٔ ْٛثُ لََ ٚحَْخسَِبُ ۚ  ٍْ حَ ٚشَْصُلُّْ يِ َٔ َ ٚدَْؼمَ نا ُّۥ يَخْشَخًا﴿ ٢﴾  اكِ ٱللَّا يٍَ ٚخَ َٔ

ءٍ لذَسًْا﴿٣﴾ ْٗ ُ نِكُمِّ شَ هِغُ أيَْشِۦِِ ۚ لذَْ خَؼمََ ٱللَّا َ بََٰ اٌ ٱللَّا ُٓۥ ۚ إِ َٕ حَسْبُّ ُٓ ِ فَ  ٱللَّا

Artinya: ―Barangsiapa bertakwa kepada Allah niscaya Dia akan mengadakan 

baginya jalan keluar, dan Dia memberinya rezeki dari arah yang tiada disangka-

sangkanya. Dan barangsiapa yang bertawakkal kepada Allah niscaya Allah akan 

mencukupkan (keperluan)nya. Sesungguhnya Allah melaksanakan urusan yang 

(dikehendaki)Nya. Sesungguhnya Allah telah mengadakan ketentuan bagi tiap-

tiap sesuatu‖ (QS. Ath-Thalaaq [65]: 2 – 3). 

 

Tafsir Ibnu Katsir (2004) menjelaskan makna dari  ُْٛثُ لََ ٚحَْخسَِب ٍْ حَ ٚشَْصُلُّْ يِ َٔ  

bahwa barangsiapa bertakwa kepada Allah dalam seluruh perintah-Nya dan 

menjauhi seluruh larangan-Nya, maka Dia akan membuatkan baginya jalan keluar 

dan memberinya rizki dari arah yang tidak diduga-duga, yakni dari arah yang 

tidak pernah terbesit dalam hatinya. Kemudian makna dari ِِهِغُ أيَْشِۦ َ بََٰ اٌ ٱللَّا  Dia-lah ,إِ
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yang menerapkan seluruh ketetapan dan hukum-Nya yang diberlakukan terhadap 

semua makhluk-Nya sesuai dengan kehendak dan keinginan-Nya. Sebagai orang 

yang beriman, sebelum melakukan sesuatu, alangkah baiknya jika merencanakan 

dengan baik. Namun perlu disadari bahwa segala sesuatu yang telah direncanakan 

tidak akan terjadi tanpa izin dan kehendak Allah. Maka dari itu, selain berusaha 

juga harus bertawakkal kepada-Nya.  

Rimpang Jeringau merupakan salah satu tumbuhan dengan kandungan 

senyawa metabolit sekunder melimpah yang dapat dimanfaatkan dalam bidang 

farmakologi. Salah satu wujud syukur peneliti atas nikmat yang telah Allah SWT 

berikan berupa akal atau pikiran, yakni dengan menggunakannya untuk 

melakukan penelitian isolasi dan identifikasi senyawa flavonoid dalam rimpang 

Jeringau. Sebagaimana firman Allah dalam Surah Ibrahim [14]: 7 berikut: 

 

ْٚذٌ﴿٧﴾ ْٙ نشََذِ اٌ ػَزاَبِ ٍْ كَفشَْحىُْ اِ نىَِٕ َٔ ْٚذََاكُىْ  ٍْ شَكَشْحىُْ لََصَِ ٌَ سَبُّكُىْ نىَِٕ اِرْ حاَرَا َٔ  

Artinya: ―Dan (ingatlah) ketika Tuhanmu memaklumkan, “Sesungguhnya jika 

kamu bersyukur, niscaya Aku akan menambah (nikmat) kepadamu, tetapi jika 

kamu mengingkari (nikmat-Ku), maka pasti azab-Ku sangat berat‖ (QS. Ibrahim 

[14]: 7). 

 

Tafsir Jalalain (2008) menjelaskan bahwa bentuk rasa syukur kepada Allah 

dengan cara menjalankan ketauhidan dan ketaatan kepada-Nya, maka akan 

mendapatkan nikmat-Nya. Apabila ingkar terhadap nikmat-Nya dengan 

melakukan kekufuran dan kedurhakaan, niscaya Allah akan menurunkan azab 

yang sangat keras. Maka berhati-hatilah dengan azab Allah dan takutlah kepada-

Nya. Proses dalam memperoleh ilmu pengetahuan memang tidaklah mudah, 

namun tetaplah harus senantiasa bersyukur dalam bentuk apapun itu. Ketika 

melakukan isolasi dan identifikasi senyawa flavonoid, peneliti harus melakukan 
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serangkaian metode yang telah disiapkan secara terukur dan sistematis guna 

mendapatkan suatu produk yang memiliki lebih banyak manfaat seperti dalam 

bidang farmakologi sebagai senyawa antibakteri, antioksidan, antikanker, dan 

sebagainya. Metode yang digunakan oleh peneliti sebelumnya juga perlu adanya 

pengembangan agar lebih efektif dan efisien. Demikianlah karunia Allah SWT. 

yang diberikan kepada orang yang berpikir (pencari ilmu). Dalam hadits shahih Al 

Bukhari dan Muslim dalam Tafsir Ibnu Katsir (2007) juga dijelaskan bahwa 

seorang pencari ilmu akan mendapatkan ridha dari Allah SWT. Ketika telah 

mendapatkan ridha-Nya, segala sesuatu yang akan dikerjakan oleh hamba-Nya 

pasti diberikan kemudahan, baik dalam hal memperoleh, mengolah, dan 

mengamalkan ilmu pengetahuan tersebut. Kemudahan yang telah Allah SWT 

berikan kepada peneliti, salah satunya yakni dapat menyelesaikan isolasi dan 

identifikasi senyawa flavonoid dalam rimpang Jeringau yang menunjukkan bahwa 

rimpang Jeringau mengandung senyawa flavonoid golongan flavonol yang 

diketahui memiliki banyak manfaat dalam bidang farmakologi diantaranya 

sebagai antibakteri, antikanker, antioksidan, dan lain sebagainya. Adanya 

kandungan senyawa metabolit sekunder dalam rimpang Jeringau merupakan salah 

satu bentuk sarana dalam memikirkan dan mengambil pelajaran mengenai 

kekuasaan dan bentuk kasih sayang Allah SWT. 
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BAB V 

PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah diperoleh, dapat disimpulkan 

bahwa: 

1. Metode terbaik yang dapat memisahkan senyawa flavonoid pada fraksi etil 

asetat rimpang Jeringau adalah metode kromatografi kolom non gradien eluen 

yang ditandai dengan terbentuknya noda pemisahan bulat dan jarak antar noda 

satu dengan yang lainnya teratur. 

2. Hasil identifikasi isolat hasil kromatografi kolom dengan instrumen FTIR 

menunjukkan adanya gugus fungsi O-H, C=O keton, C=C aromatik, C-OH 

fenol, C-O-C, C-O alkohol sekunder, dan =C-H alkena dengan hasil analisis 

UV-Vis menunjukkan adanya serapan pada daerah 257 nm (pita I) dan 374-377 

nm (pita II) dengan pergeseran masing-masing sebesar 12 nm (pita I) dan 60-

67 nm (pita II), sehingga diduga isolat hasil kromatografi kolom fraksi etil 

asetat rimpang Jeringau mengandung senyawa flavonoid golongan flavonol 

berupa 5,7,3’,4’-Tetrahidroksi flavonol. 

3. Kadar flavonoid total diperoleh sebanyak 32,9468 mg QE/g dari total isolat 

hasil kromatografi kolom sebanyak 35,7 mg. Kadar flavonoid berbanding lurus 

dengan banyak isolat pada masing-masing vial, semakin banyak isolat yang 

tertampung maka kadar flavonoid yang terkandung pada masing-masing vial 

semakin tinggi. 
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5.2 Saran 

1. Perlu dilakukan pemisahan menggunakan kromatografi kolom gradien eluen 

dengan laju alir 2 mL/menit untuk mengetahui tingkat kemurnian isolat yang 

diperoleh dibandingkan dengan hasil kromatografi kolom non gradien eluen. 

2. Perlu dilakukan identifikasi isolat senyawa flavonoid dengan instrumen LC-

MS/MS untuk mengetahui jenis senyawa flavonoid dengan lebih spesifik. 

3. Perlu dilakukan uji lanjutan terhadap penggunaan isolat dalam bidang 

farmakologi, misalnya sebagai antibakteri, antivirus, antialergi, antelmintik, 

dan lain sebagainya. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Rancangan Penelitian 
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Partisi dengan Etil Asetat 
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Lampiran 2. Diagram Alir 

2.1 Preparasi Sampel Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) 

 

 - dipotong kecil-kecil 

 - dicuci bersih dengan air   

 - dikeringkan dalam oven pada suhu 40℃ selama 24 jam 

 - dihaluskan menggunakan blender 

- diayak menggunakan ayakan 90 mesh 

- disimpan pada suhu ruang 

 

 

2.2 Penentuan Kadar Air secara Termogravimetri 

 

 - dipanaskan cawan dalam oven pada suhu 100 – 150℃ selama 15 menit 

- dimasukkan cawan dalam desikator selama 10 menit 

- ditimbang cawan 

- dimasukkan sampel dalam cawan  

- ditimbang 

 - dipanaskan dalam oven pada suhu 100 – 150℃ selama 15 menit  

 - dimasukkan dalam desikator selama 10 menit 

 - ditimbang cawan beserta sampel 

- dihitung kadar air 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rimpang Jeringau  

Hasil 

Simplisia Rimpang Jeringau  

Hasil 
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2.3 Ekstraksi Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) Menggunakan Metode 

Sonikasi (Ultrasonik) 

  

 - ditimbang sebanyak 30 g  

 - dilarutkan dalam 300 mL pelarut etanol 70% 

  - diekstraksi menggunakan ultrasonic selama 30 menit pada suhu kamar 

 dan frekuensi 47 kHz 

  - disaring menggunakan corong buchner 

  - dipekatkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 40℃ selama 10 

 - 30 menit hingga pelarut benar-benar menguap 

  - ditimbang rendemen 

  - dihitung rendemen 

   

 

2.4 Hidrolisis Ekstrak Etanol Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) 

 

 - ditimbang sebanyak 5 g  

- ditambahkan dengan HCl 2 N sebanyak 10 mL 

- dihomogenkan menggunakan shaker pada suhu ruang selama 1 jam 

- ditambahkan dengan natrium bikarbonat (NaHCO3) hingga pH netral 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak Pekat Etanol  

Hasil 

Simplisia Rimpang Jeringau 

Hasil   
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2.5 Partisi Hidrolisat  

 

- dimasukkan ke dalam corong pisah sebanyak 5 g 

- ditambahkan 25 mL etil asetat 

- dikocok selama 15 menit  

- didiamkan hingga terbentuk 2 lapisan  

 

 

- dipartisi kembali hingga lapisan pada fasa air tidak berwarna 

 

 

- digabung fasa organik yang diperoleh 

- dipekatkan menggunakan rotary evaporator pada suhu di bawah 40℃ 

- dialiri dengan gas N2 

 

- ditimbang dan dihitung rendemennya 

 

 

2.6 Uji Fitokimia Isolat Murni Senyawa Flavonoid 

2.6.1 Uji Flavonoid 

 

 - dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 1 mg 

- ditambahakan 2 tetes HCl 2 M  

- ditambahkan 1 mg serbuk Mg 

- diamati perubahan yang terjadi 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hasil 

Fasa Air 

Fraksi Etil Asetat 

Hasil 

Isolat Murni  

Hidrolisat 

Fasa Organik 

Fasa Organik Fasa Air 
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2.6.2 Uji Alkaloid 

 

- dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 1 mg  

- dimasukkan dalam 2 tabung 

- ditambahkan 0,5 mL HCl 2% 

 

 

- ditambah 3 tetes reagen Dragendorff     - ditambah 3 tetes reagen Mayer     

- diamati perubahan yang terjadi              - diamati perubahan yang terjadi 

 

 

2.6.3 Uji Tanin 

 

- dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 1 mg  

- ditambahkan 2 – 3 tetes FeCl3 1% 

- diamati perubahan warna yang terjadi 

 

 

2.6.4 Uji Saponin  

 

- dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 1 mg  

- ditambahkan aquades dengan perbandingan 1:1 

- dikocok selama 1 menit 

- ditambahkan 2 tetes HCl 1 M apabila terbentuk busa 

- diamati perubahan warna yang terjadi 

 

2.6.5 Uji Steroid dan Triterpenoid   

 

- dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 1 mg  

- ditambahkan 0,5 mL pelarut kloroform 

- ditambahkan 0,5 mL asetat anhidrat 

- ditambahkan 1 – 2 mL H2SO4 pekat melalui dinding tabung 

 

Isolat Murni 

Tabung II 

Hasil 

Tabung I 

Hasil 

Isolat Murni 

Hasil 

Isolat Murni 

Hasil 

Isolat Murni 

Hasil 
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2.7 Isolasi Flavonoid dengan Kromatografi Kolom Gradien Eluen dan 

Monitoring Hasil Pemisahan dengan KLTA 

2.7.1 Pembuatan Bubur Silika dan Persiapan Kolom 

 

 - ditimbang sebanyak 10 g  

- diaktivasi dengan pemanasan dalam oven pada suhu 110 ℃ selama 2 jam 

- dimasukkan ke dalam desikator selama 15 menit 

 

- dicampur dengan 20 mL pelarut n-heksana : etil asetat (7:3) 

- diaduk menggunakan magnetic stirrer hingga terbentuk suspensi tanpa 

gelembung 

 

- dimasukkan bubur silika ke dalam kolom kromatografi secara perlahan 

- diketuk-ketuk kolom agar terisi mampat 

- didiamkan selama 24 jam 

 

2.7.2 Pemisahan Fraksi Etil Asetat dengan Kromatografi Kolom Gradien 

Eluen 

 

 - ditimbang sebanyak 0,067 g 

- dilarutkan dengan 1 mL eluen n-heksana:etil asetat (7:3)  

- dimasukkan ke dalam kolom 

- dielusi menggunakan eluen n-heksana, etil asetat, dan metanol secara 

bergradien yang dimulai dengan n-heksana 100%, n-heksana:etil asetat 

(7:3), n-heksana:etil asetat (6:4), etil asetat:metanol (7:3), etil asetat 

100%, etil asetat:metanol (6:4), metanol:etil asetat (6:4), dan metanol 

100% 

- ditampung eluat dalam 1 botol vial setiap 5 mL/menit 

 

 

 

Fraksi Etil Asetat  

Hasil 

Silika Gel 

Hasil 

Silika Teraktivasi 

Bubur Silika  
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2.7.3 Monitoring Hasil Kromatografi Kolom dengan Kromatografi Lapis 

Tipis (KLT) Analitik 

 

 - disiapkan eluen n-heksana:etil asetat (7:3) dalam bejana pengembang 

- dijenuhkan selama 1 jam 

- ditandai plat silika gel 1 cm pada batas atas dan bawah 

- dioven plat silika gel pada suhu 110℃ selama 30 menit 

- ditotolkan isolat pada plat silika gel sebanyak 10 kali 

- dimasukkan plat silika ke dalam bejana pengembang 

- dielusi sampai tanda batas atas 

- dideteksi noda/spot hasil pemisahan dengan menyemprotkan ammoniak 

- diamati noda/spot hasil pemisahan di bawah sinar UV (366 nm) 

- dihitung nilai Rf 

 

2.8 Isolasi Flavonoid dengan KLTA 

 

- disiapkan eluen campuran n-heksana:etil asetat (8:2), n-heksana:etil 

asetat (7:3), n-heksana:etil asetat (6:4), dan n-heksana:etil asetat (4:6) 

dalam bejana pengembang 

- dijenuhkan selama 1 jam 

- ditandai plat silika gel 1 cm pada batas atas dan bawah 

- dioven plat silika gel pada suhu 110℃ selama 30 menit 

- ditotolkan isolat pada plat silika gel sebanyak 10 kali 

- dimasukkan plat silika ke dalam bejana pengembang 

- dielusi sampai tanda batas atas 

- dideteksi noda/spot hasil pemisahan dengan menyemprotkan ammoniak 

- diamati noda/spot hasil pemisahan di bawah sinar UV (366 nm) 

- dihitung nilai Rf 

 

 

 

Isolat Hasil Kromatografi Kolom  

Hasil 

Fraksi Etil Asetat Rimpang Jeringau 

Hasil 
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2.9 Isolasi Flavonoid dengan Kromatografi Kolom dan Monitoring Hasil 

Pemisahan dengan KLTA 

2.9.1 Pemisahan Fraksi Etil Asetat dengan Kromatografi Kolom  

 

 - ditimbang sebanyak 0,067 g 

- dilarutkan dengan 1 mL eluen terbaik hasil KLTA 

- dimasukkan ke dalam kolom 

- dielusi menggunakan eluen terbaik hasil KLTA 

- ditampung eluat dalam 1 botol vial setiap 2 mL/menit 

 

2.9.2 Monitoring Hasil Kromatografi Kolom dengan KLTA 

 

 - disiapkan eluen campuran terbaik hasil KLTA dalam bejana pengembang 

- dijenuhkan selama 1 jam 

- ditandai plat silika gel 1 cm pada batas atas dan bawah 

- dioven plat silika gel pada suhu 110℃ selama 30 menit 

- ditotolkan isolat pada plat silika gel sebanyak 10 kali 

- dimasukkan plat silika ke dalam bejana pengembang 

- dielusi sampai tanda batas atas 

- dideteksi noda/spot hasil pemisahan dengan menyemprotkan ammoniak 

- diamati noda/spot hasil pemisahan di bawah sinar UV (366 nm) 

- dihitung nilai Rf 

 

 

2.10 Identifikasi Senyawa Flavonoid Menggunakan Spektrofotometer FTIR   

 

- diambil 1 mg dan dicampurkan dengan KBr (2:98) 

- digerus bersamaan menggunakan mortar agate  

- diletakkan pada sampel holder 

- ditekan campuran KBr dan sampel dengan tekanan 80 torr 

- dianalisis pelet menggunakan spektrofotometer FTIR 

 

Fraksi Etil Asetat  

Hasil 

Isolat Hasil Kromatografi Kolom  

Hasil 

Isolat Senyawa Flavonoid 

Hasil 
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2.11 Identifikasi Senyawa Flavonoid Menggunakan Spektrofotometer UV-

Vis 

2.11.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Isolat  

 

- dilarutkan masing-masing isolat dalam 10 mL etanol p.a  

- diambil masing-masing isolat sebanyak 2 mL 

- dilakukan analisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang 200 – 800 nm 

- dicatat hasil analisis berupa panjang gelombang maksimum dan 

absorbansi sampel 

 

2.11.2 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Isolat + Pereaksi Geser  

 

- dilarutkan masing-masing isolat dalam 10 mL etanol p.a  

- diambil masing-masing isolat sebanyak 2 mL 

-- ditambahkan 6 tetes AlCl3 10% 

- ditambahkan 250 mg bubuk natrium asetat 

- dikocok hingga homogen 

- dilakukan analisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang 200 – 800 nm 

- dicatat hasil analisis berupa panjang gelombang maksimum dan 

absorbansi sampel 

 

 

2.12 Pembuatan Larutan Blanko 

 

- diambil sebanyak 2 mL  

- ditambahkan 0,10 mL AlCl3 10% 

- ditambahkan 0,10 mL natrium asetat 1 M 

- ditambahkan 2,80 mL akuabides 

 

 

Isolat Flavonoid 

Hasil 

Etanol p.a 

Hasil 

Isolat Flavonoid 

Hasil 
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2.12.1 Pembuatan Larutan Baku Kuersetin   

 

- ditimbang sebanyak 0,01 g  

- dilarutkan dengan 10 mL etanol p.a 

 

- dibuat larutan standar dengan konsentrasi 9, 12, 15, 18, 21, dan 24 μg/mL 

- diambil masing-masing larutan standar sebanyak 2 mL  

- ditambahkan 0,10 mL AlCl3 10% 

- ditambahkan 0,10 mL natrium asetat 1 M 

- ditambahkan 2,80 mL akuabides 

- diinkubasi selama 30 menit pada suhu kamar 

- diukur absorbansi larutan pada panjang gelombang maksimum kuersetin 

- dibuat kurva kalibrasi 

 

2.12.2 Penetapan Kadar Flavonoid Pada Isolat Hasil Kromatografi Kolom 

 

- diambil sebanyak 1,5 mL  

- ditambahkan 0,075 mL AlCl3 10% 

- ditambahkan 0,075 mL natrium asetat 1 M 

- ditambahkan 2,10 mL akuabides 

- diinkubasi selama 30 menit pada suhu kamar 

- diukur absorbansi larutan pada panjang gelombang maksimum larutan 

baku 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kuersetin 

Larutan Baku Kuersetin 1000 μg/mL 

Hasil 

Isolat Hasil Kolom 

Hasil 
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Lampiran 3. Perhitungan dan Pembuatan Larutan 

L.3.1 Pembuatan Larutan HCl 2 N 

Diketahui: 

- Konsentrasi HCl = 37% 

- Berat jenis larutan HCl = 1,19 g/mL = 1190 g/L 

- Berat molekul HCl = 36,46 g/mol 

- n = 1 (jumlah ion H
+
) 

Ditanya: Larutan HCl 2 N? 

Jawab:  

- Normalitas HCl = n   Molalitas HCl 

= n   
                                 

                 
  

= 1   
              

           
 

= 12,08 N 

- V1         N1 =    V2            N2 

V1     12,08 N = 100 mL      2 N 

V1  = 16,6 mL 

Prosedur pembuatannya adalah diambil larutan HCl 37% sebanyak 16,6 mL. 

Kemudian, dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL. Selanjutnya, ditambah 

aquades hingga tanda batas dan dihomogenkan. 

 

L.3.2 Pembuatan Larutan HCl 2% 

Diketahui: 

- M1 HCl = 37% 

- M2 HCl = 2% 

- V2 HCl = 100 mL 

Ditanya: V1 HCl? 

Jawab:  

- V1         M1 =    V2            M2 

V1        37% = 100 mL       2% 

V1  = 5,4 mL 
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Prosedur pembuatannya adalah diambil larutan HCl 37% sebanyak 5,4 mL. 

Kemudian, dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL. Selanjutnya, ditambah 

aquades hingga tanda batas dan dihomogenkan. 

 

L.3.3 Pembuatan Larutan NaHCO3 

NaHCO3 memiliki kelarutan sebesar 9,99 gram dalam 100 mL akuades, 

untuk membuat larutan NaHCO3 jenuh dengan ditimbang NaHCO3 dengan berat 

lebih dari 9,99 gram. Kemudian dilarutkan dalam akuades sampai terdapat 

endapan padat yang tidak larut. Lalu disaring untuk memisahkan endapan dan 

filtrat sehingga didapatkan larutan NaHCO3 jenuh. 

 

L.3.4 Pembuatan Larutan FeCl3 1% 

BM FeCl3  = 162,2 g/mol 

Massa FeCl3 = 
               

        
 

   = 
                  

        
 

   = 0,072 g = 72 mg 

Pembuatan larutan FeCl3 1% adalah ditimbang serbuk besi (III) klorida 

sebanyak 72 mg. Kemudian, dimasukkan ke dalam beaker glass 50 mL. 

Selanjutnya, ditambahkan ± 3 mL aquades untuk melarutkan dengan dibantu 

pengadukan. Kemudian, dipindahkan ke dalam labu ukur 10 mL, ditandabataskan 

dengan aquades dan dihomogenkan. 

 

L.3.5 Pembuatan Eluen  

L.3.5.1 Eluen Kromatografi Kolom 

Eluen yang digunakan adalah n-heksana, etil asetat, dan metanol dengan 

perbandingan n-heksana:etil asetat (7:3 dan 6:4), etil asetat:metanol (7:3, 6:4, dan 

4:6) dengan volume total pada masing-masing perbandingan sebesar 30 mL. 

a. n-heksana:etil asetat (7:3) 

n-heksana = 
 

  
 x 30 mL = 21 mL 

etil asetat = 
 

  
 x 30 mL = 9 mL 
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b. n-heksana:etil asetat (6:4) 

n-heksana = 
 

  
 x 30 mL = 18 mL 

etil asetat = 
 

  
 x 30 mL = 12 mL 

 

c. etil asetat:metanol (7:3) 

etil asetat = 
 

  
 x 30 mL = 21 mL 

metanol  = 
 

  
 x 30 mL = 9 mL 

 

d. etil asetat:metanol (6:4) 

etil asetat = 
 

  
 x 30 mL = 18 mL 

metanol  = 
 

  
 x 30 mL = 12 mL 

 

e. etil asetat:metanol (4:6) 

etil asetat = 
 

  
 x 30 mL = 12 mL 

metanol  = 
 

  
 x 30 mL = 18 mL 

 

L.3.5.2 Eluen Monitoring KLTA 

Eluen yang digunakan untuk monitoring KLTA hasil kromatografi kolom 

adalah n-heksana dan etil asetat dengan perbandingan 7:3 dalam 10 mL. 

n-heksana = 
 

  
 x 10 mL = 7 mL 

etil asetat = 
 

  
 x 10 mL = 3 mL 

 

L.3.6 Pembuatan Larutan AlCl3 10% 

BM AlCl3  = 133,5 g/mol 

Massa AlCl3 = 
                

        
 

   = 
                   

        
 

   = 0,596 g = 596 mg 

Pembuatan larutan AlCl3 10% adalah ditimbang serbuk besi (III) klorida 

sebanyak 596 mg. Kemudian, dimasukkan ke dalam beaker glass 50 mL. 
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Selanjutnya, ditambahkan ± 3 mL aquades untuk melarutkan dengan dibantu 

pengadukan. Kemudian, dipindahkan ke dalam labu ukur 10 mL, ditandabataskan 

dengan aquades dan dihomogenkan. 

 

L.3.7 Pembuatan Larutan Baku Kuersetin 100 ppm 

ppm = μg/mL 

μg  = ppm          mL 

  = 1000 ppm     10 mL 

  = 10.000 μg = 10 mg = 0,01 g 

Pembuatan larutan stok 1000 ppm dilakukan dengan dimasukkan 10 mg 

kuersetin ke dalam labu ukur 10 mL. Selanjutnya, dilarutkan dengan etanol p.a 

hingga tanda batas dan dihomogenkan. Larutan baku kuersetin 100 ppm dibuat 

dengan melarutkan 1 mL larutan stok dengan etanol p.a hingga volume larutan 10 

mL. 

 

L.3.8 Pembuatan Larutan Standar Kuersetin 9, 12, 15, 18, 21, dan 24 ppm 

a. 9 ppm 

V1               M1 =    V2            M2 

10 mL        9 ppm =    V2              100 ppm 

   = 
             

       
 

   = 0,9 mL 

Jadi, untuk membuat 10 mL larutan standar 9 ppm diperlukan larutan 

baku 100 ppm sebanyak 0,9 mL. 

b. 12 ppm 

V1               M1 =    V2            M2 

10 mL        12 ppm =    V2              100 ppm 

   = 
              

       
 

   = 1,2 mL 

Jadi, untuk membuat 10 mL larutan standar 12 ppm diperlukan larutan 

baku 100 ppm sebanyak 1,2 mL. 
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c. 15 ppm 

V1               M1 =    V2            M2 

10 mL        15 ppm =    V2              100 ppm 

   = 
             

       
 

   = 1,5 mL 

Jadi, untuk membuat 10 mL larutan standar 15 ppm diperlukan larutan 

baku 100 ppm sebanyak 1,5 mL. 

d. 18 ppm 

V1               M1 =    V2            M2 

10 mL        18 ppm =    V2              100 ppm 

   = 
             

       
 

   = 1,8 mL 

Jadi, untuk membuat 10 mL larutan standar 18 ppm diperlukan larutan 

baku 100 ppm sebanyak 1,8 mL. 

e. 21 ppm 

V1               M1 =    V2            M2 

10 mL        21 ppm =    V2              100 ppm 

   = 
             

       
 

   = 2,1 mL 

Jadi, untuk membuat 10 mL larutan standar 21 ppm diperlukan larutan 

baku 100 ppm sebanyak 2,1 mL. 

f. 24 ppm 

V1               M1 =    V2            M2 

10 mL        24 ppm =    V2              100 ppm 

   = 
             

       
 

   = 2,4 mL 

Jadi, untuk membuat 10 mL larutan standar 24 ppm diperlukan larutan 

baku 100 ppm sebanyak 2,4 mL. 
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Lampiran 4. Data Pengamatan dan Hasil Perhitungan  

L.4.1 Penentuan Kadar Air Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) 

Tabel L.4.1 Data berat cawan kosong 

Ulangan 

Cawan 

Berat Cawan Kosong (g) Berat 

Cawan 

Konstan (g) Sebelum dioven P1 P2 P3 

C1 58,6673 58,6609 58,6601 58,6599 58,6597 

C2 57,1222 57,1160 57,1157 57,1156 57,1156 

C3 54,8959 54,8897 54,8887 54,8886 54,8886 

Keterangan: C = Cawan, P = Ulangan 

Berat cawan kosong konstan kemudian ditambah 0,5 g serbuk rimpang jeringau 

dan ditimbang kembali sampai berat konstan pada data berat cawan + sampel. 

  

Tabel L.4.2 Data berat cawan + sampel 

Ulangan 

Cawan 

Berat Cawan Kosong (g) Berat 

Cawan 

Konstan (g) Sebelum dioven P1 P2 P3 

C1 59,1597 59,1231 59,1206 59,1198 59,1198 

C2 57,6157 57,5776 57,5770 57,5764 57,5764 

C3 55,3888 55,3514 55,3510 55,3509 55,3510 

Keterangan: C = Cawan, P = Ulangan 

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

akan dihitung kadar airnya. 

 

1. Kadar air sampel pada cawan C1 

Kadar air= 
(                                 ) (                                 )

(                                 ) (                  )
       

= 
(               )  

(               )  
       

= 
      

      
       

= 7,98% 

 

2. Kadar air sampel pada cawan C2 

Kadar air= 
(                                 ) (                                 )

(                                 ) (                  )
       

 = 
(               )  

(               )  
       

 = 
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 = 7,86% 

 

3. Kadar air sampel pada cawan C3 

Kadar air= 
(                                 ) (                                 )

(                                 ) (                  )
       

 = 
(               )  

(               )  
       

 = 
      

      
       

 = 7,56% 

 

4. Kadar air rata-rata rimpang jeringau (Acorus calamus L.) 

Kadar air rata-rata = 
                                                     

 
       

 = 
                 

 
       

 = 
     

 
     

 = 7,80% 

 

L.4.2 Rendemen Ekstraksi Ultrasonik Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) 

Tabel L.4.3 Data hasil ekstraksi menggunakan pelarut etanol 70% 

Ulangan 
Berat 

Sampel (g) 

Berat 

Wadah (g) 

Berat 

Wadah+Ekstrak 

Pekat (g) 

Berat Ekstrak 

Pekat (g) 

1 30 62,2661 67,6645 5,3984 

2 30 62,6777 68,3217 5,6494 

3 30 128,5460 133,9627 5,4167 

4 30 130,2400 136,2496 6,0096 

 

1. Rendemen ulangan 1 

Rendemen = 
                    

            
           

= 
        

    
       

   = 17,99% 

 

2. Rendemen ulangan 2 

Rendemen = 
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= 
        

    
       

  = 18,83% 

 

3. Rendemen ulangan 3 

Rendemen = 
                    

            
           

= 
        

    
       

  = 18,06% 

 

4. Rendemen ulangan 4 

Rendemen = 
                    

            
           

= 
        

    
       

  = 20,03% 

 

5. Rendemen rata-rata ekstrak etanol 70% rimpang jeringau (Acorus 

calamus L.) 

Rendemen rata-rata = 
                 (       )

 
       

  = 
                           

 
       

  = 
     

 
     

   = 18,73% 

 

L.4.3 Rendemen Fraksi Etil Asetat Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) 

Tabel L.4.4 Data hasil partisi menggunakan pelarut etil asetat 

Hasil 

Ekstraksi 

Berat 

Sampel (g) 

Berat 

Wadah (g) 

Berat 

Wadah+Fraksi 

(g) 

Berat Fraksi 

(g) 

1 5,0009 34,7062 35,2702 0,5640 

2 5,0005 36,0105 36,5484 0,5379 

3 5,0003 62,6895 63,2266 0,5371 

4 5,0002 51,0198 51,5410 0,5212 
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1. Rendemen fraksi etil asetat 1 

Rendemen = 
                        

                    
       

   = 
        

        
       

   = 11,28% 

 

2. Rendemen fraksi etil asetat 2 

Rendemen = 
                        

                    
           

   = 
        

        
       

   = 10,76% 

 

3. Rendemen fraksi etil asetat 3 

Rendemen = 
                        

                    
          

   = 
        

        
       

  = 10,74% 

 

4. Rendemen fraksi etil asetat 4 

Rendemen = 
                        

                    
       

    = 
        

        
       

    = 10,42% 

 

5. Rata-Rata Rendemen Hasil Partisi 

Rendemen rata-rata = 
                            (       )

 
       

  = 
                          

 
       

  = 
      

 
       

    = 10,80% 
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L.4.4 Hasil Kromatografi Kolom Gradien Eluen 

 

 

 

Gambar L.4.1 Ilustrasi monitoring KLTA isolat hasil kromatografi kolom gradien 

eluen di bawah UV 366 nm 

 

Tabel L.4.5 Hasil monitoring KLTA isolat kolom gradien eluen 

Vial 
Warna Noda 

(UV λ 366 nm) 

Jarak (cm) 
𝑅𝑓 Dugaan Senyawa 

Noda Eluen 

08 Ungu 5,3 8 0,663 Flavonol 

09 Kuning 5,5 8 0,688 Flavan-3-ols 

Ungu  5,1 0,638 Flavanon 

10 Kuning 5,5 8 0,688 Flavan-3-ols 

Ungu 5,1 0,638 Flavonoid 

11 Ungu 5,2 8 0,650 Flavonol 

12 Ungu 5,2 8 0,650 Flavonol 

Ungu berekor - - - 

13 Ungu 5,2 8 0,650 Flavonol 

Ungu berekor - - - 

14 Ungu 5,2 8 0,650 Flavonol 

Ungu berekor - - - 

15 Ungu  5,2 8 0,650 Flavonol 

Ungu berekor - - - 

16 Ungu 5,2 8 0,650 Flavonol 

Ungu berekor  - - - 

17 Ungu  5,2 8 0,650 Flavonol 

Ungu berekor - - - 

18 Ungu 7,5 8 0,938 - 

Ungu 5,2 0,650 Flavonol 

Ungu berekor - - - 

19 Ungu 5,2 8 0,650 Flavonol 

Ungu berekor - - - 

20 Ungu berekor - 8 - - 
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L.4.5 Rendemen Hasil Kromatografi Kolom Non Gradien Eluen 

Tabel L.4.6 Data rendemen hasil kromatografi kolom non gradien eluen 

Vial 

Berat 

Sampel 

(mg) 

Berat 

Isolat 

(mg) 

Rendemen Vial 

Berat 

Sampel 

(mg) 

Berat 

Isolat 

(mg) 

Rendemen 

13 67 2,7 4,03% 20 67 3,2 4,78% 

14 67 2,8 4,18% 21 67 2,3 3,43% 

15 67 3,0 4,48% 22 67 1,6 2,39% 

16 67 3,7 5,52% 23 67 1,3 1,94% 

17 67 3,6 5,37% 24 67 2,6 3,88% 

18 67 3,2 4,78% 25 67 2,2 3,28% 

19 67 3,5 5,22%     

 

1. Isolat vial 13 

Rendemen = 
            

            
       

  = 
      

     
       

  = 4,03% 

 

2. Isolat vial 14 

Rendemen = 
            

            
       

  = 
      

     
       

  = 4,18% 

 

3. Isolat vial 15 

Rendemen = 
            

            
       

  = 
      

     
       

  = 4,48% 

 

4. Isolat vial 16 

Rendemen = 
            

            
       

  = 
      

     
       

  = 5,52% 

8. Isolat vial 20 

Rendemen = 
            

            
       

  = 
      

     
       

  = 4,78% 

 

9. Isolat vial 21 

Rendemen = 
            

            
       

  = 
      

     
       

  = 3,43% 

 

10. Isolat vial 22 

Rendemen = 
            

            
       

  = 
      

     
       

  = 2,39% 

 

11. Isolat vial 23 

Rendemen = 
            

            
       

  = 
      

     
       

  = 1,94% 
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5. Isolat vial 17 

Rendemen = 
            

            
       

  = 
      

     
       

  = 5,37% 

 

6. Isolat vial 18 

Rendemen = 
            

            
       

  = 
       

     
       

  = 4,78% 

 

7. Isolat vial 19 

Rendemen = 
            

            
       

  = 
      

     
       

  = 5,22% 

12. Isolat vial 24 

Rendemen = 
            

            
       

  = 
      

     
       

  = 3,88% 

 

13. Isolat vial 25 

Rendemen = 
            

            
       

  = 
      

     
       

  = 3,28% 

 

L.4.6 Data Monitoring KLTA Isolat Hasil Kromatografi Kolom Non Gradien 

Eluen 

 
Gambar L.4.2 Ilustrasi monitoring KLTA isolat hasil kromatografi kolom non 

gradien eluen di bawah UV 366 nm 

 

Harga 𝑅𝑓 = 
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Tabel L.4.7 Rendemen dan nilai 𝑅𝑓 isolat hasil kromatografi kolom non gradien 

Vial Rendemen 

Jarak (cm) 

𝑅𝑓 
Warna Noda 

pada Lampu 

UV λ 366 nm 

Dugaan 

Senyawa Noda Eluen 

13 4,03% 5,3 8 0,663 Ungu 

Flavonol/flavon 

14 4,18% 5,3 8 0,663 Ungu 

15 4,48% 
5,3 

8 
0,663 Ungu 

2 0,250 Ungu 

16 5,52% 
5,3 

8 
0,663 Ungu 

2 0,250 Ungu 

17 5,37% 
5,3 

8 
0,663 Ungu 

2 0,250 Ungu 

18 4,78% 
5,3 

8 
0,663 Ungu 

2 0,250 Ungu 

19 5,22% 
5,3 

8 
0,663 

Ungu 
2 0,250 

20 4,78% 
5,3 

8 
0,663 

Ungu 
2 0,250 

21 3,43% 5,3 8 0,663 Ungu 

22 2,39% 5,3 8 0,663 Ungu 

23 1,94% 5,3 8 0,663 Ungu 

24 3,88% 5,3 8 0,663 Ungu 

25 3,28% 5,3 8 0,663 Ungu 

 

1. Isolat vial 13 

𝑅𝑓  = 
                 

                  
 

= 
      

    
  

= 0,663 

 

2. Isolat vial 14 

𝑅𝑓  = 
                 

                  
 

= 
      

    
  

= 0,663 

 

3. Isolat vial 15 

𝑅𝑓1  = 
                 

                  
 

= 
      

    
  

7. Isolat vial 19 

𝑅𝑓1  = 
                 

                  
 

= 
      

    
  

= 0,663 

𝑅𝑓2  = 
                 

                  
 

= 
    

    
  

= 0,250 

 

8. Isolat vial 20 

𝑅𝑓1  = 
                 

                  
 

= 
      

    
  

= 0,663 

𝑅𝑓2  = 
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= 0,663 

𝑅𝑓2  = 
                 

                  
 

= 
    

    
  

= 0,250 

 

4. Isolat vial 16 

𝑅𝑓1  = 
                 

                  
 

= 
      

    
  

= 0,663 

 

𝑅𝑓2  = 
                 

                  
 

= 
    

    
  

= 0,250 

 

5. Isolat vial 17 

𝑅𝑓1  = 
                 

                  
 

= 
      

    
  

= 0,663 

𝑅𝑓2  = 
                 

                  
 

= 
    

    
  

= 0,250 

 

6. Isolat vial 18 

𝑅𝑓1  = 
                 

                  
 

= 
      

    
  

= 0,663 

 

= 
    

    
  

= 0,250 

 

9. Isolat vial 21 

𝑅𝑓  = 
                 

                  
 

= 
      

    
  

= 0,663 

 

 

 

 

10. Isolat vial 22 

𝑅𝑓  = 
                 

                  
 

= 
      

    
  

= 0,663 

 

11. Isolat vial 23 

𝑅𝑓  = 
                 

                  
 

= 
      

    
  

= 0,663 

 

12. Isolat vial 24 

𝑅𝑓  = 
                 

                  
 

= 
      

    
  

= 0,663 
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𝑅𝑓2  = 
                 

                  
 

= 
    

    
  

= 0,250 

13. Isolat vial 25 

𝑅𝑓  = 
                 

                  
 

= 
      

    
  

= 0,663 

 

L.4.6 Kadar Flavonoid Pada Isolat Hasil Kromatografi Kolom 

Tabel L.4.8 Kadar flavooid pada masing-masing isolat hasil kolom 

 

1. Kadar Kesetaraan Kuersetin (x) 

 

y = 0,03195x - 0,02173 

R² = 0,9978 

0

0.5

1

0 5 10 15 20 25 30

A
b

so
r
b

a
n

si
 

Konsentrasi (ppm) 

No. Sampel Ulangan Abs (y) 

Kadar 

Kesetaraan 

Kuersetin 

(mg/L) (x) 

Kadar 

Flavonoid 

(mg QE/g) 

Rata-rata 

Kadar 

Flavonoid ± SD 

(mg QE/g) 

1. 
Isolat 

13-14 

1 0,1052 2,6125 4,7500 

4,9037 ± 0,2661 2 0,1052 2,6125 4,7500 

3 0,1133 2,8660 5,2110 

2. 
Isolat 

15-16 

1 0,1541 4,1430 6,1836 

6,1883 ± 0,0260 2 0,1537 4,1305 6,1649 

3 0,1548 4,1649 6,2163 

3. 
Isolat 

17-18 

1 0,1618 4,3840 6,4471 

6,4379 ± 0,0122 2 0,1613 4,3684 6,4241 

3 0,1617 4,3809 6,4425 

4. 
Isolat 

19-20 

1 0,1504 4,0272 6,0108 

6,1572 ± 0,2258 2 0,1511 4,0491 6,0435 

3 0,1591 4,2995 6,4172 

5. 
Isolat 

21-23 

1 0,1025 2,5280 4,8616 

4,9298 ± 0,0603 2 0,1040 2,5750 4,9518 

3 0,1044 2,5875 4,9759 

6. 
Isolat 

24-25 

1 0,0896 2,1243 4,4255 

4,3299 ± 0,0868 2 0,0878 2,0679 4,3082 

3 0,0870 2,0429 4,2560 
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y = ax + b 

y = 0,03195x + 0,02173 

Dimana:  

y = absorbansi sampel 

x = kadar kesetaraan kuersetin 

 

a. Isolat 13-14 

1. x = 
   

 
 

x = 
              

       
 

x = 2,6125 mg/L 

2. x = 
   

 
 

x = 
              

       
 

x = 2,6125 mg/L 

3. x = 
   

 
 

x = 
              

       
 

x = 2,8660 mg/L 

 

b. Isolat 15-16 

1. x = 
   

 
 

x = 
              

       
 

x = 4,1430 mg/L 

2. x = 
   

 
 

x = 
              

       
 

x = 4,1305 mg/L 

3. x = 
   

 
 

x = 
              

       
 

x = 4,1649 mg/L 

 

d. Isolat 19-20 

1. x = 
   

 
 

x = 
              

       
 

x = 4,0272 mg/L 

2. x = 
   

 
 

x = 
              

       
 

x = 4,0491 mg/L 

3. x = 
   

 
 

x = 
              

       
 

x = 4,2995 mg/L 

 

e. Isolat 21-23 

1. x = 
   

 
 

x = 
              

       
 

x = 2,5280 mg/L 

2. x = 
   

 
 

x = 
              

       
 

x = 2,5750 mg/L 

3. x = 
   

 
 

x = 
              

       
 

x = 2,5875 mg/L 
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c. Isolat 17-18 

1. x = 
   

 
 

x = 
              

       
 

x = 4,3840 mg/L 

2. x = 
   

 
 

x = 
              

       
 

x = 4,3684 mg/L 

3. x = 
   

 
 

x = 
              

       
 

x = 4,3809 mg/L 

f. Isolat 24-25 

1. x = 
   

 
 

x = 
              

       
 

x = 2,1243 mg/L 

2. x = 
   

 
 

x = 
              

       
 

x = 2,0679 mg/L 

3. x = 
   

 
 

x = 
              

       
 

x = 2,0429 mg/L 

 

2. Kadar Flavonoid   

Kadar flavonoid = 
     

 
 

Dimana: 

C = kadar kesetaraan kuersetin (mg/L) 

V = volume pengenceran sampel (L) 

M = berat isolat (mg) 

 

a. Isolat 13-14 

1. KF = 
   

 
 

KF = 
      

  

 
       

        
  

KF = 4,7500 mg QE/g 

 

2. KF = 
   

 
 

KF = 
      

  

 
       

        
  

KF = 4,7500 mg QE/g 

 

d. Isolat 19-20 

1. KF = 
   

 
 

KF = 
      

  

 
       

        
  

KF = 6,0108 mg QE/g 

 

2. KF = 
   

 
 

KF = 
      

  

 
       

        
  

KF = 6,0435 mg QE/g 
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3. KF = 
   

 
 

KF = 
      

  

 
       

        
  

KF = 5,2110 mg QE/g 

 

4. KF rata-rata 

= 
           (     )

 
 

= 
                    

 
(  

  

 
) 

= 
       

 
(  

  

 
) 

= 4,9037 mg QE/g 

 

 

b. Isolat 15-16 

1. KF = 
   

 
 

KF = 
      

  

 
       

        
  

KF = 6,1836 mg QE/g 

 

2. KF = 
   

 
 

KF = 
      

  

 
       

        
  

KF = 6,1649 mg QE/g 

 

3. KF = 
   

 
 

KF = 
      

  

 
       

        
  

KF = 6,2163 mg QE/g 

 

4. KF rata-rata 

= 
           (     )

 
 

3. KF = 
   

 
 

KF = 
      

  

 
       

        
  

KF = 6,4172 mg QE/g 

 

4. KF rata-rata 

= 
           (     )

 
 

= 
                    

 
(  

  

 
) 

= 
       

 
(  

  

 
) 

= 6,1572 mg QE/g 

 

 

e. Isolat 21-23 

1. KF = 
   

 
 

KF = 
      

  

 
       

        
  

KF = 4,8616 mg QE/g 

 

2. KF = 
   

 
 

KF = 
      

  

 
       

        
  

KF = 4,9518 mg QE/g 

 

3. KF = 
   

 
 

KF = 
      

  

 
       

        
  

KF = 4,9759 mg QE/g 

 

4. KF rata-rata 

= 
           (     )
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= 
                    

 
(  

  

 
) 

= 
       

 
(  

  

 
) 

= 6,1883 mg QE/g 

 

c. Isolat 17-18 

1. KF = 
   

 
 

KF = 
      

  

 
       

        
  

KF = 6,4471 mg QE/g 

 

2. KF = 
   

 
 

KF = 
      

  

 
       

        
  

KF = 6,4241 mg QE/g 

 

3. KF = 
   

 
 

KF = 
      

  

 
       

        
  

KF = 6,4425 mg QE/g 

 

4. KF rata-rata 

= 
           (     )

 
 

= 
                    

 
(  

  

 
) 

= 
       

 
(  

  

 
) 

= 6,4379 mg QE/g 

= 
                    

 
(  

  

 
) 

= 
       

 
(  

  

 
) 

= 4,9298 mg QE/g 

 

f. Isolat 24-25 

1. KF = 
   

 
 

KF = 
      

  

 
       

        
  

KF = 4,4255 mg QE/g 

 

2. KF = 
   

 
 

KF = 
      

  

 
       

        
  

KF = 4,3082 mg QE/g 

 

3. KF = 
   

 
 

KF = 
      

  

 
       

        
  

KF = 4,2560 mg QE/g 

 

4. KF rata-rata 

= 
           (     )

 
 

= 
                    

 
(  

  

 
) 

= 
       

 
(  

  

 
) 

= 4,3299 mg QE/g 

  



133 

Lampiran 5. Data Instrumentasi FTIR 

L.5.1 Hasil Spektrofotometer FTIR Isolat 13-14 

 

 

L.5.2 Hasil Spektrofotometer FTIR Isolat 15-16 
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L.5.3 Hasil Spektrofotometer FTIR Isolat 17-18

 

 

L.5.4 Hasil Spektrofotometer FTIR Isolat 19-20 
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L.5.5 Hasil Spektrofotometer FTIR Isolat 21-23

 

 

L.5.6 Hasil Spektrofotometer FTIR Isolat 24-25 
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Lampiran 6. Data Instrumentasi UV-Vis 

L.6.1 Hasil Spektrofotometer UV-Vis Isolat Hasil Kolom 

L.6.1.1 Hasil Spektrofotometer UV-Vis Isolat 13-14 

Lamdha Maks Fraksi Isolat Kolom 13-14 
Tanggal Analisa : 24 Mei 2022 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Scan Analysis Report  
 

Report Time : Tue 24 May 11:28:33 AM 2022 

Method:  

Batch: D:\Mahasiswa On Going\Faridatul Jannah\Lamdha Maks Fraksi Isolat 13-14 (24-

05-2022).DSW 

Software version: 3.00(339) 

Operator: Rika 

 

Sample Name: Isolat 13-14 
Collection Time                   5/24/2022 11:28:37 AM                                                

 

Peak Table 

Peak Style                        Peaks                                                                

Peak Threshold                    0.0100                                                               

Range                             800.0nm to 199.9nm                                                   

 

Wavelength (nm)       Abs        

________________________________ 

     567.0             -0.083    

     517.0             -0.074    

     377.0              0.287    

     304.0              0.081    

     296.0              0.083    

     291.0              0.085    

     257.0              0.309    
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L.6.1.2 Hasil Spektrofotometer UV-Vis Isolat 15-16 

Lamdha Maks Fraksi Isolat Kolom 15-16 
Tanggal Analisa : 24 Mei 2022 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Scan Analysis Report  
 

Report Time : Tue 24 May 11:32:49 AM 2022 

Method:  

Batch: D:\Mahasiswa On Going\Faridatul Jannah\Lamdha Maks Fraksi Isolat 15-16 (24-

05-2022).DSW 

Software version: 3.00(339) 

Operator: Rika 

 

Sample Name: Isolat 15-16 
Collection Time                   5/24/2022 11:32:51 AM                                                

 

Peak Table 

Peak Style                        Peaks                                                                

Peak Threshold                    0.0100                                                               

Range                             800.0nm to 199.9nm                                                   

 

Wavelength (nm)       Abs        

________________________________ 

     375.0              0.198    

     257.0              0.217    

 

L.6.1.3 Hasil Spektrofotometer UV-Vis Isolat 17-18 

Lamdha Maks Fraksi Isolat Kolom 17-18 
Tanggal Analisa : 24 Mei 2022 
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Scan Analysis Report  
 

Report Time : Tue 24 May 11:34:53 AM 2022 

Method:  

Batch: D:\Mahasiswa On Going\Faridatul Jannah\Lamdha Maks Fraksi Isolat 17-18 (24-

05-2022).DSW 

Software version: 3.00(339) 

Operator: Rika 

 

Sample Name: Isolat 17-18 
Collection Time                   5/24/2022 11:35:00 AM                                                

 

Peak Table 

Peak Style                        Peaks                                                                

Peak Threshold                    0.0100                                                               

Range                             800.0nm to 199.9nm                                                   

 

Wavelength (nm)       Abs        

________________________________ 

     374.0              0.159    

     257.0              0.178    

 

L.6.1.4 Hasil Spektrofotometer Isolat 19-20 

Lamdha Maks Fraksi Isolat Kolom 19-20 
Tanggal Analisa : 24 Mei 2022 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Scan Analysis Report  
 

Report Time : Tue 24 May 11:37:17 AM 2022 

Method:  

Batch: D:\Mahasiswa On Going\Faridatul Jannah\Lamdha Maks Fraksi Isolat 19-20 (24-

05-2022).DSW 

Software version: 3.00(339) 

Operator: Rika 

 

Sample Name: Isolat 19-20 
Collection Time                   5/24/2022 11:37:20 AM                                                

 

Peak Table 

Peak Style                        Peaks                                                                

Peak Threshold                    0.0100                                                               

Range                             800.0nm to 199.9nm                                                   
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Wavelength (nm)       Abs        

________________________________ 

     374.0              0.255    

     300.0              0.023    

     257.0              0.255    

 

L.6.1.5 Hasil Spektrofotometer Isolat 21-23 

Lamdha Maks Fraksi Isolat 21-23 
Tanggal Analisa : 24 Mei 2022 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Scan Analysis Report  
 

Report Time : Tue 24 May 03:45:37 PM 2022 

Method:  

Batch: D:\Mahasiswa On Going\Faridatul Jannah\Lamdha Maks Fraksi Isolat 21-23 2 

(24-05-2022).DSW 

Software version: 3.00(339) 

Operator: Rika 

 

Sample Name: Isolat 21-23 
Collection Time                   5/24/2022 3:45:41 PM                                                 

 

Peak Table 

Peak Style                        Peaks                                                                

Peak Threshold                    0.0100                                                               

Range                             800.0nm to 199.9nm                                                   

 

Wavelength (nm)       Abs        

________________________________ 

     376.1              0.825    

     257.0              0.849    
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L.6.1.6 Hasil Spektrofotometer Isolat 24-25 

Lamdha Maks Fraksi Isolat Kolom 24-25 
Tanggal Analisa : 24 Mei 2022 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Scan Analysis Report  
 

Report Time : Tue 24 May 11:41:03 AM 2022 

Method:  

Batch: D:\Mahasiswa On Going\Faridatul Jannah\Lamdha Maks Fraksi Isolat 24-25 (24-

05-2022).DSW 

Software version: 3.00(339) 

Operator: Rika 

 

Sample Name: Isolat 24-25 
Collection Time                   5/24/2022 11:41:06 AM                                                

 

Peak Table 

Peak Style                        Peaks                                                                

Peak Threshold                    0.0100                                                               

Range                             800.0nm to 199.9nm                                                   

 

Wavelength (nm)       Abs        

________________________________ 

     375.0              0.254    

     257.0              0.265    

 

L.6.2 Hasil Spektrofotometer UV-Vis Isolat Hasil Kolom + Pereaksi Geser 

L.6.2.1 Hasil Spektrofotometer Isolat 13-14 + Pereaksi Geser 

Lamdha Maks Fraksi Isolat 13-14 + AlCl3 

Tanggal Analisa : 24 Mei 2022 
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Scan Analysis Report  
 

Report Time : Tue 24 May 11:53:08 AM 2022 

Method:  

Batch: D:\Mahasiswa On Going\Faridatul Jannah\Lamdha Maks Fraksi Isolat 13-14+AlCl3 

(24-05-2022).DSW 

Software version: 3.00(339) 

Operator: Rika 

 

Sample Name: Isolat 13-14+AlCl3 
Collection Time                   5/24/2022 11:53:20 AM                                                

 

Peak Table 

Peak Style                        Peaks                                                                

Peak Threshold                    0.0100                                                               

Range                             800.0nm to 199.9nm                                                   

 

Wavelength (nm)       Abs        

________________________________ 

     437.0              0.249    

     269.0              0.353    

 

L.6.2.2 Hasil Spektrofotometer Isolat 15-16 + Pereaksi Geser 

Lamdha Maks Fraksi Isolat 15-16 + AlCl3 

Tanggal Analisa : 24 Mei 2022 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Scan Analysis Report  
 

Report Time : Tue 24 May 11:46:03 AM 2022 

Method:  

Batch: D:\Mahasiswa On Going\Faridatul Jannah\Lamdha Maks Fraksi Isolat 15-16+AlCl3 

(24-05-2022).DSW 

Software version: 3.00(339) 

Operator: Rika 

 

Sample Name: Isolat 15-16+AlCl3 
Collection Time                   5/24/2022 11:46:12 AM                                                

 

Peak Table 

Peak Style                        Peaks                                                                

Peak Threshold                    0.0100                                                               

Range                             800.0nm to 199.9nm                                                   

 

Wavelength (nm)       Abs        

________________________________ 

     440.0              0.260    

     269.0              0.370    
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L.6.2.3 Hasil Spektrofotometer Isolat 17-18 + Pereaksi Geser 

Lamdha Maks Fraksi Isolat 17-18 + AlCl3 

Tanggal Analisa : 24 Mei 2022 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Scan Analysis Report  
 

Report Time : Tue 24 May 11:47:30 AM 2022 

Method:  

Batch: D:\Mahasiswa On Going\Faridatul Jannah\Lamdha Maks Fraksi Isolat 17-18+AlCl3 

(24-05-2022).DSW 

Software version: 3.00(339) 

Operator: Rika 

 

Sample Name: Isolat 17-18+AlCl3 
Collection Time                   5/24/2022 11:47:36 AM                                                

 

Peak Table 

Peak Style                        Peaks                                                                

Peak Threshold                    0.0100                                                               

Range                             800.0nm to 199.9nm                                                   

 

Wavelength (nm)       Abs        

________________________________ 

     436.1              0.259    

     269.0              0.358    

 

L.6.2.4 Hasil Spektrofotometer Isolat 19-20 + Pereaksi Geser 

Lamdha Maks Fraksi Isolat 19-20 + AlCl3 

Tanggal Analisa : 24 Mei 2022 
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Scan Analysis Report  
 

Report Time : Tue 24 May 11:48:49 AM 2022 

Method:  

Batch: D:\Mahasiswa On Going\Faridatul Jannah\Lamdha Maks Fraksi Isolat 19-20+AlCl3 

(24-05-2022).DSW 

Software version: 3.00(339) 

Operator: Rika 

 

Sample Name: Isolat 19-20+AlCl3 
Collection Time                   5/24/2022 11:48:56 AM                                                

 

Peak Table 

Peak Style                        Peaks                                                                

Peak Threshold                    0.0100                                                               

Range                             800.0nm to 199.9nm                                                   

 

Wavelength (nm)       Abs        

________________________________ 

     441.0              0.243    

     269.0              0.360    

 

L.6.2.5 Hasil Spektrofotometer Isolat 21-23 + Pereaksi Geser 

Lamdha Maks Fraksi Isolat 21-23 + AlCl3 

Tanggal Analisa : 24 Mei 2022 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Scan Analysis Report  
 

Report Time : Tue 24 May 11:50:12 AM 2022 

Method:  

Batch: D:\Mahasiswa On Going\Faridatul Jannah\Lamdha Maks Fraksi Isolat 21-23+AlCl3 

(24-05-2022).DSW 

Software version: 3.00(339) 

Operator: Rika 

 

Sample Name: Isolat 21-23+AlCl3 
Collection Time                   5/24/2022 11:50:18 AM                                                

 

Peak Table 

Peak Style                        Peaks                                                                

Peak Threshold                    0.0100                                                               

Range                             800.0nm to 199.9nm                                                   

 

Wavelength (nm)       Abs        

________________________________ 

     437.0              0.226    

     269.0              0.330    
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L.6.2.6 Hasil Spektrofotometer Isolat 24-25 + Pereaksi Geser 

Lamdha Maks Fraksi Isolat 24-25 + AlCl3 

Tanggal Analisa : 24 Mei 2022 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Scan Analysis Report  
 

Report Time : Tue 24 May 11:51:37 AM 2022 

Method:  

Batch: D:\Mahasiswa On Going\Faridatul Jannah\Lamdha Maks Fraksi Isolat 24-25+AlCl3 

(24-05-2022).DSW 

Software version: 3.00(339) 

Operator: Rika 

 

Sample Name: Isolat 24-25+AlCl3 
Collection Time                   5/24/2022 11:51:43 AM                                                

 

Peak Table 

Peak Style                        Peaks                                                                

Peak Threshold                    0.0100                                                               

Range                             800.0nm to 199.9nm                                                   

 

Wavelength (nm)       Abs        

________________________________ 

     437.0              0.259    

     269.0              0.369    

 

L.6.3 Hasil Spektrofotometer UV-Vis Kuersetin 

Lamdha Maks Quercetin 
Tanggal Analisa : 27 Mei 2022 
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Scan Analysis Report  
 

Report Time : Fri 27 May 01:26:53 PM 2022 

Method:  

Batch: D:\Mahasiswa On Going\Faridatul Jannah\Lamdha Maks Quercetin (27-05-

2022).DSW 

Software version: 3.00(339) 

Operator: Rika 

 

Sample Name: Quercetin 
Collection Time                   5/27/2022 1:27:10 PM                                                 

 

Peak Table 

Peak Style                        Peaks                                                                

Peak Threshold                    0.0100                                                               

Range                             800.0nm to 400.0nm                                                   

 

Wavelength (nm)       Abs        

________________________________ 

     440.9              1.048    

 

L.6.4 Kurva Standar Kuersetin 

Kurva Standar Quercetin 
Tanggal Analisa : 30 Mei 2022 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Concentration Analysis Report 
 

Report time                    5/30/2022 10:44:43 AM                                                             

Method                                                                                                           

Batch name                     D:\Mahasiswa On Going\Faridatul J\Kurva Standar                                          

                               Quercetin (30-05-2022).BCN                                                        

Application                    Concentration 3.00(339)                                                           

Operator                       Rika                                                                              

 

Instrument Settings 
Instrument                     Cary 50                                                                           

Instrument version no.         3.00                                                                              

Wavelength (nm)                440.9                                                                             

Ordinate Mode                  Abs                                                                               

Ave Time (sec)                 0.1000                                                                            

Replicates                     3                                                                                 

Standard/Sample averaging      OFF                                                                               

Weight and volume corrections  OFF                                                                               

Fit type                       Linear                                                                            

Min R²                         0.95000                                                                           

Concentration units            mg/L                                                                              

 

Comments: 
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Zero Report 
 

     Read             Abs             nm         

________________________________________________ 

     Zero              (0.2219)           440.9  

 

Calibration 
Collection time                5/30/2022 10:44:58 AM                                                             

 

      Standard       Concentration  F    Mean     SD    %RSD Readings  

                         mg/L                                          

______________________________________________________________________ 

Std 1                                                          0.2710  

                                                               0.2710  

                               9.0       0.2709  0.0002 0.08   0.2707  

 

Std 2                                                          0.3548  

                                                               0.3545  

                              12.0       0.3549  0.0004 0.11   0.3553  

 

Std 3                                                          0.4548  

                                                               0.4544  

                              15.0       0.4545  0.0002 0.04   0.4545  

 

Std 4                                                          0.5651  

                                                               0.5635  

                              18.0       0.5642  0.0008 0.14   0.5640  

 

Std 5                                                          0.6377  

                                                               0.6381  

                              21.0       0.6380  0.0002 0.04   0.6382  

 

Std 6                                                          0.7511  

                                                               0.7498  

                              24.0       0.7500  0.0011 0.14   0.7491  

 

 

Calibration eqn                Abs = 0.03195*Conc -0.02173                                                       

Correlation Coefficient        0.99784                                                                           

Calibration time               5/30/2022 10:46:08 AM                                                             

 

 

Results Flags Legend 
U = Uncalibrated               O = Overrange                                                                     

N = Not used in calibration    R = Repeat reading                                                                

 

L.6.5 Data Absorbansi Isolat Hasil Kromatografi Kolom 

Absorbansi Sampel Hasil Kolom 
Tanggal Analisa : 31 Mei 2022 
 

Advanced Reads Report 
Report time                    5/31/2022 2:24:19 PM                                                              

Method                                                                                                           

Batch name                     D:\Mahasiswa On Going\Faridatul J\Absorbansi Sampel                                      

                               Quercetin (31-05-2022).BAB                                                        

Application                    Advanced Reads 3.00(339)                                                          

Operator                       Rika                                                                              

 
Instrument Settings 
Instrument                     Cary 50                                                                           

Instrument version no.         3.00                                                                              

Wavelength (nm)                440.9                                                                             

Ordinate Mode                  Abs                                                                               

Ave Time (sec)                 0.1000                                                                            

Replicates                     3                                                                                 

Sample averaging               OFF                                                                               
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Comments: 

Zero Report 
     Read             Abs             nm         

________________________________________________ 

     Zero              (0.2246)           440.9 

 

Analysis 
Collection time                5/31/2022 2:24:19 PM                                                              

 

       Sample         F    Mean      SD     %RSD   Readings  

____________________________________________________________ 

13-14 1                                              0.1137  

                                                     0.1133  

                           0.1133   0.0004    0.17   0.1129  

 

13-14 2                                              0.1052  

                                                     0.1053  

                           0.1052   0.0001    0.05   0.1051  

 

13-14 3                                              0.1052  

                                                     0.1051  

                           0.1052   0.0002    0.08   0.1054  

 

15-16 1                                              0.1535  

                                                     0.1540  

                           0.1537   0.0003    0.08   0.1535  

 

15-16 2                                              0.1541  

                                                     0.1544  

                           0.1541   0.0003    0.07   0.1539  

 

15-16 3                                              0.1549  

                                                     0.1548  

                           0.1548   0.0001    0.02   0.1547  

 

17-18 1                                              0.1614  

                                                     0.1616  

                           0.1617   0.0003    0.08   0.1620  

 

17-18 2                                              0.1615  

                                                     0.1617  

                           0.1618   0.0004    0.11   0.1623  

 

17-18 3                                              0.1615  

                                                     0.1612  

                           0.1613   0.0002    0.05   0.1612  

 

19-20 1                                              0.1591  

                                                     0.1592  

                           0.1591   0.0001    0.02   0.1592  

 

19-20 2                                              0.1510  

                                                     0.1511  

                           0.1511   0.0001    0.03   0.1512 

  

19-20 3                                              0.1506  

                                                     0.1503  

                           0.1504   0.0002    0.06   0.1504  

 

21-23 1                                              0.1025  

                                                     0.1025  

                           0.1025   0.0001    0.04   0.1024  

 

21-23 2                                              0.1039  

                                                     0.1038  

                           0.1040   0.0003    0.14   0.1044  

 

21-23 3                                              0.1044  

                                                     0.1045  

                           0.1044   0.0001    0.03   0.1044  

 

24-25 1                                              0.0898  

                                                     0.0894  
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                           0.0896   0.0002    0.11   0.0895  

 

24-25 2                                              0.0879  

                                                     0.0878  

                           0.0878   0.0000    0.02   0.0878  

 

24-25 3                                              0.0869  

                                                     0.0868  

                           0.0870   0.0002    0.10   0.0872  

 

 

Results Flags Legend 
R = Repeat reading                                                                                               
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Lampiran 7. Dokumentasi Penelitian 

7.1 Penentuan Kadar Air secara Termogravimetri 

 
Penimbangan cawan 

kosong 

 
Pengovenan cawan 

kosong 

 
Pendinginan (desikator) 

cawan kosong 

 
Penimbangan cawan + 

sampel 

 
Pengovenan cawan + 

sampel 

 
Pendinginan (desikator) 

cawan + sampel 

 

7.2 Ekstraksi Sonikasi Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) 

 
Penyiapan sampel 

sebanyak 30 g 

 
Proses ekstraksi 

ultrasonik 

Hasil ekstraksi ultrasonik 

 
Penyaringan dengan 

corong Buchner 

 
Pemekatan dengan rotary 

evaporator vacum 

 
Hasil pemekatan ekstrak 

etanol 
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Hasil penguapan ekstrak 

etanol 
Ekstrak pekat etanol 

 
Penimbangan hasil 
ekstrak pekat etanol 

 

7.3 Hidrolisis 

 
Penimbangan ekstrak 

pekat etanol 

 
Proses shaker ekstrak 

pekat etanol 70% selama 

1 jam 

 
Hasil hidrolisis 

 
Penambahan NaHCO3 

hingga pH netral 

 

        
Terbentuknya busa pada 

saat penambahan 

NaHCO3 

 
Pengecekan pH setelah 

ditambahkan NaHCO3 

 

7.4 Partisi 

 
Hasil partisi 1 

 
Hasil partisi 2 

 
Hasil partisi 3 
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Fraksi etil asetat 
 

Fraksi air 
 

Pemekatan fraksi etil 

asetat dengan rotary 

evaporator vacum 

 

7.5 Uji Fitokimia  

7.5.1 Uji Fitokimia Ekstrak Etanol 70% Rimpang Jeringau 

  
Uji flavonoid 

    
Uji alkaloid 

  
Uji tanin 

  
Uji saponin 

  
Uji steroid dan 

triterpenoid 

 

 

7.5.2 Uji Fitokimia Fraksi Etil Asetat Rimpang Jeringau 

  
Uji flavonoid 

    
Uji alkaloid 

 
Uji tanin 



152 
 

 
Uji saponin 

  
Uji steroid dan 

triterpenoid 

 

 

7.6 Isolasi Flavonoid dengan Kromatografi Kolom Gradien Eluen 

   
Proses aktivasi silika gel 

 

 
Pembuatan bubur silika 

 
Penjenuhan kolom 

selama 24 jam 

 

 
Proses elusi 

  
Hasil kolom isolat etil 

asetat 

 

 

7.7 Monitoring Hasil Pemisahan dengan KLTA 

 
Penjenuhan eluen 

 
Aktivasi plat silika 

 
Proses elusi pada KLTA 
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Hasil KLTA di bawah lampu UV 366 nm 

 

 
Hasil KLTA di bawah lampu UV 254 nm 

 

7.8 Isolasi Flavonoid dengan KLTA 

  
Penjenuhan eluen 

 

 
Aktivasi plat silika 

 

Proses elusi pada KLTA 

    
Hasil KLTA di bawah 

lampu UV 366 nm 

    
Hasil KLTA di bawah 

lampu UV 254 nm 
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7.9 Isolasi Flavonoid dengan Kromatografi Kolom dan Monitoring Hasil 

Pemisahan dengan KLTA 

  
Proses aktivasi silika gel 

 

 
Pembuatan bubur silika 

 
Penjenuhan kolom 

selama 24 jam 

 
Proses elusi 

 
Hasil kolom isolat etil 

asetat 

 

 
Proses elusi pada KLTA 

  
 

 
Hasil KLTA di bawah lampu UV 366 nm 
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Hasil KLTA di bawah lampu UV 254 nm 

 

7.10 Penetapan Kadar Flavonoid Pada Isolat Hasil Kromatografi Kolom 

 
Preparasi larutan baku 

kuersetin dan larutan uji 

 

 
Larutan baku kuersetin dan 

larutan uji setelah 

penambahan AlCl3, asam 

asetat, dan aquabides 

Proses pencampuran 

larutan 

Inkubasi sampel 

  

 

 

  


