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ABSTRAK 

 Indonesia merupakan salah satu negara penghasil tanaman obat yang 

potensial, dimana hasil alam yang paling banyak digunakan sebagai bahan baku obat 

adalah tanaman. Salah satu bahan alam yang dikenal masyarakat yaitu akar tebu 

hitam (Saccharum officinarum L.).  Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui 

kandungan senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada akar  tebu hitam 

(Saccharum officinarum L.). Metode yang digunakan yaitu maserasi dengan pelarut 

etanol 96%. Kemudian dilakukan fraksinasi ekstrak akar tebu hitam (Saccharum 

officinarum L.) dan skrining fitokimia serta uji penegasan dengan menggunakan 

metode kromatografi lapis tipis (KLT). Hasil skrining fitokimia yang didapatkan 

pada fraksi ekstrak akar tebu hitam (Saccharum officinarum L.) yaitu mengandung 

senyawa saponin. Berdasarkan hasil uji penegasan menggunakan metode 

kromatografi lapis tipis (KLT) didapatkan hasil positif senyawa saponin 

 

Kata Kunci : Akar Tebu Hitam, Fraksinasi, Skrining Fitokimia, KLT 

 

 

PENDAHULUAN 

  Masyarakat di dunia sering 

memanfaatkan berbagai macam 

tanaman untuk kelangsungan 

hidupnya. Salah satu jenis tanaman 

obat yang belum begitu dikenal 

dikalangan masyarakat adalah akar 

tebu hitam (Saccharum officinarum 

L.). 

Pengobatan tradisional akar tebu 

hitam (Saccharum officinarum L.) di 

daerah Kedurang Bengkulu selatan 

telah digunakan untuk pengobatan 

penyakit seperti radang tenggorokan, 

sakit pada saat buang air kecil dan 

dismenorea. 

  Sebagai langkah awal, potensi 

akar tebu hitam (Saccharum 

officinarum L.) sebagai obat analgetik 

dan antiinflamasi  tersebut dapat 

ditelusuri melalui skrining fitokimia. 

Adapun komponen fitokimia yang 

akan diuji meliputi kandungan 

alkaloid,steroid, flavonoid, tanin dan 

saponin. 

 Fraksinasi terhadap ekstrak 

etanol akar tebu hitam (Saccharum 

officinarum L.) dilakukan untuk 
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mendapatkan senyawa murni dari 

ekstrak yang diperoleh. Secara 

berurutan, ekstrak dilarutkan dengan 

pelarut n-heksana, etil asetat, dan 

aquadest. 

 

METODELOGI PENELITIAN 

Alat dan Bahan 

  Alat yang digunakan dalam 

penelitian ini adalah timbangan 

analitik, pisau, Botol Kaca Berwarna 

Gelap, Blender, Mesh 40, Lampu UV, 

Kertas Saring, Seperangkat Alat 

Gelas, Penguap Putar Vakum (rotary 

vacuum evaporator), Seperangkat Alat 

Kromatografi Lapis Tipis. 

  Bahan yang digunakan dalam 

penelitian ini adalah akar tebu hitam 

(Saccharum officinarum L.)yang 

diambil dari lingkungan rumah warga 

di Jl.Tanjung Besar Kedurang 

Kabupaten Bengkulu Selatan,  dalam 

keadaan segar.  Etanol 96%, Asam 

Klorida pekat, n-heksana, klorofom, 

Natrium Hidroksida, saponin murni, 

katekin, artemisin, quersetin, piperin, 

alumunium (III) klorida, n-butanol, 

asam asetat, anisaldehid asam sufat, 

metanol, Serbuk Magnesium, pereaksi 

mayer, wagner, dragendorff, amoniak, 

FeCl3, asam asetat anhidrat, HCl 

pekat, H2SO4 2 N, CHCl3, Silika Gel 

60, Plat KLT Silika Gel GF254, Etil 

Asetat, Aquades, H2SO4p. 

 

Ekstraksi Akar Tebu Hitam 

  Ekstraksi dilakukan dengan 

cara maserasi menggunakan pelarut 

etanol 96%. Sebanyak 500 mg 

simplisia keringakar tebu hitam 

(Saccharum officinarum L.) direndam 

dalam botol coklat gelap dengan 

etanol 96% sampai terendam selama 3 

x 24 jam dan disaring dengan 

menggunakan kertas saring kemudian 

dilakukan remaserasi sampai filtrat 

yang didapatkan berwarna bening, lalu 

filtrat tersebut digabungkan dan 

diuapkan dengan rotary evaporator.  

 

Fraksinasi Ekstrak Akar Tebu 

Hitam 

  Ekstrak kental akar tebu hitam 

(Saccharum officinarum L.) sebanyak 

10 gram dilarutkan dengan aquadest 

sebanyak 100 ml dan dilarutkan 

dengan pelarut nonpolar (n-heksan) 

100 ml kemudian masukan kedalam 

corong pisah lalu dikocok selama 30 

menit hingga terbentuk dua lapisan. 

Lapisan bawah (lapisan etanol-air) dan 

lapisan atas (lapisan n-heksan). 

Lapisan etanol-air sisa fraksinasi n-

heksan selanjutnya ditambahkan 
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pelarut semi polar (etil asetat) 100 ml 

kemudian masukan kedalam corong 

pisah lalu dikocok dan diamkan 

hingga terbentuk dua lapisan. Lapisan 

bawah (etanol-air) dan lapisan atas 

(lapisan etil asetat). Selanjutnya ketiga 

fraksi tersebut dievaporasi sehingga 

diperoleh tiga fraksi yaitu fraksi n-

heksan (F1), fraksi etil asetat (F2), dan 

fraksi etanol air (F3). 

Pembuatan Reagen  

a. Larutan Pereaksi Mayer  

 Sebanyak 5 gram KI (kalium 

iodida) dalam 10 ml aquadest 

kemudian ditambahkan larutan 1,36 

gram HgCl2 (merkuri (II) klorida 

dalam 60 ml aquadest. Larutan 

dikocok dan ditambahkan aquadest 

hingga 100 ml.  

b. Larutan Pereaksi Wagner  

 Ambil sebanyak 6 gram KI dan 2 

gram I2, kemudian larutkan KI dan 

I2 dalam aquadest sebanyak 100 

ml.  

c. Larutan Pereaksi Dregendrof  

 Bismut (III) nitral 8 gram 

dilarutkan dalam asam nitrat 20 ml. 

Pada wadah lain ditimbang sebanyak 

27,2 gram KI dilarutkan dalam 50 ml 

aquadest, kemudian didiamkan sampai 

memisah sempurna. Larutan yang 

jernih diambil dan di encerkan dengan 

aquadest sampai 100 ml. 

Skrining Fitokimia Fraksi Akar 

Tebu Hitam 

a. Alkaloid  

  Sampel dilarutkan dengan 5 

mL HCl 2N. Larutan yang didapat 

kemudian dibagi 3 tabung reaksi. 

Sampel ditambahkan dengan pereaksi 

Mayer, Wagner dan Dragendroff 

sebanyak 3 tetes. Hasil positif adanya 

alkaloid bila terbentuk endapan putih 

dengan pereaksi Mayer, endapan 

coklat dengan pereaksi Wagner dan 

Jingga dengan pereaksi Deragendorff. 

(Simaremare 2014). 

b. Flavonoid 

  Uji flavonoid dilakukan 

dengan cara menambahkan asam 

klorida pekat dan logam Mg pada 

sampel. Tes positif bila terjadi warna 

merah-jingga (Afriani, dkk., 2016). 

c. Saponin 

  Uji saponin dilakukan dengan 

mengocok lapisan air dalam tabung 

reaksi bila terbentuk busa yang tahan 

selama lebih kurang 15 menit berarti 

positif untuk uji saponin (Afriani, 

dkk., 2016). 

d. Steroid dan Terpenoid 

  Uji steroid dan terpenoid 

dengan cara sampel ditambahkan asam 
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asetat anhidrat dan asam sulfat pekat 

dimana terbentuk warna biru-hijau 

untuk positif steroid dan berwarna 

merah bila psitif Terpenoid(Afriani, 

dkk., 2016). 

e. Tanin 

  Uji tanin/polifenol dilakukan 

dengan menambahkan larutan FeCl3 

ke dalam sampel. Hasil positif 

tanin/polifenol ditunjukkan dengan 

terbentuknya warna hitam kebiruan 

pada sampel uji (Afriani, dkk., 2016). 

 

Analisis Kromatografi Lapis Tipis 

(KLT) 

a. Identifikasi Senyawa Golongan 

Alkaloid (Harbone, 1996) 

Fase Gerak : Etil Asetat : Metanol : 

Air ( 6:4:2)  

b. Identifikasi Senyawa Golongan 

Flavonoid (Nirwana dkk., 2015) 

Fase Gerak : n-Butanol : Asam 

asetat : Air ( 4:1:5)  

c. Identifikasi Senyawa 

Terpenoid/steroid (Arundina, dkk., 

2015) 

Fase gerak  : Toluen : Etil asetat : 

kloroform ( 5:1:4) 

d. Identifikasi Senyawa Golongan 

Saponin (Pratama, dkk., 2012) 

Fase Gerak : Klorofom : Metanol : 

Air ( 13:7:2)  

e. Identifikasi senyawa tanin 

Fase gerak  : n-Butanol: asam 

asetat: air (4:1:5) 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

1. Hasil evaluasi fraksi ekstrak akar 

tebu hitam 

 Telah dilakukan pemeriksaan 

spesifik terhadap fraksi ekstrak akar 

tebu hitam (Saccharum offinarum L.) 

yang meliputi pemeriksaan 

organoleptis (warna, bau, konsistensi). 

Hasil dapat dilihat pada tabel I. 

 

Tabel I. Hasil Uji Organolepris Fraksi Akar Tebu Hitam 

Fraksi 
Organoleptis 

Warna Bau Konsistensi 

Fraksi n-heksan Bening sedikit pink Khas Cair 

Fraksi etil asetat Coklat Tua Khas Cair 

Fraksi Aquadest Coklat Tua Khas Cair 

 

2. Hasil fraksinasi ekstrak akar tebu 

hitam 

 Fraksinasi ditujukan untuk 

mendapatkan  suatu senyawa yang 

lebih murni dari ekstrak dengan 

menghilangkan senyawa -senyawa lain 

(Harbone, 1989). Hasil dapat dilihat 

pada tabel II. 
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Tabel 2. Hasil % Rendemen Fraksi Akar Tebu Hitam 

Fraksi Berat Ekstrak 

Kental 

Jumlah 

Pelarut 

Berat Fraksi 

Kental 

% Rendemen 

Fraksi n-heksan 

10 gr 

100 ml 0,90gr 9,04% 

Fraksi etil asetat 100 ml 1,07gr 10,7% 

Fraksi Aquadest 100 ml 3,17gr 31,7 % 

 

3.  Hasil uji skrining fitokimia 

 Uji pendahuluan dilakukan 

untuk mengetahui kandungan kimia 

dari fraksi ekstrak akar tebu hitam 

(Saccharum offinarum L.) Hasil 

pemeriksaan dapat dilihat pada (Tabel 

3). 

 

Tabel 3. Hasil Pemeriksaan Kandungan Kimia Fraksi Akar Tebu 

Hitam (Saccharum officinarum L.) 

N

o 
Senyawa Pereaksi Warna 

Hasil 
Ket Positif/ 

Negatif 

F 1 F 2 F 3 F1 F2 F3 

1 Alkaloid 

HCL + 

Mayer 

 

 

HCL + 

Wagner 

HCL + 

Dragendroff 

Endapan 

putih 

 

 

Endapan 

Coklat 

Jingga 

Putih 

Terbentuk 

2 lapisan 

warna 

merah dan 

bening 

Coklat 

kekuningan 

Coklat 

Kemerahan 

Terbentuk 

2 lapisan 

warna 

merah dan 

bening 

Coklat 

Kekuningan 

Coklat 

Kemerahan 

(-) 

 

 

 

(-) 

 

 

(-) 

(-) 

 

 

 

(-) 

 

 

(-) 

(-) 

 

 

 

(-) 

 

 

(-) 

2 Flavonoid 
Mg + HCL 

(p) 

Merah 

Jingga 

Endapan 

putih 

Coklat 

endapan 

putih 

Coklat 

endapan 

putih 

(-) (-) (-) 

3 Saponin H2O 
Terbentuk 

Busa 

Tidak 

berbusa 

Terbentuk 

busa 

Terbentuk 

busa 
(-) (+) (+) 

4 Tanin FeCl 
Hitam 

Kebiruan 
Jingga Hitam Hitam (-) (-) (-) 

5 
Steroid dan 

Terpenoid 

(CH3CO)2

O + H2SO4 

(P) 

Biru hijau 

dan merah 

Bening 

sedikit 

jingga 

Hitam 

kecoklatan 

Hitam 

kecoklatan 
(-) (-) (-) 

 

 Fraksinasi pada ekstrak akar 

tebu hitam yaitu menggunakan 

metode partisi cair-cair dengan 

pelarut (n-heksan, etil asetat, dan 

aquadest).Tahapan fraksinasi diawali 

dengan menimbang ekstrak sebanyak 

10 gram lalu ditambahkan dengan 

100 ml aquadest. Fraksi aquadest 

selanjutnya dilarutkan dengan pelarut 

semipolar (etil asetat) sebanyak 100 

ml, sehingga diperoleh fraksi etil 

asetat dan air. Fraksi n-heksan, fraksi 
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etil asetat, dan fraksi aqudest 

diuapkan denganwaterbath sampai 

mengentaldan dimasukan kedalam 

botol vial. 

  Dalam pemeriksaan kandungan 

kimia (skrining fitokimia) yang 

dilakukan beberapa kali percobaan 

dan mendapatkan hasil yang positif 

hanya saponin pada fraksi etil asetat 

dan fraksi aquadest, sedangkan pada 

fraksi n-heksan tidak mengandung 

senyawa metabolit sekuder apapun.  

Pada pengujian alkaloid dilakukan 

penambahan HCl + pereaksi mayer, 

wagner dan dragendroff. Pada 

pengujian alkaloid diperoleh hasil 

negatif untuk ke tiga fraksi karena 

tidak terbentuk endapan putih pada 

penambahan pereaksi mayer, 

endapan coklat pada penambahan 

pereaksi wagner dan jingga pada 

penambahan pereaksi dragendroff  

dari ketiga fraksi ini, hal ini 

dikarenakan ke tiga fraksi tidak 

memiliki atau sedikit memiliki 

alkaloid (Simaremare, 2014). 

 Pengujian steroid didasarkan 

pada kemampuan senyawa untuk 

membentuk warna H2SO4 pekat 

dalam pelarut asam asetat anhidridat 

(Sangi dkk., 2013) dimana terbentuk 

warna biru-hijau untuk positif 

steroid. Hasil yang diperoleh pada 

pengujian fraksi n-heksan, etil asetat 

dan aquadest ini meunjukan hasil 

negatif karna tidak terbentuk warna 

biru sampai hijau (Afrianidkk., 

2016).   

 Pereaksi besi (III) klorida 

digunakan secara luas untuk 

mengidentifikasi senyawa fenol/ 

polifenol/ tanin. Pengujian polifenol/ 

tanin dilakukan dengan melakukan 

penambahan FeCl3 dengan 

terbentuknya warna hitam kebiruan 

pada sampel uji. Perubahan warna 

tidak terjadi dengan penambahan 

FeCl3 karena tidak adanya gugus 

hidroksil yang ada pada senyawa 

tannin (Sangi dkk., 2013; Artini dkk., 

2013). Penambahan serbuk 

magnesium dan asam klorida pada 

pengujian flavonoid akan 

menyebabkan tereduksinya senyawa 

flavonoid yang ada sehingga 

menimbulkan reaksi warna merah 

yang merupakan ciri adanya 

flavonoid (Jones dan Kinghorn, 2006 

dalam Simaremare, 2014). Pada 

pengujian flavonoid mendapatkan 
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hasil negatif karena serbuk 

magnesium tidak memberikan reaksi 

reduksi senyawa flavonoid sehingga 

larutan uji tidak memberikan 

perubahan warna (Simaremare, 

2014). Pada uji saponin 

menggunakan fraksi ditambah 

dengan air lalu dikocok selama 

kurang lebih 15 detik, dan 

didapatkan busa yang bertahan 

selama kurang lebih 15 menit maka 

dapat dikatakan sampel tersebut 

positif mengandung saponin. 

Timbulnya busa atau buih pada 

sampel saat uji saponin menunjukan 

adanya glikosida yang mempunyai 

kemampuan untuk membentuk buih 

dalam air yang terhidrolisis menjadi 

glukosa dan senyawa lainnya (Rusdi, 

1990). 

 

Gambar 1.Reaksi Saponin (Sopianti, 2018) 

 

Uji Penegasan (Kromatografi 

Lapis Tipis )  

  Hasil dari uji penegasan 

fraksi ekstrak akar tebu hitam 

(Saccharum officinarum L.) 

menggunakan metode kromatografi 

lapis tipis (KLT) dapat dilihat pada 

(tabel IV). 

Tabel 4. Hasil Uji Penegasan Fraksi Akar Tebu Hitam (Saccharum 

officinarum L.) 

Senyawa 

Kimia 

Fase 

Gerak 

Baku 

Pembanding 

(BP) 

Jarak 

Yang 

Ditempuh 

Pelarut 

Jarak Yang 

Ditempuh Noda 
RF Sampel 

RF 

BP 
Hasil 

F(2) F(3) F(2) F(3) 

Saponin Kloroform 

: Metanol : 

Air 

Saponin 

Murni  

10 cm 6,2 cm 6,1 cm 0,62 0,61 0,69 (+) 

 

 Prosedur uji dengan metode 

kromatografi lapis tipis dilakukan 

untuk lebih memastikan hasil yang 

didapat dari uji pendahuluan. Pada uji 
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pendahuluan fraksi ekstrak akar tebu 

hitam (Saccharum officinarum L.) 

positif mengandung saponin, 

kemudian fraksi di lanjutkan 

pemisahan dengan menggunakan 

metode kromatografi lapis tipis dan 

dilihat dibawah disinar UV 254.Hasil 

positif saponin dipisahkan dengan 

metode kromatografi lapis tipis (KLT) 

menggunakan fase geraknya 

Kloroform : Metanol : Air, dan dilihat 

dibawah sinar UV 254. Hasil KLT dari 

fraksi etil asetat diperoleh bercak noda 

berwarna hijau dengan Rf 0,61 dan 

fraksi aquadest degan Rf 0,62 

sedangkan Rf baku pembanding 

saponin murni yang didapat saat 

penelitian yaitu 0,69. Jadi hasil dari 

saponin menunjukan positif karena 

terdapat busa yang bertahan cukup 

lama dan nilai Rf sampel dengan Rf 

baku pembanding mempunyai nilai 

yang hampir sama sehingga fraksi atil 

asetat dan fraksi aquadest dari ekstrak 

akar tebu hitam bisa dikatakan 

mengandung saponin. 

 

KESIMPULAN  

  Fraksi ekstrak akar tebu hitam 

(Saccharum officinarum L.) 

mengandung senyawa kimia yang 

sama yaitu pada Skirining Fitokimia 

positif mengandung senyawa saponin 

dan pada uji penegasan (KLT) juga 

positif mengandung saponin. 
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