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ABSTRAK 

Daun alpukat (Persea americana Mill.) diketahui mengandung kuersetin, suatu senyawa flavonoid yang 

memiliki berbagai aktivitas farmakologis. Kandungan senyawa aktif dalam tanaman dapat bervariasi 

tergantung pada waktu panen, namun informasi mengenai waktu panen optimal untuk memperoleh kadar 

kuersetin tertinggi masih terbatas. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk menentukan kadar kuersetin 

dalam daun alpukat berdasarkan waktu panen (pagi, siang, dan sore) menggunakan metode Kromatografi Lapis 

Tipis-Densitometri (KLT-Densitometri) yang telah divalidasi. 

Penelitian ini dilakukan dengan mengeringkan daun alpukat segar, mengekstraksinya menggunakan 

etanol 70%, kemudian menganalisis kadar kuersetinnya menggunakan sistem fase gerak 

kloroform:metanol:asam asetat (8:1,5:0,5) dengan pemindaian pada panjang gelombang maksimum 366 nm. 

Validasi metode menunjukkan hasil yang memenuhi syarat dengan koefisien korelasi (r) sebesar 0,9987, 

akurasi dalam rentang 98-101%, dan presisi yang baik (RSD < 2,5%). Data dianalisis menggunakan uji 

ANOVA untuk mengetahui signifikansi perbedaan antar waktu panen. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar kuersetin tertinggi diperoleh dari daun yang dipanen pada 

siang hari, yaitu sebesar 5,84 ± 0,12 mg/g bahan kering, diikuti oleh sore hari (4,26 ± 0,10 mg/g), dan terendah 

pada pagi hari (3,12 ± 0,08 mg/g). Uji ANOVA menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan (p < 0,05) 

antar kelompok waktu panen. Berdasarkan temuan ini, dapat disimpulkan bahwa waktu panen berpengaruh 

nyata terhadap kadar kuersetin dalam daun alpukat, dan panen pada siang hari merupakan waktu terbaik untuk 

memperoleh kadar kuersetin yang maksimal. 

 

Kata kunci: Kuersetin, Daun alpukat, Waktu panen, KLT-densitometri, Flavonoid. 

 

ABSTRACT 

Avocado leaves (Persea americana Mill.) are known to contain quercetin, a flavonoid compound with 

various pharmacological activities. The content of active compounds in plants can be influenced by the time 

of harvest; however, information regarding the optimal harvest time to obtain the highest quercetin content 

remains limited. Therefore, this study aimed to determine the quercetin content in avocado leaves based on 

harvest time (morning, noon, and afternoon) using a validated Thin Layer Chromatography-Densitometry 

(TLC-Densitometry) method. 

The avocado leaves were dried, extracted with 70% ethanol, and then analyzed for their quercetin content 

using a mobile phase system of chloroform:methanol:acetic acid (8:1.5:0.5) with scanning at a maximum 

wavelength of 366 nm. Method validation yielded satisfactory results with a correlation coefficient (r) of 

0.9987, accuracy within the range of 98-101%, and precision with an RSD < 2.5%. Data were analyzed using 

ANOVA to determine the significance of differences among harvest times. 

The results showed that the highest quercetin content was found in leaves harvested at noon (5.84 ± 0.12 

mg/g dry weight), followed by afternoon (4.26 ± 0.10 mg/g), and the lowest in the morning (3.12 ± 0.08 mg/g). 

ANOVA analysis indicated a significant difference (p < 0.05) between harvest times. It can be concluded that 

harvest time significantly affects the quercetin content in avocado leaves, with noon being the optimal time to 

achieve the highest quercetin yield. 
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PENDAHULUAN  

Alpukat (Persea americana Mill.) adalah tanaman tropis famili Lauraceae yang berasal dari Amerika 

Tengah dan kini dibudidayakan luas di daerah beriklim tropis dan subtropis. Selain buahnya bernilai gizi tinggi, 

berbagai bagian tanaman alpukat telah lama dimanfaatkan dalam pengobatan tradisional. Dalam sistem 

pengobatan Ayurweda dan tradisi lainnya, praktisi menggunakan ekstrak daun alpukat untuk mengobati 

hipertensi, gangguan pencernaan (sakit perut dan diare), bronkitis, dan diabetes (Collignon et al., 2024). 

Analisis fitokimia menunjukkan daun alpukat kaya akan senyawa bioaktif. Daun alpukat mengandung 

senyawa metabolit sekunder seperti saponin, tanin, flavonoid, alkaloid, dan polisakarida (da Silva et al., 2023). 

Kandungan flavonoid dalam daun tersebut diyakini berkontribusi pada efek farmakologinya (misalnya 

penurun tekanan darah dan efek analgesik) sebagaimana dilaporkan dalam literatur (Hosseini et al., 2021; 

Jennings et al., 2024). 

Salah satu flavonoid penting yang terdapat pada banyak tumbuhan, termasuk daun obat, adalah kuersetin. 

Kuersetin adalah senyawa flavonol polifenolik (2-(3,4-dihidroksifenil)-3,5,7-trihidroksikromen-4-on, rumus 

molekul C₁₅H₁₀O₇) (da Silva et al., 2023). Senyawa ini umum dijumpai pada sayuran dan buah-buahan (seperti 

bawang merah, apel, kubis, kacang-kacangan, dan teh). Kuersetin menunjukkan profil fisikokimia khas berupa 

kristal kuning dengan kelarutan tinggi dalam lemak dan alkohol serta kelarutan rendah dalam air dingin. 

Sejumlah studi farmakologi melaporkan kuersetin memiliki spektrum aktivitas biologis yang luas. Secara 

khusus, kuersetin menunjukkan aktivitas antioksidan kuat yang menetralkan radikal bebas dan menghambat 

peroksidasi lipid (Batiha et al., 2020). Kuersetin menunjukkan berbagai aktivitas biologis penting, termasuk 

antikanker, antivirus, antialergi, antidiabetik, anti-inflamasi, dan proteksi terhadap sistem kardiovaskular, 

sehingga para peneliti dalam bidang kedokteran dan farmasi banyak menelitinya sebagai agen terapeutik 

potensial, misalnya sebagai antikanker, antivirus, hepatoprotektor, dan kardioprotektor (Batiha et al., 2020). 

Ekstrak daun alpukat mengandung kuersetin sebagai salah satu metabolit sekunder utamanya. Kuersetin 

dan turunannya menyumbang sekitar 60-75% dari total flavonoid pada daun alpukat (Rustanti dan Lathifah, 

2019). Hal ini menegaskan bahwa kuersetin merupakan komponen dominan dalam kelompok flavonoid daun 

alpukat. Kandungan kuersetin tersebut relevan dengan aktivitas farmakologis ekstrak; misalnya, kuersetin 

dikenal memiliki aktivitas antioksidan kuat sekaligus berperan sebagai agen pencerah kulit (Batiha et al., 

2020). Oleh karena itu, penetapan kadar kuersetin dalam daun alpukat penting untuk menilai potensi biologis 

ekstrak daun, serta sebagai salah satu parameter standarisasi mutu sediaan herbal yang berbahan daun alpukat 

(Rustanti dan Lathifah, 2019). 

Kandungan metabolit sekunder pada tanaman bersifat dinamis dan dipengaruhi oleh kondisi lingkungan 

saat panen. Intensitas cahaya matahari dan ritme sirkadian tumbuhan secara khusus mempengaruhi sintesis 

senyawa fenolik dan flavonoid (Qaderi et al., 2023). Pada umumnya, sinar matahari yang kuat (terutama pada 

siang hari) merangsang jalur biosintesis fenolik, sehingga kadar flavonoid dalam jaringan tanaman dapat 

mengalami puncak berbeda antara waktu pagi, siang, dan sore (Qaderi et al., 2023). Selain itu, faktor suhu dan 

kualitas cahaya harian turut memodulasi akumulasi metabolit sekunder. Studi biokimia menunjukkan bahwa 

suhu dan intensitas cahaya berperan penting dalam menentukan kandungan total fenolik dan kapasitas 

antioksidan tanaman. Misalnya, Peucedanum japonicum menghasilkan total fenolik dan aktivitas penangkal 

radikal bebas (DPPH) lebih tinggi ketika ditumbuhkan pada intensitas cahaya 200-500 µmol m⁻² s⁻¹ dan suhu 

rendah 18/14 °C. Pada tanaman sayuran seperti selada dan kubis, intensitas cahaya sedang (150-300 µmol m⁻² 

s⁻¹) meningkatkan kadar antioksidan, fenol, dan gula, sementara intensitas lebih tinggi (350-450 µmol m⁻² s⁻¹) 

dengan spektrum biru-merah memperkuat akumulasi polifenol dan antosianin. Penelitian lain juga melaporkan 

bahwa suhu tinggi mampu meningkatkan kandungan fenolik total hingga 44% dan kapasitas antioksidan 

(FRAP) hingga 77%. Temuan-temuan ini menegaskan bahwa variasi lingkungan, khususnya cahaya dan suhu, 

secara signifikan memengaruhi kualitas bioaktif tanaman (Makarova et al., 2021). Dengan demikian, waktu 

panen yang berbeda (pagi, siang, sore) berpotensi menghasilkan variasi kadar kuersetin dan senyawa metabolit 

sekunder lainnya pada daun alpukat. 

Untuk mengukur kadar kuersetin secara akurat dalam ekstrak daun alpukat, digunakan metode 

kromatografi lapis tipis densitometri (KLT-densitometri). Metode KLT-densitometri adalah teknik analisis 

planar yang sederhana namun memiliki luaran tinggi. Dalam metode ini, ekstrak tanaman diaplikasikan pada 

plat kromatografi silika, dikembangkan dengan pelarut bergerak, kemudian noda kuersetin pada plat dipindai 

secara densitometrik pada panjang gelombang khusus (Sudjarwo et al., 2019). Kelebihan KLT-densitometri 

antara lain kecepatan analisis dan kemampuan menganalisis banyak sampel sekaligus dengan biaya relatif 

rendah (Kowalska dan Sajewicz, 2022). Pendekatan ini telah terbukti valid untuk penetapan kuersetin dalam 

ekstrak daun tanaman obat lain; misalnya dalam validasi metode pada ekstrak daun sirsak (Annona muricata), 
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KLT-densitometri dengan deteksi pada λ=265 nm memberikan linearitas, batas deteksi, dan akurasi yang 

memadai untuk kandungan kuersetin (Sudjarwo et al., 2019). Oleh karena itu, KLT-densitometri dipilih 

sebagai metode untuk mengekstrak dan menentukan kadar kuersetin daun alpukat dalam penelitian ini, 

mengingat keandalannya dalam pemisahan dan kuantifikasi senyawa aktif pada ekstrak herbal (Sudjarwo et 

al., 2019). 

 

METODE PENELITIAN  

Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dengan pendekatan kuantitatif 

menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Tujuan penelitian adalah menentukan kadar kuersetin dalam 

daun alpukat berdasarkan waktu panen. Analisis dilakukan menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis 

(KLT) dengan analisis densitometri. Setiap kelompok perlakuan berupa perbedaan waktu panen dianalisis 

secara replikasi untuk memperoleh data kuantitatif yang valid dan dapat dibandingkan. 

Alat 

Alat utama yang digunakan dalam penelitian ini meliputi timbangan analitik Shimadzu AUW220D 

dengan ketelitian 0,0001 g untuk menimbang bahan kering, oven suhu rendah Memmert UN55 untuk proses 

pengeringan serbuk daun, serta blender Philips HR2115 untuk menghancurkan daun menjadi serbuk halus. 

Proses maserasi dilakukan menggunakan labu kaca Pyrex, sedangkan pemekatan ekstrak dilakukan dengan 

rotary evaporator Buchi R-300 pada suhu rendah. Analisis kromatografi dilakukan menggunakan plat KLT 

silica gel 60 F254 (Merck), chamber kromatografi Camag Twin Trough Chamber untuk pengembangan 

pelarut, lampu UV Camag UV Cabinet pada panjang gelombang 254 nm dan 366 nm untuk visualisasi noda, 

serta densitometer Camag TLC Scanner 4 untuk kuantifikasi noda. Selain itu, spektrofotometer UV-Vis 

Shimadzu UV-1800 digunakan untuk menentukan panjang gelombang maksimum kuersetin. Alat gelas yang 

digunakan, antara lain gelas ukur, erlenmeyer, tabung reaksi, pipet tetes, dan corong, seluruhnya bermerek 

Pyrex/Iwaki. 

Bahan 

Bahan utama yang digunakan adalah daun alpukat yang diperoleh dari UPT Laboratorium Herbal Materia 

Medica, Batu, Jawa Timur, dan dipanen pada tiga waktu berbeda, yaitu pagi hari (sekitar pukul 06.00), siang 

hari (sekitar pukul 12.00), dan sore hari (sekitar pukul 16.00). Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi adalah 

etanol 70% (Merck, Jerman). Kuersetin standar (Sigma-Aldrich, USA) digunakan sebagai pembanding untuk 

kuantifikasi. Fase gerak yang diuji dalam optimasi metode meliputi kombinasi pelarut seperti kloroform 

(Merck, Jerman), metanol (Merck, Jerman), dan asam asetat glasial (Merck, Jerman). Pereaksi untuk skrining 

fitokimia meliputi larutan FeCl₃ 1% (Merck, Jerman), reagen Dragendorff (Merck, Jerman), larutan 

magnesium dengan HCl pekat (Merck, Jerman), serta reagen Liebermann-Burchard (Merck, Jerman). Untuk 

visualisasi noda pada plat KLT, digunakan pereaksi seperti aluminium klorida (AlCl₃, Merck, Jerman) dan 

kombinasi Naturstoffreagenz-PEG (NP/PEG, Merck, Jerman). Seluruh bahan kimia yang digunakan memiliki 

derajat kemurnian proanalisis (p.a.). 

Prosedur Penelitian 

Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Alpukat 

Daun alpukat yang telah dikumpulkan dari pohon yang sama pada tiga waktu panen (pagi, siang, dan sore) 

dicuci bersih dan dikeringkan pada suhu ruang (±25-27 °C) yang terlindung dari sinar matahari langsung. 

Setelah kering, daun digiling menggunakan blender hingga menjadi serbuk halus. Serbuk daun sebanyak 100 

gram diekstraksi menggunakan metode maserasi dengan etanol 70% sebagai pelarut selama tiga hari (3×24 

jam). Proses maserasi dilakukan dalam wadah tertutup dengan pengadukan secara berkala setiap hari pada 

suhu ruang. Setelah tiga hari, filtrat disaring dan pelarut diuapkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 

rendah sekitar 40 °C hingga diperoleh ekstrak kental (Rollando et al., 2022). 

Penetapan Kadar Air 

Kadar air serbuk daun alpukat ditentukan dengan metode gravimetri. Serbuk alpukat sebanyak 2 gram 

ditimbang dan dimasukkan ke dalam cawan porselen, kemudian dikeringkan dalam oven pada suhu 105°C 

hingga berat konstan tercapai. Setelah pengeringan, sampel ditimbang kembali dan kadar air dihitung 

berdasarkan selisih berat awal dan akhir, lalu dinyatakan dalam persen (Wijaya dan Noviana, 2022). 

Skrining Fitokimia 

Skrining fitokimia dilakukan terhadap ekstrak etanol daun alpukat untuk mengidentifikasi keberadaan 

golongan senyawa metabolit sekunder. Uji kualitatif meliputi uji flavonoid menggunakan reagen magnesium 

dan HCl pekat (uji Shinoda), uji alkaloid menggunakan reagen Dragendorff, uji tanin dengan larutan FeCl₃, 
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uji saponin melalui pengamatan terbentuknya busa stabil, serta uji steroid dan triterpenoid dengan reagen 

Liebermann-Burchard. Setiap reagen ditambahkan ke dalam larutan ekstrak dan diamati perubahan warna atau 

reaksi spesifik yang menunjukkan adanya senyawa tertentu (Nugrahani et al., 2016). 

Optimasi Metode: Pemilihan Fase Gerak 

Pemilihan fase gerak dilakukan untuk mendapatkan sistem pelarut yang mampu memberikan pemisahan 

noda kuersetin secara optimal pada plat KLT. Beberapa sistem fase gerak diuji, yaitu kloroform:metanol:asam 

asetat (8:1,5:0,5), toluena:etil asetat:asam format (5:4:1), dan n-heksana:etil asetat (7:3). Masing-masing 

sistem diuji dengan pengembangan plat berisi larutan standar kuersetin dan ekstrak etanol daun alpukat. 

Setelah pengembangan, plat dikeringkan dan diamati di bawah lampu UV pada panjang gelombang 254 nm 

dan 366 nm. Fase gerak terbaik dipilih berdasarkan nilai Rf kuersetin yang berada dalam kisaran ideal (0,3–

0,7), ketajaman dan keterpisahan noda, serta kestabilan visualisasi (Wardani et al., 2024). 

Penentuan Panjang Gelombang 

Panjang gelombang maksimum untuk deteksi kuersetin ditentukan menggunakan spektrofotometer UV-

Vis. Larutan standar kuersetin dalam metanol diukur serapannya dalam rentang 200-400 nm untuk menentukan 

λmaks. Panjang gelombang maksimum inilah yang kemudian digunakan dalam pemindaian densitometri pada 

plat KLT, umumnya ditemukan pada 254 nm atau 366 nm tergantung pada sistem visualisasi yang digunakan 

(Rollando et al., 2019). 

Validasi Metode 

Selektivitas 

Selektivitas metode diuji dengan membandingkan spektrum absorbansi dan nilai Rf antara noda kuersetin 

standar dan ekstrak daun alpukat. Jika spektrum kedua larutan menunjukkan kemiripan tinggi dan nilai Rf 

serupa, maka metode dianggap selektif dalam mendeteksi kuersetin dalam matriks ekstrak (Andayani et al., 

2024). 

Linearitas 

Linearitas diuji dengan menyiapkan larutan standar kuersetin dalam beberapa konsentrasi, misalnya 2, 4, 

6, 8, dan 10 µg/mL. Setiap konsentrasi diaplikasikan ke plat KLT dalam volume yang sama dan dikembangkan 

menggunakan fase gerak terpilih. Setelah pemindaian dengan densitometer, luas area noda diplot terhadap 

konsentrasi untuk membentuk kurva kalibrasi. Linearitas dinyatakan dari nilai koefisien korelasi (r), yang 

idealnya mendekati 1,000 (Andayani et al., 2024). 

Batas Deteksi (BD) dan Batas Kuantitasi (BK) 

Batas deteksi dan batas kuantitasi ditentukan secara statistik menggunakan deviasi standar dari replikasi 

konsentrasi rendah dan kemiringan (slope) kurva kalibrasi. Perhitungannya mengikuti rumus: BD = 3,3 × 

(SD/slope) dan BK = 10 × (SD/slope). Nilai ini menunjukkan kemampuan metode untuk mendeteksi dan 

mengukur jumlah minimum kuersetin secara akurat (Andayani et al., 2024). 

Penentuan Akurasi dan Presisi 

Akurasi metode dinilai melalui uji pemulihan (recovery) dengan menambahkan kuersetin standar ke 

dalam sampel ekstrak pada tiga level konsentrasi (80%, 100%, dan 120%). Persentase pemulihan dihitung 

untuk menilai ketepatan metode. Sementara itu, presisi diuji dengan melakukan replikasi pengukuran intra-

day (dalam hari yang sama) dan inter-day (hari berbeda), lalu menghitung nilai % Relative Standard Deviation  

(RSD) (Andayani et al., 2024). 

Penetapan Kadar Kuersetin dalam Ekstrak 

Larutan ekstrak dari daun alpukat hasil panen pagi, siang, dan sore masing-masing diaplikasikan pada 

plat KLT bersamaan dengan larutan standar kuersetin. Plat dikembangkan menggunakan fase gerak yang telah 

dioptimasi, kemudian dikeringkan dan disemprot pereaksi visualisasi. Noda kuersetin dianalisis dengan 

densitometer pada panjang gelombang yang telah ditentukan. Luas area masing-masing noda dibandingkan 

dengan kurva kalibrasi untuk menghitung kadar kuersetin dalam setiap sampel ekstrak, dan hasilnya 

dinyatakan dalam mg/g bahan kering. Perbandingan kadar antar waktu panen selanjutnya dianalisis untuk 

mengetahui waktu panen terbaik dalam menghasilkan kuersetin tertinggi (Andayani et al., 2024). 

Analisis Data 

Data yang diperoleh dari hasil pemindaian densitometri berupa nilai luas area dari masing-masing noda 

kuersetin pada plat KLT, baik dari larutan standar maupun ekstrak daun alpukat yang dipanen pada pagi, siang, 

dan sore hari. Nilai area dari larutan standar digunakan untuk menyusun kurva kalibrasi dengan cara memplot 

hubungan antara konsentrasi kuersetin (µg/mL) terhadap luas area. Kurva kalibrasi tersebut digunakan sebagai 

dasar untuk menghitung kadar kuersetin dalam sampel berdasarkan persamaan regresi linear yang dihasilkan. 
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Kadar kuersetin dari masing-masing waktu panen dihitung dan dinyatakan dalam satuan mg per gram bahan 

kering. Semua pengukuran dilakukan setidaknya dalam tiga kali pengulangan (triplo) untuk memperoleh nilai 

rerata, standar deviasi (SD), dan koefisien variasi (%CV).  

Untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan kadar kuersetin yang signifikan berdasarkan waktu panen, 

data kadar kuersetin dianalisis menggunakan analisis varians satu arah (ANOVA one-way). Jika hasil ANOVA 

menunjukkan perbedaan yang signifikan secara statistik (p < 0,05), maka dilakukan uji lanjut Tukey HSD atau 

uji post hoc lain yang sesuai untuk mengetahui pasangan kelompok mana yang menunjukkan perbedaan 

bermakna (Setiawan et al., 2020). 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

Penetapan Kadar Air 

Penetapan kadar air merupakan langkah penting untuk menilai mutu dan kestabilan simplisia sebelum 

digunakan dalam proses ekstraksi atau formulasi sediaan herbal. Berdasarkan Farmakope Herbal Indonesia 

(FHI), kadar air maksimum yang diperbolehkan untuk simplisia kering umumnya adalah tidak lebih dari 10%, 

kecuali dinyatakan secara khusus dalam monografi masing-masing tanaman obat (Djoko et al., 2020). Dalam 

penelitian ini, kadar air serbuk daun alpukat diperoleh sebesar 7,85 ± 0,12%, yang berarti masih berada di 

bawah batas maksimum yang ditetapkan FHI. Hasil ini menunjukkan bahwa serbuk daun telah dikeringkan 

secara memadai dan memenuhi persyaratan mutu simplisia kering sesuai standar nasional. Kadar air yang 

rendah ini juga menandakan bahwa serbuk daun memiliki stabilitas penyimpanan yang baik, serta minim risiko 

kontaminasi mikroba atau degradasi senyawa aktif. Selain itu, kesesuaian kadar air ini dengan standar FHI 

memperkuat validitas penggunaan simplisia sebagai bahan baku dalam pengembangan produk fitofarmaka 

atau sediaan herbal lainnya. Dengan demikian, serbuk daun alpukat dapat dinyatakan memenuhi kriteria 

kualitas simplisia berdasarkan ketentuan Farmakope Herbal Indonesia. 

Skrining Fitokimia 

Skrining fitokimia merupakan tahap awal dalam identifikasi kandungan senyawa metabolit sekunder yang 

berperan penting dalam aktivitas farmakologis tanaman obat. Hasil skrining terhadap ekstrak etanol daun 

alpukat menunjukkan adanya lima golongan metabolit sekunder utama, yaitu flavonoid, alkaloid, tanin, 

saponin, dan triterpenoid, sedangkan golongan steroid tidak terdeteksi. Metode uji kualitatif yang digunakan 

memberikan indikasi visual terhadap keberadaan masing-masing senyawa (Handayani et al., 2020). Flavonoid 

terdeteksi melalui uji Shinoda yang menghasilkan perubahan warna merah muda, menandakan reaksi positif 

terhadap flavonoid, termasuk kemungkinan adanya kuersetin sebagai salah satu komponennya (Kartikasari et 

al., 2022). Alkaloid teridentifikasi dengan terbentuknya endapan jingga pada penambahan reagen Dragendorff, 

sedangkan tanin memberikan reaksi positif berupa warna biru kehitaman setelah ditetesi larutan FeCl₃, 

mengindikasikan adanya senyawa polifenol yang bersifat astringen (Agustin dan Gunawan, 2019). Saponin 

menghasilkan busa stabil setinggi ±1-10 cm yang bertahan lebih dari 10 menit pada uji busa, sehingga 

menunjukkan karakteristiknya sebagai detergen alami (Septiadi et al., 2013).Triterpenoid menghasilkan warna 

hijau kebiruan pada uji Liebermann-Burchard, yang mengonfirmasi keberadaannya di dalam ekstrak (Puspa 

et al., 2017). Ketidakterdeteksian steroid menandakan bahwa fraksi ini tidak terdapat dalam jumlah yang cukup 

untuk menghasilkan reaksi positif. Secara keseluruhan, profil fitokimia ini mendukung dugaan bahwa ekstrak 

daun alpukat memiliki potensi farmakologis, terutama yang berkaitan dengan kandungan flavonoid, termasuk 

kuersetin, yang dikenal memiliki aktivitas antioksidan dan antiinflamasi. 

Tabel 1. Hasil skrining fitokimia ekstrak etanol daun alpukat 

Golongan 

Senyawa 

Metode Uji Hasil Pengamatan Keterangan 

Flavonoid Uji Shinoda Terjadi perubahan warna menjadi merah 

muda 

Positif (+) 

Alkaloid Reagen Dragendorff Terbentuk endapan berwarna jingga Positif (+) 

Tanin Larutan FeCl₃ Larutan berubah warna menjadi biru 

kehitaman 

Positif (+) 

Saponin Uji Busa Muncul busa stabil selama lebih dari 10 

menit 

Positif (+) 

Triterpenoid Reagen Liebermann-

Burchard 

Larutan berubah warna menjadi hijau 

kebiruan 

Positif (+) 

Steroid Reagen Liebermann-

Burchard 

Tidak ada perubahan warna signifikan Negatif (–) 
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Optimasi Metode: Pemilihan Fase Gerak 

Optimasi metode kromatografi lapis tipis (KLT) dilakukan untuk memperoleh sistem fase gerak yang 

mampu memisahkan senyawa kuersetin secara optimal dari komponen lain dalam ekstrak daun alpukat. Tiga 

kombinasi fase gerak diuji, yaitu kloroform:metanol:asam asetat (8:1.5:0.5), toluena:etil asetat:asam format 

(6:3:1), dan n-heksan:etil asetat (7:3). Hasil pengujian menunjukkan bahwa sistem kloroform:metanol:asam 

asetat menghasilkan pemisahan terbaik dengan nilai retardation factor (Rf) kuersetin sebesar 0,56. Nilai ini 

berada dalam rentang ideal Rf (0,3-0,7), yang menunjukkan bahwa senyawa terpisah dengan baik dari 

komponen lainnya (Fajriaty et al., 2018). Noda kuersetin yang dihasilkan juga tampak jelas, tajam, dan tidak 

menyatu dengan senyawa lain, menunjukkan spesifisitas dan resolusi yang tinggi. Oleh karena itu, sistem fase 

gerak kloroform:metanol:asam asetat (8:1.5:0.5) dipilih sebagai sistem optimum dan digunakan dalam seluruh 

analisis KLT lanjutan. 

 

 
Gambar 1.  Profil kromatogram ekstrak dan kuersetin pada 366 nm dengan fase gerak 

kloroform:metanol:asam asetat (8:1.5:0.5) 

 

Penentuan Panjang Gelombang Maksimum 

Penentuan panjang gelombang maksimum (λmaks) merupakan tahap krusial dalam analisis 

spektrofotometri dan densitometri, karena menentukan pada panjang gelombang berapa senyawa target 

menunjukkan serapan cahaya tertinggi. Dalam penelitian ini, spektrum absorbansi larutan standar kuersetin 

dalam pelarut metanol menunjukkan puncak serapan maksimum pada panjang gelombang 366 nm. Nilai ini 

sesuai dengan karakteristik senyawa flavonoid secara umum, yang diketahui memiliki dua pita serapan utama: 

pita B (sekitar 250-280 nm) yang berasal dari cincin benzena A, dan pita A (sekitar 350-385 nm) yang berasal 

dari sistem kromofor pada cincin B yang tersubstitusi (Lestari et al., 2024). 

Panjang gelombang 366 nm yang teridentifikasi sebagai λmaks kuersetin menandakan bahwa senyawa 

tersebut memiliki struktur konjugasi aromatik yang kuat, yang mampu menyerap energi dalam spektrum 

ultraviolet secara signifikan. Nilai λmaks ini juga konsisten dengan berbagai laporan literatur yang 

menyebutkan bahwa kuersetin memiliki λmaks dalam kisaran 360-370 nm tergantung pada jenis pelarut yang 

digunakan (Utomo et al., 2009). 

Nilai λmaks yang telah diperoleh ini kemudian digunakan sebagai dasar dalam pemindaian densitometri 

terhadap plat KLT yang telah dikembangkan dengan fase gerak optimum. Dengan menggunakan panjang 

gelombang ini, deteksi kuersetin pada ekstrak daun alpukat dapat dilakukan secara spesifik dan sensitif. 

Pemindaian pada λmaks memastikan bahwa kuantifikasi dilakukan pada titik maksimum serapan senyawa, 

sehingga meningkatkan akurasi dan presisi pengukuran (Dahlia et al., 2022). 

Pemilihan panjang gelombang yang sesuai juga penting untuk menghindari gangguan dari senyawa lain 

yang mungkin memiliki absorbansi pada panjang gelombang berbeda. Oleh karena itu, penggunaan λmaks 366 

nm memberikan jaminan bahwa sinyal absorbansi yang terukur terutama berasal dari kuersetin, bukan dari 

senyawa lain dalam ekstrak. Hal ini mendukung validitas metode analisis yang digunakan untuk kuantifikasi 

kandungan kuersetin dalam ekstrak daun alpukat secara kromatografi lapis tipis densitometri. 

Validasi Metode 

Selektivitas 

Selektivitas merupakan parameter penting dalam validasi metode analisis, yang menunjukkan 

kemampuan metode untuk membedakan dan secara spesifik mengidentifikasi senyawa target di tengah 

keberadaan senyawa lain dalam matriks kompleks, seperti ekstrak tanaman (Aryantini dan Hardini, 2024). 

Dalam penelitian ini, selektivitas metode dikonfirmasi melalui dua pendekatan utama: kesamaan nilai 

retardation factor (Rf) dan kesamaan spektrum serapan. 
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Noda kuersetin pada ekstrak daun alpukat menunjukkan nilai Rf sebesar 0,56, identik dengan nilai Rf 

yang diperoleh dari standar kuersetin pada sistem fase gerak yang telah dioptimalkan (kloroform:metanol:asam 

asetat, 8:1.5:0.5). Selain itu, spektrum serapan UV yang diperoleh dari pemindaian densitometri terhadap noda 

kuersetin pada ekstrak menunjukkan profil yang sangat mirip dengan spektrum dari standar kuersetin, terutama 

pada panjang gelombang maksimum di sekitar 366 nm. Kesesuaian ini mengindikasikan bahwa noda tersebut 

memang berasal dari senyawa kuersetin, bukan senyawa lain yang kebetulan memiliki Rf serupa. 

Kombinasi bukti berupa kesamaan nilai Rf dan spektrum serapan UV memberikan keyakinan bahwa 

metode yang digunakan memiliki selektivitas tinggi dalam mengidentifikasi kuersetin di antara berbagai 

senyawa metabolit sekunder lain yang mungkin terdapat dalam ekstrak etanol daun alpukat. Hal ini penting, 

mengingat matriks ekstrak tumbuhan umumnya sangat kompleks dan terdiri dari berbagai senyawa dengan 

struktur kimia yang saling tumpang tindih. Oleh karena itu, selektivitas metode KLT-densitometri ini dinilai 

memadai untuk digunakan dalam analisis kuantitatif maupun kualitatif kandungan kuersetin dalam simplisia 

atau ekstrak tanaman obat. 

Linearitas 

Linearitas merupakan parameter validasi yang menunjukkan kemampuan metode analisis untuk 

memberikan hasil yang proporsional terhadap konsentrasi analit dalam rentang tertentu (Wahyuningsih et al., 

2024). Dalam penelitian ini, kurva kalibrasi kuersetin dibuat dengan menggunakan lima konsentrasi larutan 

standar dalam rentang 2-10 µg/mL, dan pemindaian dilakukan pada panjang gelombang maksimum 366 nm 

menggunakan densitometri. Hasil analisis menunjukkan bahwa terdapat hubungan linier yang sangat kuat 

antara konsentrasi kuersetin dan luas area noda yang terdeteksi pada plat KLT, dengan persamaan regresi y = 

205,34x+312,9 dan nilai koefisien korelasi r = 0,9987. 

Nilai koefisien korelasi (r) yang mendekati 1 menunjukkan bahwa variabel konsentrasi (x) dan respon 

area (y) memiliki hubungan yang hampir sempurna dalam rentang konsentrasi yang diuji (Suarantika et al., 

2024). Persamaan regresi tersebut juga menunjukkan bahwa metode ini mampu memberikan hasil yang 

konsisten dan presisi terhadap perubahan konsentrasi kuersetin, sehingga cocok untuk digunakan dalam 

analisis kuantitatif. Dengan demikian, dapat disimpulkan bahwa metode KLT-densitometri yang digunakan 

memiliki tingkat linearitas yang sangat baik, yang merupakan prasyarat penting untuk keakuratan dan 

ketelusuran hasil kuantifikasi kandungan kuersetin dalam sampel ekstrak daun alpukat. 

Batas Deteksi dan Batas Kuantitasi 

Batas deteksi (BD) dan batas kuantitasi (BK) merupakan parameter penting dalam validasi metode 

analisis, yang mencerminkan sensitivitas metode dalam mendeteksi dan mengukur senyawa target dalam 

konsentrasi rendah (Minarsih dan Roni, 2023). Berdasarkan perhitungan dari kurva kalibrasi kuersetin, 

diperoleh nilai BD sebesar 0,42 µg/mL dan BK sebesar 1,29 µg/mL. Nilai-nilai ini menunjukkan bahwa 

metode kromatografi lapis tipis densitometri yang digunakan memiliki sensitivitas tinggi dan mampu 

mendeteksi keberadaan kuersetin meskipun dalam jumlah yang sangat kecil. 

Batas deteksi merupakan konsentrasi minimum senyawa yang masih dapat dikenali keberadaannya 

namun belum dapat dikuantifikasi secara presisi, sedangkan batas kuantitasi adalah konsentrasi minimum 

senyawa yang dapat diukur secara kuantitatif dengan akurasi dan presisi yang memadai. Nilai BD dan BK 

yang rendah ini memperkuat bukti bahwa metode analisis yang digunakan sangat sesuai untuk pengujian 

senyawa kuersetin dalam sampel ekstrak yang umumnya memiliki kompleksitas tinggi dan kadar senyawa 

aktif yang bervariasi (Primadiastri et al., 2021). Oleh karena itu, metode ini tidak hanya selektif dan linier, 

tetapi juga memiliki kepekaan yang memadai untuk aplikasi dalam penapisan atau pengawasan mutu sediaan 

herbal yang mengandung kuersetin. 

Akurasi dan Presisi 

Akurasi dan presisi merupakan parameter esensial dalam validasi metode analisis untuk memastikan 

bahwa metode mampu menghasilkan data yang benar (akurat) dan konsisten (presisi) (Andayani et al., 2024). 

Uji akurasi dilakukan melalui pengujian pemulihan (recovery test) dengan cara menambahkan standar 

kuersetin ke dalam sampel ekstrak daun alpukat pada tiga level konsentrasi, yaitu 80%, 100%, dan 120% dari 

kadar teoritis. Hasil uji recovery menunjukkan persentase pemulihan sebesar 98,76%, 101,32%, dan 99,87% 

secara berturut-turut, yang semuanya berada dalam rentang yang dapat diterima secara internasional (95-

105%). Hasil ini membuktikan bahwa metode yang digunakan mampu mengukur kuersetin secara tepat dalam 

matriks kompleks ekstrak tanaman. 

Presisi metode dinyatakan dalam bentuk persentase relative standard deviation (%RSD), yang mengukur 

variasi hasil antara pengulangan pengukuran. Pengujian presisi dilakukan secara intra-day (dalam hari yang 

sama) dan inter-day (antar hari yang berbeda). Hasil %RSD sebesar 1,94% untuk intra-day dan 2,31% untuk 
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inter-day menunjukkan bahwa variasi pengukuran sangat rendah dan konsisten. Nilai %RSD ini berada jauh 

di bawah batas maksimum yang ditetapkan dalam pedoman validasi analisis, yaitu <5%, sehingga dapat 

disimpulkan bahwa metode ini sangat presisi. 

Secara keseluruhan, nilai pemulihan yang mendekati 100% dan nilai %RSD yang rendah menunjukkan 

bahwa metode KLT-densitometri yang digunakan untuk analisis kuersetin dalam ekstrak daun alpukat telah 

memenuhi kriteria akurasi dan presisi yang dipersyaratkan dalam validasi metode analisis fitokimia. 

Penetapan Kadar Kuersetin dalam Ekstrak Daun Alpukat 

Penetapan kadar kuersetin dilakukan pada ekstrak daun alpukat yang dipanen pada tiga waktu berbeda. 

Hasil pengujian dapat dilihat pada tabel 2.  

  

Tabel 2. Kadar kuersetin dalam ekstrak daun alpukat 

Waktu Panen Kadar Kuersetin (mg/g BK) Keterangan 

Pagi (±06.00) 3,12 ± 0,08 Terendah 

Siang (±12.00) 5,84 ± 0,12 Tertinggi 

Sore (±16.00) 4,26 ± 0,10 Sedang 

 

Hasil penetapan menunjukkan perbedaan kadar yang signifikan tergantung pada waktu panen. Penetapan 

kadar kuersetin dalam ekstrak daun alpukat menunjukkan adanya variasi konsentrasi yang signifikan antar 

waktu panen. Berdasarkan hasil analisis, daun yang dipanen pada siang hari (±12.00) menghasilkan kadar 

kuersetin tertinggi sebesar 5,84 ± 0,12 mg/g, diikuti oleh panen sore (4,26 ± 0,10 mg/g), dan yang terendah 

adalah panen pagi (3,12 ± 0,08 mg/g). Nilai-nilai ini menunjukkan bahwa waktu panen secara nyata 

mempengaruhi kandungan senyawa aktif kuersetin dalam daun alpukat. 

Hasil ini diperkuat oleh analisis varians satu arah (ANOVA) yang menunjukkan perbedaan kadar 

kuersetin antar waktu panen adalah signifikan secara statistik (p < 0,05). Uji lanjut menggunakan Tukey HSD 

mengindikasikan bahwa kelompok siang hari memiliki perbedaan yang bermakna dibandingkan dengan 

kelompok pagi dan sore. Ini berarti bahwa siang hari merupakan waktu panen yang paling optimal untuk 

mendapatkan kuersetin dalam konsentrasi tertinggi. 

Secara fisiologis, temuan ini konsisten dengan pemahaman bahwa biosintesis flavonoid, termasuk 

kuersetin, sangat dipengaruhi oleh paparan cahaya matahari, terutama sinar UV. Intensitas cahaya yang tinggi 

pada siang hari dapat merangsang aktivitas enzim fenilalanin amonia liase (PAL), yang merupakan enzim 

kunci dalam jalur biosintesis fenilpropanoid dan flavonoid. Aktivasi enzim ini akan meningkatkan produksi 

kuersetin sebagai senyawa antioksidan alami dalam jaringan tanaman, terutama sebagai respons terhadap stres 

oksidatif akibat paparan cahaya (Hasan et al., 2017). 

Sementara itu, kadar kuersetin yang rendah pada daun yang dipanen pagi hari dapat dikaitkan dengan 

rendahnya aktivitas enzimatik pada saat intensitas cahaya masih minimal. Adapun penurunan kadar kuersetin 

pada sore hari meskipun intensitas cahaya cukup tinggi sebelumnya, diduga disebabkan oleh proses degradasi 

termal atau fotooksidatif yang terjadi seiring lamanya paparan sinar matahari. Kuersetin diketahui relatif tidak 

stabil terhadap suhu tinggi dan paparan sinar UV berkepanjangan, sehingga kandungannya bisa menurun 

menjelang akhir hari (Rohmah dan Yuanita, 2022). 

Hasil ini selaras dengan penelitian-penelitian sebelumnya yang menunjukkan bahwa waktu panen 

memiliki pengaruh langsung terhadap kandungan metabolit sekunder tanaman. Penelitian terhadap tanaman 

Camellia sinensis dan Ocimum sanctum menunjukkan bahwa kadar flavonoid lebih tinggi ketika daun dipanen 

pada siang hari dibandingkan pagi atau sore. Penelitian lain juga mendukung temuan tersebut. Studi pada 

Rheum khorasanicum menunjukkan bahwa ekstrak yang dikumpulkan pada bulan April memiliki kandungan 

fenolik dan flavonoid total tertinggi, serta aktivitas antioksidan yang lebih signifikan dibandingkan panen pada 

bulan lainnya (Mehrabani et al., 2023). Selain itu, penelitian terhadap Glycyrrhiza glabra (akar licorice) 

mengungkapkan bahwa waktu panen dan lokasi budidaya berpengaruh kuat terhadap profil metabolit khusus, 

terutama flavanon dan dehidrostilben, yang berdampak pada aktivitas antioksidan dan antiaging ekstraknya 

(Docimo et al., 2024). Oleh karena itu, waktu panen merupakan parameter penting yang harus 

dipertimbangkan dalam standarisasi mutu bahan baku herbal, terutama bila tujuan utamanya adalah untuk 

memperoleh senyawa aktif dalam konsentrasi optimal (Anjarsari, 2022). 

Temuan ini tidak hanya memberikan informasi ilmiah yang relevan, tetapi juga memiliki implikasi 

praktis. Industri herbal dan fitofarmaka yang memanfaatkan daun alpukat sebagai bahan baku dapat mengatur 

waktu panen secara spesifik untuk meningkatkan kualitas produk akhir. Selain itu, hasil ini juga penting dalam 
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pengembangan prosedur standar operasional (SOP) budidaya dan pascapanen tanaman obat berbasis bukti 

ilmiah. 

 

KESIMPULAN 

Penelitian ini berhasil menunjukkan bahwa waktu panen berpengaruh signifikan terhadap kadar kuersetin 

dalam daun alpukat (Persea americana Mill.). Analisis menggunakan metode KLT-densitometri yang telah 

tervalidasi menunjukkan bahwa daun yang dipanen pada siang hari memiliki kadar kuersetin tertinggi (5,84 ± 

0,12 mg/g bahan kering) dibandingkan pagi dan sore hari. Temuan ini menegaskan bahwa siang hari 

merupakan waktu panen optimal untuk memperoleh kadar kuersetin maksimal. Metode KLT-densitometri 

terbukti valid, selektif, dan andal untuk analisis kuersetin, serta layak digunakan dalam skala laboratorium 

maupun industri herbal kecil. Namun, penelitian ini belum mempertimbangkan faktor lingkungan lain yang 

dapat memengaruhi kadar senyawa, sehingga studi lanjutan diperlukan untuk mengkaji variabel tersebut secara 

lebih komprehensif.  
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