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ABSTRACT ARTICLE INFO

Daun ketapang diketahui mengandung senyawa kimia berupa alkaloid,

flavonoid, saponin dan kuinon. Daun ketapang memiliki manfaat  Article history

sebagai antioksidan. Potensi ekstrak daun ketapang sebagai antioksidan  Received: 28 September 2023
dapat meningkat apabila kadar total flavonoid juga meningkat. Tujuan  Revised : 14 Oktober 2023
penelitian ini adalah untuk mengetahui kadar total flavonoid ekstrak  Accepted: 6 Novermber 2023
etanol daun ketapang secara spektrofotometri UV-Vis. Daun ketapang—
diekstrasi dengan metode maserasi selama 3x24 jam menggunakan  Keywords
pelarut etanol 96%. Metode penetapan kadar menggunakan uji kualitatif =~ Ketapang

dan uji kuantitatif. Penetapan kadar dilakukan secara kuantitatif dengan  Flavonoid

alat spektrofotometer UV-Vis menggunakan reagen AICIl; dan kuersetin ~ Kuersetin
sebagai larutan baku. Analisa data yang digunakan dalam penetapan  AICk

kadar total ekstrak etanol daun ketapang menggunakan persamaan  Spektrofotometri
regresi linear y = 0,0056x+0,0063. Uji kualitatif pada ekstrak etanol

daun ketapang menunjukkan hasil positif senyawa flavonoid. Kadar

total flavonoid yang terkandung dalam ekstrak etanol daun ketapang

yang diuji secara spektrofotometri UV-Vis diperoleh sebesar

57,86+1,49 mgEQ/g ekstrak.

This is an open access article under the CC-BY-SA license.

1. Pendahuluan

Ketapang merupakan tanaman yang tumbuh didaerah tropis dan subtropis yang memiliki banyak
manfaat [1]. Daun ketapang memiliki senyawa metabolit sekunder yang dimanfaatkan sebagai
antioksidan, antidiabetik, antibakteri, dan antifungi [2]. Senyawa metabolit sekunder pada daun
ketapang yaitu flavonoid, tanin, saponin, dan triterpenoid [3].

Flavonoid merupakan senyawa fenolik yang berpotensi sebagai antioksidan [4]. Flavonoid
memiliki gugus hidroksi fenolik yang dapat mempengaruhi aktivitas antioksidan untuk menangkal
radikal bebas [5]. Senyawa flavonoid daun ketapang memiliki aktivitas sebagai antioksidan dan
dapat diidentifikasi dengan menggunakan metode kolorimetri AICI; [6]. Reagen AICI; digunakan
sebagai reagen dalam penetapan analisis flavonoid dengan menggunakan Kkuersetin sebagai
pembanding [7,8,9,10]. Analisis kadar total flavonoid dapat dilakukan dengan metode
spektrofotometri UV-Vis. Spektrofotometri UV-Vis merupakan metode analisis yang menggunakan
panjang gelombang UV dan Visible sebagai area serapan untuk mendeteksi senyawa [11].

Senyawa flavonoid pada daun ketapang memiliki aktivitas antioksidan untuk menangkap radikal
bebas [5]. Potensi dari ekstrak daun ketapang sebagai antioksidan dapat meningkat apabila total
B
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senyawa aktif yang terkandung dalam tanaman ketapang menghasilkan nilai yang tinggi [12].
Berdasarkan latar belakang tersebut, peneliti ingin melakukan uji kadar total flavonoid yang
terkandung dalam ekstrak etanol daun ketapang secara spektrofotometri UV-Vis.

2. Method

2.1 Deskripsi bahan dan teknik pengumpulan sampel

Sampel yang digunakan pada penelitian adalah ekstrak etanol daun ketapang [13]. Bahan-bahan
lain yang digunakan yaitu ekstrak etanol daun ketapang, AlICls, CH3COOK, etanol pro analisis,
larutan standar kuersetin, dan aquadest. Penelitian yang dilakukan merupakan eksperimen kuantitatif
untuk mengetahui kadar total flavonoid ekstrak etanol daun ketapang secara spektrofotometri
UV-Vis.

2.2 Prosedur Penelitian

2.2.1 Uji kualitatif senyawa flavonoid menggunakan NaOH
Larutan ekstrak etanol daun ketapang diambil 2 ml, dimasukkan kedalam tabung reaksi. NaOH

10% diambil 3 tetes, dimasukkan kedalam tabung reaksi yang sama. Endapan yang terbentuk
warna kuning hingga kecoklatan menandakan hasil yang positif [14].

2.2.2 Uji kuantitatif total flavonoid menggunakan DPPH

2.2.2.1 Pembuatan larutan blanko

Etanol pro analisis dimasukkan kedalam labu ukur 10 ml sebanyak 600 pl etanol p.a; 40 pl
AICl3; 40 pl CH3sCOOK 1M; dan aquadest 1320 pl ditambahkan kedalam tabung reaksi hingga 10
ml.

2.2.2.2 Pembuatan larutan baku

Larutan baku standar kuersetin ditimbang sebanyak 0,01 g kemudian dimasukkan ke tabung
reaksi. Etanol p.a ditambahkan kedalam tabung reaksi hingga 10 ml, hingga konsentrasi menjadi
1000 ppm [15].

2.2.2.3 Penentuan panjang gelombang maksimum

Larutan baku standar kuersetin dipipet sejumlah volume tertentu pada kuvet kemudian periksa
pada panjang gelombang maksimum 400-800nm, kemudian mencatat nilai absorbansi yang
dihasilkan oleh masing-masing panjang gelombang dan membuat kurva hubungan antara panjang
gelombang dan absorbansi. Panjang gelombang yang dihasilkan adalah 439,6 nm.

2.2.2.4 Penentuan operating time

Operating time dilakukan dengan melarutkan larutan baku standar kuersetin 25 ppm. Larutan
baku standar kuersetin diukur pada panjang gelombang maksimal dari O hingga 45 menit dengan
interval waktu 1 menit [15].

2.2.2.5 Penentuan absorbansi kurva baku standar kuersetin

Larutan baku standar kuersetin dipipet menggunakan micropipet sebanyak 0,0625 ml; 0,125 ml;
0,025 ml; 0,050 ml; dan 0,100 ml, kemudian dimasukkan kedalam tabung reaksi. Tambahkan
etanol p.a 600 ul; AICI; 40 ul; CH3;COOK 1M 40 pl; dan aquadest 1120 pl. Diperoleh seri larutan
baku standar kuersetin dengan variasi konsentrasi 6,25 ppm; 12,5 ppm; 25 ppm; 50 ppm; dan
100 ppm. Larutan diukur pada spektrofotemeter UV-Vis setelah operating time pada panjang
gelombang maksimal, mulai dari konsentrasi terkecil [15].

2.2.2.6 Penetapan kadar total flavonoid ekstrak etnaol daun ketapan

Ekstrak Etanol Daun Ketapang ditimbang 0,010g ditambahkan dengan 10ml aquadest, digojok
hingga larut, kemudian diambil menggunakan micropipet sebanyak 200 pl dimasukkan kedalam
kuvet ukuran 2 ml. Tambahkan etanol p.a 600 pl; AICI; 40 pl; CH;COOK 1M 40 pl; dan aquadest
1120 upl. Kuvet 2 ml diletakkan pada tempat gelap hingga mencapai operating time, kemudian
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pengukuran absorbasi dilakukan pada panjang gelombang maksimal ~menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Rumus perhitungan kadar total flavonoid [16] sebagai berikut:

C(%).v(ml)

EQ ) X Fp
Keterangan:
EQ : Jumlah flavonoid (/g ekstrak setara kuersetin)
C : Konsentrasi (/g)
\% : Volumen pelarut
Fp : Faktor pengenceran
m : Berat sampel (g)

3. Hasil dan Pembahasan

Penetapan kadar total flavonoid ekstrak etanol daun ketapang dengan metode spektrofotometri
UV-Vis dilakukan untuk mengetahui kadar total flavonoid yang terkandung dalam ekstrak etanol
daun ketapang. Metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi selama 3x24 jam dengan pelarut
etanol 96%. Penelitian ini menggunakan pembanding kuersetin yang merupakan senyawa flavonoid
bersifat polar dan memiliki kelarutan yang baik dalam etanol [17].

3.1 Uji kualitatif flavonoid dengan NaOH

Uji kualitatif bertujuan untuk mengetahui kandungan kimia yang terdapat dalam sampel daun
ketapang yaitu flavonoid. Uji kualitatif flavonoid pada ekstrak etanol daun ketapang menggunakan
NaOH 10%. Endapan pada sampel dinyatakan positif adanya senyawa flavonoid jika menghasilkan
warna kuning hingga kecoklatan [14].

3.2 Uji kuantitatif total flavonoid menggunakan DPPH

Preparasi sampel menggunakan larutan ekstrak etanol daun ketapang dan larutan pembanding
kuersetin. Pelarut yang digunakan dalam uji kuantitatif yaitu etanol pro analisa. Etanol pro analisa
bersifat polar dengan kemurnian yang tinggi, sehingga dapat terlarut sempurna dengan kuersetin
[18]. Penetapan kadar flavonoid menggunakan pembanding Kuersetin, karena kuersetin merupakan
flavonoid golongan flavonol yang memiliki gugus keto pada atom C-4 dan juga gugus hidroksil
pada atom C-3 dan C-5 yang bertetangga [10].

Pembanding kuersetin dapat dianalisa secara spektrofotometri UV-Vis dengan relatif kesalahan
sebesar 1-3% karena mengandung gugus kromofor dan auksokrom [19]. Kromofor dan auksokrom
merupakan semua gugus senyawa organik yang mampu menyerap dan mengakibatkan pergeseran
pita serapan kuat pada spektrum sinar UV atau sinar tampak (Vis) [20]. Penetapan kadar total
ekstrak etanol dan ketapang menggunakan pereaksi AICI; dan CH3;COOK karena dapat membentuk
senyawa yang kompleks sehingga terjadi pergeseran panjang gelombang ke arah visibel secara
spektrofotometri UV-Vis [21]. AICI; dapat bereaksi dengan senyawa flavonoid membentuk
senyawa kompleks yang stabil, ditandai dengan warna lebih kuning [22]. Penambahan larutan
CH3COOK berfungsi untuk mempertahankan dan menstabilkan panjang gelombang pada daerah
visibel [23].

3.2.1 Penentuan panjang gelombang maksimum

Penentuan panjang gelombang maksimum bertujuan untuk memperoleh hasil pengukuran
serapan yang maksimal [24]. Panjang gelombang maksimum juga digunakan untuk menentukan
pengukuran dimana kompleks antara kuersetin dan AICI; memberikan absorbansi optimum [8].
Pembacaan panjang gelombang maksimal dilakukan dengan cara skrining absorbansi dari larutan
baku kuersetin konsentrasi 100 ppm pada panjang gelombang visibel 400-800 nm menggunakan
spektrofotometer UV-Vis.

Hasil panjang gelombang maksimum Kkuersetin terhadap AICI; pada penelitian ini yaitu
439,6 nm (Gambar 1) dengan nilai absorbansi 0,207. Penelitian lainnya ditemukan bahwa
gelombang maksimal kuersetin adalah 439,5 nm [25] dan 439 nm [26], hal ini dikarenakan pelarut
yang digunakan sama yaitu etanol dengan kuersetin sebagai pembanding dan AICIs; sebagai
pereaksi.
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Gambar 1. Panjang gelombang maksimum kuersetin dengan AICl;

3.2.2 Penentuan operating time

Operating time bertujuan untuk mengetahui waktu pengukuran Kkestabilan larutan dan
meminimalkan kesalahan pada saat pembacaan serapan. Pengukuran absorbansi operating time
dilakukan setiap 1 menit selama 45 menit dan didapatkan hasil absorbansi stabil hingga menit ke-
37. Hasil absorbansi yang diperoleh dari larutan baku standar kuersetin 100 ppm terbaca pada
rentang 0,206-0,214 dan stabil pada absorbansi 0,206. Simpangan baku pada operating time
diperoleh nilai sebesar 2x10. Nilai Koevisien Variasi (KV) yang diperoleh saat operating time
yaitu 1%. Hal ini dibuktikan saat pembacaan absorbansi sampel yang baik kurang dari 2% [27].

3.2.3 Penentuan kurva baku standar kuersetin

Penentuan kurva baku bertujuan untuk mengetahui hubungan konsentrasi larutan dengan nilai
absorbansinya sehingga konsentrasi sampel dapat ditentukan [14]. Pembuatan Kurva Baku standar
kuersetin dengan variasi konsentrasi 6,25 ppm; 12,5 ppm; 25 ppm; 50 ppm; dan 100 ppm pada
panjang gelombang 439,6 nm secara Spektrofotometri UV-Vis. Penetapan kadar total flavonoid
ekstrak etanol daun ketapang dilakukan 3 kali replikasi. Hasil pengukuran absorbansi dilihat pada
Tabel 1.

Tabel 1. Konsentrasi dan Absorbansi dari Kuersetin

Konsentrasi (ppm) Absorbansi
6,25 0,034
12,5 0,077
25 0,150
50 0,296
100 0,563
Slob (b) 0,0063
Interesp (a) 0,0056
Koefisien regresi (r?) 0,9991
0,600
0,500
<
0,400
3;0'300 y = 0,0056x + 0,0063
20,200 r=0,999
<
0,100
0,000
0 20 40 60 80 100 120
Konsentrasi (ppm)

Gambar 2. Kurva Baku Kuersetin
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Penentuan absorbansi kurva baku berhubungan dengan konsentrasi sampel, hal ini sesuai
dengan hukum Lambert-Beer yang menyatakan bahwa semakin tinggi konsentrasi maka semakin
besar absorbansi yang didapatkan dan terbentuk kurva kalibrasi berupa garis lurus [28]. Pembuatan
kurva baku standar kuersetin menggunakan persamaan regresi linear y = bx+a dengan data
masing-masing konsentrasi dan absorbansi yang diperoleh. Persamaan menghasilkan nilai koefisien
korelasi (r), dimana persyaratan nilai koefisien korelasi yaitu berada di antara -1<0<1 [29].

Persamaan kurva baku standar kuersetin memperoleh hasil y = 0,0056x + 0,0063 (Gambar 2).
Nilai intersep (titik pertemuan x dan y) memperoleh hasil 0,0056 dan nilai slop 0,0063 (Tabel 1).
Penelitian ini memperoleh nilai koefisien korelasi (r?) 0,9991 atau r = 0,9995, artinya terbentuk
korelasi yang baik sesuai dengan persyaratan [29]. Nilai r yang didapatkan mendekati 1
membuktikan persamaan regresi tersebut linier, sehingga dapat dikatakan bahwa absorbansi dengan
konsentrasi berbanding lurus, dan mempunyai korelasi yang sangat kuat [30]. Nilai koefisien relasi
(r») menunjukkan adanya hubungan linieritas antara 2 variabel yaitu kadar kuersetin sebagai
variabel bebas dan nilai absorbansi sebagai variabel terikat.

3.2.4 Penetapan kadar total flavonoid ekstrak etanol daun ketapang

Penetapan kadar total flavonoid ekstrak etanol daun ketapang dengan konsentrasi 200 ppm,
kemudian ditambahkan etanol pro analisa 600 pl, AICI; 40 pl, CHsCOOK 40 pl, dan Aquadest
1120 pl dimasukkan dalam kuvet 2ml. penetapan kadar total flavonoid dilakukan pembacaan pada
Spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang 439,6 nm. Uji dilakukan replikasi sebanyak
3 kali. Hasil absorbansi yang diperoleh dimasukkan ke persamaan regresi linear yaitu
y = 0,0056x + 0,0063. Berdasarkan data hasil penelitian diperoleh nilai Standar Deviasi (SD)
sebesar 0,0083. Standar Deviasi (SD) atau simpangan baku merupakan salah satu cara mengukur
variasi sekelompok data, semakin besar nilai SD artinya semakin bervariasi atau heterogen pada
data sampel [31]. Penetapan kadar total flavonoid ekstrak etanol daun ketapang memperoleh kadar
sebesar 57,86+1,49 mg EQ/g.

4. Kesimpulan

Kadar total flavonoid ekstrak etanol daun ketapang (Terminalia catappa L.) secara
spektrofotometri UV-Vis diperoleh sebesar 57,86+1,49 mg EQ/g.
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