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Abstract

Keji beling (Strobilanthes crispus L.) has several therapeutic activities such as anticancer, antimicrobial, treating diabetes
mellitus, cholesterol, and kidney stones. Flavonoids are the main compounds that contribute to the therapeutic activities
of keji beling. Along with its therapeutic activities, flavonoids are complicated by physicochemical properties that make
these compounds difficult to identify specifically. This study aims to isolate and identify flavonoid compounds in keji
beling leaves using UV-Vis spectrophotometry. The method used was experimental, including qualitative and quantitative
analysis, with stages including maceration, phytochemical screening, fractionation, thin-layer chromatography (TLC),
column chromatography, preparative thin-layer chromatography (PTLC), and UV-Vis spectrophotometry. The extraction
results showed a yield of 11.8%. The phytochemical screening test showed positive results for flavonoid compounds. The
fractionation process produced two layers, namely polar and nonpolar layers. TLC results with the best solvent ratio (9:1)
showed an Rf value of 0.72. Column chromatography provided good separation results. PTC produced blue-white, orange,
red, and purple spots. The results of quantitative analysis of total flavonoids using UV-Vis spectrophotometry with
quercetin as a standard showed an average of 11.438 mg QE/g extract and a standard deviation (SD) of + 0.0058 mg QE/g
and %RSD of 0.05%, indicating a very good level of method precision with a maximum wavelength of sample
absorbance at 433 nm.

Keywords: Flavonoids, Strobilanthes crispus, UV-Vis Spectrophotometry.

Abstrak

Keji beling (Strobilanthes crispus L.) memiliki beberapa aktivitas terapeutik seperti antikanker, antimikroba, mengobati
diabetes mellitus, kolesterol dan batu ginjal. Flavonoid adalah senyawa utama yang berkontribusi terhadap aktivitas
terapeutik dari keji beling. Bersamaan dengan aktivitas terapeutiknya, flavonoid dirumitkan oleh sifat fisikokimia yang
membuat senyawa ini sulit untuk diidentifikasi secara spesifik. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan
mengidentifikasi senyawa flavonoid dalam daun keji beling menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis. Metode yang
digunakan bersifat eksperimental, mencakup analisis kualitatif dan kuantitatif, dengan tahapan meliputi: maserasi,
skrining fitokimia, fraksinasi, kromatografi lapis tipis (KLT), kromatografi kolom, kromatografi lapis tipis preparatif
(KLTP), dan spektrofotometri UV-Vis. Hasil ekstraksi menunjukkan rendamen sebesar 11,8%. Uji skrining fitokimia
menunjukkan hasil positif terhadap senyawa flavonoid. Proses fraksinasi menghasilkan dua lapisan, yaitu lapisan polar
dan nonpolar. Hasil KLT dengan perbandingan pelarut terbaik (9:1) menunjukkan nilai Rf sebesar 0,72. Kromatografi
kolom memberikan hasil pemisahan yang baik. KLTP menghasilkan noda berwarna biru keputihan, oranye, merah, dan
ungu. Hasil analisis kuantitatif flavonoid total menggunakan spektrofotometri UV-Vis dengan kuarsetin sebagai standar
menunjukkan rata-rata 11,438 mg QE/g ekstrak serta standar deviasi (SD) = 0.0058 mg QE/g dan %RSD 0,05%,
menunjukkan tingkat presisi metode sangat baik dengan panjang gelombang maksimum absorbansi sampel pada 433 nm.

Kata Kunci: Flavonoid, Strobilanthes crispus, Spektrofotometri UV-Vis.
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Pendahuluan

Keji beling (Strobilanthes crispus L.) sering dipakai sebagai tanaman hias ataupun tanaman pagar
dikarenakan dapat tumbuh menjulang tinggi dengan bunga yang indah serta cabang dengan pola yang rapat
satu sama lain. Selain berfungsi sebagai tanaman hias, tanaman ini sering dipakai sebagai obat tradisional
dikarenakan mengandung berbagai macam metabolit sekunder yang mempunyai manfaat terapeutik [1, 2].
Keji beling memiliki beberapa aktivitas terapeutik seperti antikanker, antimikroba, mengobati diabetes
mellitus, kolesterol dan batu ginjal [1]. Karena keanekaragaman khasiat dari daun keji beling, sehingga daun
ini sering dimanfaatkan diberbagai daerah salah satunya daerah dibagian RT 07, RW 003, Kelurahan
Pobundayan, Kecamatan Kota Kotamobagu Selatan, Sulawesi Utara yang dimana masyarakat setempat
mengkonsumsi daun keji beling secara turun temurun sebagai antikolestrol. Studi pada hewan menguatkan
manfaat kesehatan dari daun keji beling. Kandungan flavonoid daun menurunkan kadar kolesterol darah
pada tikus putih (Rattus norvegicus) dengan hiperkolesterolemia dengan cara menghambat produksi
kolesterol serta meningkatkan jumlah reseptor LDL pada membran sel hati dan jaringan ekstrak hati [3].
Flavonoid merupakan senyawa yang berkontribusi terhadap manfaat kesehatan tersebut, flavonoid termasuk
senyawa termolabil, dan mudah rusak atau mudah teroksidasi pada suhu tinggi [4]. Sifat fisika kimia
flavonoid yang sangat rentan dan kompleks tersebut membuat senyawa ini sulit diidentifikasi secara spesifik.
Spektrofotometri UV-VIS ialah salah satu metode untuk mengidentifikasi senyawa flavonoid, meskipun
metode seperti HPLC memiliki sensitivitas tinggi dalam identifikasi senyawa flavonoid, penelitian ini
menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis karena lebih sederhana, ekonomis, dan sesuai dengan
fasilitas yang tersedia dilaboratorium. Selain itu, penelitian ini tidak hanya melakukan analisis kuantitatif,
tetapi juga tahap isolasi flavonoid secara bertahap melalui fraksinasi, KLT, kromaatografi kolom dan KLTP.
Pendekatan ini memberikan kelebihan dalam melihat hubungan antara proses pemisahan dan karakterisasi
senyawa flavonoid yang belum dijelaskan secara detail pada penelitian sebelumnya [6, 7].

Spektrofotometri UV-Vis adalah metode untuk mengukur energi cahaya yang diserap oleh suatu sistem
kimia pada panjang gelombang tertentu. Rentang panjang gelombang cahaya tampak (visible) ialah 400-750
nm, sementara panjang gelombang cahaya ultraviolet ialah 200-400 nm [5]. Penelitian oleh Dinnurrosifa (2022)
melaporkan bahwa flavonoid dapat diidentifikasi dalam ekstrak daun keji beling dengan menggunakan
metode spektrofotometri UV-Vis yang beroperasi pada panjang gelombang maksimum 447,4 nm [6]. Safitri
dan Wahlanto (2023) juga menemukan adanya flavonoid pada ekstrak daun keji beling yang dianalisis
menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis yang menunjukkan bahwa flavonoid mempunyai panjang
gelombang maksimum 465 nm [7]. Oleh karena itu tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengisolasi dan
menetapkan kadar flavonoid total pada daun keji beling menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis.

Metode Penelitian

Alat dan Bahan

Alat yang dipakai dalam penelitian ini ialah beaker glass (pyrex®), batang pengaduk, plat KLT
(M.1.05554), chamber, spatula, gelas ukur (pyrex®), pipet (OneMed), erlenmeyer (pyrex®), mesh, tabung
reaksi (iwaki), rak tabung reaksi, lampu UV 254 dan 366, wadah maserasi, alumunium foil, water bath (XMTE-
205), oven (WINA), kertas saring, neraca analitik (OHAUS), pipa kapiler, dan Spektrofotmetri UV-Vis
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(EVOLUTION One). Bahan yang dipakai dalam penelitian ini ialah daun keji beling (Strobilanthes crispus L.),
metanol, , H250s, AICIs, quersetin, n-heksan, etil asetat, silica gel GFzss.

Pengambilan Sampel
Sampel daun keji beling diperoleh dari Kelurahan Pobundayan, Kota Kotamobagu Selatan, Provinsi
Sulawesi Utara.

Pembuatan Simplisia

Pembuatan simplisia daun keji beling dimulai dengan pemetikan daun, kemudian dilakukan sortasi
basah untuk memisahkan kotoran dan pencucian dengan air mengalir. Selanjutnya, daun dipotong kecil
untuk mempermudah pengeringan yang dilakukan dengan cara diangin-anginkan (tanpa sinar matahari
langsung) guna mengurangi kadar air. Setelah kering, dilakukan sortasi kering secara manual untuk
membersihkan sisa pengotor, dan simplisia disimpan dalam wadah inert pada suhu kamar [8, 9].

Ekstraksi

Simplisia dihaluskan dan diayak menggunakan mesh 60. Serbuk hasil pengayakan ditimbang sebanyak
100 gram, ditambahkan 150 ml pelarut metanol sambil hingga terendam, diaduk-aduk sesekali, dan dibiarkan
selama 3x24 jam. Hasil ekstraksi disaring, dan filtrat dievaporasi menggunakan water bath pada suhu 40°C
untuk menghasilkan ekstrak kental.

Skrining Fitokimia
Ekstrak sebanyak 1 gram dimasukkan ke dalam tabung reaksi kemudian ditambahkan asam sulfat
pekat (H2504) sebanyak 3-7 tetes [10].

Fraksinasi

Ekstrak kental sebanyak 5 gram dilarutkan dengan 20 ml metanol, kemudian dicampurkan dengan 40
ml n-heksan dalam corong pisah. Setelah itu, dikocok dan dibiarkan hingga terbentuk dua lapisan, masing
masing lapisan dipanaskan dengan water bath pada suhu 40°C untuk memperoleh ekstrak kental.

Kromatografi Lapis Tipis

Fraksi dan pembanding kuarsetin ditotolkan pada plat KLT ukuran 6x1 yang telah digaris batas atas
bawah 0,5 cm. Plat KLT yang sudah ditotolkan dimasukkan ke dalam chamber berisikan fase gerak yaitu n-
heksan : etil asetat (Perbandingan 9:1, 8:2, 7:3, 6:4) yang sudah dijenuhkan. Biarkan terelusi hingga eluen
mencapai batas atas, kemudian plat. diangin-anginkan dan diamati bercak noda dengan sinar UV dan
dihitung nilai Rf-nya.

Kromatografi Kolom

Fraksi yang terpilih dengan perbandingan pelarut optimal dilakukan kolom. Kolom disiapkan
menggunakan metode basah, dengan dasar kolom yang disumbat kapas, ditambahkan silika gel, kertas
saring, lalu dialiri pelarut untuk menghindari patahan. Ekstrak ditempatkan diatas kertas saring, kemudian
dialiri fase gerak terpilih sehingga menghasilkan fraksi yang ditampung dan dievaporasi menjadi ekstrak
kental. Dimana fraksi ini akan dimonitoring lagi dengan KLT.

Kromatografi Lapis Tipis Preparatif

Plat berukuran 10x20 dielusi dalam chamber dengan pelarut terpilih, kemudian diidentifikasi dengan
sinar UV. Jika positif mengandung flavonoid, hasilnya dikeruk, dilarutkan dengan 10 ml metanol, dan
disaring. Cairan hasil penyaringan dimasukkan ke dalam kuvet untuk dianalisis dengan spektrofotometri
UV-Vis.

Spektrofotometri UV-Vis

Isolat hasil penyaringan dianalisis dengan spektrofotometri UV-Vis untuk memperoleh data berupa
kadar dari senyawa yang dituju. Analisis dilakukan dengan metode kompleksasi AICI;, dimana larutan
sampel dan standar kuarsetin direaksikan dengan pereaksi AICI:; untuk membentuk kompleks flavonoid-
AICIs yang memiliki puncak serapan maksimum pada panjang gelombang sekitar 430-440 nm didaerah
visible.
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Hasil dan Pembahasan

Ekstrak Keji Beling

Sampel berupa simplisia daun keji beling sebanyak 100 gram diekstraksi menggunakan pelarut
metanol hingga terendam dengan cara dingin yaitu maserasi. Pemilihan metode maserasi didasari sifat fisika
kimia dari senyawa flavonoid yang dituju. Menurut Ramadhani et al. (2020) flavonoid merupakan senyawa
termolabil, karena adanya keberadaan sistem aromatik terkonjugasi didalamnya yang mengakibatkan
senyawa ini mudah menguap jika terkena suhu tinggi [11]. Proses ekstraksi daun keji beling dilakukan
memakai pelarut metanol, dimana akan terjadi difusi atau keadaan saat pelarut menarik senyawa dari
konsentrasi tinggi ke konsentrasi rendah sehingga terjadi osmosis yang menyeimbangkan konsentrasi di
dalam dan di luar sel [12]. Metanol merupakan pelarut polar dengan nilai konstanta dielektrik sebesar 33,62
yang mampu mengekstraksi semua golongan senyawa flavonoid [13, 14]. Menurut Alfauzi et al. (2022)
dikarenakan polaritasnya, flavonoid paling baik diekstraksi menggunakan pelarut yang sangat polar seperti
methanol [15]. Maserasi dilakukan selama 3 hari dan diaduk sesekali untuk memaksimalkan proses ekstraksi.
Guna memisahkan filtrat dari residu, kertas saring dipergunakan untuk menyaring hasil ekstraksi setelah
selesai. Ekstrak kental dibuat dengan menguapkan filtrat menggunakan evaporator yang diatur pada suhu
40°C untuk menghindari kerusakan terhadap senyawa flavonoid dan menghilangkan sisa pelarut pada
ekstrak kental yang dihasilkan, dikarenakan pada suhu 40°C metanol sudah mulai menguap [16, 17].

Data pada tabel 1 diketahui bahwa ekstrak kental yang didapat dari ekstraksi daun keji beling sebesar
11,83 gram dan rendamennya sebesar 11,8%, hal ini konsisten dengan yang dijelaskan oleh Depkes RI (2000)
yang menjelaskan bahwasanya range rendamen dari hasil ekstraksi yang sempurna adalah 10%-15%,
sehingga dapat dinyatakan bahwa ekstraksi yang menggunakan metode maserasi dilakukan dengan
sempurna [18].

Table 1. Hasil Rendamen yang diperoleh

Berat Sampel Pelarut Berat Ekstrak Rendemen (%)
100 gram 150 mL 11,83 gram 11,8

Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia dilakukan dengan melarutkan ekstrak kental pada pelarut metanol lalu
ditambahkan pereaksi asam sulfat (H250s), kemudian dihomogenkan dan diamati perubahan warna.
Perubahan warna menjadi hijau kekuningan menandakan bahwa ekstrak tersebut positif mengandung
komponen flavonoid, seperti yang ditunjukkan pada gambar yang ada pada tabel 2.

Tabel 2. Hasil Skrining Fitokimia Senyawa Flavonoid

Senyawa Pereaksi Hasil Uji Gambar Keterangan
N o
3 i iedil
. Hijau - , ' i ?’3
Flavonoid H50: kekuningan | 4 1 & Positif

Menurut Inayah et al., (2024) perubahan warna terjadi karena adanya reaksi substitusi elektron yaitu
posisi OH pada flavonoid terdistribusi dari atom H dan H2S0O4, sehingga terbentuk senyawa kompleks [19].

SN o
N / HO( e SOH M -
J\ L - W W |
—_ -
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Gambar 1. Reaksi Flavonoid dengan H2SOs

889
~ Electronic ISSN : 2656-3088

ps Homepage: https://www .journal-jps.com



Journal of Pharmaceutical and Sciences 2026; 9(1), (€904)- https://doi.org/10.36490/journal-jps.com.v9i1.904

Fraksinasi

Langkah awal dalam melakukan fraksinasi yakni dimasukkan 5 gram ekstrak kental daun keji beling
menggunakan 20 ml metanol, kemudian dipindahkan ke corong pisah. Setelah itu ditambahkan pelarut n-
heksan sebanyak 40 ml lalu dikocok dan didiamkan sampai terbentuk 2 lapisan. Terjadinya pemisahan 2
lapisan karena adanya gaya pendorong (driving force) yang disebabkan oleh perbedaan potensial kimiawi
antara kedua pelarut, maka terjadi perpindahan massa dari pelarut asal ke pelarut ekstraksi [20]. Setelah
diperoleh 2 lapisan yang telah terbentuk yaitu metanol dan n-heksan, kedua lapisan tersebut dipisahkan dan
diuapkan menggunakan evaporator. Ekstrak kental berupa lapisan metanol yang dihasilkan kemudian
dilanjutkan ke proses kromatografi lapis tipis. Pengambilan lapisan metanol dikarenakan metanol merupakan
pelarut dengan tingkat kepolaran yang tinggi, sehingga dapat menarik flavonoid yang merupakan senyawa
polar secara maksimal [15].

Tabel 3. Hasil Fraksinasi

Pelarut Berat Ekstrak Gambar Warna Ekstrak

n-heksan (Non Polar) 0,83 gram

Metanol (Polar) 1,7 gram Hijau

Kromatografi Lapis Tipis

Proses pengujian KLT dilakukan dengan ekstrak kental daun keji beling dari hasil fraksinasi dilarutkan
menggunakan metanol lalu ditotolkan pada plat KLT. Kemudian plat yang sudah dilakukan penotolan
dimasukkan ke dalam chamber berisikan fase gerak berupa dua campuran eluen yang telah dijenuhkan yaitu
n-heksan : etil asetat dengan perbandingan (9:1), (8:2), (7:3) serta (6:4) ml selama proses elusi, chamber KLT
harus tertutup rapat. Pada. proses penotolan, terjadi absorpsi di mana ekstrak ditotolkan ke plat KLT (fase
diam) dengan bantuan pipa kapiler, ekstrak yang tadinya berada di dalam pipa kapiler akan terserap ke dalam
plat KLT [21]. Setelah itu, plat yang sudah ditotolkan serta dimasukkan ke dalam fase gerak akan mengalami
proses partisi yakni proses campuran senyawa bergerak naik ke atas mengikuti pelarut berdasarkan tingkat
kepolaran [21]. Selanjutnya plat yang sudah mencapai batas atas dikeluarkan lalu diangin-anginan dan
diamati dibawah sinar UV 366 nm yang memperlihatkan bercak noda KLT untuk dihitung nilai Rf-nya.
Temuan studi memperlihatkan bahwa rasio eluen n-heksana : etil asetat (9:1 ml) yang menghasilkan
pewarnaan yang paling baik, hal ini sesuai dengan penilitian Utami et al., (2018) yang menyatakan bahwa
pada perbandingan 9:1 terjadi pemisahan noda yang baik, sehingga ini merupakan rasio eluen yang optimal
[22]. Wahdaniyah (2019) menyatakan bahwa pemisahan yang memuaskan dicapai ketika noda yang
dihasilkan mudah terlihat dan tidak meninggalkan jejak [23]. Selanjutnya, beberapa noda diidentifikasi
dengan nilai Rf sebesar (0.19), (0.28), (0.35), (0.51), (0.72), serta (0.84) berdasarkan data KLT yang diperoleh
pada perbandingan 9:1. Menurut Usman dan Muin (2023), flavonoid memiliki nilai Rf dari rentan 0.2 sampai
0.75, sehingga dapat dikonfirmasi ekstrak metanol daun keji beling pada perbandingan 9:1 positif
mengandung flavonoid [24]. Hasil yang didapatkan tersebut dibandingkan dengan pembanding kuersetin
yang mendapati nilai Rf sebesar 0,78 [25]. Terlihat pada salah satu hasil noda yang mendekati nilai Rf pada
pembanding kuersetin, sehingga diketahui ekstrak daun keji beling mengandung flavonoid.

Pembanding
kuarsetin

Nilai Rf 0.82

Nilai Rf0.72
——® Flavonoid

Nilai Rf 0,52

Nilai Rf 0.35

Nilai Rf 0.28
Nilai Rf 0.19

(a) (b)

Gambar 2. (a) Hasil uji KLT ekstrak metanol keji beling pada lampu UV 366 nm; (b) Pembanding kuarsetin
[25]
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Kromatografi Kolom

Pemisahan kromatografi kolom dilakukan dengan menggunakan alat kromatografi kolom yang sudah
dirangkai dan diletakkan pada statif. Penyiapan kolom dilakukan menggunakan metode basah, diawali
dengan memasukkan sejumlah kapas pada bagian paling bawah guna menahan silika agar tidak keluar
bersama pelarut, kemudian dimasukkan silika diatasnya, lalu diletakkan kertas saring lalu kolom dialiri
pelarut n-heksan. Tujuan dielusi dengan pelarut untuk menghindari patahan yang mengakibatkan adanya
udara pada rongga kolom, sehingga pemisahan dapat dilakukan dengan baik [26]. Ekstrak kental daun keji
beling sebanyak 1 gram dilarutkan dengan pelarut metanol sampai sedikit cair lalu dimasukkan ke dalam
kolom secara perlahan, kemudian fase gerak yaitu n-heksan : etil asetat (9:1) dialirkan pada kolom. Pada tahap
ini akan terjadi perbedaan absorbansi dari setiap kombinasi zat yang akan dipisahkan, fase diam akan
menyerap senyawa dengan polaritas yang lebih tinggi, sehingga terjadi penurunan sampel secara bertahap
[27]. Fraksi yang dihasilkan dari kolom dikumpulkan dan diuapkan. Fraksi yang diperoleh dimonitoring
menggunakan kromatografi lapis tipis, dimana fraksi ini selanjutnya akan digunakan pada metode KLTP.

Sebanyak 10 fraksi dikumpulkan dari hasil elusi kolom. Setiap fraksi dimonitoring dengan KLT
menggunakan eluen n-heksan:etil asetat (9:1). Fraksi dengan pola bercak serupa digabungkan menjadi satu,
menghasilkan tiga fraksi utama. Fraksi dengan noda paling kuat dibawah sinar UV 366 nm (Rf = 0,72) dipilih
untuk analisis lanjut menggunakan KLTP.

§

|~ Flavonoid

Gambar 3. Hasil uji KLT dari fraksi kolom yang diamati dibawah sinar UV 366 nm, dengan noda utama
berwarna biru keputihan pada Rf 0,72 yang menunujukkan keberadaan flavonoid.

Kromatografi Lapis Tipis Preparatif

Sampel berupa simplisia daun keji beling sebanyak 100 gram diekstraksi menggunakan pelarut metanol
hingga terendam dengan cara dingin yaitu maserasi. Pada tahap ini fraksi hasil kromatografi kolom
ditotolkan pada lempeng KLTP yang sudah diaktifkan dengan cara dipanaskan menggunakan oven pada
suhu 1050C selama 30 menit, tujuan pengaktifan plat KLTP untuk menghilangkan sisa air yang
mengakibatkan kelembaban, dimana kelembaban dapat mempengaruhi hasil [28]. Kemudian plat KLTP
dielusi menggunakan perbandingan pelarut terbaik yaitu n-heksan 9 ml :1 ml etil asetat. Setelah mengangin-
anginkan plat KLTP yang telah selesai, noda diperiksa di bawah sinar UV 254 nm serta 366 nm. Hasilnya
memperlihatkan bahwasanya noda senyawa flavonoid yang berpendar memiliki warna yang beragam,
termasuk biru putih, merah, oranye, dan ungu. Pada penelitian Elisabeth et al., (2021) dan Jannah (2022)
menyatakan bahwa pada umumnya saat diamati menggunakan sinar UV flavonoid akan menghasilkan
warna ungu gelap, biru muda, kuning kehijauan, jingga, merah mudah atau terkadang tidak tampak [29, 30].
Deviani et al., (2024) menjelaskan bahwa dengan adanya radiasi sinar UV 366 nm, molekul flavonoid seperti
klakon dan flavonol berpendar, sedangkan glikosida flavonol, antosianin, dan flavon menyerap sinar tersebut
serta menghasilkan bercak berwarna hitam [31]. Spektrum warna terlihat ketika menganalisis glikosida flavon
serta flavonol, termasuk kuning, kuning pucat, biru, biru-abu-abu, merah, serta antosianin.

Flavonoid

Gambar 4. Hasil uji KLTP yang disinari lampu UV 366 nm.
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Spektrofotometri UV-Vis

Pemilihan metode spektrofotometri UV-Vis dalam penelitian ini didasarkan pada kemudahan
penggunaan, biaya rendah, dan ketersediaan alat dilaboratorium. Meskipun UV-Vis tidak seakurat metode
HPLC atau LC-MS untuk identifikasi struktur spesifik, metode ini tetap relevan untuk menentukan kadar
total flavonoid, terutama bila dikombinasikan dengan tahap isolasi awal seperti KLT dan kromatografi kolom
[38, 39].

Penentuan kadar flavonoid total ekstrak daun keji beling digunakan kuersetin digunakan sebagai
larutan referensi untuk pembanding dalam mengevaluasi konsentrasi flavonoid karena merupakan salah satu
jenis flavonoid golongan flavonol yang didapatkan pada banya jenis tanaman. Salah satu zat yang paling baik
untuk menjebak radikal bebas dan menghalangi proses oksidasi ialah kuersetin, yang dapat menstabilkan
radikal fenolik melalui efek resonansi cincin aromatik [32]. Selanjutnya, pembanding kuersetin dipekatkan ke
dalam rentang konsentrasi mulai dari 2 ppm hingga 10 ppm. Dengan memanfaatkan pendekatan persamaan
kurva standar untuk membuat persamaan garis linier, seri konsentrasi bisa dipakai guna mengukur kadar
flavonoid [33]. Langkah selanjutnya ialah menemukan panjang gelombang maksimum kuersetin. Absorbansi
pada puncaknya diukur pada panjang gelombang yang berkisar antara 400 hingga 600 nm. Sasaran penentuan
panjang gelombang maksimum ialah agar mendapatkan nilai absorbansi larutan rujukan standar, yang
diukur dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada kisaran 400-800 nm. Angka ini
merepresentasikan area absorbansi yang mungkin tercipta [34]. Temuan dari uji yang dilakukan diketahui
standar kuarsetin mempunyai panjang gelombang maksimum 433 nm.

Hasil ini dibandingkan dengan penelitian oleh Dinnurrosifa (2022) yang melaporkan bahwa flavonoid
dapat diidentifikasi dalam ekstrak daun keji beling dengan menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis
yang beroperasi pada panjang gelombang maksimum 447,4 nm [6]. Safitri dan Wahlanto (2023) juga
menemukan adanya flavonoid pada ekstrak daun keji beling yang dianalisis menggunakan metode
spektrofotometri UV-Vis yang menunjukkan bahwa flavonoid mempunyai panjang gelombang maksimum
465 nm [7]. Perbedaan panjang gelombang maksimum ini dapat disebabkan oleh beberapa faktor. Pertama,
perbedaan jenis pelarut dan kondisi pH dapat memengaruhi posisi puncak serapan flavonoid. Kedua, variasi
spesies tanaman, usia daun, dan kondisi lingkungan tempat tumbuh dapat mengubah komposisi senyawa
flavonoid. Selain itu, perbedaan tingkat kemurnian fraksi hasil isolasi juga dapat menyebabkan pergeseran
puncak absorbansi. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa flavonoid pada daun keji beling cenderung
memiliki gugus kromofor yang menyerap pada panjang gelombang lebih pendek, menunjukkan
kemungkinan dominasi flavonol sederhana seperti kuarsetin [6, 7, 35, 36, 37]. Hasil nilai Rf dan wana noda
pada KLT serta KLTP juga mendukung adanya flavonoid, dengan nilai Rf (0,72) yang mendekati standar
kuarsetin (0,78). Hal ini menunjukkan bahwa metode fraksinasi dan pemisahan yang digunakan mampu
menghasilkan fraksi yang relative murni.

Hasil pengukuran absorbansi kemudian dipresentasikan dalam bentuk grafik untuk memperoleh
persamaan regresi linear. Hukum Lambert-Beer, yang mendemonstrasikan korelasi linier antara tingkat analit
dan absorbansi, ialah dasar dari perhitungan. Nilai R? sebesar 0,9984 dihasilkan oleh persamaan regresi linier
y =0,0765x + 0,0472 ketika temuan standar kuarsetin diplotkan terhadap absorbansi dan level. Mengacu kurva
standar ini, hubungan antara konsentrasi dan absorbansi adalah linier. Setelah itu, kandungan flavonoid total
dalam ekstrak daun keji beling dihitung dengan memakai persamaan yang diperoleh sebagai pembanding.
Hasil pengukuran menunjukkan bahwa standar kuarsetin memiliki panjang gelombang maksimum 433 nm
sesuaii dengan kompleks flavonoid- AICIz yang umum terbentuk pada panjang gelombang visible (430-440
nm), menunjukkan keberhasilan pembentukan kompleks antara gugus karbonil flavonoid dan ion A3 .Grafik
persamaan dari regresi linier yang telah diukur dapat diamati pada gambar 5.

Tabel 4. Pengukuran Absorbansi Kuarsetin

Konsentrasi (ppm) Absorbansi
2 0,209
4 0,349
6 0,500
8 0,649
10 0,824
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Kurva Baku Kuarsetin
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Gambar 5. Grafik persamaan regresi linear kurva baku kuarsetin

Setelah itu, kandungan flavonoid total dalam ekstrak daun keji beling dihitung dengan memakai
persamaan yang diperoleh sebagai pembanding. Penetapan kadar total flavonoid ekstrak daun keji beling
menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan standar kuersetin menghasilkan kadar flavonoid awal
sebesar 1,144 ug/ ml, 1,143 pg/ ml, dan 1,143 pg/ ml pada replikasi 1, 2, dan 3. Setelah dimasukkan dalam
persamaan kadar flavonoid ekstrak, diperoleh kadar flavonoid masing-masing sebesar 11,445 mg QE/g, 11,435
mg QE/g, serta 11,435 mg QE/g, dengan rata-rata 11,438 mg QE/g ekstrak dengan standar deviasi (SD) + 0.0058
mg QE/g dan %RSD 0,05%, menunjukkan tingkat presisi metode sangat baik. Hasil pengukuran disajikan
pada tabel 6 dan standar deviasi atau %RSD pada tabel 7.

Tabel 6. Kadar flavonoid total ekstrak daun keji beling kosentrasi 10 ppm

Replikasi Abs. Kadar flavonoid awal Kadar flavonoid total Rata-rata kadar flavonoid total
Sampel (ug/ ml) (mgQE/g) (mgQE/g)
1 0,836 1,144 11,445 11,438
2 0,835 1,143 11,435
3 0,835 1,143 11,435

Tabel 7. Nilai SD dan %RSD

Parameter Statistik Nilai
Jumlah Replikasi (n) 3
Nilai rata-rata (mg QE/g) 11,438
Standar deviasi (SD) 0,0058
Koefisien variasi (%RSD) 0,05
Rentang nilai 11,435-11,445
Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat diketahui bahwa metode spektrofotometri UV- Vis bisa digunakan
untuk mengisolasi dan menetapkan kadar flavonoid total pada keji beling. Hasil analisis kuantitatif flavonoid
total menggunakan spektrofotometri UV-Vis dengan kuarsetin sebagai standar menunjukkan kadar rata- rata
sebesar 11,438 mgQE/g ekstrak serta standar deviasi (S5D) + 0.0058 mg QE/g dan %RSD 0,05%, menunjukkan
tingkat presisi metode sangat baik dengan panjang gelombang maksimum absorbansi sampel pada 433 nm.
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