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ABSTRACT 

Poinsettia (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch) is a plant from the Euphorbiaceae 

family which is used as a wound healer, toothache medicine, antioxidant, and antibacterial. The 

poinsettia has red and green leaves. Previous research reported that antioxidant activity using 

the DPPH method on the ethyl acetate fraction of 96% ethanol extract of red poinsettia leaves 

had an IC50 value of 13,67 ppm and was classified as a very strong antioxidant. Antioxidant 

activity related to secondary metabolites such as phenolics and flavonoids. However, the levels 

of total phenolic and flavonoid compounds in poinsettia leaves are unknown. The purpose of 

this study was to determine the total phenolic and total flavonoid content of the ethyl acetate 

fraction of the ethanol extract of poinsettia leaves. The red poinsettia leaves are extracted by 

maceration with 96% ethanol solvent and fractionated with ethyl acetate and water then 

screened for phytochemicals with a test tube and thin layer chromatography (TLC). The total 

phenolic and total flavonoid content of the ethyl acetate fraction of the ethanol extract of red 

poinsettia leaves obtained were respectively 480,7 ± 4,9 mg GAE/g fraction and 141,9 mg ± 6,1 

mg QE/g fraction. 

Key words : Euphorbia pulcherrima Willd., total phenolic, total flavonoid, spectrophotometer 

UV-Vis. 

 

 

ABSTRAK 

Kastuba (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch) merupakan tanaman dari family 

Euphorbiaceae yang bermanfaat sebagai penyembuh luka, obat sakit gigi, antioksidan, dan 

antibakteri. Tanaman kastuba memiliki daun yang berwarna merah dan hijau. Penelitian 

sebelumnya melaporkan bahwa aktivitas antioksidan dengan metode DPPH pada fraksi etil 

asetat ekstrak etanol 96% daun merah kastuba memiliki nilai IC50 sebesar 13,67 ppm dan 

tergolong antioksidan sangat kuat. Aktivitas antioksidan berkaitan dengan metabolit sekunder 

seperti fenolik dan flavonoid. Namun kandungan senyawa fenolik dan flavonoid total pada daun 

merah kastuba belum diketahui kadarnya. Tujuan dari penelitian ini untuk mengetahui kadar 

fenolik total dan flavonoid total pada fraksi etil asetat ekstrak etanol daun merah kastuba. Daun 

merah kastuba diekstraksi secara maserasi dengan pelarut etanol 96% dan dilakukan fraksinasi 

dengan pelarut etil asetat dan air, selanjutnya diskrining fitokimia dengan uji tabung dan 

kromatografi lapis tipis (KLT). Penetapan kadar fenolik total dan flavonoid total dilakukan 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Kadar fenolik total dan flavonoid total fraksi etil asetat 

ekstrak etanol daun merah kastuba yang diperoleh berturut-turut sebesar 480,7 ± 4,9 mg EAG/g 

fraksi dan 141,9 mg ± 6,1 mg EK/g fraksi. 

Kata kunci : Euphorbia pulcherrima Willd., fenolik total, flavonoid total, spektrofotometer 

UV-Vis. 
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PENDAHULUAN 

 Radikal bebas adalah molekul 

atom yang pada orbital luarnya terdapat 

satu atau lebih elektron yang tidak 

berpasangan sehingga bersifat sangat 

reaktif dan tidak stabil. Radikal bebas akan 

bereaksi dengan molekul di sekitarnya. 

Radikal bebas dapat bersumber diantaranya 

dari paparan sinar matahari, asap rokok, 

polusi udara, dan obat-obatan tertentu. 

Tingginya paparan radikal bebas terhadap 

tubuh dapat berdampak stress oksidatif 

yang kemudian  memicu kerusakan pada 

membran sel, mutasi dini DNA sel, serta 

penumpukkan lemak. Stress oksidatif yang 

meluas pada biomolekul karena radikal 

bebas dapat menjadi penyebab berbagai 

penyakit degeneratif seperti kanker, 

katarak, penyakit jantung koroner, dan 

diabetes (Parwata, 2016).  

Antioksidan merupakan senyawa yang 

dapat meredam efek radikal bebas dengan 

cara menghentikan reaksi berantai radikal 

bebas di dalam tubuh (Murray et al., 2009). 

Antioksidan dapat menyumbangkan 

elektronnya kepada radikal bebas sehingga 

radikal bebas menjadi stabil dan tidak 

reaktif lagi (Suhartono, 2002). Terdapat 

antioksidan sintetik dan alami. Penggunaan 

jangka panjang antioksidan sintetik  seperti 

vitamin C dapat menyebabkan diare dan 

batu ginjal jika dikonsumsi lebih dari 2 

gram/hari (Pacier & Martirosyan, 2015). 

Antioksidan sintetik lainnya seperti BHT 

(Butil Hidroksi Toluen) dan BHA (Butil 

Hidroksi Anisol) penggunaan dalam jangka 

panjang dapat memicu terjadinya 

karsinogenesis (Ito et al., 1983). Oleh 

karena itu dibutuhkan alternatif antioksidan 

yang lebih minim efek samping dan aman 

penggunaan jangka panjangnya yaitu 

antioksidan alami.  

Kebutuhan antioksidan alami didukung 

oleh keanekaragaman hayati di Indonesia. 

Salah satu sumber antioksidan alami dan 

potensial adalah tanaman kastuba 

(Euphorbia pulcherrima Willd. ex 

Klotzsch). Pemanfaatan tradisional 

tanaman kastuba dijumpai pada masyarakat 

Desa Timbanuh, Kecamatan Pringgasela, 

Kabupaten Lombok Timur sebagai sebagai 

obat sakit gigi dan sayuran. Tanaman 

kastuba juga dimanfaatkan sebagai 

penyembuh luka yang paling diminati 

dengan skor preference rangking tertinggi 

yaitu 211 (Ibrahim et al.,2019). 

Penelitian oleh Sopiah et al (2019) 

melaporkan bahwa ekstrak etanol daun 

merah dan daun hijau kastuba yang 

diskrining fitokimia dengan menggunakan 

uji tabung dan Kromatografi Lapis Tipis 

(KLT) memiliki senyawa flavonoid, tanin, 

dan terpenoid. Adapun pada fraksi etil 

asetat ekstrak etanol daun merah kastuba 

terdapat senyawa fenolik, flavonoid, tanin, 

dan terpenoid (Emilga, 2022). Aktivitas 

antioksidan ekstrak etanol 96% daun merah 

kastuba dengan metode DPPH dilaporkan 

memiliki nilai IC50 sebesar 79,77 ppm dan 

tergolong antioksidan kuat, sedangkan  

pada ekstrak etanol daun hijau kastuba 

memiliki nilai IC50 sebesar 118,350 ppm 

yang tergolong antioksidan sedang (Sopiah 

et al., 2019), sedangkan aktivitas 
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antioksidan pada tingkat fraksi etil asetat 

ekstrak etanol daun merah kastuba dengan 

metode DPPH dilaporkan memiliki nilai 

IC50 sebesar 13,67 ppm dan tergolong 

antioksidan sangat kuat (Emilga, 2022).  

Penelitian oleh Emilga (2022) 

sebelumnya terbatas hanya pada uji 

aktivitas antioksidan fraksi etil asetat 

ekstrak etanol daun merah kastuba dan 

belum diteliti mengenai kadar fenolik dan 

flavonoid total pada fraksi tersebut, 

sedangkan terdapat hubungan yang linear 

antara kadar fenolik dan flavononoid total 

terhadap aktivitas antioksidan. Semakin 

tinggi kadar fenolik total suatu tanaman, 

maka semakin tinggi pula aktivitas 

antioksidannya (Wardani et al., 2020). 

Flavonoid merupakan senyawa yang 

tergolong ke dalam fenolik, keduanya 

dapat berperan sebagai antioksidan melalui 

kemampuannya dalam mendonorkan atom 

hidrogen, karena memiliki gugus hidroksi 

(―OH) pada cincin aromatiknya, sehingga 

dapat menstabilkan radikal bebas 

(Kandaswami, 1997). Oleh karena itu 

penelitian mengenai penetapan kadar 

fenolik dan flavonoid total ini penting 

dilakukan mengingat banyak sekali 

manfaat fenolik dan flavonoid terutama 

sebagai antioksidan alami dan sebagai data 

penelitian, pengembangan sediaan dari 

bahan alam, serta mempertegas potensi 

daun merah kastuba sebagai antioksidan 

alami melalui parameter kadar fenolik dan 

flavonoid total. Penetapan kadar fenolik 

dan flavonoid total dapat dilakukan dengan 

menggunakan instrument spektrofotometer 

UV-Vis. Spektrofotometer UV-Vis dapat 

digunakan untuk analisis banyak zat 

organik dan anorganik, mempunyai 

ketelitian yang tinggi dengan kesalahan 

relatif sebesar 1―3%, analisis dapat 

dilakukan dengan tepat dan cepat, selektif, 

sederhana untuk menetapkan kuantitas zat 

yang sangat kecil,  hasil yang diperoleh 

cukup akurat, angka yang  terbaca 

langsung dicatat oleh detektor dan tercetak 

dalam bentuk angka digital ataupun grafik 

yang sudah diregresikan (Yahya, 2013).   

 

METODE PENELITIAN 

1.   Pengumpulan Sampel dan Determinasi 

Tanaman  

Sampel tanaman berupa daun merah 

kastuba diperoleh dari Desa Sembalun, 

Kabupaten Lombok Timur, NTB 

dikumpulkan sebanyak ±4 kg. Determinasi 

dilakukan di Laboratorium Biologi, 

Fakultas Keguruan dan Ilmu Pendidikan 

(FKIP), Universitas Mataram. 

 

2. Pembuatan simplisia 

Pembuatan simplisia dimulai dengan 

proses sortasi basah daun merah kastuba, 

dirajang dengan ukuran 2―3 cm 

menggunakan gunting, dan diletakkan di 

wadah untuk proses pengeringan dengan 

metode kering angin. Daun merah kastuba 

yang telah kering, disortasi kering, 

diblender hingga terbentuk serbuk 

simplisia, ditimbang, diayak dengan mesh 

40. 

 

3.  Ektraksi 

Ekstraksi dengan metode maserasi,  

100 gram diekstraksi dengan metode 

maserasi menggunakan etanol 96% 

sebanyak 1000 mL (perbandingan 

simplisia : pelarut = 1:10) dalam 

wadah kaca tertutup rapat di tempat 

yang terlindung dari cahaya matahari. 
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Ekstraksi dilakukan selama 24 jam dan 

larutan diaduk setiap 1 jam pada 6 jam. 

Remaserasi dilakukan sebanyak 2x.  

4. Fraksinasi 

Fraksinasi ekstrak etanol daun merah 

kastuba dilakukan dengan metode 

partisi cair-cair menggunakan corong 

pisah dengan 2 pelarut yang 

kepolarannya berbeda yaitu air dan etil 

asetat. Ekstrak kental yang diperoleh 

dari proses ekstraksi sebelumnya, 

diambil sebanyak 5 g dan dilarutkan 

dalam 50 mL air, ditambahkan dengan 

50 mL pelarut etil asetat dalam corong 

pisah, dikocok kuat dan didiamkan 

sampai terbentuk 2 lapisan. Lapisan 

yang terbentuk dipisah (lapisan atas 

etil asetat dan lapisan bawah air). 

Prosedur di atas direplikasi sebanyak 2 

kali. Fraksi etil asetat dari 3 kali partisi 

diambil dan dipekatkan dengan 

menggunakan vacum rotary 

evaporator dengan suhu 40
o
C, 

dilanjutkan dengan waterbath 40
o
C, 

hingga diperoleh fraksi etil asetat 

kental, lalu dihitung rendemen 

fraksinya 

5. Skrining Fitokimia 

a. Uji tabung 

 Fenolik  

Sampel sebanyak 2 mL 

dimasukan ke dalam tabung 

reaksi, ditambahkan larutan 

FeCl3 5% 3 tetes. Perubahan 

warna menjadi hijau 

kehitaman menunjukan adanya 

senyawa fenolik (Raaman, 

2006).  

 Flavonoid 

Sampel sebanyak 2 mL 

dimasukan ke dalam tabung 

reaksi, lalu dipanaskan, 

kemudian ditambahkan 2 

mg serbuk magnesium 

(Mg) dan larutan HCl 37% 

3 tetes. Perubahan warna 

menjadi kuning, jingga, 

atau  merah menunjukan 

adanya senyawa flavonoid 

(Harborne, 1987).  

   Tanin  

Sampel sebanyak 2 mL 

dimasukan ke dalam 

tabung reaksi, 

ditambahkan FeCl3 1% 

sebanyak 3 tetes. Sampel 

dinyatakan positif tanin 

apabila terbentuk warna 

hijau kehitaman 

(Harborne, 1987).  

 Terpenoid 

Sampel sebanyak 2 mL 

dimasukan ke dalam 

tabung reaksi, 

ditambahkan reagen 

Lieberman-Burchard (1 

tetes asam asetat anhidrat 

dan 2 tetes asam sulfat 

pekat). Sampel dinyatakan 

positif tanin apabila 

terbentuk warna jingga 

(Harborne, 1987).  

 Saponin  

Sampel sebanyak 2 mL 

dimasukan ke dalam 

tabung reaksi,   

ditambahkan 10 mL 

akuades, dikocok kuat 

selama 30 detik. Positif 

saponin jika terbentuk 
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busa dan tidak hilang 

selama minimal 30 detik 

(Marliana et al., 2005).  

 

b. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

 Fenolik 

Menggunakan pembanding 

asam galat dengan fase gerak 

Metanol:Klorofom=2:8 dan 

disemprot FeCl3 10%. 

 Flavonoid 

Menggunakan standard 

pembanding kuersetin dengan 

fase gerak Klorofom: Etil 

asetat: Butanol=5:3,5:0,5 dan 

disemprot AlCl3 10%. 

 

6. Penetapan Kadar Fenolik Total 

Penetapan kadar fenolik total 

dilakukan dengan metode Folin-

Ciocalteu berdasarkan prosedur 

Andriani & Murtisiwi (2018) dengan 

modifikasi.  

 Penentuan Operating Time 

Larutan asam galat konsentrasi 30 

ppm.  ppm diambil sebanyak 0,3 

mL, ditambahkan 1,5 mL reagen 

Folin-Ciocalteu, kemudian 

dikocok dan diinkubasi selama 3 

menit. Campuran larutan 

ditambahkan 1,2 mL larutan 

Na2CO3 7,5%, dikocok hingga 

homogen, dan diukur 

absorbansinya selama 0―120 

menit dalam selang waktu 1 menit 

pada panjang gelombang 

maksimum teoritis 765 nm. 

 Panjang Gelombang Maksimum 

Larutan asam galat dengan 

konsentrasi 30 ppm diambil 

sebanyak 0,3 mL ditambahkan 1,5 

mL reagen Folin Ciocalteau, 

kemudian dikocok dan diinkubasi 

selama 3 menit. Larutan tersebut 

ditambahkan 1,2 mL larutan 

Na2CO3 7,5%, dihomogenkan,  dan 

diinkubasi selama operating time 

yang diperoleh sebelumnya, lalu 

diukur absorbansinya pada panjang 

gelombang 600-850 nm. 

 Pengukuran Absorbansi Larutan 

Standar Asam Galat    

(Pembuatan Kurva baku asam 

galat) 

Larutan asam galat diencerkan 

menjadi larutan seri konsentrasi 

10, 20, 30, 40, 50  ppm. Masing-

masing larutan seri dipipet 

sebanyak 0,3 mL, ditambahkan 1,5 

mL reagen Folin Ciocalteau, 

dikocok, dan diinkubasi selama 3 

menit. Masing-masing larutan 

ditambahkan 1,2 mL larutan 

Na2CO3 7,5%, dihomogenkan, dan 

diinkubasi pada operating time 

yang diperoleh. Semua larutan 

diukur absorbansinya pada panjang 

gelombang maksimum. Dibuat 

kurva kalibrasi konsentrasi 

asamgalat (ppm) terhadap 

absorbansi. Prosedur di atas 

direplikasi sebanyak 3 kali. 

 Penentuan Kadar Fenolik Total 

Fraksi Etil Asetat Ekstrak  

Etanol Daun Merah Kastuba 

Larutan sampel 100 ppm dipipet 

sebanyak 0,3 mL dan ditambahkan 

1,5 mL reagen Folin-Ciocalteau, 

dihomogenkan, kemudian 

diinkubasi selama 3 menit, dan 

ditambahkan 1,2 mL larutan 
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Na2CO3 7,5%. Campuran larutan 

diinkubasi  pada operating time 

pada suhu kamar. Absorbansi 

larutan diukur menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada 

panjang gelombang maksimum. 

Prosedur di atas direplikasi 

sebanyak 3 kali. 

 

7. Penetapan Kadar Flavonoid Total  

Penetapan kadar flavonoid total 

dilakukan dengan metode kolorimetri 

aluminium klorida berdasarkan 

prosedur  Hadi (2022) dengan 

modifikasi. 

 Pembuatan Larutan Induk 

Kuersetin 1000 ppm 

Serbuk kuersetin ditimbang 

sebanyak 10 mg, dilarutkan dengan 

etanol p.a secukupnya hingga larut,  

dimasukan  ke labu ukur 10 mL 

dan ditambahkan etanol p.a sampai 

tanda batas.  

 Penentuan Panjang Gelombang 

Maksimum  

Larutan kuersetin berkonsentrasi 

30 ppm diambil sebanyak  0,5  mL. 

Larutan  kemudian direaksikan  

dengan  0,10  mL AlCl310%, 

ditambahkan 0,10 mL larutan 

natrium asetat 1 M dan 2,80 mL 

akuades. Larutan diukur   

absorbansinya   pada     panjang 

gelombang 400―500 nm. Panjang 

gelombang maksimum ditunjukan 

oleh nilai absorbansi tertinggi. 

 

 Penentuan Operating Time  

Larutan kuersetin 30 ppm diambil 

sebanyak  0,5 mL.  Larutan  

kemudian direaksikan dengan  0,10 

mL AlCl3 10%, ditambahkan  0,1 

mL   larutan   natrium   asetat   1   

M   dan   2,80   mL akuades.    

Campuran    larutan    tersebut    

diukur absorbansinya  pada  

panjang  gelombang  maksimum 

yang diperoleh dengan rentang 

waktu 0―60 menit dalam selang 

waktu 1 menit sampai diperoleh 

nilai absorbansi yang stabil. 

 Pembuatan Kurva Baku 

Kuersetin  

Larutan intermediet kuersetin 

diencerkan menjadi larutan seri 

konsentrasi 20, 30, 40, 50, 60, dan 

70 ppm. Larutan seri masing-

masing dipipet sebanyak 0,5 mL, 

ditambahkan  0,10 mL AlCl3 10%; 

0,10 mL natrium asetat 1 M dan 

2,80 mL akuades. Larutan 

diinkubasi selama operating time 

pada suhu kamar. Semua larutan 

seri diukur absorbansinya pada 

panjang gelombang maksimum 

dan direplikasi 3 kali, lalu 

ditentukan persamaan regresinya 

melalui kurva kalibrasi hubungan 

antara konsentrasi kuersetin 

dengan absorbansi. 
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 Penentuan Kadar Flavonoid 

Total Fraksi Etil Asetat Ekstrak 

Etanol Daun Merah Kastuba 

Larutan sampel 200 ppm dipipet 

sebanyak 0,5 mL, dimasukkan ke 

dalam vial, ditambahkan 0,10 mL 

AlCl3 10%, 0,10 mL natrium asetat 

1 M dan 2,80 mL akuades. Larutan 

diinkubasi selama operating time 

pada suhu kamar. Diukur 

absorbansinya pada panjang 

gelombang maksimum 

menggunakan spektrofotometer 

UV-Vis. Prosedur diatas direplikasi 

sebanyak 3 kali.   

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

1.Hasil Determinasi 

Berdasarkan surat hasil determinasi nomor 

1959/UN.F5/J3.4.PP/2023 spesimen 

tumbuhan yang dikirimkan ke Laboratorium 

Pendidikan Biologi Fakultas Keguruan dan 

Ilmu Pendidikan (FKIP) Universitas 

Mataram adalah Euphorbia pulcherrima 

Willd. ex Klotzsch. 

 

2. Hasil pembuatan simplisia 

Daun merah kastuba yang diperoleh dari 

tahap sortasi basah pada penelitian ini 

sebanyak  1,375 kg. Daun merah kastuba 

kemudian dikeringkan sampai kecoklatan 

dan membutuhkan waktu 14 hari. Daun 

merah kastuba yang telah kering diperoleh 

sebanyak 191,694 gram. Persen rendemen 

simplisia berdasarkan berat kering dan berat 

basahnya yaitu 13,94%.  

 

Adapun kadar air simplisia yang terukur 

yaitu sebesar 8,36% dan telah memenuhi 

syarat kadar air simplisia yang baik yaitu 

<10% (Depkes RI, 2017). 

 

3. Hasil Ekstraksi 

Hasil dari proses ekstraksi yaitu ekstrak cair 

yang kemudian dipekatkan dengan vacum 

rotary evaporator dan dilanjutkan dengan 

waterbath sehingga diperoleh ekstrak kental 

sebanyak 24,4 gram dan persen rendemennya 

sebesar 24,4%. Persen rendemen ekstrak 

yang diperoleh dikatakan baik, karena  

memenuhi persyaratan yaitu tidak kurang 

dari 7,2% (Depkes RI, 2008). 

 

4. Hasil Fraksinasi 

Tabel Hasil fraksinasi daun merah kastuba 

Fraksi Warna Ber

at 

(g) 

Persen 

rendemen 

(%) 

Etil 

asetat 

Hijau 

kecoklatan  

1,46  29,2 

Air Ungu 

kehitaman 

3,54 70,8 

 

5.  Skrining Fitokimia Fraksi Etil Asetat 

Skrining dengan uji tabung menunjukan 

hasil positif fenolik, flavonoid, tanin, dan 

terpenoid. Untuk memastikan uji tabung 

fenolik dan flavonoid dilakukan uji KLT. 

Hasil uji tabung terlihat pada Tabel berikut 

ini 
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Tabel  Hasil skrining fitokimia dengan uji tabung 

Identifikasi 

Senyawa  

Pereaksi Kontrol 

sampel  

Sampel  

 

Interpretasi 

 

Fenolik FeCl3 5% 

sebanyak 3 tetes 

  

Positif fenolik ditandai 

warna hijau kehitaman 

Flavonoid 2 mg serbuk 

Magnesium (Mg) 

+ 3 tetes HCl 37% 

  

Positif flavonoid ditandai 

warna merah 

Tanin FeCl3 1% 

sebanyak 3 tetes 

  

Positif tanin ditandai warna 

hijau kehitaman 

Terpenoid Asam asetat 

anhidrat 1 tetes 

dan asam sulfat 

pekat 2 tetes 

 
 

Positif terpenoid ditandai 

warna jingga 

Saponin 10 mL Akuades 

dikocok kuat 

selama 30 detik  

  

Hasil positif ditandai 

adanya busa dan bertahan 

selama minimal 30 detik 
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Gambar Profil KLT kandungan fenolik 

(a) dibawah sinar UV 254 nm setelah dielusi; (b) dibawah sinar UV 366 nm setelah dielusi; 

(c) dibawah sinar UV 254 nm Setelah disemprot FeCl3 10%; (d) dibawah 366 nm 

Setelah disemprot FeCl3 10%; (1) standar asam galat; (2) sampel fraksi etil asetat daun 

merah kastuba 

 

 

         

 

Gambar 4 Profil KLT kandungan flavonoid   

(a). dibawah sinar UV 254 nm setelah dielusi; (b) dibawah sinar UV 366 nm setelah dielusi; 

(c) dibawah sinar tampak setelah disemprot AlCl3 10%; (d) dibawah UV 254 nm setelah 

disemprot AlCl3 10%; (e) dibawah UV 366 nm setelah disemprot AlCl3 10%; (1) standar 

kuersetin; (2) sampel fraksi etil asetat daun merah kastuba. 

 

 

 

 

 

 

 

a b c d 

1    2 

a b c d 

1     2 

Bercak a 

Bercak b 

e 
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6. Hasil Penetapan Kadar Fenolik Total 

 

Tabel Hasil penetapan kadar fenolik total fraksi etil asetat ekstrak etanol daun merah kastuba 

 

Sampel 

Berat 

sampel 

(g) 

 

Absorbansi 

Kadar fenolik total  

(mg EAG/g fraksi) 

x̅ ± SD  

(mg EAG/g 

fraksi) 

CV 

(%) 

R1 0,0100 0,7039 486,0   

R2 0,0100 0,7104 482,0 480,7±4,9 1,02 

R3 0,0100 0,7227 474,0   

 

Standar yang digunakan untuk 

penetapan kadar fenolik total pada 

penelitian ini adalah asam galat. Asam 

galat dipilih karena stabil dan murni. 

Operating time (OT) asam galat yang 

diperoleh pada penelitian ini yaitu 95 

menit. OT yang diperoleh tidak jauh 

berbeda dengan penelitian yang dilakukan 

oleh Chun et al., (2003) yaitu 90 menit. OT 

yang diperoleh digunakan untuk inkubasi 

standar dan diperoleh panjang gelombang 

maksimum asam galat 757 nm. Panjang 

gelombang maksimum yang diperoleh 

sama dengan penelitian Neti et al (2018) 

dan sesuai dengan rentang panjang 

gelombang maksimum asam galat pada 

umumnya yaitu berkisar di 750―765 nm 

(Gulcin, 2012). Panjang gelombang 

maksimum inilah yang digunakan untuk 

pengukuran absorbansi standar asam galat 

dan sampel.  

Persamaan regresi, nilai R
2
 dan nilai R 

seperti terlihat pada Gambar 4.12, 

Gambar 4.13, dan Gambar 4.14. Nilai R 

yang diperoleh dari replikasi 1,2 dan 3 

secara berturut-turut sebesar 0,9959; 

0,9996; dan 0,9983. Nilai R yang diperoleh 

mendekati 1 dan  menunjukan terdapat 

hubungan yang linear antara konsentrasi 

asam galat dan absorbansi, yang artinya 

semakin tinggi konsentrasi asam galat, 

maka semakin tinggi pula absorbansi yang 

diperoleh.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 
 

6. Penetapan Kadar Flavonoid  

Standar yang digunakan untuk penetapan 

kadar flavonoid total pada penelitian ini 

adalah kuersetin. Kuersetin dipilih sebagai 

standar karena merupakan flavonoid 

golongan flavonol dengan gugus C-4 dan 

memiliki gugus hidroksi pada atom C-3 atau 

C-5 yang dapat membentuk kompleks 

berwarna kuning jika bereaksi dengan AlCl3 

10%. Panjang gelombang maksimum 

kuersetin yang diperoleh pada penelitian ini 

yaitu 434 nm seperti yang terlihat pada 

Lampiran 21. Panjang gelombang 

maksimum yang diperoleh sama dengan 

hasil penelitian Hikmawanti dan Fatmawati, 

(2019). Pengukuran panjang gelombang 

maksimum ini bertujuan untuk mengetahui 

panjang gelombang  terjadinya absorbansi 

maksimum dari kompleks antara kuersetin 

dan AlCl3. Operating time (OT) kuersetin 

yang dipeoleh pada penelitian ini yaitu 25 

menit (Lampiran 22).  OT yang diperoleh 

sama dengan penelitian Indriani et al 

(2015); Salamah & Wydiasari (2015). OT 

yang diperoleh digunakan sebagai acuan 

waktu inkubasi standar kuersetin dan 

sampel, yang kemudian diukur 

absorbansinya menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis dengan panjang 

gelombang maksimum yang diperoleh 

sebelumnya. Konsentrasi kuersetin dan 

absorbansi ini kemudian diplot pada kurva 

baku, 

sehingga diperoleh nilai y (persamaan 

regresi linear), nilai R
2
 (koefisien  

 

 

Tabel Hasil penetapan kadar flavonoid total fraksi etil asetat ekstrak etanol daun merah 

kastuba 

 

Sampel 

Berat 

sampel 

(g) 

 

Absorbansi 

Kadar flavonoid 

total 

(mg EK/g fraksi) 

x̅ ± SD 

(mg EK/g 

fraksi) 

 

CV (%) 

R1 0,0100 0,3436 145,6   

R2 0,0100 0,3651 146,8 141,9± 6,1 4,29 

R3 0,0100 0,3768 133,4   
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