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ABSTRAK: Fungsi derivative zero crossing masih minim dimanfaatkan dalam analisis 

kimia bahan alam, tetapi lebih banyak diaplikasikan untuk deteksi senyawa aktif produk obat, 

yang umumnya menggunakan HPLC. Metode ini dapat diaplikasikan dalam analisis 2 atau 

lebih senyawa secara simultan, dengan syarat memiliki spektrum tumpang tindih dan gugus 

kromofor. Tujuan penelitian adalah menentukan kadar quercetin serta rutin pada analisis 

flavonoid dengan melakukan validasi metode derivative menggunakan pelarut etanol pada 

fraksi semi polar ekstrak daun kacapiring. Metode yang digunakan adalah melakukan 

scanning (200-1000 nm) pada fraksi semi polar, standar quercetin dan rutin serta membuat 

kurva regresi masing-masing senyawa dengan fungsi derivative zero crossing. Hasil scanning 

panjang gelombang dibuat 5 variasi konsentrasi (4; 8; 12; 16, dan 20 ppm)  untuk membuat 

kurva kalibrasi, dilakukan perhitungan presisi, akurasi dan persen recovery. Data pengamatan 

dianalisis secara statistik deskriptif. Hasil penelitian menunjukkan bahwa panjang gelombang 

zero crossing Quercetin 373 nm dan Rutin 285,5 nm. R
2
 kedua standar sangat baik diatas 

0,998. Presisi baik dengan %CV (3,49 dan 4,86), lebih rendah dari 0,5 CV Horwitz (8,11 dan 

7,5). Kadar quercetin dan rutin pada fraksi semi polar adalah 3,43 ± 0,16 dan 5,00 ± 0,37 

ppm, di atas nilai LoD (0,857 dan 0,964), dan LoQ (2,85 dan 3,021) ppm. Akurasi baik 

dengan % recovery 93-95%, sehingga metode zero crossing menjadi pilihan  analisis 

simultan 2 senyawa bioaktif fraksi semi polar ekstrak daun kacapiring. 

 

Kata kunci:, quercetin; kacapiring; rutin; derivative zero crossing 

 

ABSTRACT: Derivative zero crossing is still minimally utilized in the chemical analysis of 

natural materials, but is more widely applied to detect active compounds of drug products,  

which generally use HPLC. This method can be used to determine  2 or more compounds 

simultaneously, provided that they have overlapping spectra and chromophore groups. The 

purpose of this research is to analysis quercetin and rutin compounds on flavonoid 

determination by validating the derivative method using ethanol solvents on the semi-polar 

fraction of kacapiring leaf extract. The method used was to scan (200-1000 nm) on the semi-

polar fraction, quercetin and rutin standards and create a regression curve for each compound 

with the derivative zero crossing function. The concentration were made at 5 various 

concentration (4; 8; 12; 16, and 20 ppm) to create a standard curve, precision, accuracy and 

percent recovery calculations were carried out. The observation data were analyzed by 

descriptively statistic. The results showed that the zero crossing wavelength of Quercetin was 

373 nm and Rutin 285.5 nm. R
2
 of both standards was very good above 0.998. Good 

precision with % CV (3.49 and 4.86), lower than 0.5 CV Horwitz (8.11 and 7.5). The levels 

of quercetin and rutin in the semi-polar fraction were 3.43 ± 0.16 and 5.00 ± 0.37 ppm, 

already above the LoD value (0.857 and 0.964), and LoQ (2.85 and 3.021) ppm. Good 

accuracy with % recovery of 93-95%, so the zero crossing method is the choice in the 
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simultaneous analysis of 2 bioactive compounds of the semi-polar fraction of extract of 

gardenia  leaves 

 

Keywords: derivative zero crossing; gardenia; querceti; rutin  
 

1. PENDAHULUAN 

Inovasi penerapan metode fungsi 

derivatif UV Vis adalah sebuah metode 

cepat, simple dan praktis, serta murah, 

dibandingkan menggunakan HPLC 

maupun LC MS. Hampir setiap 

laboratorium memiliki UV Vis, fitur 

fungsi derivative belum dimanfaatkan 

untuk tujuan praktikum maupun penelitian 

dibidang komponen bioaktif bahan alam, 

baik penelitian tugas akhir mahasiswa 

maupun riset dosen, sehingga sangat 

berpotensi untuk dikembangkan sebagai 

sebuah inovasi dengan memanfaatkan 

instrumen yang ada di laboratorium untuk 

menghasilkan sebuah temuan dibidang 

pengembangan metode uji yang tervalidasi 

dengan analisis secara simultan untuk 

mendeteksi dua atau lebih senyawa dalam 

satu kali preparasi.  

Aplikasi metode ini sangat luas, dapat 

memecahkan masalah pada spektrum 

senyawa tumpang tindih menggunakan 

turunan pertama atau turunan yang lebih 

tinggi pada spektrum terhadap panjang 

gelombang pada analisis multikomponen, 

dengan spektrum turunan yang spesifik 

dan keterulangan yang baik.  Metode ini 

sebagai teknik pemrosesan sinyal hasil 

scanning  yang diproses menggunakan 

algoritma Savitzky-Golay, juga dapat 

dilakukan melalui transformasi Wavelet 

guna memperoleh spektrum derivative 

yang lebih halus tanpa melakukan 

perubahan tendensi sinyal  [1].  Prinsip 

analisisnya adalah titik zero crossing 

senyawa A digunakan untuk 

mendeterminasi senyawa B, demikian 

sebaliknya, dimana 2 syarat utama 

senyawa target yang ingin diketahui adalah 

harus memiliki kriteria spektrum yang 

tumpang tindih, serta memiliki gugus 

kromofor seperti quercetin dan rutin. 

  Quercetin dan Rutin merupakan 

senyawa golongan flavonoid, dimana 

senyawa ini tersebar luas di dalam 

tanaman yang memiliki potensi fisiologi 

salah satunya sebagai antioksidan. 

Quercetin secara biologi sangat kuat 

aktivitas antioksidannya, lebih besar 4,7 

kali dari vitamin C, diyakini mampu 

melindungi tubuh terhadap beragam 

penyakit degeneratif melalui mekanisme 

mencegah proses peroksidasi lemak, dan 

menunjukkan kemampuannya mencegah 

oksidasi Low Density Lipoprotein melalui 

penangkapan senyawa radikal dan 

mengkelasi ion logam [2]. Rutin adalah 

flavonoid alami yang ditemukan pada 

banyak tanaman. Rutin memiliki peranan 

dibidang kesehatan yaitu sebagai 

antioksidan, antimikroba, anti jamur, anti 

alergi dan obat antikanker, termasuk terapi 

untuk diabetes dan hipertensi [3]. 

 

2. PERCOBAAN 

2.1 Bahan dan Peralatan 

Ekstrak etanol daun kacapiring, 

standar quercetin (Sigma) dan standar rutin 

(Sigma), aquades, AlCl3 (Merck), NaNO3 

(Merck), NaOH (Merck), Asam asetat 

(Merck), Etanol (Merck), Metanol 

(Merck), Spektrofotometer UV Vis 

(Simadzu 1800), tomabngan analitik 

(Zhimadzu), mortir-stamper, spatel, dan 

alat gelas laboratorium (labu takar, beker 

gelas, corong, pipet tetes, dan batang 

pengaduk). 

 

2.2. Metode 

Ekstraksi Daun Kacapiring  

Daun dikeringkan 50
o
C 24 jam,  

dihancurkan dan diayak dengan ukuran 40 

mesh. Sebanyak 100 g sampel diekstraksi 

dengan etanol (1:10) 24 jam. Ekstrak 

disaring dan ampas diremaserasi. Filtrat 
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digabung dan dievaporasi 40
o
C, kecepatan 

100 rpm dan tekanan 50 mBar.  

 

Penentuan Panjang gelombang Zero 

crossing pada Spektrum Derivative 

Standar quercetin dan rutin dibuat 

pada konsentrasi 100 ppm dengan etanol, 

kemudian diencerkan menjadi 10 ppm. 

Dilakukan scanning awal (200-1000 nm)  

masing-masing standar, untuk menentukan 

panjang gelombang maksimum dan 

turunan pertama dengan fungsi derivative 

untuk menentukan lamda zero crossing 

standar quercetin dan rutin. Kemudian  

standar direaksikan dengan NaNO2, AlCl3, 

Asam Asetat, NaOH  dan diukur 

spektrumnya pada panjang gelombang 

200-800 nm. Ekstrak dilarutkan dalam 

etanol dan dilakukan pengenceran untuk 

memperoleh spektrum yang baik. 

 

Pembuatan kurva kalibrasi 

Masing-masing standar dibuat 

beberapa titik konsnetrasi (4, 8, 12, 16, 20 

ppm) selanjutnya direaksikan dengan 

NaNO2, ALCl3, Asam Asetat, NaOH dan 

dilakukan pembacaan spektrum pada λ 

maksimum.  

 

Validasi Metode Spektrofotometri 

Derivative  

Selektivitas ditentukan berdasarkan 

perbandingan spektrum larutan dari larutan 

induk. Linieritas ditentukan dengan 

persamaan kurva kalibrasi dari  satu seri 

larutan campuran dengan berbagai 

konsentrasi, dengan koefesien korelasi (r)  

diatas >0.997 (bahan aktif obat). 

 

Batas deteksi (BD) dan Batas kuantitasi 

(BK) dilakukan dengan melakukan 

pengulangan sebanyak 5 kali, selanjutnya 

dihitung simpangan baku (Sb).  Sb  

dikalikan faktor 3 untuk memperoleh batas 

deteksi, dimana nilai a adalah arah garis 

kurva regresi, sedangkan batas kuantitasi 

dikalikan faktor 10. 

 

BD = 3 x SB/a,     BK= 10 x SB/a 

 

Kecermatan atau presisi menunjukkan  

kedekatan hasil analisis dengan kadar 

sebenarnya. Diperoleh melalui perolehan 

kembali (%) sejumlah analit. Pengukuran 

dilakukan  3 kali. Kecermatan dihitung 

dengan membandingkan persentase jumlah 

analit yang diperoleh kembali terhadap 

nilai sebenarnya dikalikan 100%. 

 

Analisis Data  

Perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Data 

scanning dan  kurva regresi linier 

ditampilkan dalam bentuk gambar, tabel 

dan grafik serta ditampilkan nilai rata-rata 

dan standar deviasi. 

 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Ekstraksi dan fraksinasi semi polar 

Ekstraksi merupakan proses 

penarikan senyawa aktif dari sampel yang 

dilakukan secara maserasi sederhana 

menggunakan etanol, pada sampel yang 

telah dikeringkan dan dijadikan bubuk 

simplisia. Etanol adalah pelarut efektif 

untuk ekstraksi polar dan beberapa 

komponen non polar. Etanol lebih baik 

digunakan untuk proses ekstraksi produk 

pangan dan obat-obatan, karena etanol 

memiliki profil toksik yang rendah dengan 

limit residu menurut FDA 0,5% [4]. Etanol 

juga memiliki titik didih rendah, sehingga 

lebih mudah menghilangkan residu dari 

produk, dilaporkan juga lebih efektif untuk 

ekstraksi flavonoid dari tanaman [5]. 

Ekstrak difraksinasi menggunakan etil 

asetat, hexane dan aquades (Gambar 1). 

Hasil fraksinasi terkoleksi pada 

masing-masing pelarut disajikan pada 

Tabel 1. Target senyawa adalah senyawa 

aktif yang terlarut pada fraksi semi polar, 

yaitu pada etil asetat. Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa senyawa kelompok 

semi polar lebih dominan terekstrak pada 

etil asetat. Ekstrak etil asetat dan ekstrak 

air buah Terminalia bellirica [6], 

mengandung total fenol (360 dan 120 mg 

CE/g) serta flavonoid (190 dan 127 mg 

QE/g) lebih tinggi kadarnya pada ekstraksi 

menggunakan etil asetat dibandingkan 
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Gambar 1. Ekstraksi dan fraksinasi 

 

Tabel 1. Hasil Fraksinasi Cair-Cair Ekstrak Etanol Daun Kacapiring 

Ulangan  Berat Ekstrak (g) 

Fraksi Non 

Polar (g) 

Fraksi Semi 

Polar (g) 

Fraksi  

Polar (g) 

1 1,0015 0,1196 0,0439 0,8381 

 2 1,0013 0,1065 0,0430 0,8517 

 3 1,0005 0,1005 0,0438 0,8562 

Rata-Rata 1,0011 0,1088 0,0436 0,8487 

SD 0,0006 0,0098 0,0005 0,0094 

 

 

dengan aquades. Huang [7], melaporkan 

bahwa ekstrak etil asetat daun persimmon 

mengandung flavonoid and triterpenoid 

yang potensial mengatasi gangguan saraf.  

 

Standar Quercetin dan Rutin dalam 

Etanol dan Metanol 

Standar quercetin dan rutin 100 ppm 

dalam pelarut etanol dan  methanol 99,9%, 

dibuat dengan pengenceran menjadi 

4,8,12,16 dan 20 ppm. Hasil spektrum 

serapan normal pada panjang gelombang 

200-1000 nm (Gambar 2). Maruf [8], 

mendeterminasi quercetin dan asam 

gentisat pada konsentrasi 2-30 ppm, dalam 

metanol  70% memberikan  titik zero 

crossing pada turunan pertama yaitu di 

panjang gelombang 271,57 nm dan 396,5 

nm. Sedangkan pada penelitian ini terdapat 

dua panjang gelombang zero crossing juga  

 

pada standar quercetin namun dipilih yang 

mampu memberikan kuva linier dan  

koefesien korelasi sangat baik yaitu pada 

373 nm. Sedangkan pada rutin belum 

ditemukan pustaka terkait penentuan 

dengan fungsi turunan ini.  

Hasil pengamatan menunjukkan 

bahwa spektrum senyawa quercetin dan 

rutin tumpang tindih pada panjang 

gelombang di bawah 400 nm (Gambar 3). 

Masing-masing standar diderivative yang 

dapat dilakukan hingga orde 4  [9], namun 

hasil spektrum derivative yang 

memberikan nilai serapan yang baik pada 

standar quercetin dan rutin adalah  pada 

orde 1, sedangkan orde 2,3,4 semua nilai 

serapan nol. Hasil penelitian menunjukkan 

bahwa panjang Gelombang ZC Quercetin  

pada 373 nm, sedangkan rutin 258,5 nm, 

sehingga untuk menentukan kurva regresi  
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Gambar 2. Standar murni quercetin dan rutin yang dibuat pada 5 titik konsentrasi serta hasil 

spektrum normalnya menggunakan pelarut etanol dan metanol 

 

 

 

Gambar 3. Spektum normal dan spektrum derivative  quercetin dan rutin 

 

 

linier senyawa rutin dibaca pada spektrum 

turunan quercetin, sedangkan senyawa 

quercetin dibaca pada panjang gelombang 

zero crossing rutin. 

  

Standar quercetin dan rutin  dalam 

NaNO2 10%, AlCl3 (10%) dan NaOH 

(10%). 

Standar quercetin dan rutin 

direaksikan dengan beberapa pelarut kimia 

yang merupakan pereaksi geser dalam 

pendeteksian kualitatif senyawa flavonoid 

seperti NaNO2, AlCl3, NaOH, NaOAc, 

Asam Borat (Markham, 1988). Hasil  

 

penelitian menunjukkan bahwa terbentuk 

perubahan warna yang berbeda antara 

standar quercetin dan rutin pada setelah 

direaksikan dengan NaNO2 10%, AlCl3 

10% dan NaOH 10%, yaitu quercetin 

membentuk warna orange, sedangkkan 

rutin membentuk warna merah muda. 

Perbedaan warna yang dihasilkan 

menunjukkan bahwa secara kualitatif 

keberadaan kedua senyawa aktif ini dapat 

dibedakan  secara visual melalui 

perubahan warna yang terjadi.  

Hasil pengamatan terhadap standar 

quercetin yang dihitung dari titik zero  
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Gambar 4. (A) Spektrum derivative Quercetin pada lamda zero crossing Rutin (258,5 nm) dan Kurva 

kalibrasi senyawa Quercetin (4-20 ppm. (B). Spektrum derivative Rutin pada lamda zero crossing 

Quercetin (373 nm, dan Kurva kalibrasi senyawa Rutin (4-20 ppm)  

 

 

Gambar 5. Spektrum sampel fraksi semi polar,  standar Quercetin dan Rutin (a). Spektrum 

derivative fraksi semi polar, Quercetin dan Rutin (b)  

 

 

crossing rutin demikian pula sebaliknya 

kurva standar rutin pada titik zero crossing 

quercetin dapat dilihat pada  Gambar 4  

Nilai koefesian regresi menunjukkan hasil 

yang sangat baik yaitu 0,9981 dan 0,9985, 

hal ini sudah memenuhi kriterian nilai 

koefesien pada untuk validasi sebuah 

metode uji minimum 0,995 [11], yang 

berarti tingkat error yang kecil. 

Sampel ekstrak semi polar dilarutkan 

hingga 250x untuk menghasilkan nilai 

serapan pada spektrum yang jelas (Gambar 

5). Hasil koefesien  R
2
 kedua standar 

sangat baik dengan nilai diatas 0,998. Nilai 

Presisi baik dengan %CV lebih rendah dari 

0,5 CV Horwitz. Nilai akurasi baik dengan 

% recovery 93-95%. Kadar Quercetin dan  

 

Rutin pada fraksi semi polar ekstrak daun 

kacapiring, yaitu 3,43 ppm Quercetin dan 

5,0 ppm Rutin, sudah di atas nilai LoD dan 

LoQ (Tabel 2 dan 3). 

Komponen fraksi semi polar daun 

kacapiring mengandung flavonoid yaitu 

quercetin dan rutin. Rutin adalah flavonoid 

alami yang ditemukan pada banyak 

tanaman. Rutin juga dikenal dengan nama 

rutosida, quercetin-3-rutinosida dan 

sophorin. Rutin larut air dan lebih larut 

alkohol. Studi ilmiah dan klinis telah 

mengkonfirmasi bahwa daun murbei 

mengandung rutin dan memiliki efek 

hipoglikemik yang baik [12]. Flavon 

adalah konstituen utama daun murbei 

sebagai senyawa hipoglikemik. Flavon  

A B 
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Tabel 2. Lamda zero crossing, persamaan regresi, R
2
, LoD dan LoQ standar Quercetin dan 

Rutin 
Komponen Lamda 

ZC (nm) 

Linieritas 

(ppm) 

Persamaan regresi R
2
 LoD LoQ 

Quercetin 372,0 4-20 y= -0,0014x + 0.0004 0,9985 0,857 2,850 

Rutin 258,5 4-20 y=- 0,0006x +0.0004 0,9981 0,964 3,021 

      Keterangan : ZC (zero crossing), LoD (limit of detection), LoQ (Limit of quantitation), R (koefesien 

determinasi) 

Tabel 3. Konsentrasi sampel, persen recovery, CV dan CV Horwitz 

Komponen Metode Analisis Konsentrasi 

Sampel (ppm) 

Recovery 

% 

CV 

(%) 

0.5 CV  

Horwitz (%) 

Quercetin Zero crossing pada 258.5 nm 3,43 ± 0,16 95,36 3,49 8,11 

Rutin Zero crossing pada 373 nm 5,00 ± 0,37 93,33 4,86 7,50 

Keterangan : CV (coefesien of varian) 

 

terutama mengandung rutin, quercetin, 

kaempferol-3-O-rutinosa dan kaempferol. 

Rutin dan quercetin dalam daun murbei 

meningkatkan aktivitas antioksidan dan 

menekan hiperglikemia [13]. Senyawa rutin 

tidak terdeteksi pada fraksi non polar [14]. 

Kadar rutin pada fraksi air dan diklormetan 

ekstrak daun pisang berturut-turut 40,6% 

dan 11,5% berat kering. Rutin adalah 

sebuah flavonoid dengan ikatan glikosida, 

oleh karenanya rutin adalah komponen 

polar. Rutin adalah sebuah rutinosida yang 

terdiri dari kuersetin dengan posisi grup 

hidroksil pada C3 tersubstitusi dengan 

sebagian disakarida (6-rhamnopyranosil-

glukopiranosa), seperti senyawa flavonoid 

pada biji buah kacapiring [15], terdeteksi 

mengandung rutin dan kuersetin-3-O-β-

glukopiranosida. Hussain [16], 

menyebutkan bahwa senyawa rutin tersebar 

pada daun, bunga dan biji buckwheat.Tujuh 

flavonoid dari ekstrak etanol daun singkong 

dengan kadar tertinggi, yaitu rutin 

(58,89%), 0.96% clovin, 4.81% myricetin-

3-O-rutinoside, 1.25% robinin, 2.51% 

hyperoside, 29.31% nicotiflorin, dan 2.28% 

narcissin dari total flavonoid [17]. 

 

4. KESIMPULAN  

• Panjang gelombang zero crossing 

Quercetin adalah 373 dan Rutin 285,5 

nm 

• R
2
 kedua standar sangat baik diatas 

0,998 

• Presisi baik dengan %CV lebih rendah 

dari 0,5 CV Horwitz  

• Akurasi baik dengan % recovery 93-

95% 

• Kadar Quercetin dan Rutin pada fraksi 

semi polar terdeteksi 3,43 ppm 

Quercetin dan 5,0 ppm Rutin, terdeteksi 

sudah di atas nilai LoD dan LoQ 

• Metode zero crossing menjadi pilihan 

dalam analisis secara simultan 2 

senyawa bioaktif fraksi semi polar 

ekstrak etanol daun kacapiring. 
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