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ABSTRAK

Flavonoid merupakan senyawa alami yang memiiki kemampuan sebagai antioksidan. Flavonoid banyak terkandung pada
sayur, salah satunya adalah buah oyong (Luffa acutangula L). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perbandingan
kadar flavonoid total buah oyong (Luffa acutangula L) segar dan rebusan secara spektrofotometri visibel. Buah oyong
segar dan buah oyong yang telah direbus selama 5 menit ditetapkan kadarnya secara kualitatif dengan uji Mg dan HCI,
uji NaOH 10%, uji H2SO. pekat serta uji kuantitatif menggunakan metode spektrofotometri visibel pada panjang
gelombang 431 nm. Perbandingan kadar flavonoid total dapat dianalisis dengan Independent T-test. Hasil uji kualitatif
menunjukkan pada buah oyong segar dan rebusan positif mengandung flavonoid. Kadar rata-rata flavonoid pada buah
oyong segar sebesar 0,19 mgQE/ gram dengan koefisien variasi sebesar 0,40%. Kadar rata-rata flavonoid pada buah
oyong rebus sebesar 0,28 mgQE/ gram dengan koefisien variasi sebesar 0,14%. Kadar rata-rata flavonoid pada buah
oyong rebus lebih tinggi secara signifikan dibandingkan kadar flavonoid pada buah oyong segar dengan p<0.05.

Kata kunci: flavonoid, spektrofotometri visibel, oyong segar, oyong rebus.

ABSTRACT

Flavonoids are natural compounds that have ability as antioxidants. Flavonoids are found in many vegetables, one of
which is the Oyong fruit (Luffa acutangula L). This study aims to determine the ratio of total flavonoid content of fresh
and boiled Oyong fruit (Luffa acutangula L) using visibel spectrophotometry. Fresh Oyong fruit and boiled Oyong fruit
for 5 minutes were determined qualitatively by Mg and HCI test, 10% NaOH test, concentrated H,SO, test and
quantitative test using the visibel spectrophotometry method at a wavelength of 431 nm. Comparison of total flavonoid
levels can be analyzed by Independent T-test. The results of the qualitative test showed that fresh and boiled Oyong fruit
positively contained flavonoids. The average level of flavonoids in fresh oyong fruit is 0.19 mgQE/ gram with a
coefficient of variation of 0.40%. The average level of flavonoids in boiled oyong fruit is 0.28 mgQE/ gram with a
coefficient of variation of 0.14%. The average level of flavonoids in boiled oyong fruits was significantly higher than the
levels of flavonoids in fresh Oyong fruits with p<0.05.

Keywords: flavonoids, visibel spectrophotometry, fresh oyong, boiled oyong

PENDAHULUAN

Buah oyong atau gambas adalah salah satu tanaman yang biasanya dikonsumsi oleh
masyarakat. Oyong memiliki kandungan kimia meliputi karbohidrat, karoten, lemak, protein, asam
amino, alanin, arginin, glisin, cystin, asamg lutamat, hidroksiprolin, leusin, serin, triptofan,
flavonoid, saponin (Sari, 2015).

Berdasarkan penelitian, tumbuhan yang mempunyaikandungan senyawa metabolit sekunder
berupa flavonoid dan fenol berguna sebagaipenangkap radikal bebas yang memilikiaktivitas sebagai
antioksidan (Nishantini, 2012). Flavonoid merupakan senyawa alami yang mempunyai kemampuan
untuk bereaksi sebagai antioksidan. Semakin besar kadar flavonoid yang terkandung dalam suatu
tumbuhan semakin besar pula aktivitas antioksidannya (Kemit et al., 2016).

Buah oyong dapat dikonsumsi dalam keadaan segar maupun dimasak terlebih dahulu. Metode
perebusan dipilih karena bahan makanan menjadi lebih mudah dicerna, serta diperoleh rasa khas dari
zat yang terkandung dalam bahan makanan. Teknik perebusan selain memiliki keuntungan yang
dapat membunuh bakteripatogen, serta memilikikeuntungan yang aman dan sederhana dibandingkan
dengan metode lain (Adelina & Mustafa, 2013).

Sifat flavonoid yang sensitifterhadap suhu panas tertentu akan menyebabkan senyawa
flavonoid tersebut mengalamidegradasi kimia selama proses pemanasan. Menurut (Wahyuni, 2018)
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bahwa kandungan senyawa metabolit sekunder sepertiflavonoid tidak mengalami kerusakan atau
terurai sampai pada suhu 90°C.

Hasil penelitian (Puspitasri& Prayogo, 2016) membuktikan bahwa waktu perebusan daun
kersen dengan variasi 5, 10, 20, 30 menit diperoleh kadar flavonoid total yang terbanyak pada waktu
perebusan 5 menit dengan kadar yaitu 1,163 mg QE/g ekstrak. Lama waktu perebusan juga dapat
mempengaruhi kadarflavonoid. Semakin lama waktu perebusan maka senyawa flavonoid pada
ekstrak yang tidak tahan pemanasan akan rusak (Ristanti, 2019).

Berdasarkan uraian diatas, penelitian ini dilakukan untuk mengetahui perbandingan kadar
flavonoid total pada buah oyong (Luffa acutangula L) segar dan rebusan dengan metode
spektrofotometri visibel.

METODE PENELITIAN

Alat yang digunakan yaitu timbangan analitik (Ohaus, EP 214), timbangan teknik (Acis BC
500), kuvet (HELMA), spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV mini-1240), mikropipet, gelas ukur
(pyrex), gelas beaker (pyrex), tabung reaksi, corong kaca, labu ukur 50,0 ml (pyrex), labu ukur 25,0
ml (pyrex), labu ukur 10,0 ml (pyrex), pipet tetes, pipet volume (pyrex), pipet ukur (pyrex), spatel,
stopwatch, centrifuge (Oregon LC-04S), juice extractor (Miyako), kertas saring, kain flannel,
kompor listrik , panci, pisau, spatel, stopwatch.

Bahan yang digunakan dalam penelitian yaitu buah oyong segar, serbuk Mg, HCI pekat (E.
Merck), standar kuersetin, aquadest, AlClsp.a (E-Merck), CH3COOK (E. Merck), NaOH (E. Merck),
metanol (E. Merck), etanolp.a (E. Merck), H2SO4 pekat (E. Merck).

Determinasi Tanaman

Tanaman yang diigunakan dalam peinelitian ini adalah buah oyong (Luffa acutangula L)
yang didapatkan dari daerah Sukoharjo kemudian diideintifikasikan di Balai Beisar Peneilitian dan
Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional (B2P2TOQOT).

Preparasi Sampel

Sampel oyong (Luffa acutangula L) yang digunakan sebanyak 3 kg yaitu untuk oyong segar
1,5 kg dan untuk oyong rebus 1,5 kg. Masing-masing bagian kemudian dibersihkan dengan cara
dikupas, dibersihkan dengan air mengalir kemudian dipotong kecil-kecil. Kemudian bagian oyong
segar dihaluskan dengan menggunakan juiceextractor sedangkan bagian lainnya direbus selama 5
menit setelah air mendidih kemudian dijuice extractor. Masing-masing hasil juice extractor disaring
dan diambil filtratnya. Hasil filtratnya kemudian ditimbang seksamal0,0 gram sarioyong masukkan
dalam labu ukur 50,0 mL, tambahkan dengan aquadest hingga tanda batas, kemudian dicentrifuge
selama 15 menit dengan kecepatan 3000 rpm. Sampel oyong diambil filtrat yang jernih setelah di
centrifuge. Selanjutnya dilakukan ujikualitatif dan kuantitatif.

Uji KualitatifFlavonoid

a. Uji Shinoda
Sebanyak 2 mL sampel filtrat buah oyong, kemudian dipanaskan kurang lebih 5 menit. Setelah
dipanaskan masing-masing ditambahkan dengan 0,1 gram logam Mg dan 5 tetes HClpekat. Jika
terbentuk warna kuning jingga sampaimerah, maka positif mengandung flavonoid (Ergina dkk,
2014).

b. Uji Dengan Pereaksi NaOH 10%
Dilakukan dengan cara memasukkan dua tetes sampel dalam tabung reaksi, ditambahkan dengan
2-4 tetes larutan NaOH 10%, perubahan warna diamati hingga menjadi warna kuning sampai
kuning kecoklatan (Kusnadidan Devi, 2017).
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Uji Dengan H2SO4(pekat)

Test dengan H.SOas(pekat) dengan cara masukkan 4 tetes sampel dalam tabung reaksi tambahan
2-4 tetes larutan HoSOs(pekat). Perubahan warna yang terjadidiamati menjadimerah bata sampai
coklat kehitaman (Kusnadidan Devi, 2017).

Uji Kuantitatif
a. Penentuan operating time

Larutan baku induk dipipet 0,1 mL dimasukkan kedalam labuukur 10,0 ml, ditambahkan 3 ml
etanol 70%, 0,2 ml AICI3 10%, 0,2 ml CH;COOK 1M, stopwatch dinyalakan dan ditambahkan
akuades hingga tanda batas. Larutan tersebut diukur absorbansinya hingga diperoleh absorbansi
yang stabil yang digunakan sebagai operating time. Absorbansi diukur pada Panjang gelombang
maksimum teoritis 428 nm dari 0-40 menit dengan interval waktu 1 menit.

b. Penentuan panjang gelombang maksimal larutan kuersetin

Larutan baku induk dipipet sebanyak 0,1 mL, dimasukkan kedalam labu ukur 10 mL
ditambahkan 3 mL etanol 70%, 0,2 ml AIClz 10%, 0,2 ml CH3COOK 1M, ditambahkan
akuadest hingga tanda batas, didiamkan selama operating time, kemudian dilakukan scanning
pada panjang gelombang 400-500 nm. Diamati kurva hubungan antara panjang gelombang
dengan absorbansi.

Penentuan seri kurva baku

Penentuan seri kurva baku dengan dibuat serilarutanbaku 4, 6, 8, 10, 12 ppm darilarutan baku
induk 1000 ppm, kemudian dipipet 0,04 ml, 0,06 ml, 0,08 ml, 0,1 ml, 1,2 ml darilarutan baku
induk 1000 ppm, masing-masing dimasukkan kedalam labu ukur 10,0 ml. Larutan ditambahkan 3
ml etanol 70%, 0,2 ml AIClz 10%, 0,2 ml CH3COOK 1M. Volume akhir ditepatkan dengan
aquadest hingga tanda batas. Larutan siap diukur pada spektrofotometer setelah operating time
pada panjang gelombang maksimal. Diukur serapan larutan baku pada panjang gelombang
maksimal, mulaidari yang terkecil. Setelah itu dibuat kurva dengan perbandingan absorbansi
versus konsentrasi kuersetin.

Penetapan kadar flavonoid total oyong segar dan rebus

Sampel jernih oyong segar dan rebusan dipipet masing-masing 2 ml kemudian dimasukkan
kedalam labuukur 10 mL, lalu ditambahkan 3 ml etanol 70%, 0,2 ml AICI;s 10%, 0,2 ml
CH3COOK 1M, dan ditambahkan akuades sampai 10 ml. Larutkan hingga operating time yang
diperoleh, kemudian diukur absorbansinya pada Spektrofotometer UV-Vis dengan panjang
gelombang maksimumk uersetin, dilakukan replikasi sebanyak 3 kali pada sampel oyong segar
dan rebusan.

Analisis Data

Kadar flavonoid dihitung menggunakan persamaan regresi linier, yang diperoleh dari

hubungan antara konsentrasi vs absorbansi yang dihasilkan dari seri konsentrasi yang digunakan.
Kadar flavonoid dihitung menggunakan persamaan:

y=bx+a

Keterangan:

y =absorbansi

X = konsentrasi

b = slope (kemiringan)

a=

intersep

Data yang telah didapatkan dilakukan secara statistik menggunakan uji Independent T-Test.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Determinasi Tumbuhan

Bahan yang digunakan dalam penelitian iniyaitu buah oyong (Luffa acutangula L) yang
dideterminasi di B2P2TOOT untuk menunjukkan kebenaran sampel yang digunakan. Hasil dari
determinasi menunjukkan bahwa sampel yang digunakan adalah benar buah oyong (Luffa acutangula
L).

Preparasi Sampel

Pada penelitian ini oyong yang dipilih yaitu oyong yang siap untuk dipanen. Oyong yang siap
panen berumur sekitar 40-58 hari setelah tanam, memilikiciri-ciri tidak terlalu tua dan belum berserat
(Prastiwi, 2021). Mula-mula oyong segar dicuci dengan menggunakan air mengalir kemudian
dikupas kulitnya, kemudian dipotong kecil-kecil, setelah itu oyong dijuicer. Pengambilan sari pada
oyong menggunakan juice extractor. Oyong dijuicer karena partikel padat dari oyong akan
dipisahkan sebagai ampas dan diperoleh kandungan air tersendirididalamnya, proses juicer ini sangat
cepat dan praktis. Setelah selesaidijuicer oyong disentrifuge selama 15 menit dengan kecepatan 3000
rpm, sampel diambil pada bagian yang jernih.

Pada penelitian ini proses pemasakan oyong dilakukan dengan cara merebus. Oyong direbus
selama 5 menit proses pengolahan sepertiini memrlukan waktu yang cukup karena pada proses
pengolahan sayuran terlalu lama akan berdampak pada kadar zat-zat yang terkandung didalam
sayuran tersebut. Hal ini seperti diungkapkan oleh Puspitasri & Prayogo (2016) bahwa sifat
flavonoid yang sensitif terhadap suhu panas akan menyebabkan senyawa flavonoid tersebut
mengalamidegradasi kimia selama proses pemanasan. Hasil yang jernih kemudian digunakan untuk
uji kualitatif dan kuantitatif.

Uji Kualitatif

Tujuan darianalisis kualitatif kandungan senyawa flavonoid yaitu untuk mengetahuiada atau
tidaknya senyawa flavonoid dalam sampel buah oyong segar dan rebusan. Senyawa flavonoid diuji
dengan menggunakan uji Shinoda, ujikualitatif flavonoid dengan pereaksi NaOH 10%, dan pereaksi
H2SO. (pekat). Berikut hasil analisis kualitatif flavonoid pada buah oyong segar dan rebus dapat
dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1.Hasil uji kualitatif flavonoid buah oyong segar dan oyong rebus

Sampel Pereaksi Hasil Pengamatan Keterangan
Oyong segar Mg+HCI Jingga Positif
NaOH Kuning Positif
H2SO04 Coklat kehitaman Positif
Oyong rebus Mg+HCI Jingga Positif
NaOH Kuning Positif
H>SO4 Coklat kehitaman Positif

Pengujian flavonoid dengan metode uji Shinoda dilakukan dengan penambahan logam Mg
dan reagen HCI pekat yang akan menimbulkan warna kuning jingga sampai merah apabila
mengandung flavonoid. Penambahan serbuk magnesium dan HCI pekat adalah untuk mereduksi inti
benzopiron yang terdapat dalam struktur flavonoid sehingga terbentuk garam flavilium berwarna
merah atau jingga. Reduksi dengan Mg dan HCI menghasilkan senyawa kompleks yang berwarna
merah atau jingga pada flavonol (Ergina & Puspitasari, 2014). Reaksi yang terjadi tampak pada
gambar 1.
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Gambar 1. Reaksiflavonoiddengan Mg+ HCI (Ergina dkk, 2014)

Uji kualitatif dengan menambahkan beberapa tetes NaOH 10% pada larutan sampel yang
akan membentuk warna kuning apabila mengandung flavonoid. Warna kuning disebabkan karena
senyawa Kkristin yang merupakan turunan dari senyawa flavon pada penambahan NaOH 10%
mengalami penguraian oleh basa menjadi molekul seperti. yang berwarna kuning karena adanya
pemutusan ikatan pada stuktur isoprene. Reaksi yang terjadi dapat dilihat pada gambar 2.
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Kristin K Asetofenon Ascofenon (Kuning
Gambar 2. Reaksi flavonoid dengan NaOH (Kusnadi & Devi, 2017)

Uji kualitatif dengan penambahan beberapa tetes H.SO4 pekat pada larutan sampel yang akan
memebentuk warna coklat kehitaman apabila mengandung flavonoid. Warna coklat kehitaman
disebabkan karena terjadinya reaksi oksidasi reduksi antara H.SO4 (pekat) dan flavonoid yang
menyebabkan terbentuknya senyawa kompleks yang menimbulkan warna merah tua sampai coklat
kehitaman pada sampel (Kusnadi & Devi, 2017). Reaksi yang terjadi dapat dilihat pada gambar3.
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Gambar 3. Reaksi flavonoid dengan H2SO4 pekat (Kusnadi & Devi, 2017)

Kalkon

Analisis Kuantitatif Total Flavonoid

Penentuan senyawa total flavonoid bertujuan untuk mengetahui kadar senyawa total
flavonoid yang terkandung didalam saribuah oyong segar dan rebus. Analisis flavonoid dilakukan
dengan menggunakan spektrofotometrivisibel karena pada flavonoid mengandung sistem aromatik
yang terkonjugasi sehingga menunjukkan pita serapan kuat pada daerah spektrum sinar ultra violet
dan spektrum sinar tampak (Aminah et al., 2017). Selain itu, senyawa pada flavonoid memilikigugus

kromofor dan gugus auksokrom yang memilikikemampuan menyerap radiasi elektromagnetik pada
daerah UV dan visibel.
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Penentuan operating time bertujuan untuk mengetahui waktu yang dibutuhkan senyawa
flavonoid untuk habis bereaksi dengan cairan pereaksi AICIlz sehingga diperoleh nilai absorbansi
senyawa kompleks yang stabil. Hasil penentuan operating time diperoleh pada menit ke-31.

Hasil dari pengukuran panjang gelombang maksimal adalah 431,0 nm dengan absorbansi
0,580. Pengukuran pada saat panjang gelombang maksimum memiliki kepekaan tinggi, sehingga
dengan perubahan kadar yang kecil akan menghasilkan respon yang besar, sehingga jika akan
dilakukan pengukuran ulang dan replikasi akan meminimalkan terjadinya kesalahan pengukuran.
Maka dariitu hukum Lambert-Beer akan terpenuhi dengan baik maka dapat diperoleh kurva baku
yang linier.

Penentuan kurva baku menggunakan larutan baku kuersetin dengan konsentrasi 4, 6, 8, 10,
dan 12 ppm. Serikadar kurva baku hendaknya memilikiserapan antara 0,2-0,8 untuk menghindari
terjadinya kesalahanf otometrik. Hasil penentuan kurva baku dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil penentuan kurva baku

Konsentrasi (ppm) Abs Regresi Linier
4 0,241
6 0,336 y=0,0506x + 0,0372
8 0,444 r=0,9994
10 0,548
12 0,641

Grafik kurva baku diperoleh antara absorbansi dan konsentrasi kuersetin dapat dilihat pada
gambar4. Gambar 4 menunjukkan korelasi antara konsentrasi dan absorbansi adalah berbanding
lurus, yang artinya semakin tinggikonsentrasilarutan baku kuersetin maka semakin tinggi pula nilai
absorbansi yang dihasilkan. Persamaan regresi yang diperoleh dari hasil pengukuran adalah y =
0,0506x + 0,0372. Nilai linieritas yang ditunjukkan dengan koefisien korelasi (r) sebesar 0,9994.
Nilai r yang didapatkan mendekati 1 sehingga dapat dikatakan bahwa absorbansi dan konsentrasi
memiliki korelasi yang sangat kuat.

Grafik Linieritas Kurva Baku
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Gambar 4.Grafik linieritas kurva baku kuersetin

Penentuan total jumlah flavonoid dari sari buah oyong segar dan rebus dilakukan dengan
kolorimetri (Chang et al, 2002). Pada pengukuran senyawa flavonoid total larutan direaksikan
dengan AICI; sehingga terjadipembentukan kompleks antara flavonoid dan AICIs. Larutan sampel
yang telah direaksikan dengan AICI; dan CH3COOK didiamkan ditempat yang gelap karena senyawa
yang terbentuk sensitif terhadap cahaya. Larutan AICIs digunakan untuk membentuk kompleks
berwarna dengan flavonoid sehingga menyebabkan pergeseran panjang gelombang kearah visibel
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(tampak) yang ditandai dengan larutan menghasilkan warna lebih kuning. Larutan CH3COOK
ditambahkan untuk mempertahanka npanjang gelombang pada daerah visibel (tampak).

Prinsip yang digunakan dalam analisis total flavonoid menggunakan AICIs adalah
pembentukan kompleks antara AICIls dengan gugus keton pada atom C-4 dan juga dengan gugus
hidroksi pada atom C-3 atau C-5 yang bertetangga dari flavon dan flavonol. Reaksi flavonoid dengan
AIClzdapat dilihat pada gambar 5.

Gambar 5. Reaksi flavonoid dengan AICIs (Lindawati dan Ma’ruf, 2020)

Kadar flavonoid total pada buah oyong segar dan rebusan dinyatakan dengan mg QE/g yang
merupakan ekuivalensi quersetin dalam setiap gram sampel. Hasil penetapan kadar flavonoid total
buah oyong segar dan rebusan dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Hasilpenetapankadar

Sampel Replikasi Rata-rata Rata-rata Kadar Flavonoid Total %KV
(mgQE/gram)

0,1927
0,1923 0,19 0,40%
0,1938
0,2876
0,2882 0,28 0,14%
0,2884

Oyong Segar

Oyong Rebus

WNEFPWN -

Berdasarkan hasil analisis flavonoid total buah oyong segar dan rebus diperoleh hasil yang
tertinggi yaitu pada buah oyong rebus yaitu 0,28 mgQE/ gram. Hal ini menunjukkan bahwa
perebusan mempengaruhi kadar flavonoid karena semakin banyak senyawa flavonoid yang
mengalami pemutusan ikatan glikosida dan menjadi bentuk bebas sehingga kadar total flavonoid
semakin meningkat. Menurut Harborne (1996) penguraian flavonoid dalam bentuk glikosida
(flavonoid yang masih berikatan dengan gugus gula menjadi flavonoid dalam bentuk aglikon
(flavonoid tunggal) akan meningkatkan kadar total flavonoid. Semakin banyak gugus gula yang
terurai maka pengukuran total flavonoid akan meningkat.

Flavonoid merupakan senyawa yang bersifat stabil terhadap pemanasan dengan suhu tertentu.
Meningkatnya suhu menyebabkan peningkatan kadar flavonoid sampai pada suhu tertentu kemudian
menurun seiring dengan peningkatan suhu yang lebih tinggi (Riadini et al., 2015). Menurut
(Puspitasri & Prayogo, 2016) pemanasan yang optimal yaitu pada waktu 5 menit karena jika diatas
waktu tersebut maka kandungan flavonoid akanmenurun.

Nilai koefisien variasi yang diperoleh kurang dari 2%. Hal inimenunjukkan bahwa data pada
penetapan kadar total flavonoid buah oyong segar dan rebus diperoleh dengan tingkat ketelitian kerja
yang baik, sehingga kadar flavonoid pada oyong segar dan oyong rebus memenuhi persyaratan
parameter presisi (Jamaluddin, 2012).
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Tabel 4. Hasil Uji Independent Sampel T-test

No Sampel Sig (2 tailed)
1. Buah oyong segar 0,000
2. Buah oyong rebus 0,000

Uji Independent Samples T-Test dilakukan untuk mengetahui perbandingan kedua kadar
dengan tingkat kepercayaan 95%. Berdasarkan tabel 4 hasil uji Independent Samples T-Test
menunjukkan dikolom sig (2 tailed) yaitusebesar p = 0,000 (< 0,05) yang artinya ada perbedaan
signifikan rata-rata kadar buah oyong (Luffa acutangula L) segar dengan buah oyong rebus.

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan didapatkan hasil kadar flavonoid pada buah
oyong (Luffa acutangula L) segar yaitu 0,19 mgQE/gram dan kadar flavonoid buah oyong (Luffa
acutangula L) rebus yaitu 0,28 mgQE/ gram. Buah oyong rebus memiliki kadar flavonoid yang lebih
tinggidibandingkan dengan buah oyong segar. Hasil ujistatistik menunjukkan bahwa kadar flavonoid
pada buah oyong segar dan buah oyong rebus terdapat perbedaan yang signifikan p = 0,000 (<0,05).
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