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MOTTO

“Hasbunallah wani’'mal wakil ni ' mal maula wani’man nasir”
Cukuplah Allah sebagai tempat diri bagi kami, sebaik-baiknya pelindung dan
sebaik-baiknya penolong kami.

“Jika kamu tidak sanggup menahan lelahnya belajar maka kamu harus sanggup

menahan perihnya kebodohan™ - Imam Syafi'i
“Hal-hal besar tidak pernah datang dari zona nyaman”
"Hari ini, esok, dan seterusnya, tetaplah mensyukuri apa yang ada."
"Kesempatan tidaklah datang secara kebetulan, tetapi juga harus diciptakan."
“Push yourself to be great”

“Be you. Do you. For you”
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PENGARUH VARIASI PELARUT DALAM EKSTRAKSI
DAUN KARET KEBO (Ficus elastica) PADA PENENTUAN
KADAR FLAVONOID TOTAL DENGAN METODE
SPEKTROFOTOMETRI UV-VIS

Annisa Fajar Lestari

Program Studi DIl Analisis Kimia FMIPA Universitas Islam Indonesia
JI. Kaliurang Km 14,5 Yogyakarta
Email : 19231057 @students.uii.ac.id

INTISARI

Telah dilakukan penentuan kadar flavonoid total ekstrak metanol 99%,
etanol 96%, dan etanol 100% dalam daun karet kebo (Ficus elastica) menggunakan
spektrofototmeter Uv-Vis. Tujuan penelitian ini, untuk mengetahui pengaruh
penggunaan jenis pelarut terhadap kadar flavonoid total daun karet kebo dan
terhadap validasi metodenya. Sampel akan diekstrak menggunakan variasi pelarut,
dilarutkan dalam etanol 96% yang selanjutnya direaksikan dengan AICIz dan
CH3COONa. Senyawa flavonoid dalam sampel ekstrak daun karet kebo akan
bereaksi dengan AICI3 membentuk senyawa kompleks berwarna kuning yang
serapannya akan diukur menggunakan spektrofotometri UV-Vis double beam pada
A=443 nm. Absorbansi yang terukur sebanding dengan kadar flavonoid dalam
ekstrak daun karet kebo. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan , diperoleh
nilai % rendemen pada masing-masing ekstrak metanol 99%, etanol 96%, dan
etanol 100% daun karet kebo sebesar 10,62%; 10,28%; dan 6,59%. Uji linieritas
larutan standar kuersetin diperoleh persamaan regeresi liner, yaitu y = 0,0271x +
0,0059 dan koefisien determinasi (R?) sebesar 0,9988 > 0,995. Limit of Detection
(LOD) dan Limit of Quantitation (LOQ) sebesar 1,3485 ppm dan 4,4951 ppm. Nilai
presisi pengujian sampel ekstrak metanol 99%, etanol 96%, dan etanol 100% daun
karet kebo dinyatakan dalam %RSD sebesar 1,99%; 0,70%; dan 3,61% < 2/3 CV
Horwitz sebesar 7,09%. Nilai akurasi sampel dinyatakan dalam %recovery sebesar
95,80%; 114,46%; dan 86,16%. Perolehan nilai kadar flavonoid total dalam daun
dari ekstrak metanol 99%, etanol 96%, dan etanol 100% daun karet kebo sebesar
(0,58 £ 0,0601); (0,76 £ 0,0560); dan (0,99 £ 0,0400) %. Semua parameter validasi
memenuhi syarat keberterimaan, maka metode penentuan kadar flavonoid dalam
daun karet kebo tervalidasi.

Kata Kunci : flavonoid, ekstrak metanol 99%, etanol 96%, dan etanol 100% daun
karet kebo, spektrofotometer Uv-Vis, validasi
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Masyarakat Indonesia dikenal telah menggunakan tanaman herbal untuk
menyembuhkan berbagai macam penyakit. Salah satunya adalah tanaman karet
kebo (Ficus elastica) yang berasal dari India dengan pemanfaatannya dalam
pengobatan disentri, antiemetik, hipotensi, penyakit kulit, anemia, penyakit hati dan
agen diuretik (Saeed et al., 2017). Karet kebo merupakan golongan spesies yang
kaya akan senyawa metabolit sekunder berupa polifenol, seperti flavonoid sebagai
antioksidan (Sirisha et al., 2010) dan aktivitas antimikroba (Setiawan, 2008).
Hampir pada seluruh ekstrak tumbuhan, kita dapat menemukan kandungan
senyawa flavonoid dengan kadar yang bervariasi (Azizah et al., 2014).

Flavonoid adalah senyawa dengan struktur kimia terdiri atas 2 cincin
aromatik yang dihubungkan oleh 3 jembatan karbon yang merupakan senyawa
turunan polifenol yang dapat ditemukan dalam semua ekstrak tanaman yang
memiliki aktivitas sebagai antikanker, antiangionik, antiinflamasi, antioksidan,
antialergi dan antimikroba (Hossain et al., 2013). Oleh karena itu, kadar flavonoid
dalam daun karet kebo perlu diidentifikasi sebagai salah satu bahan obat herbal.

Sifat kepolaran senyawa flavonoid berbeda-beda mulai polar, semi polar
sampai non polar. Ekstraksi flavonoid yang lebih polar dapat menggunakan pelarut
air, alkohol (metanol dan etanol) atau campuran keduanya (Pangestu, 2016) yang
akan menghasilkan berat rendemen yang berbeda-beda tergantung dengan sifat
kepolarannya. Ekstraksi untuk mendapatkan flavonoid dalam daun karet kebo bisa
menggunakan metode maserasi. Maserasi adalah proses mengisolasi kandungan
senyawa kimia dalam simplia menggunakan pelarut yang sesuai sehingga senyawa
metabolit sekunder keluar dari sel-sel daun dan larut dalam pelarut.

Pemilihan pelarut dalam proses ekstraksi merupakan hal yang sangat
penting. Dalam penelitian ini dipilih pelarut metanol 99%, etanol 96%, dan etanol
100% sebagai pelarut pembanding dalam proses ekstraksi flavonoid dalam daun
karet kebo. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Suhendra et al., (2019)

terkait variasi konsentrasi pelarut etanol dalam ekstraksi rimpang ilalang dan



penelitian Pujiastuti dan Zeba (2021) terkait variasi konsentrasi pelarut etanol
dalam ekstraksi kulit buah naga merah, bahwa konsentrasi pelarut etanol
berpengaruh nyata terhadap hasil rendemen dan kadar flavonoid total. Pelarut
metanol digunakan pada penelitian Gupita (2021) bahwa ekstraksi daun karet kebo
menggunakan pelarut metanol menghasilkan % rendemen sebesar 4,05%. Oleh
karena itu, penelitian ini menitik beratkan pada pengaruh variasi pelarut berupa
metanol 99%, etanol 96%, dan etanol 100% dalam penentuan kadar flavonoid total
daun karet kebo (Ficus elastica) menggunakan spektrofotometer Uv-Vis.
Penggunakan spektrofotometer Uv-Vis karena didasarkan adanya struktur aromatis
yang terkonjugasi dalam senyawa flavonoid dan bisa menunjukkan pita serapan
kuat pada daerah UV-Vis (Rohyami, 2007). Pengujian ini merupakan
pengembangan metode penentuan kadar flavonoid total menggunakan variasi
pelarut dalam ekstraksinya, maka perlu dilakukan validasi metode yang bertujuan
untuk mengkonfirmasi metode ini telah memenuhi persyaratan tertentu dan sesuai

dengan peruntukannya.

1.2 Rumusan masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut, rumusan masalah yang dapat diambil

dalam penelitian ini, yaitu:

1. Bagaimana uji kualitatif dan kuantatif flavonoid dari ekstrak daun karet
kebo dengan pengaruh variasi pelarut pelarut metanol 99%, etanol 96%,
dan etanol 100%?

2. Bagaimana hasil validasi metode pada variasi pelarut metanol 99%, etanol
96%, dan etanol 100% ditinjau dari linieritas, nilai LOD dan LOQ, presisi,

dan akurasi?

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk :

1. Menentukan hasil uji kualitatif dan kuantatif flavonoid dari ekstrak daun
karet kebo dengan pengaruh variasi pelarut pelarut metanol 99%, etanol
96%, dan etanol 100%.



2. Menentukan hasil validasi metode pada variasi pelarut metanol 99%,
etanol 96%, dan etanol 100% ditinjau dari linieritas, nilai LOD dan LOQ,

presisi, dan akurasi?

1.4 Manfaat

Penelitian ini bermanfaat untuk mengetahui metode analisis flavonoid total
dalam daun karet kebo (Ficus elastica) yang sesuai serta mengetahui pelarut yang
optimal dalam proses maserasi untuk penelitian ini dengan cara membandingkan
hasil rendemen dan kadar flavonoid dalam daun karet kebo dalam pelarut metanol
99%, etanol 96%, dan etanol 100%. Hasil dari nilai kadar flavonoid setiap pelarut
yang berbeda disimpulkan manakah pelarut yang paling efektif dan dapat menjadi

acuan untuk penelitian selanjutnya.



BAB |
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman karet kebo (Ficus elastica)

Karet kebo (Ficus elastica) berasal dari India, Srilanka, dan sebagian
kawasan Asia Tenggara dengan ketinggian mencapai 20-30 meter, batang berkayu,
berbentuk bulat, berwarna cokelat tua, daunnya berbentuk lonjong dan runcing di
pangkalnya dengan warna hijau tua pada bagian atas dan merah gelap pada bagian
bawahnya. Pohon ini memiliki perakaran tunggang sedangkan buahnya berbentuk
bulat telur dengan panjangnya sekitar 1 cm, dan berwarna kuning kehijau-hijauan.
Pohon karet kebo (Ficus elsatica) dapat dilihat pada gambar 2.1. Kandungan pada
akar dan kulitnya meliputi saponin, polifenol, dan flavonoid. Sedangkan daun

tanaman ini mengandung tanin, saponin, dan polifenol (Adi, 2006).

Gambar 2. 1 Pohon Karet kebo (Ficus elastica)

Taksonomi tumbuhan karet kebo (Ficus elastica):

Kingdom : Plantae
Division : Magnoliophyta
Class : Magnoliopsida
Subclass : Hamamelidae
Order - Urticales
Family : Moraceae
Genus : Ficus

Species : Ficus elastica Roxb. ex Hornem (Berg et al.,2006).



Tanaman karet kebo memiliki sejuta manfaat dengan kandungan berbagai
senyawa metabolit sekunder untuk mengobati berbagai macam penyakit. Selain
akar karet kebo yang dimanfaatkan sebagai obat, ekstrak daun karet kebo (Ficus
elastica) memiliki aktivitas antimikroba dan untuk penyakit kulit, anemia,

gangguan neuro degeneratif, dan sebagai agen diuretik (Setiawan, 2008).

2.2 Flavonoid

Flavonoid merupakan senyawa golongan fenol alam yang terbesar yang
terdapat dalam tanaman dengan struktur kimia terdiri atas dua cincin aromatik yang
dihubungkan oleh tiga jembatan karbon dan termasuk turunan polifenol dengan
sifat polar yang dapat larut dalam pelarut etanol, butanol, metanol, asetom, DMSO,
DMF, dan air (Markham, 1988).
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Gambar 2. 2 Stuktur Dasar Flavonoid (Markham, 1988)

Flavonoid memiliki aktivitas sebagai antikanker, antiangionik,
antiinflamasi, antioksidan, antialergi dan antimikroba. Flavonoid terdiri atas
beberapa subkelas yaitu flavonol, kalkon, isoflavon, flavon, dan flavanol.
Flavonoid dalam tumbuhan sebagai glikosida dalam bentuk yang mungkin berbeda-
beda dan merupakan aglikon yang terikat pada gula (Hossain et al., 2013).

Flavonoid sebagai antioksidan karena menyebabkan penangkapan radikal
bebas dari reaksi pengoksidasi lemak oleh adanya gugus hidroksil yang terikat pada
cincin aromatic, selanjutnya flavonoid akan memberikan atom hidrogennya untuk

menstabilkan radikal peroksi lemak (Dewi, 2012).
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Gambar 2. 3 Struktur Beberépa Jenis Flavonoid (Harbone, 1987)

Senyawa flavonoid dalam tumbuhan dalam bentuk glikosida dan aglikon
flavonoid yang terikat pada gula dengan sistem penggolongan flavonoid dibedakan
berdasarkan cincin heterosiklik-oksigen tambahan dan gugus hidroksil yang
tersebar menurut pola yang berlainan (Harbone, 1987; Robinson, 1991).
Penggolongan flavonoid berdasarkan penambahan rantai oksigen dan perbedaan
distribusi dari gugus hidroksil seperti pada Gambar 2.3.

Analisis senyawa flavonoid dalam tanaman dapat dilakukan secara
kualitatif dan kuantitatif menggunakan spektrofotometer Uv-Vis. Uji kualitatif
flavonoid dapat menggunakan kromatografi lapis tipis yang diidentifikasi
bercaknya menggunakan sinar Uv pada panjang gelombang 254 nm atau 366 nm
untuk menentukan struktur flavonoidnya berdasarkan warna bercak dan nilai Rf
(Markham, 1988). Selain itu, uji kualitatif flavonoid dapat menggunakan FTIR
(Fourier Transform Infrared Spectroscopy) untuk menentukan struktur khas
senyawa flavonoid. Berdasarkan uji konfirmasi pada penelitian Dewi et al., (2017)
spektrofometer FTIR menunjukkan bahwa pada isolat flavonoid terdapat vibrasi
gugus —OH, C-H aromatik, C=C aromatik, C=0, C-0, dan C-H alifatik stretching.
Uji kuantitatif senyawa flavonoid dapat menggunakan spektrofotometer Uv-Vis.
Hal ini didasarkan karena senyawa flavonoid mengandung sistem aromatis yang
terkonjugasi dan pada daerah Uv-Vis akan menunjukkan pita serapan kuat
(Harborne, 1987).
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Gambar 2. 4 Reaksi Flavonol dengan AICIs (Indrayani, 2008)
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Gambar 2. 5 Reaksi Flavon dengan AICls (Indrayani, 2008)

Identifikasi flavonoid menggunakan spektrofotomeetr Uv-Vis dilakukan
dengan metode kolorimetri dengan pereaksi AICls. Senyawa flavonoid dalam
sampel akan bereaksi dengan AICIs membentuk senyawa kompleks berwarna
kuning. Menurut Markham (1988), senyawa kompleks yang terbentuk dari
penambahan AICIs seperti yang dapat dilihat pada Gambar 2.4 dan Gambar 2.5
adalah senyawa kompleks yang bersifat tahan asam pada gugus hidroksi dan keton
yang bertetangga, sedangkan pada gugus orto-hidroksil merupakan senyawa
kompleks yang tidak tahan asam. Terbentuknya senyawa kompleks akan
menyebabkan pergeseraan panjang gelombang flavonoid ke arah sinar tampak
sehingga dapat diukur serapannya pada daerah panjang gelombang Uv-Vis.

2.2 Maserasi

Maserasi adalah metode ekstraksi sederhana yang dilakukan dengan
merendam sampel simplisia halus dengan pelarutnya dan dihindarkan dari sinar
matahari langsung agar tidak terjadi reaksi hidrolisis oleh sinar matahari langsung
dan mengalami perubahan warna pada rendaman. Ekstraksi dipengaruhi oleh
perbandingan jumlah sampel dan pelarutnya, semakin besar perbandingan sampel
dengan pelarut maka akan menghasilkan ekstrak yang lebih banyak karena pelarut
akan menembus dinding yang terdapat zat aktif didalamnya selanjutnya zat aktif

akan tertarik dengan pelarut dan terpisah dari sumber komponen asal. Manfaat dari



metode maserasi sendiri adalah prosedur perlakuanya dan alat perlakuan yang
sangat mudah, namun memerlukan waktu yang lebih lama dari metode ekstraksi
lainnya (Puspitasari dan Proyogo, 2017). Banyaknya senyawa yang berhasil
diekstrak tergantung sifat kepolaran pelarut, waktu ekstraksi, perbandingan

simplisia dan pelarut, dan lainnya. Banyaknya hasil ekstraksi dinyatakan dengan

%rendemen.
berat ekstrak kental
%Rendemen = - — x100%
berat simplisia
2.3 Kuersetin

Kuersetin adalah turunan flavonoid dalam buah atau sayur yang
merupakan polifenol alami yang mudah dihidrolisis. Kuersetin banyak digunakan
dan mudah diekstraksi, dipisahkan, dan diidentifikasi. Flavonoid seperti kuersetin
(terutama dalam bentuk glikosida kuersetin) adalah molekul flavonoid yang paling
melimpah dan banyak ditemukan pada tumbuhan seperti biji-bijian, kacang-

kacangan, bunga, kulit kayu dan daun.
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Gambar 2. 6 Struktur Kimia Kuersetin (Harbone, 1987)

Kuersetin termasuk golongan flavonoid yang penyebarannya luas pada
jenis tanaman dan memiliki rumus molekul yang hampir sama dengan flavon dan
flavonol, yaitu keberadaan gugus keto pada C-4 dan memiliki gugus hidroksil pada
atom C-3 atau C-5 (Azizah et al., 2014). Kuersetin dapat bereaksi dengan AlCls
membentuk senyawa kompleks berwarna kuning sehingga dapat digunakan sebagai
standar penentuan flavonoid menggunakan spektrofotometer Uv-Vis (Kelly, 2011).
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Gambar 2. 7 Gugus Kromofor dan Auksokrom pada Kuersetin

Senyawa  Kkuersetin  dapat dianalisi menggunakan  intrumen
spektrofotometer Uv-Vis karena adanya gugus kromofor dan auksokrom seperti
pada Gambar 2.7. AlICIs akan berikatan dengan gugus hidroksi yang bertetangga
dengan karbonil membentuk sneyawa tahan asam dan dua gugus hidroksi pada
posisi orto yang tidak tahan asam (Markham, 1988). Adanya gugus kromofor dan
auksokrom tersebut yang akan membentuk senyawa kompleks sebagai syarat suatu

sampel dapat dianalisis dengan spektrofotometer Uv-Vis.
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Gambar 2. 8 Reaksi Kompleks Kuersetin dengan AICIs (Harborne,1996)

Larutan AICIs ditambahkan dalam pengujian sebagai pengompleks dan
pereaksi geser. Reaksi kuersetin dengan AICIs seperti pada Gambar 2.8, bahwa
larutan AICl3z akan berikatan dengan gugus keton pada C-4 dan gugus hidroksil pada
atom C-3 atau C-5 membentuk senyawa kompleks berwarna kuning yang akan
menyebabkan pergeseran batokromik atau pergeseran panjang gelombang
flavonoid ke arah sinar tampak (visible) agar absorbansi sampel lebih maksimal.
Pereaksi geser yang dapat digunakan selain AICl3, yaitu NaOMe, HCI, dan H3BOa.
Larutan CH3COONa ditambahkan dalam reaksi untuk mempertahankan panjang
gelombang pada daerah sinar tampak dan untuk mendeteksi adanya gugus 7-
hidroksil bebas (Markham, 1988).



2.4 Spektrofotometer UV- Vis

Spektrofotometer UV- Vis adalah instrumen yang digunakan untuk
mengukur kadar senyawa dalam sampel dengan prinsip melewatkan sampel pada
cahaya pada panjang gelombang daerah ultraviolet (200 - 400 nm) dan visible (400
-800 nm) dengan adanya interaksi antara molekul dalam sampel dengan sinar
radiasi elektromagnetik. Radiasi elektromagnetik yang dilewatkan dalam sampel
sebagian akan diserap oleh molekul sesuai dengan panjang gelombang tertentu dan
sebagain akan terjadi emisi. Proses molekul sampel mengabsorbsi mengabsorbsi
energi sinar elektromagnetik karena memilki panjang gelombang yang sama, maka
elektron dalam keadaan tereksitasi. Elektron yang tereksitasi melepaskan energi
dengan proses radiasi panas dan kembali ke keadaan dasar. Perbedaan energi antara
tingkat dasar dan tingkat tereksitasi bersifat spesifik untuk setiap senyawa, maka
panjang gelombang yang diserap juga tertentu. Intrumen spektrogotometer Uv-Vis
double beam dapat dilihat pada Gambar 2.8 (Riyanto, 2017).

Syarat sampel dapat dianalisis menggunakan spektrofotometer Uv-Vis
adalah memiliki gugus kromofor dan auksokrom dan merupakan larutan berwarna.
Gugus kromofor merupakan gugus jenuh kovalen yang dapat menyerap radiasi
elektromagnetik dalam daerah Uv-Vis. Gugus kromofor mengikat gugus
auksokrom yang dapat mengubah panjang gelombang dan intensitas absorbansi
maksimum. Jika sampel tidak berwarna dapat ditambahkan larutan pengompleks
agar larutan berwarna dan terjadi pergeseran panjang gelombang yang lebih

panjang ke arah sinar tampak atau disebut pergeseran batokromik (Riyanto, 2017).
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Gambar 2. 8 Instrumentasi Spektrofotometer Uv-Vis
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Double Beam (Vogel, 1989)

Analisis senyawa flavonoid menggunakan spektrofotometer UV-Vis dapat
digunakan untuk membantu mengidentifikasi jenis flavonoid dan menentukan pola
oksigenasi (Markham, 1988). Analisis kuantitatif senyawa flavonoid menggunakan
spektrofotometer UV-Vis berdasarkan hukum Lambert-Beer karena adanya gugus
kromofor dan auksokrom yang menyebabkan molekul-molekul senyawa flavonoid
dapat memberikan serapan yang bermakna ketika berinteraksi dengan radiasi
elektromagnetik pada panjang gelombang 200-780 nm akan menyebabkan transisi
elektronik. Sampel flavonoid yang diuji direaksikan dengan pereaksi geser agar
membentuk senyawa kompleks yang serapannya berada pada daerah sinar tampak
sehingga dapat diukur menggunakan persamaan Lambert-Beer:

Persamaan Lambert-Beer:
A=€excxd

Dimana A adalah serapan (absorbansi), € adalah koefisien absorpsi, C adalah

konsentrasi flavonoid, dan d adalah panjang sel (Markham, 1988).

2.6 Validasi metode

Validasi metode merupakan salah satu bentuk kegiatan untuk
pengendalian dan penjaminan mutu terhadap metode non standar atau metode yang
dikembangkan laboratorium berupa konfirmasi dengan melakukan pengujian di
laboratorium dan pengadaan bukti yang objektif bahwa persyaratan tertentu untuk
suatu maksud khusus dapat mendapatkan hasil yang baik dan sesuai untuk

peruntukannya (Riyanto, 2014).
2.6.1 Linieritas

Linieritas adalah parameter validasi untuk menentukan kemampuan suatu
metode analisis mendapatkan hasil pengujian proporsional yang berbanding lurus
dengan konsentrasi analit yang terdapat dalam sampel pada rentang konsentrasi
tertentu (Riyanto, 2014). Linieritas didapat berdasarkan pengujian deret standar
larutan baku dengan konsentrasi yang berbeda untuk memperoleh kurva kalibrasi
standar. Kurva kalibrasi yang diperoleh selanjutnya dibuat persamaan regresi linier
y=ax+b, dimana x adalah konsentrasi, y adalah absorbansi atau respon alat, adalah

slope, dan b adalah intersep. Nilai slope yang dihasilkan menggambarkan
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sensitifitas metode pengujian dan nilai intersep menggambarkan sinyal blanko. Uji
linieritas dilihat berdasarkan nilai slope, intersep, koefisien determinasi (R?), dan
koefisien korelasi (r). Syarat suatu metode memenuhi linieritas yang baik, yaitu
nilai R? > 0,997 dan r > 0,995 (Riyanto, 2014).

2.6.2  Limit of Detection (LOD) dan Limit of Quantitation (LOQ)

Batas deteksi (Limit of Detection) adalah batas deteksi terkecil konsentrasi
analit yang dapat dideteksi oleh alat dan memberikan respon yang signifikan
dibandingkan blanko namun tidak dapat dikuantisasi secara tepat. Sedangkan batas
kuantisasi (Limit of Quantitation) merupakan batas deteksi kuantitas konsentrasi
terkecil analit yang dapat dideteksi alat yang ditentukan secara kuantitatif dengan
tingkat presisi dan akurasi yang tepat. Limit of Detection (LOD) dan Limit of
Quantitation (LOQ) dapat ditentukan dengan beberapa cara, yaitu signal-to-noise,
penentuan blanko, dan kurva kalibrasi pengukuran larutan standar (Riyanto, 2014).
Cara yang umum digunakan menggunakan kurva kalibrasi dengan nilai Sy/x

sebagai simpangan baku atau disebut juga standar deviasi residual kurva kalibrasi.

2 (y—-yi)?
Sylx= -yi)
-2
3x Sy
LOD =—=%
slope
10x Sy/x
LOQ = slope
2.6.3  Presisi

Presisi adalah parameter yang menggambarkan seberapa dekat hasil
pengukuran yang dilakukan berulang oleh analis dalam kondisi terntentu dalam
interval waktu yang singkat. Presisi dapat dinyatakan dalam repeatability
(keterulangan), intermediate precision (presisi antara), dan reproducibility
(ketertiruan). Repeatability (keterulangan) adalah keseksamaan metode yang
dilakukan berulang oleh analis yang sama pada konsdisi yang sama selama interval

waktu yang singkat. Intermediate precision (presisi antara) didefinisikan sebagai
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pengujian presisi yang dilakukan di laboratorium yang sama dengan variasi kondisi
misalnya variasi analis, hari, atau peralatan. Reproducibility (ketertiruan) adalah
keseksamaan metode yang dibandingankan antar laboratorium yang berbeda,
kondisi, dan peralatan yang berbeda. Presisi yang baik dilihat berdasarkan %RSD
(Relative Standard Deviasi) jika sampel lebih dari dua dengan syarat keberterimaan
<2%. Sedangkan untuk presisi dengan pengulangan sampel duplo maka
menggunakan  %RPD  (Relative Percent Difference) dengan syarat
keberterimaannya < 10%. Jika nilai %RSD melebihi syarat keberterimaan maka
harus dicari koefisien variasi atau CV Horwitz (Riyanto, 2014).

Y(Xi —X)?

SD =
n—1

SD
%RSD = = X 100%

CV Horwitz = 21~0.5logC

2.6.4  Akurasi

Akurasi merupakan pearameter yang menggambarkan derajat kedekatan
hasil analisis dengan kadar analit yang sebenarnya (Riyanto, 2014). Uji akurasi
dengan menguji larutan spike yang berasal dari analit sampel yang ditambahkan
sejumlah larutan standar baku sesuai akurasi yang diinginkan. Nilai akurasi
dinyatakan dalam %Recovery. Menurut Association of Official Analytical
Chemistry (AOAC) tahun 2002, nilai akurasi yang baik berada pada rentang 80-
115% pada kadar target 10 ppm.

—b
C spike = YT
V standar X C standar
C target = Vtotal
C spike — Csampel
%Recovery = C target X 100%

13



2.6.5 Estimasi ketidakpastian pengukuran

Estimasi ketidakpastian pengukuran diatur dalam I1SO/IEC 17025:2005
terkait persyaratan umum kompetensi laboratorium pengujian dan kalibrasi.
Estimasi ketidakpastian pengukuran merupakan parameter hasil pengujian yang
merepresentasikan penyebaran nilai hasil pengukuran dari beberapa komponen
yang digabungkan menjadi ketidakpastian keseluruhan (Riyanto, 2014).
Penyumbang estimasi ketidakpastian pengukuran berasal dari rumus perolehan
kadar yang selanjutnya menjadi sumber-sumber kesalahan yang dipadukan menjadi
suatu rentang tunggal. Sumber-sumber estimasi ketidakpastian ditentukan dengan
cara fishbone atau diagram tulang ikan (Pramono, 2014).

Jenis-jenis ketidakpastian pengukuran:

tipe A: ketidakpastian pengukuran yang berasal dari eksperimental dan pengukuran
S
berulang W=

tipe B: ketidakpastian pengukuran yang berasal dari informasi baku pengukuran

yang dapat dipercaya dari koreksi oleh distribusi probabilitas nilai yang diukur.
Jenis distribusi penyumbang ketidakpastian:

1. distribusi normal dengan tingkat kepercayaan 95% (k=2),

_Qu
=%

2. distribusi rectangular, dan

_
VA

3. distribusi triangular

= % (Riyanto, 2014).

Setiap komponen pengujian yang menjadi penyumbang ketidakpastian
selanjutnya menjadi ketidakpastian gabungan (combined uncertainty. Jika
komponen ketidakpastian memiliki satuan yang sama, maka ketidakpastian
gabungan adalah akar pangkat dua dari jumlah ketidakpastian baku. Sedangkan,
jika komponen ketidakpastian satuannya tidak sama, maka perlu disamakan
satuannya melalui ketidakpastian relatif. Ketidakpstian diperluas memberikan
probabilitas pengujian bahwa hasil uji berada rentang yang dipersyaratkan dengan
cara mengalikan ketidakpastian gabungan dengan faktor tingkat kepercayaan 95%.
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Ketidakpastian gabungan dengan satuan sama,

Ue = /(1a)* + (ub)* +---
Ketidakpastian gabungan dengan satuan berbeda,

Uc pa 2 ub 2

T \/(:) + ()

Ketidakpastian diperluas tingkat kepercayaan 95% (k=2),
U=U.xk (Riyanto, 2014)
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Alat

Alat yang digunakan adalah spektrofotometer UV-Vis double beam
Hitachi UH5300 , neraca analitik Ohaus, rotary evaporator Scilogex RE100-S, labu
ukur 10, 25, 100 mL Iwaki Pyrex, erlenmeyer 250 mL Iwaki Pyrex, gelas beaker
500 mL Iwaki, pipet ukur 1 mL dan 10 mL Iwaki Pyrex, tabung reaksi Pyrex, kaca
arloji, botol timbang Iwaki, kuvet, spatula, pengaduk kaca, oven, ayakan mesh 100,

gerinda, corong gelas, gunting, propipet.

3.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu sampel daun karet kebo
diambil dari pohon karet kebo yang terletak di belakang Masjid Ulil Albab UlI,
metanol 99% merek Merck diperoleh dari Sentra Chemicals Indonesia, etanol 96%
merek Merck dari Sentra Chemicals Indonesia, etanol pro analisis 100% merek
Merck dari Laboratorium Kimia Terapan, standar kuersetin merek Sigma dari
Sentra Chemicals Indonesia , AlICl3-6H.0O merek Merck dari Sentra Chemicals
Indonesia, CH3COONa-3H>0 merek Merck dari Laboratorium Kimia Terapan,

aquades, kertas saring whatman, plastik wrap.

3.3 Cara kerja
3.3.1  Preparasi sampel

Daun karet kebo, dicuci dan dirajang tipis, dikeringkan dengan oven pada
suhu 100°C selama 24 jam. Simplisia kering dihaluskan dan diayak menggunakan
ayakan mesh 100. Serbuk daun karet kebo masing-masing ditimbang 50 g dan
dimaserasi dalam 250 mL pelarut metanol 99%. Maserasi diaduk 2 kali sehari
selama 10 menit. Maserasi dilakukan 5 hari (120 jam) pada suhu (26-28°C). Filtrat
dan residu disaring dengan kertas saring whatman menggunakan vakum buchner,
dipekatkan dengan evaporator suhu 55°C hingga ekstrak menjadi pekat. Langkah

yang sama dilakukan menggunakan variasi pelarut etanol 96% dan etanol p.a.



3.3.2 Uji kualitatif flavonoid menggunakan FTIR-ATR
Perangkat FTIR-ATR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy-
Attenuated Total Reflectance) dinyalakan dengan menekan tombol on/off . Software
FTIR yang tersedia pada komputer dibuka dan dilakukan pengujian dengan
meletakkan sampel ekstrak daun karet kebo yang akan diuji pada permukaan sel.
Hasil pembacaan berupa peak dan dicocokkan dengan standar senyawa organik

penyusunnya.

3.3.3  Uji kuantitatif flavonoid ekstrak daun karet kebo
3.3.3.1 Pembuatan AIClIs 2%

Padatan AIClI3 ditimbang sebanyak 0,5 gram dan dilarutkan menggunakan
akuades dalam labu ukur 25 mL. Larutan ditepatkan volumenya sesuai tanda batas,

ditera, diseka, dan dihomogenkan.

3.3.3.2 Pembuatan CH3COONa-3H20 1M
Natrium asetat trihidrat ditimbang sebanyak 3,4019 gram selanjutnya
dilarutkan menggunakan akuades dalam labu ukur 25 mL. Larutan ditepatkan

volumenya sesuai tanda batas, ditera, diseka, dan dihomogenkan.

3.3.3.3 Pembuatan larutan uji ekstrak flavonoid daun karet kebo 100 ppm
Masing-masing ekstrak kental daun karet kebo dari variasi dalam pelarut
metanol teknis 99%, etanol teknis 96%, dan etanol p.a ditimbang sebanyak 10 mg.
Dilarutkan dengan sedikit etanol 96% dan dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL.
Larutan ditepatkan volumenya dengan etanol 96% sampai tanda batas lalu
dihomogenkan, sehingga diperoleh konsentrasi 1000 ppm. Larutan stok uji 1000
ppm selanjutnya dipipet 1 mL dan dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL. Larutan
ditepatkan volumenya menggunakan etanol 96% sampai tanda batas lalu

dihomogenkan dan diperoleh larutan uji 100 ppm.
3.3.3.4 Penentuan kadar flavonoid total ekstrak daun karet kebo

Masing-masing larutan uji ekstrak metanol 99%, etanol 96%, dan etanol

100% daun karet kebo konsentrasi 100 ppm dipipet sebanyak 2 mL dimasukkan
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tabung reaksi. Larutan tersebut ditambahkan 2 mL AIClz 2%, CH3COONa- 3H20
1M sebanyak 2 mL. Sampel diinkubasi selama 1 jam pada suhu kamar.
Absorbansinya diukur pada panjang gelombang maksimal dari gelombang
maksimum standar baku kuersetin. Nilai pengukuran absorbansi dari ekstrak
metanol 99%, etanol 96%, dan etanol 100% daun karet kebo (dihitung dengan
menggunakan persamaan regresi liniear dari kurva kalibrasi kuersetin yang telah
diukur sebelumnya. Sampel dilakukan replikasi sebanyak 3 kali pembacaan. Nilai
pengukuran absorbansi pada ekstrak metanol 99%, etanol 96%, dan etanol 100%
daun karet kebo (Ficus elastica) digunakan untuk menentukan kadar flavonoid total

dapat ditentukan dengan rumus:

C
Kadar flavonoid total ekstrak(%) = - X Vx Fpx 100%

Keterangan = F :Jumlah flavonoid total (%)
C : Konsentrasi kesetaraan kuersetin (mg/L)
V : Volume total sampel (L)
Fp : Faktor pengenceran

m : Berat sampel ekstrak (mg)

3.3.4  Linieritas
3.3.4.1 Pembuatan larutan kuersetin 1000 ppm

Kuersetin ditimbang 10 mg dilarutkan menggunakan etanol 96% dan
dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL. Etanol 96% ditambahkan sampai tanda

batas. Larutan diseka dan dihomogenkan (Suhaenah et al., 2021)

3.3.4.2 Pembuatan larutan kuersetin 100 ppm
Larutan kuersetin 1000 ppm dipipet sebanyak 1 mL dan dimasukkan ke
dalam labu ukur 10 mL. Etanol 96% ditambahkan sampai tanda batas. Larutan

diseka dan dihomogenkan.

3.3.4.3 Pembuatan larutan deret standar kuersetin
Larutan pembanding kuersetin 100 ppm dipipet sebanyak 0,25 mL; 0,5
mL; 1 mL, 2 mL; dan 3 mL masing-masing dimasukkan kedalam labu ukur 10mL

ditambahkan dengan etanol 96% hingga tanda batas. Konsentrasi yang didapat
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adalah 2,5 ppm; 5 ppm; 10 ppm; 20 ppm; dan 30 ppm. Larutan dari masing-masing
konsentrasi dipipet 2 mL dan masing-masing larutan ditambahkan 2 mL AICl3 2%,
CH3COONa-3H,O 1 M 2 mL. Larutan didiamkan selama 1 jam lalu diukur
absorbansinya pada panjang gelombang maksimum dengan pengulangan 3 kali
pembacaan pada setiap konsentrasi.

3.3.4.4 Penentuan panjang gelombang maksimum

Penentuan selektifitas dengan pemilihan panjang gelombang maksimum
dari kuersetin 10 ppm sebagai pembanding dan diukur absorbansinya dengan
Spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 400-800 nm.

3.3.5  Penentuan presisi
Larutan sampel diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimal.
Pengulangan dilakukan 6 kali setiap sampel uji. Sehingga didapatkan nilai %RSD.

3.3.6  Penentuan akurasi

Larutan stok uji 1000 ppm selanjutnya diencerkan menjadi 100 ppm
dengan cara dipipet 1 mL larutan dan dimasukkan ke dalam labu ukur 10,
ditambahkan 1 mL larutan standar kuersetin 100 ppm. Larutan ditepatkan
volumenya menggunakan etanol 96% sampai tanda batas lalu dihomogenkan.
Larutan dianalisis menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang
gelombang maksimal. Lakukan pengujian duplo dan hasil dinyatakan dalam %

perolehan kembali (% Recovery).
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Preparasi sampel

Tumbuhan karet kebo (Ficus elastica) merupakan tanaman yang cukup
mudah ditemui di Indonesia. Selain sebagai tanaman hias, tumbuhan karet kebo
banyak oleh masyarakat Indonesia sebagai obat herbal tradisional bagi manusia dan
hewan. Menurut Hossain et al., 2013, kandungan senyawa flavonoid dalam karet
kebo (Ficus elastica) bermanfaat sebagai antikanker, antiangionik, antiinflamasi,
antioksidan, antialergi, dan antimikroba.

Penentuan flavonoid total daun karet kebo dalam penelitian ini
menggunakan tiga variasi pelarut untuk ekstraksi senyawa flavonoid, yaitu pelarut
metanol 99%, etanol 96%, dan etanol 100%. Variasi pelarut ini untuk mengetahui
pelarut yang sesuai untuk proses ekstraksi flavonoid dalam daun karet kebo karena
setiap jenis senyawa flavonoid mempunyai tingkat kepolaran yang berbeda. Dalam
penelitian ini, daun karet kebo segar dirajang dan dikeringkan menggunakan oven
pada suhu 110°C selama 24 jam untuk menghilangkan kadar air dan menghentikan
reaksi enzimatis. Menurut Markham, 1988, simplisia kering tidak akan
mempengaruhi kandungan flavonoid yang ada didalam tanaman selama masa
penyimpanan. Daun karet kebo kering dihaluskan dan disaring menggunakan
ayakan mesh 100 agar memiliki ukuran yang sama dan memperluas kontak dengan
pelarut. Setelah itu, 50 gram karet kebo kering dimaserasi menggunakan tiga pelarut
yang berbeda, yaitu metanol 99%, etanol 96%, dan etanol 100% sebanyak 250 mL
selama lima hari (120 jam) dalam toples kaca yang diletakkan ditempat gelap untuk
menghindari adanya reaksi lain akibat adanya cahaya matahari. Ekstraksi diaduk
dua kali sehari selama 10 menit agar memaksimalkan kontak simplisia dengan
pelarut. Ekstrak cair disaring menggunakan corong buchner kemudian dipisahkan
dengan pelarutnya hingga diperoleh ekstrak kental menggunakan evaporator pada
suhu 55°C agar senyawa metabolit sekundernya tidak rusak karena suhu tinggi
(Purwanti et al, 2018).



4.2 Uji kualitatif dan kuantitatif flavonoid ekstrak daun karet kebo
4.2.1  Uji kualitatif flavonoid menggunakan FTIR-ATR

Ekstrak kental daun karet kebo dilakukan pengujian menggunakan FTIR-
ATR (Fourier-transform Infrared Spectroscopy - Attenuated Total Reflectance)
untuk mengetahui gugus fungsi penyusunnya. Spektrum FTIR ekstrak daun karet
kebo terlihat pada Gambar 4.1.

—— (C)Ekstrak etanol 100%
—— (B)Ekstrak etanol 96%
—— (A)Ekstrak metanol 99%
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Gambar 4. 1 Uji Kualitatif Ekstrak Daun Karet Kebo (A) Ekstrak
Metanol 99%, (B) Ekstrak Etanol 96%, (C) Ekstrak Etanol 100%

Spektrum IR ekstrak metanol 99%, etanol 96%, dan etanol 100% daun
karet kebo epada Gambar 4.1 menunjukkan vibrasi pada bilangan gelombang
3370,8; 3350,04; dan 3368,42 cm™ yang memberikan informasi terkait adanya
vibrasi gugus -OH berdasarkan standar kuersetin yang bervibrasi pada 3406-3323
cm™?.  Bilangan gelombang pada vibrasi 1643,22; 1606,1; dan 1644,03 cm
merupakan vibrasi gugus fungsi C = O stretching berdasarkan standar kuersetin
pada vibrasi 1661 cm™? (Raza et al., 2016). Bilangan gelombang pada vibrasi
1735,89; 1707,38; dan 1709,93 cm™ merupakan vibrasi dari gugus fungsi C = O
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berdasarkan standar kuersetin pada vibrasi 1732 cm™. Bilangan gelombang pada
vibrasi 1454,98; 1442,84; dan 1453,69 cm™ merupakan vibrasi yang berasal dari
gugus fungsi C = O aromatic berdasarkan standar kuersetin pada vibrasi bilangan
gelombang 1457 cm™. Bilangan gelombang pada vibrasi 1162,43; 1159,81; dan
1163,64 cm™ merupakan vibrasi yang berasal dari gugus fungsi C — O — H
stretching berdasarkan standar kuersetin pada vibrasi 1164 cm™ (Ma et al., 2018;
Ali et al., 2019).

Tabel 4. 1 Gugus Fungsi Ekstrak Karet Kebo
Bilangan gelombang (cmt)

Metanol Etanol Etanol Kuersetin Gugus fungsi
99% 96% 100%
3370,8 3350,04 3368,42  3406-3323 O—H
1735,89  1707,38 1709,93 1732 C=0
1643,22 1606,1 1644,03 1661 C = O stretching
1454,98 144284 1453,69 1457 C = O aromatic
1162,43  1159,81 1163,64 1164 C — O —H stretching

(Raza et al., 2016; Ma et al., 2018; Ali et al., 2019).

Berdasarkan spektrum FTIR pada Gambar 4.1 dan dijelaskan pada Tabel
4.1, bahwa pada ekstrak metanol 99%, etanol 96%, dan etanol 100% terdapat gugus
O—H, C=0, C=0 stretching, C = O aromatic, dan C — O — H stretching yang
merupakan vibrasi khas dari adanya senyawa flavonoid dengan standar acuan
senyawa kuersetin (Raza et al., 2016; Ma et al., 2018; Ali et al., 2019).

4.2.2  Uji kuantitatif flavonoid

Ekstrak cair daun karet kebo setelah proses maseri kemudian dipisahkan
dengan pelarutnya menggunakan evaporator hingga diperoleh ekstrak kental
berwarna hijau tua-coklat kemerahan. Ekstrak kental yang dihasilkann dihitung
sebagai % rendemen dan diukur kadar flavonoid total menggunakan
spektrofotometer Uv-Vis.

Tabel 4. 2 Hasil Ekstraksi Daun Karet Kebo
Pelarut Berat simplisia (g) Beratekstrak (g) Rendemen (%)

Metanol 99% 50,0011 5,3104 10,62
Etanol 96% 50,0012 5,1416 10,28
Etanol 100% 50,0015 3,2945 6,59
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Tabel 4. 3 Hasil Kadar Flavonoid Total Daun Karet Kebo

c Kadar Kadar
Sampel Sampel Kadar Kuersetin Flavonoid Flavonoid
Ekstrak (ppm) (mg QE/qg) Total Ekstrak  Total Daun
(%) (%)
Metanol 99%  5,4168 54,1677 5,42 0,58
Etanol 96% 7,3460 73,4604 7,35 0,76
Etanol 100% 15,0490 150,4900 15,05 0,99

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, ekstrak kental yang diperoleh pada
ekstrak metanol 99%, etanol 96%, dan etanol 100% berturut-turut sesuai dengan
Tabel 4.2, yaitu 5,3104 g; 5,1416 g; dan 3,2945 g dengan % rendemen 10,62%;
10,28%, dan 6,59%. Pengujian penentuan kadar flavonoid total daun karet kebo
dilakukan seperti pada prosedur uji linieritas kurva kalibrasi standar kuersetin.
Sampel ekstrak karet kebo dibuat 1000 ppm dalam larutan etanol 96%. Kemudian,
larutan 1000 ppm diencerkan menjadi 100 ppm dan diukur absorbansi sampel
ekstrak metanol 99%, etanol 96%, dan etanol 100% daun karet kebo. Hasil
pengujian kandungan flavonoid total ekstrak metanol 99%, etanol 96%, dan etanol
100% daun karet kebo (Ficus elastica) pada Tabel 4.3. Diketahui kadar rata-rata
berdasarkan pengujian sampel ekstrak metanol 99%, etanol 96%, dan etanol 100%
daun karet kebo sebesar 54,1677 mgQE/g ekstrak (0,58%); 73,4604 mgQE/g
ekstrak (0,76%); dan 150,4900 mgQE/qg ekstrak (0,99%).

Perbedaan hasil rendemen yang diperoleh antara masing-masing pelarut
disebabkan perbedaan kepolaran senyawa flavonoid yang terdapat dalam daun karet
kebo. Kepolaran metanol dan etanol dipengaruhi oleh adanya momen dipol.
Momen dipol merupakan ukuran kepolaran molekul terkait dengan jumlah vektor
pada momen ikatan molekul (Legiso, 2021). Momen dipol metanol, yaitu sebesar
9,6 x 10%9/Cm sedangkan etanol 5,5 x 103%/Cm (Reichardt, 2003). Oleh karena itu,
metanol lebih polar daripada etanol. Etanol 96% lebih polar daripada etanol 100%
hal ini karena kepolaran etanol berdasarkan rantai hridrokarbonnya, semakin
pendek rantai hidrokarbon maka akan semakin polar. Etanol 96% merupakan etanol
dengan campuran 4% air, sehingga rantai hidrokarbonnya lebih pendek dan
mempunyai cabang yang akan meningkatkan kepolarannya (Legiso, 2021). Pelarut
dengan kepolaran tertinggi adalah metanol 99%, etanol 96%, dan etanol 100%
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sesuai dengan %rendemen yang dihasilkan sehingga senyawa metabolit sekunder
yang terdapat dalam daun karet kebo lebih banyak memiliki kepolaran tinggi.
Nilai kadar flavonoid total setiap ekstraksi menunjukkan hasil yang
berbeda. Hal ini dikarenakan sifat kepolaran dari setiap pelarut berbeda. Flavonoid
total ekstrak etanol 100% daun karet kebo memiliki kadar flavonoid total paling
besar. Penelitian Suharsanti dan Ariani (2019) juga menyatakan bahwa kandungan
flavonoid total dalam penelitian ekstraksi daun jati cina menggunakan pelarut
dengan sifat yang lebih semi polar menghasilkan kadar tertinggi karena flavonoid
yang terkandung memiliki sifat juga non polar. Sehingga jenis senyawa flavonoid
dalam daun karet kebo bersifat semi non polar. Flavonoid yang memiliki sifat lebih
ke arah non polar, yaitu isoflavon, flavanon, flavon, dan flavonol (Markham, 1988).
Berdasarkan hasil penelitian, banyaknya rendemen yang dihasilkan tidak sebanding
dengan kadar flavonoid total daun karet kebo. Hal ini juga disampaikan oleh Sari
dan Triyasmono (2017) terkait hasil penelitiannya bahwa pada rendemen ekstrak
etanol 30%, 50%, 70%, dan 96% kulit batang bangkal (Nauclea subdita) memiliki

hasil rendemen yang tidak sebanding dengan kadar flavonoid totalnya.

4.3 Validasi metode penentuan flavonoid total daun karet kebo
4.3.1 Linieritas standar kurva kalibrasi

Penentuan kadar flavonoid total dalam daun karet kebo menggunakan
larutan standar kuersetin. Penentuan linieritas dengan cara membuat 1000 ppm
larutan standar kuersetin dalam pelarut etanol 96%. Setelah itu, larutan diencerkan
menjadi 100 ppm dan dibuat deret standar 0; 2,5; 5; 10; 20; dan 30 ppm. Setiap
konsentrasi larutan standar kuersetin dipipet sebanyak 2 mL, dipindahkan dalam
tabung reaksi, dan ditambahkan AICI3 dan CH3COONa masing-masing 2 mL.
Kemudian, deret standar diukur optimasi panjang gelombang maksimal dan
diperoleh 443 nm. Panjang gelombang ini juga akan digunakan untuk pengukuran
larutan sampel dan spike. Linieritas kurva standar menunjukkan metode pengujian
yang proporsional berbanding lurus dengan konsentrasi analit. Hasil pengujian

linieritas standar kurva kalibrasi kuersetin dapat dilihat pada Tabel 4.4.
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Tabel 4. 4 Hasil Pengujian Larutan Standar

C Std Absorbansi Absorbansi Absorbansi

(ppm) 1 2 3 rata-rata
0,0 0,0003 0,0001 0,0004 0,0003 0,0000
2,5 0,0644 0,0651 0,0651 0,0649 0,0646
5,0 0,1504 0,1502 0,1498 0,1501 0,1499
10,0 0,2807 0,2808 0,2808 0,2808 0,2805
20,0 0,5644 0,5646 0,5645 0,5645 0,5642
30,0 0,8079 0,8080 0,8080 0,8080 0,8077

Hasil pengujian larutan standar kuersetin menunjukan bahwa semakin

besar konsentrasi larutan maka akan semakin besar nilai absorbansinya. Uji

linieritas merupakan proses menentukan koefisien determinasi yang diperoleh dari

kurva kalibrasi standar agar memenuhi syarat keberterimaan sebesar > 0,995.
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Gambar 4. 2 Kurva Standar Kuersetin

Kurva kalibrasi standar kuersetin pada Gambar 4.2 dengan hubungan

antara konsentrasi standar sebagai sumbu x dan nilai absorbansi larutan sebagai

sumbu y menunjukkan persamaan regeresi linier, yaitu y = 0,0271x + 0,0059. Nilai

slope sebesar 0,0271 > intersep sebesar 0,0059, artinya pengukuran mempunyai

linieritas yang baik. Slope menunjukkan kemiringan data dan intersep yang baik

lebih kecil dari LOD karena intersep menunjukkan nilai blanko. Selain itu,

koefisien determinasi (R?) yang diperoleh sebesar 0,9988 > 0,995 sehingga

menunjukkan linieritas pengujian yang baik dan memenuhi syarat keberterimaan.
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4.3.2  Limit of Detection (LOD) dan Limit of Quantitation (LOQ)

Batas deteksi (limit of detection) adalah batas deteksi terkecil konsentrasi
analit yang dapat dideteksi oleh alat. Sedangkan batas kuantitas (limit of
guantitation) merupakan batas deteksi kuantitas konsentrasi terkecil analit yang
dapat dideteksi alat dengan tingkat akurasi.

Tabel 4. 5 Hasil LOD dan LOQ Standar Kuersetin

C Std (ppm) Absorbansi (Y)
0,0000 0,0000
2,5000 0,0646
5,0000 0,1499

10,0000 0,2805
20,0000 0,5642
30,0000 0,8077
Sy/x 0,0122
LOD (ppm) 1,3485
LOQ (ppm) 4,4951

Berdasarkan Tabel 4.5, Sy/x merupakan simpangan baku intersep dengan
nilai yang diperoleh sebesar 0,0122. Nilai LOD sebesar 1,3485 ppm diperoleh dari
nilai simpangan baku intersep dikali tiga dibagi dengan slope dan nilai LOQ sebesar
4,4951 ppm diperoleh dari nilai simpangan baku intersep dikali sepuluh dibagi
slope. Nilai LOD dan LOQ ini menjadi acuan konsentrasi sampel dimana
konsentrasi sampel yang diuji harus lebih besar dari konsentrasi terkecil LOD dan

LOQ agar pengukuran sampel menunjukkan kadar yang mendekati sebenarnya.

4.3.3  Presisi

Pengujian presisi yang dilakukan dalam pengujian adalah dengan
melakukan repeatability (keterulangan) sampel sebanyak enam kali yang
menggambarkan seberapa dekat hasil satu sama lain sebuah pemakaian metode
analisis pada suatu laboratorium yang dilakukan berulang kali oleh analis, alat, dan,
kondisi yang sama dalam interval waktu yang singkat. Nilai presisi dengan
keterulangan sampel lebih dari dua menggunkaan %RSD (Relative Standard
Deviation) dengan syarat keberterimaan < 2%. Jika %RSD < 2% maka perlu dicari
Coefficient Variance Horwitz (CV Horwitz) dengan syarat %RSD < 2/3 % CV

Horwitz.
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Tabel 4. 6 Hasil Presisi Sampel Ekstrak Daun Karet Kabo
Ekstrak Daun Karet Kebo

Perhitungan Presisi

Metanol 99% Etanol 96% Etanol 100%
C (ppm) 5,4168 7,3460 15,0490
SD 0,1083 0,0513 0,5438
% RSD (%) 1,99 0,70 3,61
CV Horwitz(%) 12,41 11,85 10,64
2/3 CV Horwitz(%) 8,27 7,90 7,09

Hasil uji presisi berdasarkan nilai %RSD dan CV Horwitz dapat dilihat
pada Tabel 4.6, ekstrak dari metanol 99% diperoleh nilai %RSD 1,99% <2% < 2/3
CV Horwitz 8,27%; ekstrak etanol 96% diperoleh nilai %RSD 0,70% < 2% < 2/3
CV Horwitz 7,90%; dan ekstrak etanol 100% diperoleh nilai %RSD 3,61% > 2% <
2/3 CV Horwitz 7,09% sehingga semua persyaratan sudah memenuhi syarat
keberterimaan presisi. Berdasarkan perhitungan pada parameter presisi, presisi
terbaik adalah ekstrak daun karet kebo dalam pelarut etanol 96%. Hal ini terkait
dengan kestabilan pelarut saat pengukuran menggunakan spektrofotometer Uv-Vis.
Berdasarkan data MSDS pada Merck, titik didih metanol pada 64,7 °C sedangkan

etanol pada 78°C sehingga metanol lebih mudah menguap daripada etanol.

434  Akurasi

Pengujian akurasi dilakukan dengan cara membuat larutan spike dimana
analit sampel ditambahkan dengan sejumlah larutan standar baku. Pembacaan
larutan spike akan menggambarkan derajat kedekatan hasil analisis dengan kadar
analit yang sebenarnya. Menurut Association of Official Analytical Chemistry
(AOAC) tahun 2002, nilai akurasi yang baik berada pada rentang 80-115% pada
kadar target 10 ppm.

Tabel 4. 7 Hasil Akurasi Sampel Ekstrak Daun Karet Kabo
Ekstrak Daun Karet Kebo

Perhitungan Presisi

Metanol 99% Etanol 96% Etanol 100%
C Spike (ppm) 14,9969 18,7921 23,6648
C Target (ppm) 10 10 10
C Sampel (ppm) 5,4168 7,3460 15,0490
% recovery (%) 95,80 114,46 86,16

Berdasarkan data pengujian pada Tabel 4.7, akurasi larutan spike ekstrak
methanol 99%, etanol 96%, dan etanol 100% daun karet kebo diperoleh %recovery
sebesar 95,80%; 114,46%; dan 86,16%. Berdasarkan semua data akurasi tersebut
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memenuhi persyaratan akurasi yang baik karena berada pada rentang 80-115%.
Berdasarkan data perhitungan akurasi yang diperoleh dari penelitian, derajat
kedekatan antara hasil dan kadar sebenarnya dari flavonoid terbaik adalah ekstrak
methanol 99%. Hal ini karena, ekstrak metanol 99% menunjukkan %recovery
mendekati 100% sedangkan etanol 96% dan etanol 100% memiliki bias negatif dan

positif yang mempengaruhi nilai akurasi.

4.3.5 Estimasi ketidakpastian pengukuran kadar flavonoid total
Penyumbang estimasi ketidakpastian pengukuran dalam penentuan kadar
flavonoid daun karet kebo berasal dari rumus perolehan kadar yang selanjutnya
menjadi sumber-sumber kesalahan yang dipadukan menjadi suatu rentang tunggal.
Sumber-sumber estimasi ketidakpastian ditentukan dengan cara fishbone atau

diagram tulang ikan (Pramono,2014) seperti yang ditunjukkan pada Gambar 4.3.

faktor muai (pipet | | etor muai (labu | \e— Kalibrasi (labu
ukur | mL) tkur 10 L) ukur 10 mL)
»| Kadar flavonoid total

- dalam daun (%)
e Kalibrasi kalibrasi «— 5D
kalibrasi - ericn
ngraca

massa presisi
ekstrak total

kurva Kalibrasi
alibrasi (pipet ukur | mL)

massa ekstrak
sampel

massa daun
kering

Gambar 4. 3 Diagram Tulang Ikan Estimasi Ketidakpastian

Kadar Flavonoid Total

Ketidakpastian baku berasal dari ketidakpastian kurva kalibrasi,
ketidakpastian volume akhir sampel berasal dari labu ukur 10 mL, ketidakpastian
volume sampel berasal dari sampel yang dipipet dengan pipet ukur 1mL,
ketidakpastian massa sampel yang ditimbang sebanyak 10 mg, ketidakpastian
massa ekstrak total, ketidakpastian simplisia, dan ketidakpastian presisi. Hasil dari
estimasi ketidakpastian pengukuran pada penentuan kadar flavonoid total daun
karet kebo (Ficus elastica) terdapat pada Tabel 4.8 sesuai dengan proses penelitian

selama di laboratorium.
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Tabel 4. 8 Estimasi Ketidakpastian Ekstrak Daun Karet Kebo
Ketidakpastian Relatif (u(x)/x)

Ketidakpastian Metanol 99%  Etanol 96% Etanol 100%

Ko (kurva kalibrasi) 0,051422 0,036511 0,017792
Rya (volume akhir) 0,001252 0,001252 0,001252
Kyp (volume sampel) 0,003498 0,003498 0,003498
Mma (Massa sampel) 0,005000 0,005000 0,005000
Mty (Massa ekstrak) 0,000009 0,000010 0,000015
My (massa simplisia) 0,000001 0,000001 0,000001
Kp (presisi) 0,020000 0,006985 0,036139
e (%) 0,0300 0,0280 0,0200

1 (%) 0,0601 0,0560 0,0400

Kadar flavonoid total +

ketidakpastian diperluas 0,58 +0,0601 0,76 +0,0560 0,99 +0,04

Berdasrkan Tabel 4.8, pelaporan estimasi ketidakpastian pada penentuan
kadar flavonoid total ekstrak metanol 99%, etanol 96%, dan etanol 100% daun karet
kebo dinyatakan sebagai 0,58 + 0,0601 % dengan persentase nilai kesalahan
10,44%; 0,76 £ 0,0560 % dengan persentase nilai kesalahan 7,42%; dan sebesar
0,99 £ 0,0400 % dengan persentase nilai kesalahan 4,03%.
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5.1

BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan pengujian penentuan kadar flavonoid total ekstrak metanol

99%, etanol 96%, etanol 100% daun karet kebo, maka dapat disimpulkan bahwa:

1.

Ekstrak metanol 99%, etanol 96%, dan etanol 100% terdapat adanya gugus
O —H, C =0, C = O stretching, C = O aromatic, dan C — O — H
stretching yang merupakan vibrasi khas dari adanya senyawa flavonoid.
Variasi pelarut pada maserasi daun karet kebo memberikan pengaruh pada
rendemen dan kadar flavonoid total. %Rendemen ekstraksi metanol 99%,
etanol 96%, dan etanol 100% daun karet kebo sebesar 10,62%; 10,28%;
dan 6,59% maka dapat disimpulkan bahwa kebanyakan senyawa metabolit
sekunder yang terdapat dalam daun karet kebo memiliki sifat kepolaran
yang kuat. Kadar flavonoid total ekstrak metanol 99%, etanol 96%, dan
etanol 100% daun karet kebo sebesar 0,58 = 0,0601 %; 0,76 = 0,0560 %;
dan 0,99 + 0,0400 %. % Rendemen yang dihasilkan tidak menggambarkan
kadar flavonoid total pada daun karet kebo.

Metode penentuan kadar flavonoid total ekstrak metanol 99%, etanol 96%,
dan etanol 100% daun karet kebo menunjukkan semua parameter validasi
memenuhi syarat. Persamaan regeresi linier yaitu y = 0,0271x + 0,0059
dan koefisien determinasi (R?) yang diperoleh sebesar 0,9988 > 0,995.
Nilai LOD sebesar 1,3485 ppm dan nilai LOQ sebesar 4,4951 ppm lebih
kecil dari setiap konsentrasi sampel metanol 99%, etanol 96%, dan etanol
100% sebesar 5,4168 ppm; 7,3460 ppm; dan 15,0490 ppm. Nilai %RSD
menunjukkan semua metode presisi, yaitu 1,99%; 0,70%; dan 3,61% < 2/3
CV Horwitz. Nilai %Recovery menunjukkan akurasi yang baik karena
95,80%; 114,46%; dan 86,16% masih berada pada rentang 80-115%.
Estimasi ketidakpastian juga memenuhi syarat keberterimaan sehingga

metode ini tervalidasi.



5.2 Saran
Berdasarkan hasil penentuan kadar flavonoid dalam daun karet kebo

(Ficus elastica) menggunakan pelarut metanol 99%, etanol 96%, dan etanol 100%
menggunakan spektrofotometer Uv-Vis, disarankan untuk dapat menggunakan
pelarut metanol dalam penelitian selanjutnya agar dapat membandingan hasil

penggunaan pelarut yang berbeda.
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LAMPIRAN



Lampiran 1. Perhitungan Pembuatan Larutan Pereaksi

1.  Pembuatan Larutan AlICl32% (b/v)
Konsentrasi yang dibuat= 2%

Volume larutan = 25 mL

massa yang ditimban
(blv) = =228 .

% x100%

volume larutan
2%

Massa AIClz=
100%

x 25 mL = 0,5 gram

2. Pembuatan Larutan CH3COONa 1M
Mr CH3COONa- 3H.0= 136,0796 g/mol

Volume = 25 mL
Molaritas =1 M
Molaritas = 22552 , 1000
Mr 74
1M x 136,0796%x 25 mL
Massa CH3COONa = mo = 3,4019 gram

1000



Lampiran 2. Pembuatan Larutan Deret Standar Kuersetin

1.  Pembuatan Kuersetin 1000 ppm

massa yang ditimbang

1000 mg/L=

volume larutan

Massa kuersetin yang ditimbang= 1000 mg/L x 0,01 L= 10 mg

2. Pembuatan Larutan Deret Standar Kuersetin
ClxV1=C2xV2
Keterangan :
V1 = Volume Larutan yang dipipet (mg/L)
C1 = Konsentrasi awal larutan (mg/L)
V2 = Volume Larutan yang dibuat (mg/L)
C2 = Konsentrasi larutan yang akan dibuat (mg/L)

e Kuersetin 100 ppm

Vi= C2xV2_ 100 ppmx 10 mL _
| Y 1000 ppm

1 mL

e Kuersetin 2,5 ppm

V1= C2xV2_ 2,5 ppmx10mL
o 100 ppm

=0,25mL

e Kuersetin 5 ppm

V1= C2xV2_ 5 ppmx 10mL
o 100 ppm

=05mL

e Kuersetin 10 ppm

C2xVvV2 10 mx 10 mL
V1= = =1mL
C1 100 ppm

e Kuersetin 20 ppm

C2xV2 20 mx 10 mL
V1= i =2mL
C1 100 ppm

e Kuersetin 30 ppm

C2xV2 30 mx 10 mL
V1= = PP =3mL
C1 100 ppm
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Lampiran 3. Pembuat Larutan Sampel

1.

Pembuatan Larutan Stok Sampel 1000 ppm

massa yang ditimbang

1000 mg/L=

volume larutan

Massa kuersetin yang ditimbang= 1000 mg/L x 0,01 L= 10 mg

Pembuatan Larutan Sampel 100 ppm
ClxV1=C2xV2

Keterangan :

V1 = Volume Larutan yang dipipet (mg/L)
C1 = Konsentrasi awal larutan (mg/L)

V2 = Volume Larutan yang dibuat (mg/L)

C2 = Konsentrasi larutan yang akan dibuat (mg/L)

C2xV2 100ppmx 10 mL
Vi= = — &b =1mL
C1 1000 ppm
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Lampiran 4. Penentuan % Rendemen Sampel

Massa ekstrak

% Rendemen= ——————x 100%

1.

Massa simplisia

Ekstrak Metanol Daun Karet Kebo

5,3104 gram
50,0011 gram

Ekstrak Etanol 96% Daun Karet Kebo

% Rendemen= x100% = 10,62%

5,1416 gram
50,0012 gram

Ekstrak Etanol p.a Daun Karet Kebo

% Rendemen= x100% = 10,28%

3,2945 gram

50,0015 gram X 100% = 6,59%

% Rendemen=

38



Lampiran 5. Perhitungan Linieritas

1. Linieritas Larutan Standar

Tabel Hasil Absorbansi Larutan Kuersetin

C Std Absorbansi Absorbansi Absorbansi
(ppm) 1 2 3 Rata-rata
0,0000 0,0003 0,0001 0,0004 0,0003 0,0000
2,5000 0,0644 0,0651 0,0651 0,0649 0,0646
5,0000 0,1504 0,1502 0,1498 0,1501 0,1499
10,0000 0,2807 0,2808 0,2808 0,2808 0,2805
20,0000 0,5644 05646 0,5645 0,5645 0,5642
30,0000 0,8079 0,8080 0,8080 0,8080 0,8077

Kurva Standar Kuersetin
1,0000

0,8000

0,6000

0,4000 y =0,0271x + 0,0059

R2=0,9988

Absorbhasn

0,2000

0,0000
0 5 10 15 20 25 30 35

C standar (mg/L)

Gambar Kurva Standar Kuersetin

Tabel Hasil Linieritas

Persamaan Slope  Intersep R R?

y =0,0271x + 0,0059 0,0271  0,0059  0,9994 0,9988
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Lampiran 6. Limit of Detection (LOD), dan Limit of Quantitation (LOQ)

1. LODdanLOQ

Tabel Perhitungan LOD dan LOQ

C Std (ppm) Abs (Y) Yi (Y-Yi) (Y-Yi)?
0,0000 0,0000 0,0059 -0,0059 0,000035
2,5000 0,0646 0,0737 -0,0091 0,00008
5,0000 0,1499 0,1414 0,0085 0,00007

10,0000 0,2805 0,2769 0,0036 0,00001
20,0000 0,5642 0,5479 0,0163 0,00027
30,0000 0,8077 0,8189 -0,0112 0,00013
Y (Yi-Y)? 0,0006

Sy/x 0,0122

LOD (ppm) 1,3485

LOQ (ppm) 4,4951

)2
Sylx= /M L /M: 0,0122
n-2 4

3xSy/x _ 3x0,0122
slope 0,0271

LOD =

= 1,3485 ppm

10x Sy/x _ 10x0,0122
slope 0,0271

LOQ = = 4,4951 ppm
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Lampiran 7. Perhitungan Presisi

1. Presisi Sampel Ekstrak Metanol Daun Karet Kebo
Tabel Konsentrasi Sampel Ekstrak Metanol Daun Karet Kebo
Absorbansi . Konsentrasi Konsentrasi
Sampel 1 5 3 Absorbansi (Xi) (mg/L) (Fp) (X) (mg/L)
1 0,1510 0,1508 0,1509 0,1509 5,3506 5,3506
2 0,1551 0,1552 0,1555 0,1553 55117 5,5117
3 0,1548 0,1552 0,1551 0,1550 5,5031 1 5,5031
4 0,1497 0,1498 0,1495 0,1497 5,3050 5,3050
5 0,1557 10,1556 0,1558 0,1557 5,5277 5,5277
6 0,1494 0,1497 0,1497 0,1496 5,3026 5,3026
Tabel Presisi Ekstrak Metanol Daun Karet Kebo
X (pm) X - X)? Z X — X)? sD % RSD (%)
0,0044
0,0090
0,0074
5,4168 0.0125 0,0587 0,1083 1,99
0,0123
0,0130
SD = \/Z(Xi‘f)z = J°’°587 =0,1083
n—-1 5
%RSD = % x 100% = 21‘1’22 x 100% = 1,99%
2. Presisi Sampel Ekstrak Etanol 96% Daun Karet Kebo
Tabel Konsentrasi Sampel Ekstrak Etanol 96% Daun Karet Kebo
Absorbansi . Konsentrasi Konsentrasi
Sampel 1 > 3 Absorbansi (Xi) (mg/L) (Fp) (X) (mg/L)
1 0,2062 0,2048 0,2047 0,2052 7,3555 7,3555
2 0,2024 0,2027 0,2037 0,2029 7,2706 7,2706
3 0,2068 0,2069 0,2068 0,2068 7,4145 1 7,4145
4 0,2062 0,206 0,2061 0,2061 7,3875 7,3875
5 0,2042 0,2046 0,2046 0,2045 7,3272 7,3272
6 0,2044 0,2041 0,2044 0,2043 7,3210 7,3210
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Tabel Presisi Ekstrak Etanol 96% Daun Karet Kebo

X(ppm) X - X)? z X - X)2 sD % RSD (%)

0,0001
0,0057
0,0047
0,0017
0,0004
0,0006

7,3460 0,0132 0,0513 0,70

SD = \/20“—)?)2 = \/0'05132 =0,0513

n—1

0,0513
7,3460

%RSD = % x 100% = x 100% = 0,70%

3. Presisi Sampel Ekstrak Etanol p.a Daun Karet Kebo
Tabel Konsentrasi Sampel Ekstrak Etanol p.a Daun Karet Kebo
Absorbansi . Konsentrasi Konsentrasi
Sampel 1 2 3 Absorbansi (Xi) (mg/L) (Fp) (X) (mg/L)
1 0,4181 0,4188 0,4189 0,4186 15,2288 15,2288
2 0,4276 0,4289 0,4286 0,4284 15,5892 15,5892
3 0,4267 0,4275 0,4276 0,4273 15,5486 1 15,5486
4 0,4168 0,4169 0,4169 0,4169 15,1648 15,1648
5 0,3953 0,3954 0,3956 0,3954 14,3739 14,3739
6 0,3948 0,396 0,3967 0,3958 14,3887 14,3887
Tabel Presisi Ekstrak Etanol p.a Daun Karet Kebo
) % CV
Konsentrasi - — — )
X X — X)? X — X)? SD RSD Horwitz
(X) (mg/L) ®-202 ) E-X) )
15,2288 0,0323
15,5892 0,2918
15,5486 0,2496
151648 15,0490 0.0134 1,4789 0,5438 3,61 10,64
14,3739 0,4557
14,3887 0,4360

SD = \/Z(’“"?)Z = \/ =72 = 0,5438

n-1

0,5438
15,0490

%RSD = % X 100% = x 100% = 3,61%
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CV Horwitz = 21-0:5l08C

C = 15,0490 x 10~%=0,00002

Log C=-4,8225

1—-0,5logC =1-(0,5x —4,8225)
=1-(-2,4112)

=3,4112

CV Horwitz (%) = 234112 = 10,64%

2 2 2
§CV Horwitz (%) = 3% CV Horwitz (%) = 3 10,64% = 7,09%



Lampiran 8. Perhitungan Kadar Flavonoid Total

mg
Kadar kuersetin ekstrak (25.%0) = ik X V (L)x FP
adar kuersetin ekstrak ( g )= massa ekstrak sampel(g) (L)x

b>:C (T3

Kadar flavonoid total ekstrak (% -
m (mg)

b
b_. massa flavonoid daun
Kadar flavonoid total daun (% —) = — %X 100%
b massa simplisia

x V (L)x FPx 100%

massa ekstrak total

Massa flavonoid daun = x C x V total sampel x FP
massa ekstrak sampel

massa ekstrak total
massa ekstrak sampel

massa simplisia

x Cx V total sampel x FP
X 100%

b
Kadar flavonoid total daun (% B) =

1.  Penentuan Kadar Flavonoid Total Ekstrak Metanol Daun Karet Kebo
Tabel Data Penentuan Kadar
Massa Massa Massa
Sampel  Konsentrasi (Xi) (mg/L)  sampel ekstrak Simplisia FP

(mg) (mg) (mg)

1 5,3506
2 5,5117
3 5,5031
4 5,3050 10 5310,4 50002,7 10
5 5,5277
6 5,3026
o Sampel 1
mgQE\ 53506 %
Kadar kuersetin ekstrak ( ) =001 . x 0,01Lx 10 = 53,5060 mg QE/g
by 535067
Kadar flavonoid total ekstrak (%—) =—x0,01Lx10x100% = 5,35%
b 10 mg
b %x 5,3506 mg/L
Kadar flavonoid total daun (% —) = £ x0,01Lx10 X 100=0,57%
b 50002,7 mg

o Sampel 2

Kadar kuersetin ekstrak x 0,01Lx10 = 55,1170 mg QE/g

( ) - 001g

mg
Kadar flavonoid total ekstrak (%—) =——x0,01Lx10x100% = 5,51%
b 10 mg
_ o/ b %x 55117 mg/L .
Kadar flavonoid total daun (A) E) = 500037 g x0,01Lx10 x 100=0,59%
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o Sampel 3

(mg QE) 5,5031 775

Kadar kuersetin ekstrak = x 0,01Lx 10 = 55,0310 mg QE/g

0,01g
by 5503175
Kadar flavonoid total ekstrak (% B) = ng x 0,01Lx10x100% = 5,50%
_ by 5311;":1 ‘g“g x5,5031 mg/L B
Kadar flavonoid total daun (% —) = x0,01Lx10 x 100=0,58%
b 50002,7 mg
. Sampel 4
mg
Kadar kuersetin ekstrak =001 g x 0,01Lx 10 = 53,0500 mg QE/g
by 53050 5
Kadar flavonoid total ekstrak (% B) = ng x 0,01Lx10x100% = 5,30%
Kadar flavonoid total daun (%) = Ty SAOSOMEL 110 X 100= 0,56%
adar flavonoid total daun (%< | = ST x 0, X =0,56%
o Sampel 5
mg
Kadar kuersetin ekstrak = T 001g x 0,01Lx 10 = 55,2770 mg QE/g
by 55277 5%
Kadar flavonoid total ekstrak (% B) = ng x 0,01Lx10x100% = 5,53%
_ o b\ _ 53113}‘;2‘%5,5277 mg/L B .
Kadar flavonoid total daun (A) E) = o Tl x0,01Lx10 x 100=0,59%
o Sampel 6
mg
) mg QE _ 5,3026T -
Kadar kuersetin ekstrak =001 x 0,01Lx 10 = 53,0260 mg QE/g
b 5’3056%
Kadar flavonoid total ekstrak (% B) = ’10—mgL x 0,01Lx10x100% = 5,30%
. by oTEx53026 mg/L
Kadar flavonoid total daun (% —) = = x0,01Lx10 X 100=0,56%
b 50002,7 mg

e Rata-rata Hasil

Kadar kuersetin ekstrak (%QE) =54,1677 mg QE/g
Kadar flavonoid total ekstrak (% E) =5,42%

Kadar flavonoid total daun (% E) =0,58%
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2. Penentuan Kadar Flavonoid Total Ekstrak Etanol 96% Karet Kebo
Tabel Data Penentuan Kadar

Massa  Massa  Massa
Sampel  Konsentrasi (Xi) (mg/L)  sampel ekstrak Simplisia FP

(mg) (mg) (mg)

1 7,3555
2 17,2706
3 17,4145
4 7.3875 10 5141,6 50003 10
5 17,3272
6 7,3210
o Sampel 1
mgQEy 7,355575
Kadar kuersetin ekstrak ( ) =001 g x 0,01Lx 10 = 73,5550 mg QE/g
by 73555 7
Kadar flavonoid total ekstrak (%—) =—=x0,01Lx10x100% = 7,35%
b 10 mg
. o, b Slf()l']i;ngx 7,3555 mg/L 0
Kadar flavonoid total daun (A)E) = S0003mg x0,01Lx10 x 100=0,75%

o Sampel 2

mgQE\ 7270672
) - X 0,01Lx 10 = 72,7060 mg QE/g

Kadar k tin ekst k(
adar kuersetin ekstra 0.01g

b 7,2706 28
Kadar flavonoid total ekstrak (% B) = ,10—mgL x 0,01Lx10x100% = 7,27%
S1416mg y 5 5706 mg/L
Kadar flavonoid total daun (% E) = 12me x0,01Lx10 X 100= 0,74%
b 50003 mg
o Sampel 3
mg
Kadar kuersetin ekstrak = =" 001g x 0,01Lx10 = 74,1450 mg QE/g
mg
b 7,4145 ==
Kadar flavonoid total ekstrak (%—) =—— L« 0,01Lx10x100% = 7,41%
b 10 mg
S1416mg 7 4145 mg/L
Kadar flavonoid total daun (% E) = 20me x0,01Lx 10 X 100= 0,76%
b 50003 mg
o Sampel 4
mg
. mgQE\ 7387572 _
Kadar kuersetin ekstrak g = 001g x 0,01Lx10 =73,8750mg QE/g
mg
b 7,3875==2
Kadar flavonoid total ekstrak (%—) = L« 0,01Lx10x100% = 7,39%
b 10 mg
S1416 Mg\ 7 3875 mg/L
Kadar flavonoid total daun (% E) = 10me x0,01Lx 10 X 100=0,76%
b 50003 mg
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o Sampel 5

mg QE) 7,327258

Kadar kuersetin ekstrak < = L x 0,01Lx10 = 73,2720 mg QE/g

00lg
by 7327278
Kadar flavonoid total ekstrak <% —) =—x0,0l1Lx10x100% = 7,33%
b 10 mg
by ALOmEy 73272 mg/L
Kadar flavonoid total daun (% —) = —E x0,01Lx10 x 100=0,75%
b 50003 mg

o Sampel 6

B\ 7,3210%8
mgQ ) s L » 0,01Lx 10 = 73,2100 mg QE/g

Kadar k tin ekstrak
adar kuersetin ekstra < 0.01g

by 732103
Kadar flavonoid total ekstrak (% —) =—=x0,0lLx10x100% = 7,32%
b 10 mg
by ALOMEy73210 mg/L
Kadar flavonoid total daun (% —) = e x0,01Lx10 x 100=0,75%
b 50003 mg

o Rata-rata Hasil

Kadar kuersetin ekstrak (%QE) =73,4604 mg QE/g
Kadar flavonoid total ekstrak (% E) =7,35%

Kadar flavonoid total daun (% E) =0,76%

3. Penentuan Kadar Flavonoid Total Ekstrak Etanol p.a Karet Kebo
Tabel Data Penentuan Kadar
Massa Massa Massa
Sampel  Konsentrasi (Xi) (mg/L)  sampel ekstrak Simplisia FP

(mg) (mg) (mg)

15,2288
15,5892
15,5486
15,1648
14,3739
14,3887

10 32945 50003 10

OOk WDN PP

o Sampel 1

mg QE) 15,2288 15

Kadar kuersetin ekstrak ( = x 0,01Lx 10 = 152,288 mg QE/g

g 001g
by 152288 7F
Kadar flavonoid total ekstrak (% B) = ng X 0,01Lx10x100% = 15,23 %
b\ ookSINEy 15,2288 mg/L
Kadar flavonoid total daun (% g) = : 50003 mg x0,01Lx10 x 100=1,00%
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o Sampel 2

mgQEy 15,589275
Kadar kuersetin ekstrak ( ) = 0.01g x 0,01Lx 10 = 155,892 mg QE/g
by 15589272
Kadar flavonoid total ekstrak (% B) = ng x 0,01Lx10x100% = 15,58 %
b\ LSIEy 15,5892 g/L
Kadar flavonoid total daun (%) = —*™% x0,01Lx 10 x 100= 1,03%
b 50003 mg
o Sampel 3
mgQEy 15,5486 15
Kadar kuersetin ekstrak ( ) = 001g x 0,01Lx 10 = 155,486 mg QE/g
by 15548672
Kadar flavonoid total ekstrak (% B) = ng x 0,01Lx10x 100% = 15,55 %
_ b 321904;ir;gx15,5486 g/L .
Kadar flavonoid total daun (A) E) = 50003 g x0,01Lx10 x 100=1,02%
o Sampel 4
mgQE\ 15164875
Kadar kuersetin ekstrak ( ) =001 . x 0,01Lx10 = 151,648 mg QE/g
by 151648675
Kadar flavonoid total ekstrak <% —) =— = x0,0lLx10x100% = 15,16 %
b 10 mg
_ i %XISJMS g/L .
Kadar flavonoid total daun (/0 g) = 50003 mg x0,01Lx10 X 100=0,99%
o Sampel 5
14,373978

. mg QE
Kadar kuersetin ekstrak g x0,01Lx10 = 143,739 mg QE/g

0,01g
b)  14,37396 738

Kadar flavonoid total ekstrak <%B = x 0,01Lx10x100% = 14,37 %

10 mg

b\ SINEy 14,3739 g/L

Kadar flavonoid total daun (% —) = £ x0,01Lx10 X 100=0,95%
b 50003 mg

. Sampel 6

' mgQE\ 14,388775

Kadar kuersetin ekstrak g =001 2 x 0,01Lx 10 = 143,887 mg QE/g
by 14,388767%

Kadar flavonoid total ekstrak <% —) =————— x0,01Lx10x100% = 14,38 %
b 10 mg
b\ aSINEy 14,3887 g/L

Kadar flavonoid total daun (% —) = . x0,01Lx10 X 100=0,95%
b 50003 mg
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o Rata-rata Hasil

Kadar kuersetin ekstrak (%QE) =150,4900 mg QE/g

Kadar flavonoid total ekstrak (% E) =15,05%

Kadar flavonoid total daun (% g) = 0,99%
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Lampiran 9. Perhitungan Akurasi Sampel

. —b _ absorbansi—interse
C spike = —= P

a slope

V standar X C standar
V total
C spike — Csampel

%Recovery = C target x 100%

1 mL X 100 ppm
10
1. Akurasi Sampel Ekstrak Metanol 99% Daun Karet Kebo

C target =

C target = = 10ppm

Data Akurasi Sampel Ekstrak Metanol 99%

C spike ¢ ¢
Pengulangan Absorbansi (ppr))m) Target  Sampel
(ppm)  (ppm)
Spike 1 0,3783 13,7417
Spike 2 0,4463 16,2522 10 54168
e Spike 1
. __0,3783-0,0059
C spike = o027 13,7417 ppm
_ 13,7417 ppm — 5,4168 ppm 3
%Recovery = x 100% = 83,25%
10 ppm
e Spike 2
. 0,4463—0,0059
C spike = By 16,2522ppm
_ 16,2522 ppm — 5,4168 ppm 3
%Recovery = X 100% = 108,35%
10 ppm
o Rata-rata Akurasi Sampel
83,25% + 108,35%
%Recovery = > = 95,80%
2. Akurasi Sampel Ekstrak Etanol 96% Daun Karet Kebo
Data Akurasi Sampel Ekstrak Etanol 96%
C spike ¢ ¢
Pengulangan Absorbansi (pp?m) Target  Sampel
(ppm)  (ppm)
Spike 1 0,5156 18,8093
Spike 2 0,5147 18,7749 10 7,3460
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« Spike 1

0,5156—-0,0059

C spike = ool = 18,8093 ppm
18,8093 ppm — 7,3460 ppm
%Recovery = 10 ppm X 100% = 114,63%
e Spike 2
C spike = —°’51:Z);‘7”1°°59 = 18,7749 ppm
18,7749 ppm — 7,3460 ppm
%Recovery = X 100% = 114,29%

10 ppm
o Rata-rata Akurasi Sampel

114,63% + 114,29%
%Recovery = > =114,46%

Akurasi Sampel Ekstrak Etanol p.a Daun Karet Kebo
Data Akurasi Sampel Ekstrak Etanol p.a
C C

Pengulangan Absorbansi (ipsé)r':)e Target  Sampel
(ppm)  (ppm)
Spike 1 0,6534 23,8918
Spike 2 0,6411 23,4379 10 15,0490
e Spike1l
C spike = 222222 = 23,8918 ppm
23,8918 ppm — 15,0490 ppm
%Recovery = X 100% = 88,43%
10 ppm
e Spike 2
C spike = 2222 = 23,4379ppm
23,4379 ppm — 15,0490 ppm
%Recovery = X 100% = 83,89%
10 ppm

o Rata-rata Akurasi Sampel

114,63% + 114,29%
%Recovery = > = 86,16%
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Lampiran 10. Estimasi Ketidakpastian

faktor muai (pipet
kurva kalibrasi ukur 1 mL)
kalibrasi (pipet ukur 1 mL)

V total
falctor muai (labu kalibrasi (labu
ukur 10 ml) ukur 10 mL)

massa ekstrak
sampel

massa daun
kering

— Kalibrasi kalibrasi
neraca
ekstrak total

Kadar flavonoid total
dalam daun (%)

Gambar Diagram Tulang Ikan Estimasi Ketidakpastian
1. Estimasi Ketidakpastian Kadar Flavonoid Total Ekstrak Metanol 99% Daun

Karet Kebo
a. Ketidakpastian Baku

o Ketidakpastian Asal Kurva Kalibrasi

Tabel Hasil Perhitungan Standar Deviasi

' o . [Aj - (BO +
No Cj (ug/mL)  Absorbansi (Aj) (B0 + B1.Cj) B1.Cj)]"2
1. 0,0000 0,0000 0,0059 0,0000
2. 2,5000 0,0646 0,0737 0,0001
3. 5,0000 0,1499 0,1414 0,0001
4. 10,0000 0,2805 0,2769 0,0000
5. 20,0000 0,5642 0,5479 0,0003
6. 30,0000 0,8077 0,8189 0,0001
Y[Aj - (BO+B1.Cj)]"2 0,0006
SD 0,0122
Tabel Hasil perhitungan nilai Sxx
No. Cj Standar (mg/L) cj—C (Cj — ©)*
1 0,0000 -11,2500 126,5625
2 2,5000 -8,7500 76,5625
3 5,0000 -6,2500 39,0625
4 10,0000 -1,2500 1,5625
5 20,0000 8,7500 76,5625
6 30,0000 18,7500 351,5625
C 11,2500 SXX 671,8750
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Tabel Hasil perhitungan ketidakpastian asal kurva kalibrasi

Deskripsi Nilai
S (standar deviasi) 0,0122
B1 (slope) 0,0271
p (Jumlah sampel) 6
n (jumlah standar) 6
Co (C sampel) 5,4168
C (C standar rata-rata) 11,2500
SXX 671,8750
n(Co) 0,2785

j=1[Aj — (BO + B1 x Cj)]? 0,0006
SD = p— = V. 0,0122

n
Sx = Z(Cj _0)? = 671,8750

=i

S 1 1 (Cy—0C)?
C = — X —_ — _—
H(Go) B, \/p+n+ Sxx

0,0122 \/1 1 (54168 —11,2500)2
= X

=00271 % 676 ™ 671,8750 = 0,235

Ketidakpastian Asal Labu Ukur 10 mL
Kal)= Qu _ 0,0200 _
},L( a )— ﬁ = T =0,0115
VxaxAT __10x0,0002x 4
v3i V3
n(Va)= /(u(kal? + (u(FM)2=,/(0,0115)2 + (0,0485)2 = 0,0125

W(FM)= =0,0485

o Ketidakpastian Asal Pipet Ukur 1 mL

u(kal)= % = 0’0%60 = 0,0035

VxaxAT _ 1x0,0002x4
V3o V3

u(Vb) =/ (n(kal)? + (u(FM)>2

=,/(0,0035)2 + (0,0005)2 = 0,0035

n(FM)=

=0,0005
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o Ketidakpastian Neraca

b 0,0001
u(neraca) = <=5 - 0,00005
o Ketidakpastian Asal Presisi
(p) = BRSD _19997% _ o .
MPP="T00 = 100

b. Ketidakpastian Gabungan dan Ketidakpastian Diperluas

Tabel Hasil perhitungan ketidakpastian gabungan dan
ketidakpastian diperluas

Ketidakpastian Ketidakpastian

Lambang Nilai ~ Satuan Baku (u(x)) Relatif (1(x)/x)
Co 54168  mg/L 0,27850 0,051422
Va 10,0000 mL 0,00950 0,001252
Vb 1,0000 mL 0,00250 0,003498
w( M sampel)  0,0100 g 0,00005 0,005000
w( M sampel)  5,3104 g 0,00005 0,000009
w( M sampel) 50,0000 g 0,00005 0,000001
Presisi (p) 1 0,02000 0,020000
Ketidakpastian Gabungan (nc) (%) 0,0300
Ketidakpastian Diperluas (p) (%0) 0,0601
Kadar flavonoid total + ketidakpastian diperluas 0,58 + 0,0601

Jc=
u(Co) pV))’ | (n(Vb) > /uM sampel )\*  /u(M ekstrak)\> /(M simplisia)\>  /u(P)\"
< ) < ) ( Vb ) +< m sampel ) +< mekstrak> +< msimplisia> +(S_D>

Mo X2

'::gt

02785 00095 2 ,0,0025\> /0,00005\> /0,00005\> /0,00005\> /0,0200\>
)+ () + Coer) + Ganor) *(Fe ) () xos8w
5 4168 10 1 0,01 5,3104 50 1

J0,051422 +0,001252+0,003498 + 0,005000 + 0,000009 + 0,000001 + 0,02000x 0,58%

=0,0300%
p=0,03% x2=10,0601%
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2. Estimasi Ketidakpastian Kadar Flavonoid Total Ekstrak Etanol 96% Daun
Karet Kebo
a. Ketidakpastian Baku
o Ketidakpastian Asal Kurva Kalibrasi
Tabel Hasil Perhitungan Standar Deviasi
. o . [Aj - (BO +
No Cj (ug/mL)  Absorbansi (Aj) (B0 + B1.Cj) B1.Cj)]"2
1. 0,0000 0,0000 0,0059 0,0000
2. 2,5000 0,0646 0,0737 0,0001
3. 5,0000 0,1499 0,1414 0,0001
4. 10,0000 0,2805 0,2769 0,0000
5. 20,0000 0,5642 0,5479 0,0003
6. 30,0000 0,8077 0,8189 0,0001
Y[Aj - (BO + B1. Cj)]2 0,0006
SD 0,0122
Tabel Hasil perhitungan nilai Sxx
No. Cj Standar (mg/L) Cj—C (Cj — C)?
1 0,0000 -11,2500 126,5625
2 2,5000 -8,7500 76,5625
3 5,0000 -6,2500 39,0625
4 10,0000 -1,2500 1,5625
5 20,0000 8,7500 76,5625
6 30,0000 18,7500 351,5625
C 11,2500 Sxx 671,8750

Tabel Hasil perhitungan ketidakpastian asal kurva kalibrasi

Deskripsi Nilai
S (standar deviasi) 0,0122
B1 (slope) 0,0271
p (Jumlah sampel) 6
n (jumlah standar) 6
Co (C sampel) 5,4168
C (C standar rata-rata) 11,2500
Sxx 671,8750
n(Co) 0,2785
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j=1[Aj — (BO+B1 X C)]*  [0,0006
SD = — = |- =00122

n

Sxx = Z(Cj _0)2 = 671,8750

j=i

S 1 1 (Cy—0)2
uCo) ==X |-+~ —
14 n

Sxx

=0,2785

_0,0122 y 1 - 1 I (5,4168 — 11,2500)?
©0,0271 6 6 671,8750

o Ketidakpastian Asal Labu Ukur 10 mL
_ Qu _ 00200 _
u(kal)= NG NG 0,0115
VxaxAT __10x0,0002x4
V3 V3
n(Va)=/(ukal? + (n(FM)2=,/(0,0115)2 + (0,0485)2 = 0,0125

W(FM)= =0,0485

o Ketidakpastian Asal Pipet Ukur 1 mL

u(kal)= % = O’Of;(’ = 0,0035

VxaxAT __ 1x0,0002x4
Vi V3
u(Vb) = +/(u(kal)? + (u(FM)?2

=,/(0,0035)2 + (0,0005)2 = 0,0035

W(FM)= =0,0005

o Ketidakpastian Neraca

:0’0201 = 0,00005

Alo

u(neraca) =

o Ketidakpastian Asal Presisi

%RSD _ 0,6985%
100 100

u(p) = = 0,0070



c. Ketidakpastian Gabungan dan Ketidakpastian Diperluas

Tabel Hasil perhitungan ketidakpastian gabungan dan
ketidakpastian diperluas

Lambang Nilai  Satuan Ketidakpastian Ketidakpastian

Baku (n(x)) Relatif (n(x)/x)

Co 7,3460 mg/L 0,26821 0,036511

Va 10,0000 mL 0,01252 0,001252

Vb 1,0000 mL 0,00350 0,003498

w( M sampel)  0,0100 g 0,00005 0,005000

w( M sampel)  5,1416 g 0,00005 0,000010

w( M sampel) 50,0000 g 0,00005 0,000001

Presisi (p) 1,0000 0,00698 0,006985
Ketidakpastian Gabungan (uc) (%) 0,0280
Ketidakpastian Diperluas (p) (%0) 0,0560

Kadar flavonoid total + ketidakpastian diperluas 0,76 £ 0,0560

BC\ | (WO (rOVD))T (M sampel )\ |
Co Va Vb m sampel
<u(M ekstrak))2 N <H(M simplisia))2 N (u(P))z

m ekstrak m simplisia SD

p/c=

p=p, x2

(0,26821)2 N (0,01252)2 N (0,00350)2 A (0,00005)2 + (0,00005)2
7,3460 10 1 0,01 5,3104
- x0,58%

c 2 2
0,00005 0,00698
+ ( ) alx ( )
50 1

_ \/0,036511+ 0,001252+0,003498 + 0,005000, g9,

+0,000010 + 0,000001 + 0,006985
=0,0280%
pu=0,0280% x 2= 0,0560%
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3.

a.

o Ketidakpastian Asal Kurva Kalibrasi

Estimasi Ketidakpastian Kadar Flavonoid Total Ekstrak Etanol p.a Daun

Karet Kebo
Ketidakpastian Baku

Tabel Hasil Perhitungan Standar Deviasi

. o . [Aj - (BO +
No Cj (ug/mL)  Absorbansi (Aj) (B0 + B1.Cj) B1.Cj)]2
1. 0,0000 0,0000 0,0059 0,0000
2. 2,5000 0,0646 0,0737 0,0001
3. 5,0000 0,1499 0,1414 0,0001
4. 10,0000 0,2805 0,2769 0,0000
5. 20,0000 0,5642 0,5479 0,0003
6. 30,0000 0,8077 0,8189 0,0001
Y[Aj - (BO + B1. Cj)]"2 0,0006
SD 0,0122
Tabel Hasil perhitungan nilai Sxx
No. Cj Standar (mg/L) Cj—C (Cj— C)?
1 0,0000 -11,2500 126,5625
2 2,5000 -8,7500 76,5625
3 5,0000 -6,2500 39,0625
4 10,0000 -1,2500 1,5625
5 20,0000 8,7500 76,5625
6 30,0000 18,7500 351,5625
4 11,2500 Sxx 671,8750

Tabel Hasil perhitungan ketidakpastian asal kurva kalibrasi

Deskripsi Nilai
S (standar deviasi) 0,0122
B1 (slope) 0,0271
p (Jumlah sampel) 6
n (jumlah standar) 6
Co (C sampel) 5,4168
C (C standar rata-rata) 11,2500
SXX 671,8750
n(Co) 0,2785
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j=1[Aj — (BO+B1 X C)]*  [0,0006
SD = — = |- =00122

n

Sxx = Z(Cj _0)2 = 671,8750

j=i

S 1 1 (Cy—0)2
uCo) ==X |-+~ —
14 n

Sxx

=0,2785

_0,0122 y 1 - 1 I (5,4168 — 11,2500)?
©0,0271 6 6 671,8750

o Ketidakpastian Asal Labu Ukur 10 mL
_ Qu _ 00200 _
u(kal)= NG NG 0,0115
VxaxAT __10x0,0002x4
V3 V3
n(Va)=/(ukal? + (n(FM)2=,/(0,0115)2 + (0,0485)2 = 0,0125

W(FM)= =0,0485

o Ketidakpastian Asal Pipet Ukur 1 mL

u(kal)= % = O’Of;(’ = 0,0035

VxaxAT __ 1x0,0002x4
Vi V3
u(Vb) = +/(u(kal)? + (u(FM)?2

=,/(0,0035)2 + (0,0005)2 = 0,0035

W(FM)= =0,0005

o Ketidakpastian Neraca

:0’0201 = 0,00005

Alo

u(neraca) =

o Ketidakpastian Asal Presisi

%RSD _ 3,6139%
100 100

u(p) = = 0,0361



d. Ketidakpastian Gabungan dan Ketidakpastian Diperluas

Tabel Hasil perhitungan ketidakpastian gabungan dan
ketidakpastian diperluas

Lambang Nilai  Satuan Ketidakpastian Ketidakpastian

Baku (n(x)) Relatif (n(x)/x)

Co 15,0490 mg/L 0,267756 0,017792

Va 10,0000 mL 0,012524 0,001252

Vb 1,0000 mL 0,003498 0,003498

pw( M sampel)  0,0100 g 0,000050 0,005000

w( M sampel)  5,1416 g 0,000050 0,000010

w( M sampel) 50,0000 g 0,000050 0,000001

Presisi (p) 1,0000 0,036139 0,036139
Ketidakpastian Gabungan (uc) (%) 0,0200
Ketidakpastian Diperluas (p) (%0) 0,0400

Kadar flavonoid total + ketidakpastian diperluas 0,99 £ 0,04

BC\ | (WO (rOVD))T (M sampel )\ |
Co Va Vb m sampel
<u(M ekstrak))2 N <H(M simplisia))2 N <u(P)>2

m ekstrak m simplisia SD

p/c=

p=p, x2

(0,267756)2 N (0,012524>2 | (0,003498)2 + (0,00005)2 X (0,00005)2
15,0490 10 1 0,01 5,3104
_ x 0,58%

c 2 2
0,00005 0,036139
+ (—) aln (—)
50 1

_ J0,017792+ 0,001252+0,003498 + 0,005000, g,

+0,000010 + 0,000001 + 0,036139
=0,02%
p=0,02% x 2= 0,04%
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Lampiran 11. Dokumentasi Penelitian
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