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ABSTRAK 
 

        Tanaman salam (Syzygium polyanthum (Wight.) Walp) memiliki kandungan 
senyawa flavonoid yang bermanfaat sebagai antioksidan. Penelitian ini bertujuan 
untuk mengetahui kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan dari ekstrak dan 
fraksi daun salam serta perbedaan kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan 
antara ekstrak dan fraksi daun salam (Syzygium polyanthum (Wight.) Walp) 
dengan metode ABTS. 

Daun salam diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut 
etanol 70%  selanjutnya dilarutkan akuades dan difraksinasi menggunakan pelarut n-
heksan dan etil asetat. Penetapan kadar flavonoid menggunakan metode 
aluminium klorida dengan Spektrofotometri UV-Vis dan aktivitas antioksidan 
dilakukan berdasarkan kemampuan meredam radikal bebas 2,2’-azino-bis-(3 
etilbenzotiazolin)-6 sulfonate acid (ABTS). Analisis perbedaan kadar flavonoid total 
dan aktivitas antioksidan antara ekstrak dan fraksi daun salam (Syzygium 
polyanthum (Wight.) Walp) dilakukan menggunakan One Way Anova. 
        Hasil identifikasi senyawa flavonoid menunjukkan ekstrak dan fraksi daun 
salam mengandung senyawa flavonoid. Hasil penetapan kadar flavonoid total 
yang terkandung dalam ekstrak, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat dan fraksi air 
berturut-turut sebesar 2,6433 ± 0,0309 %QE, 1,3362 ± 0,0054 %QE, 2,1388 ± 
0,0252 %QE dan 2,0468 ± 0,0242 %QE. Hasil aktivitas antioksidan ekstrak, 
fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, fraksi air menghasilkan nilai IC50 berturut-turut 
sebesar 20,0118 ± 0,1984 ppm, 23,2512 ± 0,3377 ppm, 18,3892 ± 0,1616 ppm 
dan 21,6196 ± 0,4106 ppm. Hasil statistik One Way Anova terdapat perbedaan 
yang signifikan (p<0,05) kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan dari 
ekstrak dan fraksi daun salam. 
 
 
Kata kunci : Daun Salam, Flavonoid, Antioksidan, IC50, ABTS. 
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ABSTRACT 
 

Bay Leaves (Syzygium polyanthum (Wight.) Walp) of content flavonoid 
compound that are beneficial as antioxidants. The research  determine of total 
flavonoids content and antioxidant activities of bay leaf extracts and fractions 
differences of total flavonoids content and antioxidant activities of bay leaf 
(Syzygium polyanthum (Wight.) Walp) extracts and fractions using ABTS method. 

Bay leaf of extracted using 70% ethanol solvent of maceration method 
than aquades solven and partition using n-hexsan and ethyl acetate solvent. 
Determination of flavonoids content using aluminum chloride method with UV-
Vis spectrophotometry. Antioxidant activities is based the ability to free radicals 
2,2’-azino-bis-(3 etilbenzotiazolin)-6 sulfonate acid (ABTS) and difference of total 
flavonoids content and antioxidant activities of bay leaf (Syzygium polyanthum 
(Wight.) Walp)  extracts and fractions Using One Way Anova. 

The results of identification flavonoids compounds indicate bay leaf 
extracts and fractions contain flavonoids compounds. The determination of total 
flavonoids contained in extracts, n-hexsan fraction, ethyl acetate fraction and 
water fraction of 2,6433 ± 0,0309 %QE, 1,3362 ± 0,0054 %QE, 2,1388 ± 0,0252 
%QE dan 2,0468 ± 0,0242 %QE. The results of the antioxidant activities of 
extracts, n-hexsan fraction, ethyl acetate fraction, water fraction IC50 value of 
20,0118 ± 0,1984 ppm, 23,2512 ± 0,3377 ppm, 18,3892 ± 0,1616 ppm dan 
21,6196 ± 0,4106 ppm. The statistical results of One Way Anova significant 
differences (P < 0.05) of total flavonoids content and antioxidant activities of bay 
leaf extracts and fractions. 
 
 
Keywords: Bay leaf, Levels of total flavonoids, Antioxidants, IC50, ABTS. 
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 BAB I  

PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang Masalah 

           Pola hidup masyarakat di era modern berdampak pada munculnya berbagai 

penyakit degeneratif yang berhubungan erat dengan radikal bebas diantaranya 

adalah kanker, penyakit jantung, penyakit kardiovaskuler, katarak, alzheimer, dan 

parkinson (Blanco, 2013). Radikal bebas merupakan molekul  yang tidak stabil 

dan sangat reaktif, karena terdapat satu atau lebih elektron yang tidak memiliki 

pasangan sehingga radikal bebas mudah menarik atau berikatan dengan atom yang 

lain pada sel-sel dalam tubuh (Neldawati, 2013). Radikal bebas eksogen dapat 

berasal dari polusi dan debu (Septiana dkk., 2002). 

            Tubuh memerlukan substansi penting yaitu antioksidan yang dapat 

membantu melindungi tubuh dari serangan radikal bebas dengan cara meredam 

dampak negatif dari senyawa radikal bebas. Antioksidan merupakan suatu 

substansi yang diperlukan tubuh untuk menetralisir radikal bebas dan mencegah 

kerusakan yang ditimbulkan oleh radikal bebas terhadap sel–sel normal, protein, 

lemak dan antioksidan memiliki kemampuan mendonorkan elektron untuk 

menstabilkan radikal bebas. Antioksidan dapat diproduksi dari dalam dan luar 

tubuh (Winarsih, 2007). 

          Antioksidan yang diproduksi di dalam tubuh ada tiga enzim, yaitu 

superoksida dismutase (SOD), glutation peroksidase (GSH Px), dan katalase 

(Huang et al., 2005). Antioksidan yang diproduksi dari luar tubuh berasal dari 
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makanan. Beberapa bahan alam seperti tanaman dan buah-buahan terbukti 

bermanfaat melindungi tubuh dari bahaya radikal bebas karena bersifat 

antioksidan (Rohman dan Riyanto, 2006). 

             Sumber antioksidan alami salah satunya berasal dari tumbuhan dan 

umumnya merupakan senyawa metabolit sekunder yang telah diisolasi dari 

berbagai jenis tumbuhan dan bermanfaat sebagai bahan baku obat-obatan (Sitorus 

et al., 2013). Senyawa fenolik seperti flavonoid memiliki aktivitas antioksidan 

yang disebabkan adanya gugus hidroksi fenolik dalam struktur molekulnya, 

senyawa ini bereaksi dengan radikal bebas dapat membentuk radikal baru yang 

stabil dengan adanya efek resonansi pada inti aromatik (Winarsih, 2007). 

Kemampuan flavonoid sebagai antioksidan telah banyak diteliti belakangan tahun 

ini, kemampuan yang dimiliki flavonoid untuk mereduksi radikal bebas dan juga 

sebagai anti radikal bebas. Senyawa flavonoid pada tanaman yang memiliki 

antioksidan alami salah satunya adalah tanaman salam (Sumono dan Mulan, 

2009). 

           Tanaman salam (Syzygium polyanthum (Wight.) Walp) memiliki 

kandungan flavonoid  yang mempunyai manfaat diantaranya adalah antioksidan, 

antiinflamasi, antimikroba dan antifungi. Penelitian tentang potensi daun salam 

sudah banyak dilakukan. Ekstrak daun salam mengandung senyawa aktif berupa 

alkaloid, flavonoid, saponin, tanin dan steroid (Evendi, 2017). 

Ekstrak etanol daun salam pada dosis 2,62 mg/20 g BB dan 5,24 mg/20 g 

BB dapat menurunkan kadar glukosa darah mencit jantan yang diinduksi dengan 

aloksan karena daun salam mengandung flavonoid yang dapat menangkap radikal 
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bebas (Studiawan dan Santosa, 2005). Hasil penelitian Rivai., dkk (2019) 

menyatakan bahwa kadar flavonoid total pada ekstrak etanol daun salam sebesar 

0,512 %. Fraksi etil asetat daun salam memiliki kandungan senyawa metabolit 

sekunder yaitu flavonoid, tanin, fenolik dan triterpenoid (Indah, 2015). Menurut 

Wirawan (2018) fraksi etil asetat daun salam pada dosis 200 mg/kgBB dapat 

menurunkan kadar kolesterol karena adanya kandungan senyawa flavonoid yang 

bersifat sebagai antioksidan. 

           Iqbal dan Kusumawati (2011) melaporkan bahwa beberapa tanaman genus 

Syzygium berpotensi sebagai antioksidan. Hasil penelitian tersebut menunjukkan 

bahwa ekstrak etanol daun salam yang diuji aktivitas antioksidan menggunakan 

metode DPPH memiliki aktivitas antioksidan paling baik dengan metode maserasi 

dengan nilai IC50 sebesar 35,057 ppm (Verawati, dkk., 2017). Uji aktivitas 

antioksidan pada penelitian ini menggunakan metode ABTS [(2,2’-azino-bis (3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)]. Pengukuran aktivitas antioksidan 

dilakukan berdasarkan penghilangan warna ABTS yang semula berwarna biru 

hijau berubah menjadi tidak berwarna apabila tereduksi oleh radikal bebas. 

Aktivitas antioksidan metode ABTS lebih sensitif (99,55%) dari metode DPPH 

dengan aktivitas yang sedikit lebih rendah (95,3%) dan juga metode ABTS dapat 

digunakan pada tingkat pH yang berbeda sedangkan DPPH sensitif terhadap pH 

asam. Metode ABTS dapat dilarutkan dalam pelarut organik maupun air sehingga 

bisa mendeteksi senyawa yang bersifat lipofilik maupun hidrofilik (Shalaby et al., 

2013). Beberapa penelitian menunjukkan adanya perbedaan kadar total flavonoid 

dan aktivitas antioksidan antara ekstrak dan fraksi daun salam. 
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                 Berdasarkan uraian di atas, penetapan kadar flavonoid total dan 

aktivitas antioksidan dari ekstrak dan fraksi daun salam (Syzygium polyanthum 

(Wight.) Walp) dengan metode ABTS belum pernah dilakukan sebelumnya, maka 

perlu dilakukan penelitian tentang penetapan kadar flavonoid total dan aktivitas 

antioksidan dari ekstrak dan fraksi daun salam (Syzygium polyanthum (Wight.) 

Walp) dengan metode ABTS. 

 

B. Perumusan Masalah 

         Rumusan masalah penelitian ini adalah : 

1. Berapa kadar flavonoid total dari ekstrak dan fraksi daun salam (Syzygium 

polyanthum (Wight.) Walp)  ? 

2. Berapa nilai IC50 antioksidan dari ekstrak dan fraksi daun salam (Syzygium 

polyanthum (Wight.) Walp)  dengan metode ABTS ? 

3. Apakah ada perbedaan kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan antara 

ekstrak dan fraksi daun salam (Syzygium polyanthum (Wight.) Walp)  ? 

 

C. Tujuan Penelitian 

         Tujuan penelitian ini adalah : 

1. Mengetahui kadar flavonoid total dari ekstrak dan fraksi daun salam (Syzygium 

polyanthum (Wight.) Walp). 

2. Mengetahui nilai IC50 antioksidan dari ekstrak dan fraksi daun salam (Syzygium 

polyanthum (Wight.) Walp)  dengan metode ABTS. 
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3. Mengetahui adanya perbedaan kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan 

antara ekstrak dan fraksi daun salam (Syzygium polyanthum (Wight.) Walp)  

menggunakan metode ABTS. 

 

D. Manfaat Penelitian 

        Manfaat penelitian ini adalah : 

1. Memberikan informasi kepada masyarakat tentang penetapan kadar flavonoid 

total dan aktivitas antioksidan antara ekstrak dan fraksi daun salam (Syzygium 

polyanthum (Wight.) Walp) dalam pengembangan obat tradisional. 

2. Menambah sumber data ilmiah atau rujukan bagi penelitian selanjutnya. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

A. Desain Penelitian 

          Penelitian yang dilakukan merupakan jenis penelitian eksperimental karena 

adanya intervensi perlakuan dalam proses penyarian yaitu dalam bentuk ekstraksi 

dan fraksinasi. 

 

B. Tempat dan Waktu Penelitian 

          Penelitian dilakukan di Labolatorium Teknologi Farmasi Bahan Alam dan 

Sintesis Obat Sekolah Tinggi Ilmu Kesehatan Nasional pada bulan Januari 2020 

sampai Juli 2020. Determinasi tanaman salam dilakukan di Laboratorium Biologi 

Fakultas MIPA Universitas Muhammadiyah Surakarta. 

 

C. Populasi dan Sampel 

         Populasi dalam penelitian ini adalah tanaman salam yang diperoleh dari 

Dusun 7 Desa Sidoharjo, Sumatra Selatan. Sampel dalam penelitian ini adalah 

daun salam dari tanaman salam yang tumbuh di pekarangan rumah di Dusun 7 

Desa Sidoharjo, Sumatra Selatan. Teknik pengambilan sampel yang digunakan 

adalah purposive sampling yaitu teknik pengambilan sampel dan didasarkan pada 

suatu ketentuan atau pertimbangan tertentu yang dibuat oleh peneliti sendiri, 

berdasarkan ciri atau sifat-sifat populasi yang sudah diketahui sebelumnya. 
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Penelitian ini menggunakan daun salam yang  berwarna hijau gelap, daun yang 

utuh dan bersih, tidak berlubang atau sobek – sobek. 

 

D. Variabel Penelitian 

1. Variabel bebas dalam penelitian ini adalah cara penyarian sampel dengan 

metode ekstraksi dan fraksinasi. 

2. Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah kadar flavonoid total dan 

aktivitas antioksidan antara ekstrak dan fraksi daun salam. 

3. Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah kualitas bahan, penetapan 

waktu kestabilan serapan, dan alat. 

 

E. Definisi Operasional 

          Definisi operasional yang digunakan untuk mengetahui kadar flavonoid 

total dan aktivitas antioksidan dari ekstrak dan fraksi daun salam adalah: 

1. Ekstrak etanol daun salam adalah ekstrak yang diperoleh dari ekstraksi 

simplisia daun salam dengan metode maserasi dengan pelarut etanol 70%. 

2. Fraksinasi merupakan proses pemisahan senyawa berdasarkan tingkat 

kepolaran. Fraksi daun salam (Syzygium polyanthum (Wight.) Walp) diperoleh 

dari partisi (ekstraksi cair-cair) ekstrak etanol daun salam yang dilarutkan 

dengan akuades menggunakan pelarut berturut-turut n-heksan dan etil asetat. 

3. Kadar flavonoid total merupakan kadar flavonoid dalam sampel yang 

dinyatakan sebagai ekuivalen kuersetin (QE). Kadar flavonoid total didapatkan 

dari perhitungan menggunakan rumus total flavonoid. Kadar flavonoid dalam 
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sampel (sumbu x) diketahui dengan memasukkan absorbansi sampel ke dalam 

sumbu y pada persamaan regresi linier kuersetin (Desmiaty, dkk, 2009). 

4. Inhibition Concentration 50% (IC50) yaitu konsentrasi sampel yang dapat 

meredam radikal ABTS sebanyak 50%. Nilai IC50 digunakan untuk 

menentukan aktivitas antioksidan yang dihitung menggunakan rumus 

persamaan regresi. 

 

F. Alat dan Bahan 

              Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah spektrofotometer UV- 

Vis (Shimadzu UV mini-1240), moisture balance (Ohause MB 120), rotary 

evaporator (IKA HB 10 basic), timbangan analitik (Ohause EP 214 sensitivitas 

0,1 mg), blender (Philips), corong pisah (pyrex), gelas ukur (pyrex), labu ukur 

(pyrex), pipet volume (pyrex), pengayak 40 mesh, pipet tetes, cawan porselin, 

tabung reaksi, batang pengaduk, chamber, gelas beaker (pyrex). 

            Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun salam, etanol 70% 

(Medika), n-heksan (Merck®), etil asetat (Merck®), metanol p.a (Merck®), 

akuades, kuersetin (Sigma Aldrich), AlCl3 (Aluminium klorida) (Merck®), 

natrium asetat (Merck®), reagen ABTS (Sigma Aldrich®), PBS (Phosfat Buffer 

Saline), K2S2O8 (Kalium persulfat), serbuk magnesium timbal (III) asetat, HCL 

(Merck®). 
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G. Jalannya Penelitian 

1. Determinasi tanaman salam  

             Tahap pertama dalam penelitian ini adalah memastikan kebenaran 

tanaman salam berkaitan dengan ciri-ciri morfologisnya yang ada pada tanaman 

salam. Determinasi tanaman salam dilakukan di Laboratorium Biologi Fakultas 

MIPA Universitas Muhammadiyah Surakarta. 

2. Persiapan bahan 

            Daun salam yang diperoleh di Dusun 7 Desa Sidoharjo, Sumatra Selatan 

selanjutnya dilakukan penyortiran lalu dicuci dengan air mengalir dan ditiriskan, 

kemudian dikeringkan di bawah sinar matahari dengan kondisi ditutup kain hitam 

(Wicaksono dan Ulfah, 2017). 

3. Pembuatan serbuk 

             Daun salam yang sudah kering kemudian dijadikan sediaan serbuk dengan 

menggunakan blender. Serbuk diayak menggunakan pengayak ukuran 40 mesh. 

Hasilnya disimpan dalam wadah kering dan tertutup (Wicaksono dan Ulfah, 

2017). 

4. Susut pengeringan 

              Susut pengeringan serbuk daun salam dilakukan dengan alat moisture 

balance. Serbuk daun salam dimasukkan sebanyak 2,0 gram pada suhu 1050C 

selama 5 menit  dan nilai susut kadar air muncul pada alat dalam satuan persen 

(%) terhadap bobot awal (Wicaksono dan Ulfah, 2017). 
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5. Pembuatan ekstrak etanol daun salam 

               Ekstrak daun salam dibuat dengan mengekstraksi 300,0 gram serbuk 

daun salam dalam bejana maserasi dengan pelarut etanol 70% sebanyak 2250,0 

mL dengan perbandingan 1:7,5 yaitu 1 bagian simplisia dimasukkan dalam 7,5 

bagian cairan penyari, didiamkan selama 3 hari dengan dilakukan pengadukan 1 

kali dalam sehari. Hasil maserat disaring dengan kain flanel kemudian residu 

direndam kembali dengan 750,0 mL etanol didiamkan selama 1 hari. Hasil 

maserat yang diperoleh dari maserasi tahap pertama dan kedua disaring dan 

dipekatkan dengan  vacum  rotary evaporator yang diatur dengan kecepatan 

putaran 200 rpm dengan suhu 500C, hingga diperoleh ekstrak kental daun salam. 

Pembuatan ekstrak dilakukan replikasi 3 kali (Wicaksono dan Ulfah, 2017). 

6. Pembuatan fraksi daun salam 

a. Pembuatan fraksi n-heksan daun salam 

                  Ekstrak etanol daun salam ditimbang seksama 30,0 gram, dilarutkan 

dalam 30,0 mL air hangat lalu diaduk sampai homogen dan difraksinasi dengan 

n-heksan sebanyak 30,0 mL, dengan pengulangan 3 kali menggunakan corong 

pisah. Sari n-heksan dikumpulkan kemudian dipekatkan dengan waterbath 

pada suhu 500C. Sari n-heksan yang sudah pekat disebut fraksi n-heksan. 

Pembuatan fraksi dilakukan replikasi 3 kali ( Maravirnadita, 2019). 

b. Pembuatan fraksi etil asetat dan fraksi air daun salam 

                  Residu sisa fraksinasi n-heksan kemudian ditambah etil asetat (1:1), 

difraksinasi menggunakan corong pisah, dengan pengulangan 3 kali. Sari etil 

asetat dikumpulkan kemudian dipekatkan dengan waterbath pada suhu 500 C. 
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Sari etil asetat yang sudah pekat disebut fraksi etil asetat. Residu sisa fraksinasi 

etil asetat disebut fraksi air. Pembuatan fraksi dilakukan replikasi 3 kali 

(Maravirnadita, 2019). 

7. Penapisan fitokimia flavonoid  

              Ekstrak dan fraksi daun salam sebanyak 1,0 mL diuapkan hingga kering, 

ditambahkan 1,0 mL etanol, kemudian ditambah sedikit serbuk magnesium dan 

2,0 mL asam  klorida 5 M. Warna merah hingga merah lembayung menunjukkan 

adanya senyawa flavonol, flavonon, flavonolol dan dihidroflavonol (Hanani, 

2017).  

8. Pengujian pendahuluan flavonoid secara KLT  

             Ekstrak etanol daun salam, fraksi daun salam  dan pembanding kuersetin 

yang telah dilarutkan dengan etanol 70%, ditotolkan bersama-sama pada lempeng 

kromatografi lapis tipis (KLT) dengan fase diam silika gel dan fase gerak etil 

asetat : metanol (3:1). Bercak kromatogram yang dihasilkan diamati dengan sinar 

ultraviolet 254 nm dan 366 nm, sebelum dan setelah disemprot dengan AlCl3 5%. 

Bercak dengan flouresensi warna kuning menunjukkan adanya flavonoid 

(Markham, 1988). 

9. Penetapan kadar  flavonoid  

a. Pembuatan reagen penetapan kadar flavonoid total 

Penetapan kadar flavonoid total yang mengacu pada prosedur Chang et al., 

(2002) dan Ahmad et al., (2014) dengan beberapa modifikasi kuersetin 

sebagai standar. 

 



28 
 
 

1) Pembuatan larutan AlCl3 10% 

             Serbuk AlCl3 ditimbang seksama 5,0 gram dan dimasukkan ke 

dalam beaker glass kemudian dilarutkan dengan sebagian akuades hingga 

larut sempurna ke dalam labu ukur 50,0 mL dan ditambah akuades 

sampai tanda batas. 

2) Pembuatan natrium asetat 1 M 

           Natrium asetat ditimbang seksama 1,0 gram dan dimasukkan ke 

dalam beaker glass kemudian dilarutkan dengan sebagian akuades hingga 

larut sempurna, masukkan ke dalam labu ukur 10,0 mL dan ditambah 

akuades hingga tanda batas. 

3) Pembuatan larutan blangko 

                  Larutan AlCl3 10% sebanyak 0,2 mL dan ditambahkan 0,2 mL 

natrium asetat 1 M ke dalam labu ukur 10,0 mL ditambah akuades 

sampai tanda batas. 

4) Pembuatan larutan induk 1000 ppm  

Larutan baku induk 1000 ppm dibuat dengan cara menimbang 25,0 

mg kuersetin secara seksama dan dilarutkan dengan metanol p.a hingga 

volume 25,0 mL. 

b. Preparasi larutan baku kuersetin 

                      Larutan baku kerja kuersetin dengan deret konsentrasi 10 ppm, 15 

ppm, 20 ppm, 25 ppm dan 30 ppm dibuat dari larutan baku induk yang 

dipipet 0,1 mL, 0,15 mL, 0,20 mL, 0,25 mL dan 0,30 mL. Tiap seri 

konsentrasi dipipet 1,0 mL ditambahkan 3,0 mL metanol p.a, 0,2 mL AlCl3 
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10%, 0,2 mL natrium asetat 1 M dan ditambahkan akuades dalam labu 

ukur 10,0 mL setelah itu diinkubasi selama 26 menit pada suhu kamar dan 

ukur absorbansinya pada spektrofotometri Uv-Vis pada panjang 440 nm. 

c. Penentuan Operating Time (OT) 

             Absorbansi larutan baku kerja kuersetin 15 ppm dipipet 1,0 mL 

ditambahkan 3,0 mL metanol p.a, 0,2 mL AlCl3 10%, 0,2 mL natrium 

asetat 1 M dan ditambahkan akuades dalam labu ukur 10,0 mL diukur 

pada panjang gelombang maksimum teoritis 440 nm dengan interval 

waktu 1 menit hingga diperoleh absorbansi stabil. Operating time (OT) 

tercapai pada waktu dihasilkan absorbansi yang stabil (Indrayani, 2008). 

d. Penentuan panjang gelombang maksimum (ƛmaks) kuersetin 

                       Larutan baku kerja konsentrasi 20 ppm dipipet 1,0 mL ditambahkan 

3,0 mL metanol p.a, 0,2 mL AlCl3 10%, 0,2 mL natrium asetat 1 M dan 

ditambahkan akuades dalam labu ukur 10,0 mL, diukur serapannya pada 

rentang panjang gelombang 400-500 nm pada waktu tercapainya 

Operating Time. Panjang gelombang yang menunjukkan nilai serapan 

tertinggi merupakan panjang gelombang maksimum (Kusuma, 2012). 

e. Pembuatan kurva baku kuersetin  

                        Kurva baku dibuat dengan menghubungan konsentrasi larutan baku 

kerja 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25 ppm,dan 30 ppm dengan hasil serapan 

yang diperoleh dari pengukuran dengan menggunakan spektrofotometri 

UV-Vis pada panjang gelombang maksimum 440,6 nm pada menit ke- 26 

(Ahmad et al., 2015). 
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f. Penetapan kadar flavonoid total  

              Ekstrak dan fraksi daun salam masing- masing ditimbang seksama 

100,0 mg dilarutkan dengan 10,0 mL metanol p.a. Larutan sampel dipipet 

1,0 mL diencerkan dengan metanol p.a dalam labu ukur 10,0 mL, 

kemudian  diambil 1,0 mL ditambah dengan 3,0 mL metanol p.a 

ditambahkan 0,2 mL AlCl3 10%, 0,2 mL natrium asetat 1 M dan dan 

ditambahkan akuades dalam labu ukur 10,0 mL. Campuran dikocok 

homogen lalu dibiarkan selama 26 menit yang diperoleh diukur 

serapannya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang maksimum 440,6 nm (Ahmad et al., 2015). 

10. Penentuan aktivitas antioksidan 

a. Pembuatan larutan  

1) Larutan ABTS : ABTS (7 mM) ditimbang seksama sebanyak 18,0 

mg dilarutkan ke dalam akuades dalam labu ukur 5,0 mL. 

2) Larutan K2S2O8 : Kalium persulfat (2,45 mM) ditimbang seksama 

14,0 mg dilarutkan ke dalam akuades dalam botol sampai 20,0 mL. 

3) Larutan PBS pH 7,4 : Natrium klorida ditimbang seksama 8,0 g, 0,2 g 

kalium klorida, 1,42 g natrium hidrogen fosfat, 0,24 kalium 

dihidrogen fosfat dilarutkan dalam akuades sampai 1,0 L.  

4) Larutan radikal ABTS : Larutan ABTS sebanyak 5,0 mL ditambahkan 

5 mL larutan kalium persulfat, diinkubasi dalam ruang gelap suhu 22-

240C selama 12-16 jam, dihasilkan radikal ABTS dengan warna biru 

gelap. Larutan yang diperoleh digunakan sebagai larutan kontrol. 
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5) Larutan blangko : Kalium persulfat sebanyak 5,0 mL ditambahkan 

dengan 5,0 mL akuades diinkubasi dalam ruang gelap suhu 220C -

240C selama 12-16 jam. 

b. Penentuan Operating Time 

           Larutan baku kerja kuersetin 15 ppm, dipipet sebanyak 0,1 mL 

larutan ditambah 2,0 mL larutan radikal ABTS diukur pada panjang 

gelombang maksimum teoritis 734 nm dengan interval waktu 1 menit 

hingga diperoleh absorbansi stabil. Operating time (OT) tercapai pada 

waktu dihasilkan absorbansi yang stabil (Rosidah dkk., 2008). 

c. Pengukuran panjang gelombang maksimum dengan metode ABTS 

             Larutan radikal ABTS dipipet sebanyak 1,0 mL dan dicukupkan 

dengan PBS pH 7,4 dalam labu ukur 25,0 mL. Absorbansi larutan diukur 

pada rentang panjang gelombang 700-750 nm, tentukan panjang 

gelombang pada serapan tertinggi (Pulungan, 2018). 

d. Pengukuran aktivitas antioksidan metode ABTS dengan baku kuersetin 

           Larutan baku kerja kuersetin dengan konsentrasi  5 ppm, 10 ppm, 

15 ppm, 20 ppm, dan 25 ppm dipipet masing-masing sebanyak 0,25 mL, 

0,5 mL, 0,75 mL, 1,0 mL dan 1,5 mL lalu dimasukkan ke dalam labu ukur 

5,0 mL kemudian ditambahkan metanol p.a sampai tanda batas. Larutan 

yang diperoleh masing-masing dipipet sebanyak 0,1 mL lalu ditambah 2,0 

mL larutan radikal ABTS. Larutan diinkubasi selama selama 6 menit dan 

diukur serapan dengan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 

734 nm (Faisal, 2019). 
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e. Pengukuran aktivitas antioksidan ekstrak etanol dengan metode ABTS 

            Ekstrak etanol ditimbang seksama sebanyak 10,0 mg dilarutkan 

dengan metanol p.a dalam labu ukur 10,0 mL kemudian dipipet masing-

masing sebanyak 0,25 mL, 0,5 mL, 0,75 mL, 1,0 mL dan 1,25 mL ke 

dalam labu ukur 10,0 mL kemudian ditambahkan metanol p.a sampai 

tanda batas hingga diperoleh deret konsentrasi  5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 

ppm, dan 25 ppm. Masing-masing konsentrasi dipipet sebanyak 0,1 mL 

ditambah 2,0 mL larutan radikal ABTS. Larutan diinkubasi selama 6 menit 

dan diukur serapan dengan spektrofotometri UV-Vis pada panjang 

gelombang 734 nm (Faisal, 2019). 

f. Pengukuran aktivitas antioksidan fraksi n-heksan dengan metode ABTS 

            Frakni n-heksan ditimbang seksama sebanyak 10,0 mg dilarutkan 

dengan metanol p.a dalam labu ukur 10,0 mL kemudian dipipet masing-

masing sebanyak 0,25 mL, 0,5 mL, 0,75 mL, 1,0 mL dan 1,25 mL ke 

dalam labu ukur 10,0 mL kemudian ditambahkan metanol p.a sampai 

tanda batas hingga diperoleh deret konsentrasi  5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 

ppm, dan 25 ppm. Masing-masing konsentrasi dipipet sebanyak 0,1 mL 

ditambah 2,0 mL larutan radikal ABTS. Larutan diinkubasi selama 6 menit 

dan diukur serapan dengan spektrofotometri UV-Vis pada panjang 

gelombang 734 nm (Faisal, 2019). 

g. Pengukuran aktivitas antioksidan fraksi etil asetat dengan metode ABTS 

              Fraksi etil asetat ditimbang seksama sebanyak 10,0 mg dilarutkan 

dengan metanol p.a dalam labu ukur 10,0 mL kemudian dipipet masing-
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masing sebanyak 0,25 mL, 0,5 mL, 0,75 mL, 1,0 mL dan 1,25 mL ke 

dalam labu ukur 10,0 mL kemudian ditambahkan metanol p.a sampai 

tanda batas hingga diperoleh deret konsentrasi  5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 

ppm, dan 25 ppm. Masing-masing konsentrasi dipipet sebanyak 0,1 mL 

ditambah 2,0 mL larutan radikal ABTS. Larutan diinkubasi selama 6 menit 

dan diukur serapan dengan spektrofotometri UV-Vis pada panjang 

gelombang 734 nm (Faisal, 2019). 

h. Pengukuran aktivitas antioksidan fraksi air dengan metode ABTS 

            Fraksi air ditimbang seksama sebanyak 10,0 mg dilarutkan dengan 

metanol p.a dalam labu ukur 10,0 mL kemudian dipipet masing-masing 

sebanyak 0,25 mL, 0,5 mL, 0,75 mL, 1,0 mL dan 1,25 mL ke dalam labu 

ukur 10,0 mL kemudian ditambahkan metanol p.a sampai tanda batas 

hingga diperoleh deret konsentrasi  5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, dan 

25 ppm. Masing-masing konsentrasi dipipet sebanyak 0,1 mL ditambah 

2,0 mL larutan radikal ABTS. Larutan diinkubasi selama 6 menit dan 

diukur serapan dengan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 

734 nm (Faisal, 2019). 

 

H. Analisis Data 

1. Perhitungan rendemen 

            Ekstrak dan fraksi kental yang diperoleh kemudian dihitung rendemennya 

dengan rumus. 

% Rendemen = 
bobot yang diperoleh

bobot bahan awal
×100% 
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2. Identifikasi flavonoid 

              Ekstrak dan fraksi daun salam dianalisis dengan KLT dan pereaksi 

warna. Flavonoid dengan KLT diidentifikasi dengan penyemprotan AlCl3 yang 

akan memberikan berwarna kuning. Uji reagen dengan etanol dan serbuk 

magnesium ditambah dengan asam klorida setelah berwarna merah sampai 

lembayung berarti positif mengandung flavanoid (Hanani, 2017). 

3. Persamaan regresi linier 

           Kadar flavanoid dihitung menggunakan persamaan regresi linier 

berdasarkan kurva kalibrasi hasil pembacaan dari alat spektrofotometri UV-Vis. 

Data absorbansi yang diperoleh dari pengukuran dimasukkan ke dalam persamaan 

regresi linier sebagai y, dan nilai x sebagai konsentrasi larutan baku. Persamaan 

regresi linier dinyatakan dengan : 

Y = bx + a 

Keterangan :   y = absorbansi 

x = konsentrasi (ppm) 

b = slope  

a = intersep 

Hasil absorbansi dari pengukuran sampel dimasukkan ke dalam regresi linier. 

Absorbansi sampel sebagai y, sehingga kadar flavonoid total diperoleh dinyatakan 

sebagai jumlah mg  ekuivalen kuersetin (QE) pada tiap gram ekstrak dan fraksi. 

Kadar flavonoid total (mg/100g) =  
 konsentrasi �µgml�x volume sampel

Berat sampel
x Fp  
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4. Penentuan aktivitas antioksidan 

          Hasil uji penangkal radikal bebas metode ABTS pada ekstrak dan fraksi 

daun salam (Syzygium polyanthum (Wight.) Walp) dipaparkan sebagai hasil 

penelitian, sehingga didapat jumlah persen inhibisi. Pengukuran persentase 

aktivitas antioksidan dihitung menggunakan rumus (Cholisoh, 2008). 

{% inhibisi=
abs kontrol-abs sampel

abs kontrol 
×100%} 

Keterangan :  

abs kontrol = absorbansi larutan radikal ABTS 

abs sampel = absorbansi larutan sampel yang telah ditambah radikal ABTS 

5. Penetapan nilai IC50 

            Perhitungan nilai IC50 menggambarkan besarnya konsentrasi larutan uji 

yang dapat menangkal radikal bebas sebesar 50% melalui persamaan regresi linier 

yang menyatakan hubungan  antara konsentrasi larutan uji (x) dengan % inhibisi 

(y). Nilai IC50 diperoleh dengan mensubstitusikan y sebagai % inhibisi sebesar 

50% dan x sebagai IC50. Perhitungan IC50 dapat dituliskan dengan cara mengubah 

nilai y=50 

y = bx + a 

50 = bx + a 

x = 50−a
b

= 𝐼𝐶50 

keterangan :    x = Konsentrasi sampel 

y = % inhibisi 

a = Intersep 

b = Slope 
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6. Perhitungan koevisien variasi (KV) 

            Data penetapan kadar tiap replikasi pada masing-masing proses ekstraksi 

dan fraksinasi dihitung nilai koefisien variasi. Koevisien variasi (KV) digunakan 

untuk mengetahui hasil kesesuaian analisis satu dengan hasil analisis lain dari 

suatu seri pengukuran yang di peroleh dari sampling acak secara berulang dari 

sampel homogennya. Koevisien variasi yang baik adalah kurang dari 2% (Snyder, 

dkk., 2010). 

%KV = 
standar deviasi

rata-rata kadar sampel
×100% 

7. Uji Statistik 

            Pengolahan data menggunakan analisis statistik One Way Anova. One Way 

Anova adalah uji statistika yang bertujuan untuk mengetahui apakah terdapat 

perbedaan antara dua atau lebih jumlah kelompok sampel. One Way Anova 

digunakan untuk menguji hipotesis komparatif sampel, bila pada setiap sampel 

hanya terdiri atas satu kategori. Tahapan yang dilakukan dalam One Way Anova 

yaitu: 

1. Kadar flavonoid total 

a. Menentukan H0 dan H1 

H0: µ1=µ2=µ3=...=µn, artinya tidak terdapat perbedaan yang signifikan 

antara ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air 

terhadap kadar flavonoid total. 

H1: µ1≠µ2≠µ3≠...≠µn, artinya terdapat perbedaan yang signifikan antara 

ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air terhadap 

kadar flavonoid total. 



37 
 
 

b. Kriteria pengujian 

Fhitung≤Ftabel maka Ho diterima yang artinya kadar flavonoid total ekstrak 

antara ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air tidak 

berbeda secara signifikan. Fhitung˃Ftabel maka Ho ditolak dan H1 diterima 

yang artinya kadar flavonoid total ekstrak antara ekstrak etanol, fraksi n-

heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air berbeda secara signifikan. 

2. Aktivitas antioksidan 

a. Menentukan H0 dan H1 

H0: µ1=µ2=µ3=...=µn, artinya tidak terdapat perbedaan yang signifikan 

antara ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air 

terhadap aktivitas antioksidan. 

H1: µ1≠µ2≠µ3≠...≠µn, artinya terdapat perbedaan yang signifikan antara 

ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air terhadap 

aktivitas antioksidan. 

b. Kriteria pengujian 

Fhitung≤Ftabel maka Ho diterima yang artinya aktivitas antioksidan ekstrak 

antara ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air tidak 

berbeda secara signifikan. Fhitung˃Ftabel maka Ho ditolak dan H1 diterima 

yang artinya aktivitas antioksidan ekstrak ekstrak antara ekstrak etanol, 

fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air berbeda secara signifikan. 
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g. Alur Penelitian 

 

 

- Disortir, Dicuci dan dikeringkan. 

- Diserbuk dan diayak dengan mash no 40. 

 

- Dimaserasi dengan pelarut etanol 70% 
- Dilakukan replikasi 3 kali 

 

 
- Dipekatkan dengan evaporator suhu 400 C 

 

- Dilarutkan dengan air hangat 

- Difraksinasi sebanyak 3X  

 

 

dipekatkan 

      

    dipekatkan 

  

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 7. Bagan alur penelitian 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

A. Kesimpulan 

1. Kadar flavonoid total rata-rata dari ekstrak, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat   

dan fraksi air daun salam berturut-turut sebesar 2,6433 ± 0,0309 %QE, 1,3362 

± 0,0054 %QE, 2,1388 ± 0,0252 %QE dan 2,0468 ± 0,0242 %QE. 

2. Nilai IC50 rata-rata dari ekstrak, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat dan fraksi air 

dari daun salam menggunakan metode ABTS sebesar 20,0118 ± 0,1984 ppm, 

23,2512 ± 0,3377 ppm, 18,3892 ± 0,1616 ppm dan 21,6196 ± 0,4106 ppm. 

3. Kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan dari ekstrak, fraksi n-heksan, 

fraksi etil asetat dan fraksi air dari daun salam memiliki perbedaan yang 

signifikan (P<0,05). 

 

B. Saran 

      Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut lagi tentang kandungan flavonoid 

dalam bentuk sediaan dan mengisolasi senyawa aktif yang terdapat dalam daun 

salam yang bertanggungjawab sebagai antioksidan. 
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