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INTISARI 

Pemanfaatan tumbuhan kluwih selama ini hanya difokuskan pada buah dan 

batangnya saja sementara di dalam daun kluwih (Artocarpus camansi) juga 

mengandung banyak senyawa aktif terutama flavonoid. Tujuan penelitian ini untuk 

mengetahui kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan dari ekstrak dan fraksi 

daun kluwih (Artocarpus camansi). 

Pembuatan ekstrak dilakukan dengan metode maserasi menggunakan 

pelarut etanol 70%  dilanjutkan dengan penambahan air hangat kemudian  

fraksinasi menggunakan pelarut n-heksan dan etil asetat. Penetapan kadar flavonoid 

dan aktivitas antioksidan dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer UV-

Vis. Aktivitas antioksidan didasarkan pada kemampuan peredaman radikal bebas 

senyawa 2,2’-azinobis (3-ethylbenzthiazoline 6-sulfonic acid) (ABTS) diukur pada 

panjang gelombang 427,5 nm pada menit ke-2. Analisis dilakukan untuk 

mengetahui perbedaan kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan antara ekstrak 

dan fraksi daun kluwih (Artocarpus camansi) dengan menggunakan One Way 

ANOVA.  

Pada penapisan fitokimia pada ekstrak dan fraksi daun kluwih mengandung 

senyawa flavonoid. Hasil penetapan kadar rata-rata flavonoid total pada ekstrak 

etanol sebesar 2,9950±0,0196% QE, fraksi n-heksan sebesar 1,0262±0,0175% QE, 

fraksi etil asetat sebesar 2,5019±0,0468% QE, dan fraksi air sebesar 

1,5165±0,0270% QE. Rata-rata Aktivitas antioksidan dinyatakan dalam nilai IC50 

dengan hasil pada ekstrak etanol sebesar 16,7181±0,2318 ppm, fraksi n-heksan 

sebesar 23,0089±0,3990 ppm, fraksi etil asetat sebesar 18,2579±0,2936 ppm, dan 

fraksi air sebesar 18,5776±0,0697 ppm. Berdasarkan analisis one way ANOVA pada 

kadar flavonoid total terdapat perbedaan bermakna antara ekstrak etanol dan fraksi 

daun kluwih (Artocarpus camansi) (p<0,05). Aktivitas antioksidan ada perbedaan 

bermakna antara ekstrak etanol dan fraksi daun kluwih (Artocarpus camansi) 

(p<0,05).  

 

Kata kunci: Daun kluwih (Artocarpus camansi), Flavonoid, ABTS, IC50 
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ABSTRACT 

 

The use of kluwih plants so far has only been focused on the fruit and stems, 

while the leaves of kluwih (Artocarpus camansi) also contain many active 

compounds, especially flavonoids. The purpose of this study was to determine the 

total flavonoid levels and antioxidant activity of the extract and fraction of kluwih 

leaves (Artocarpus camansi). 

The extract was made by maceration method using 70% ethanol solvent 

followed by the addition of warm water then fractionation using n-hexane and ethyl 

acetate solvents. Determination of flavonoid levels and antioxidant activity was 

carried out using a UV-Vis spectrophotometer. The antioxidant activity was based 

on the free radical scavenging ability of 2,2'-azinobis (3-ethylbenzthiazoline 6-

sulfonic acid) (ABTS) compounds measured at a wavelength of 427.5 nm at 2 

minutes. The analysis was conducted to determine the differences in total flavonoid 

levels and antioxidant activity between extracts and fraction of kluwih leaves 

(Artocarpus camansi) using One Way ANOVA. 

In phytochemical screening, extracts and fractions of kluwih leaves contain 

flavonoids. The results of the determination of the total flavonoid mean content in 

the ethanol extract were 2.9950 ± 0.0196% QE, the n-hexane fraction was 1.0262 

± 0.0175% QE, the ethyl acetate fraction was 2.5019 ± 0.0468% QE , and the water 

fraction of 1.5165 ± 0.0270% QE. The average antioxidant activity is expressed in 

IC50 values with the results in the ethanol extract of 16.7181 ± 0.2318 ppm, the n-

hexane fraction 23.0089 ± 0.3990 ppm, the ethyl acetate fraction 18.2579 ± 0.2936 

ppm , and the water fraction of 18.5776 ± 0.0697 ppm. Based on one way ANOVA 

analysis on total flavonoid levels, there was a significant difference between ethanol 

extract and kluwih leaf fraction (Artocarpus camansi) (p <0.05). There was a 

significant difference in antioxidant activity between ethanol extract and kluwih 

leaf fraction (Artocarpus camansi) (p <0.05). 

 

Keyword : Kluwih Leaves (Artocarpus camansi), Flavonoids, ABTS, IC50 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang Masalah 

Penyebab utama banyaknya kematian di dunia diakibatkan oleh adanya 

penyakit degeneratif (Mills dkk., 2016). Penyakit degeneratif di Indonesia selalu 

mengalami peningkatan pada tahun 2007 sebanyak 9,4 % menjadi 13,3 % pada 

tahun 2013 (Kementrian Kesehatan, 2018). Penyakit degeneratif muncul karena 

adanya kerusakan sel akibat reaktivitas senyawa radikal bebas (Indriyawati, 2015).  

Radikal bebas adalah senyawa kimia yang tidak memiliki pasangan elektron 

dikulit terluar sehingga sangat reaktif dan mampu bereaksi dengan protein, lipid, 

karbohidrat, atau DNA (Rao dkk., 2011). Radikal bebas yang merusak tubuh dapat 

dilakukan pemerangkapan oleh senyawa antioksidan. Antioksidan merupakan 

senyawa yang dapat menghambat oksigen reaktif dan radikal bebas dalam tubuh. 

Senyawa antioksidan adalah senyawa yang mampu memperlambat dan 

mencegah terjadinya stres oksidatif pada sel dengan menghambat reaksi oksidasi 

sel yang akan mendonorkan satu atom elektronnya sehingga radikal bebas menjadi 

stabil dan tidak bersifat reaktif. Penggunaan antioksidan alami dibutuhkan sebagai 

alternatif dalam bidang kesehatan dan industri (Subiyandono, 2013). Sumber 

antioksidan alami banyak dikembangkan karena sebagian besar berasal dari buah, 

sayuran, atau tanaman lain yang mengandung vitamin A, C, E,  asam folat, 

antosianin, senyawa fenol, dan flavonoid (Smejkal, 2016). Senyawa metabolit yang 
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memiliki potensi sebagai antioksidan alami adalah flavonoid (Sayuti dan Rina, 

2015). 

Salah satu tanaman yang mengandung senyawa metabolit sekunder 

flavonoid adalah tanaman kluwih terutama pada bagian daunnya. Penelitian pada 

ekstrak etanol daun kluwih memiliki kandungan alkaloid, flavonoid, tanin, 

glikosida, antrakuinon, steroid/triterpenoid, dan memiliki kemampuan untuk 

menurunkan kadar glukosa darah dengan dosis 50 dan 100 mg/kg bb (Marianne 

dkk., 2011). Menurut Soegihardjo (2005) menyatakan bahwa daun kluwih 

mengandung artokarpin (salah satu senyawa dari golongan flavonoid), papayotin, 

dan asam gamma aminobutric (GABA). Daun kluwih menunjukkan adanya 

senyawa flavonoid golongan kalkon (Mariana dkk., 2013). Penelitian dalam fraksi 

n-heksan diduga mengandung senyawa flavonoid yang ditandai dengan adanya 

bercak berfluoresensi biru pada plat KLT (Wismayanti dkk., 2016).  

Nasution dkk (2014) juga mengemukakan bahwa ekstrak n-heksan mampu 

menurunkan kadar gula darah sebanyak 34,33 mg/dL, ekstrak etil asetat mampu 

menurunkan kadar gula darah sebanyak 28,33 mg/dL, dan ekstrak metanol mampu 

menurunkan kadar gula darah sebanyak 34,33 mg/dL. Berdasarkan penelitian 

sebelumnya ekstrak etanol daun kluwih dengan metode aluminium klorida 

memiliki kadar flavonoid sebesar 0,22±0,01% b/b (Windyaswari dkk., 2015). 

Aktivitas antioksidan daun kluwih digambarkan pada nilai IC50 dengan 

menggunakan metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) yaitu pada ekstrak etanol 

96% sebesar 38,65 μg/mL dikategorikan memiliki aktivitas antioksidan sangat kuat 
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(Marianne dan Rosidah, 2012) dan ekstrak etanol 70% sebesar 54,72 μg/mL 

dikategorikan sebagai antioksidan kuat (Agustikawati dkk., 2017). 

Pengujian antioksidan daun kluwih dapat dilakukan dengan salah satu 

metode yaitu dengan menggunakan metode ABTS (2,2 Azinobis (3 

ethylbenothiazoline) 6-Sulfonic Acid). Pengujian aktivitas antioksidan dilakukan 

dengan metode ABTS karena metode ini memiliki sensitivitas yang lebih tinggi 

dibandingkan dengan metode DPPH. Metode ABTS memiliki sensitivitas 99,5% 

dibandingkan dengan metode DPPH memiliki sensitifitas 95,3% (Shalaby dkk., 

2013). Prinsip uji ABTS adalah penghilangan warna kation ABTS untuk mengukur 

kapasitas antioksidan yang langsung bereaksi dengan kation radikal ABTS dengan 

penambahan natrium persulfat. Senyawa ABTS mempunyai karakteristik warna 

biru-hijau, yang bila tereduksi oleh antioksidan akan berubah menjadi bentuk 

nonradikal, dari berwarna menjadi tidak berwarna (Martysiak dkk., 2011).  

Berdasarkan uraian aktivitas farmakologi daun kluwih maka, dilakukan 

penelitian untuk mengetahui kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan dari 

ekstrak dan fraksi dengan menggunakan metode ABTS. 

 

B. Perumusan Masalah 

1. Berapa kadar senyawa flavonoid total dari ekstrak dan fraksi daun kluwih 

(Artocarpus camansi) ? 

2. Berapa nilai IC50 dari ekstrak dan fraksi daun kluwih (Artocarpus camansi) 

dengan metode ABTS ? 
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3. Apakah ada perbedaan kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan antara 

ekstrak dan fraksi daun kluwih (Artocarpus camansi) ? 

 

C. Tujuan Penelitian 

1. Mengetahui kadar senyawa flavonoid total dari ekstrak dan fraksi daun kluwih 

(Artocarpus camansi). 

2. Mengetahui nilai IC50 dari ekstrak dan fraksi daun kluwih (Artocarpus 

camansi) dengan metode ABTS.  

3. Mengetahui adanya perbedaan kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan 

antara ekstrak dan fraksi daun kluwih (Artocarpus camansi). 

 

D. Manfaat Penelitian 

1. Memberikan informasi mengenai kadar flavonoid total dan aktivitas 

antioksidan antara ekstrak dan fraksi daun kluwih (Artocarpus camansi) dalam 

pengembangan obat tradisional. 

2. Memberikan manfaat sebagai 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. 

Penelitian bersifat eksperimental karena adanya intervensi perlakuan dalam proses 

penyarian yaitu dalam bentuk ekstraksi dan fraksinasi. 

 

B. Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kimia Analisis Intrumental dan Teknologi 

Farmasi Bahan Alam STIKES Nasional. Penelitian dilakukan pada bulan Januari 2020 - 

Juli 2020. 

C. Populasi dan Sampel 

Populasi penelitian ini adalah daun kluwih yang berasal dari tanaman 

kluwih dari Dusun Mlangse Lor, Tubokarto, Pracimantoro, Wonogiri. Sampel yang 

digunakan dalam penelitian adalah daun kluwih dari satu pohon kluwih yang 

tumbuh di sawah dari Dusun Mlangse Lor, Tubokarto, Pracimantoro, Wonogiri. 

Teknik pengambilan sampel yang digunakan adalah purposif sampling yaitu teknik 

pengambilan sampel yang didasarkan pada suatu ketentuan atau pertimbangan 

tertentu yang dibuat oleh peneliti sendiri, berdasarkan ciri atau sifat populasi yang 

sudah diketahui sebelumnya. Penelitian ini menggunakan daun kluwih yang muda 

memiliki warna hijau muda dengan tekstur lunak. 
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D. Variabel Penelitian 

1. Variabel bebas cara penyarian sampel dengan metode ekstraksi dan fraksinasi 

2. Variabel tergantung kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan antara 

ekstrak dan fraksi 

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

waktu kestabilan serapan, dan alat. 

 

E. Definisi Operasional Variabel 

Definisi operasional digunakan untuk mengetahui kadar flavonoid total dan 

aktivitas antioksidan dari ekstrak dan fraksi daun kluwih adalah: 

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

simplisia dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol 70% 

2. Fraksinasi merupakan proses pemisahan senyawa berdasarkan tingkat 

kepolaran. Fraksi daun kluwih (Artocarpus camansi) merupakan hasil ekstrak 

yang dibuat dengan mengekstraksi menggunakan pelarut etanol 70% dengan 

metode maserasi, lalu pelarutnya diuapkan dan didapatkan ekstrak kental. 

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, dimana kadar flavonoid 

dalam sampel (sumbu x) diketahui dengan memasukkan absorbansi sampel ke 

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

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

meredam radikal ABTS sebanyak 50%. Nilai IC50 digunakan untuk 
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menentukan daya aktivitas antioksidan yang dihitung menggunakan rumus 

persamaan regresi. 

 

F. Alat dan Bahan 

1. Alat 

Alat-alat yang digunakan terdiri dari spektrofotometer UV-Vis 

(Shimadzu UV mini-1240), timbangan analitik (Ohaus, EP 214), timbangan 

teknik (Acis BC 500), rotary evaporator (IKA HB 10 basic), kuvet (HELMA), 

bejana maserasi, plat silika gel GF254, chamber, batang pengaduk, gelas ukur 

(pyrex), gelas beker (pyrex), corong kaca (pyrex), cawan porselin, labu ukur 

50,0 ml (pyrex), labu ukur 25,0 ml (pyrex), labu ukur 10,0 ml (pyrex), labu 

ukur 5,0 ml (pyrex), pipet volume 5,0 ml (pyrex), pipet volume 1,0 ml (pyrex), 

blender, botol semprot, UV-cabinet, spatel, oven, lempeng kaca, pipet tetes, 

pinset, statim, corong pisah. 

2. Bahan 

Bahan yang digunakan adalah daun kluwih, standar kuersetin (Aldrich 

Chemistry), metanol p.a (E. Merck), etanol 70% (Medika), AlCl3 p.a (E. 

Merck), serbuk magnesium, akuades, etil asetat (E. Merck), n-heksan (E. 

Merck), serbuk ABTS (2,2’-azinobis (3-ethylbenzthiazoline 6-sulfonic acid)), 

K2S2O8 (kalium persulfat), natrium asetat, natrium klorida, kalium klorida, 

natrium hidrogen fosfat, kalium hidrogen fosfat.  
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G. Jalannya Penelitian 

1. Persiapan Bahan 

Daun kluwih diperoleh dari Dusun Mlangse Lor, Desa Tubokarto, 

Pracimantoro, Wonogiri selanjutnya dilakukan penyortiran dan ditimbang 3,0 

kg kemudian dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan dengan oven pada 

suhu 40○C (Wicaksono dan Ulfah, 2017). 

2. Pembuatan Serbuk 

Daun kluwih yang telah kering kemudian dibuat sediaan serbuk dengan 

cara dihaluskan menggunakan blender. Serbuk diayak dengan menggunakan 

pengayak ukuran 40 mesh. Hasil pengayakan disimpan dalam wadah kering 

dan tertutup (Wicaksono dan Ulfah, 2017). 

3. Susut Pengeringan 

Penetapan susut pengeringan serbuk dilakukan dengan alat moisture 

balance. Serbuk daun kluwih ditimbang sebanyak 2,0 gram dimasukkan pada 

alat moisture balance pada suhu 105○C sampai nilai susut pengeringan muncul 

pada alat dalam satuan persen (%) terhadap bobot awal (Wicaksono dan Ulfah, 

2017). 

4. Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Kluwih 

Serbuk daun kluwih sebanyak 300,0 gram secara seksama dimasukkan dalam 

bejana maserasi dengan pelarut etanol 70% 2250,0 ml dibuat dengan perbandingan 

1:7,5 yaitu dalam 1 bagian simplisia dimasukkan dalam 7,5 bagian, selanjutnya cairan 

penyari didiamkan selama 3 hari dengan dilakukan pengadukan satu kali dalam sehari. 

Hasil maserat disaring menggunakan kain flanel. Hasil penyaringan ditambahkan 

kembali dengan 750,0 ml etanol 70% didiamkan selama 2 hari, perlakuan tersebut 
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disebut sebagai proses remaserasi. Setelah itu didapatkan filtrat ekstrak etanol daun 

kluwih, kemudian ekstrak dipekatkan dengan vacum rotary evaporator kecepatan 200 

rpm dengan suhu 40○C hingga diperoleh ekstrak kental, pembuatan ekstrak dilakukan 

dengan replikasi 3 kali (Wicaksono dan Ulfah, 2017). 

5. Pembuatan Fraksi Daun Kluwih 

a. Pembuatan fraksi n-heksan daun kluwih 

Ekstrak etanol daun kluwih yang telah kental ditimbang seksama 

sebanyak 50,0 gram, dilarutkan dalam 50,0 ml air hangat diaduk sampai 

larut. Fraksinasi dilakukan dengan pelarut n-heksan sebanyak 50,0 ml, 

dilakukan 3 kali dengan menggunakan corong pisah. Filtrat hasil fraksinasi 

dikumpulkan dan kemudian dipekatkan di atas waterbath pada suhu 40○C. 

Filtrat n-heksan yang sudah mengental disebut sebagai fraksi n-heksan, 

pembuatan fraksi dilakukan dengan replikasi 3 kali (Maravirnadita, 2019). 

b. Pembuatan fraksi etil asetat daun kluwih 

Sisa residu pada hasil fraksinasi n-heksan kemudian ditambahkan 

dengan pelarut etil asetat (1:1) dilakukan fraksinasi sebanyak 3 kali dengan 

menggunakan corong pisah. Filtrat fraksinasi etil asetat dikumpulkan dan 

dipekatkan di atas waterbath pada suhu 40○C. Filtrat etil asetat yang sudah 

mengental disebut sebagai fraksi etil asetat, pembuatan fraksi dilakukan 

dengan replikasi 3 kali. Residu sisa fraksinasi etil asetat disebut sebagai fraksi 

air (Maravirnadita, 2019).  

6. Penapisan Fitokimia Senyawa Flavonoid  

Ekstrak dan fraksi daun kluwih sebanyak 1,0 ml diuapkan hingga 

kering, ditambahkan 1,0 ml etanol, kemudian ditambahkan sedikit serbuk 
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magnesium dan 2,0 ml asam klorida 5 M. Hasil positif ditandai dengan warna 

merah hingga merah lembayung menunjukkan adanya senyawa flavonol, 

flavonone, flavonolol dan dihidroflavonol (Hanani, 2017). 

7. Pengujian Pendahuluan Flavonoid Secara KLT  

Ekstrak daun kluwih, fraksi daun kluwih, dan standar kuersetin yang telah 

dilarutkan dengan etanol, ditotolkan bersama-sama pada lempeng Kromatografi Lapis 

Tipis (KLT) dengan fase diam yang digunakan plat silika gel GF254 dan fase gerak 

yang digunakan adalah etil asetat:metanol (3:1). Bercak kromatogram (noda) yang 

dihasilkan diamati dengan penampak noda sinar ultraviolet 254 nm dan 366 nm, 

sebelum dan setelah disemprot dengan AlCl3 5%. Hasil positif ditandai dengan adanya 

bercak dengan flouresensi berwarna kuning menunjukkan adanya flavonoid 

(Markham, 1998). 

8. Penetapan Kadar Flavonoid Total 

a. Pembuatan reagen untuk penetapan kadar flavonoid total 

1) Pembuatan larutan AlCl3 10% 

Serbuk AlCl3 ditimbang sebanyak 5,0 gram, kemudian 

dimasukkan ke dalam beaker glass dilarutkan dengan sebagian akuades 

hingga larut sempurna, dimasukkan ke dalam labu ukur 50,0 ml dan 

ditambahkan akuades hingga tanda batas. 

2) Pembuatan natrium asetat 1 M 

Natrium asetat ditimbang sebanyak 1,0 gram dan ditambahkan ke 

dalam beaker glass dilarutkan dengan sebagian akuades hingga larut 

sempurna, dimasukkan ke dalam labu ukur 10,0 ml, dan ditambahkan akuades 

hingga batas tanda. 
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3) Pembuatan larutan blangko 

Reagen AlCl3 10% sebanyak 0,2 ml ditambahkan 0,2 ml 

natrium asetat 1M ke dalam labu ukur 10,0 ml, ditambahkan akuades 

hingga tanda batas.  

b. Preparasi larutan baku kuersetin  

Larutan baku induk kuersetin 1000 ppm dibuat dengan cara menimbang 

secara seksama serbuk kuersetin sebanyak 25,0 mg, dilarutkan dengan metanol p.a 

hingga tanda batas 25,0 ml. Larutan baku intermediet kuersetin dengan konsentrasi 

100 ppm dibuat dengan mengencerkan 1,0 ml larutan baku 1000 ppm hingga 10,0 

ml.  

c. Penentuan operating time (OT) 

Absorbansi larutan baku kerja kuersetin 20 ppm diukur serapannya 

pada panjang gelombang maksimum teoritis 428 nm dengan interval waktu 

1 menit hingga diperoleh absorbansi yang stabil. operating time tercapai 

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

d. Penentuan panjang gelombang maksimum  

Larutan baku kerja kuersetin konsentrasi 20 ppm diukur serapannya 

pada rentang panjang gelombang 375-450 nm pada waktu tercapainya 

operating time. Panjang gelombang yang menunjukkan nilai serapan tinggi 

merupakan panjang gelombang maksimum (Kusuma, 2012). 

e. Pembuatan kurva baku kuersetin  

Larutan baku kerja kuersetin dengan deret konsentrasi 10 ppm, 15 

ppm, 20 ppm, 25 ppm, dan 30 ppm dibuat dari larutan intermediet 100 ppm 
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yang dipipet 1,0 ml, 1,5 ml, 2,0 ml, 2,5 ml, dan 3,0 ml yang masing-masing 

diencerkan hingga 10,0 ml. Masing-masing konsentrasi larutan baku kerja 

diambil 1,0 ml ditambahkan 3,0 ml metanol p.a, 0,2 AlCl3 10%, 0,2 ml 

natrium asetat 1 M, dan akuades hingga 10,0 ml (Chang et al., 2002). 

Inkubasi selama 22 menit pada suhu kamar dan diukur absorbansinya pada 

spektrofotometri UV-Vis 427,5 nm (Kusuma, 2012).  

f. Penetapan kadar flavonoid total  

Ekstrak etanol dan fraksi daun kluwih masing masing ditimbang 

100,0 mg dilarutkan dalam 10,0 ml metanol p.a. Larutan dipipet 1,0 ml 

diencerkan dengan metanol p.a dalam labu ukur 10,0 ml, selanjutnya 

diambil 1,0 ml ditambah dengan 3,0 ml metanol p.a, ditambahkan 0,2 ml 

AlCl3 10%, 0,2 ml natrium asetat 1M, dan ditambahkan akuades dalam labu 

ukur 10,0 ml. Campuran dikocok homogen lalu didiamkan selama 22 menit 

kemudian diukur serapannya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada 

panjang gelombang 427,5 nm (Chang et al, 2000). 

9. Pengujian Aktivitas Antioksidan dengan Metode ABTS 

a. Pembuatan larutan baku pembanding kuersetin  

Serbuk kuersetin ditimbang seksama sebanyak 10,0 mg, dilarutkan 

dengan metanol p.a dimasukkan ke dalam labu ukur 10,0 ml (konsentrasi 

1000 ppm). Larutan baku intermediet 100 ppm dibuat dengan mengencerkan 

1,0 ml larutan baku 1000 ppm hingga 10,0 ml. Larutan baku kerja kuersetin 

dengan konsentrasi 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, dan 25 ppm dibuat dari 

larutan intermediet 100 ppm yang dipipet masing-masing sebanyak 0,25 ml; 
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0,5 ml; 0,75 ml; 1,0 ml; dan 0,25 ml dalam labu ukur 5,0 ml kemudian 

ditambahkan metanol p.a sampai tanda batas (Kusuma, 2012). 

b. Pembuatan larutan  

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

dilarutkan ke dalam aquades dalam labu ukur 5,0 ml (Pulungan dan 

Widad, 2018). 

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

sebanyak 14,0 mg dilarutkan ke dalam akuades dimasukkan sampai 

tanda batas 25,0ml (Pulungan, 2018). 

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

g, 0,2 g kalium klorida, 1,42 g natrium hidrogen fosfat, 0,24 kalium 

hidrogen fosfat dilarutkan dalam akuades sampai 1,0 L (Pulungan, 2018). 

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

ml larutan kalium persulfat, diinkubasi dalam ruang gelap suhu 22-24○C 

selama 12-16 jam sebelum digunakan, dihasilkan ABTS dengan warna 

biru gelap. Larutan yang diperoleh digunakan sebagai larutan kontrol 

(Pulungan, 2018). 

5) Larutan blangko: Kalium persulfat sebanyak 5,0 ml ditambahkan dengan 

5,0 ml akuades diinkubasi dalam ruang gelap suhu 22-240C selama 12-

16 jam sebelum digunakan.    

c. Penentuan operating time (OT) 

Larutan baku kerja kuersetin 15 ppm dipipet 0,1 ml kemudian 

ditambah 2,0 ml larutan radikal ABTS. Absorbansi larutan diukur pada 
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panjang gelombng maksimum teoritis 734 nm dengan interval waktu 1 

menit hingga diperoleh absorbansi stabil. operating time tercapai pada 

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

d. Pengukuran panjang gelombang maksimum    

Larutan radikal ABTS dipipet sebanyak 1,0 ml dan ditambahkan 

dengan PBS pH 7,4 hingga 25,0 ml. Absorbansi larutan diukur pada panjang 

gelombang 700-750 nm, ditentukan panjang gelombang saat diperoleh 

serapan tertinggi (Pulungan, 2018).  

e. Pengukuran aktivitas antioksidan dengan baku pembanding kuersetin 

Larutan baku kerja kuersetin dengan deret konsentrasi 5 ppm, 10 

ppm, 15 ppm, 20 ppm, dan 25 ppm dibuat dari larutan intermediet 100 ppm 

yang dipipet masing - masing sebanyak 0,25 ml; 0,5 ml; 0,75 ml; 1,0 ml; 

1,25 ml dimasukkan ke dalam labu ukur 5,0 ml, kemudian ditambahkan 

metanol p.a sampai tanda batas. Masing - masing konsentrasi dipipet 

sebanyak 0,1 ml larutan baku kerja ditambah 2,0 ml larutan radikal ABTS, 

larutan diinkubasi selama 2 menit yang diperoleh dan diukur serapan dengan 

spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 734 nm (Faisal, 2019). 

f. Pengukuran aktivitas antioksidan 

1) Pengukuran aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun kluwih 

Ekstrak etanol ditimbang seksama sebanyak 50,0 mg dilarutkan 

dengan metanol p.a hingga 50,0 ml sebagai larutan ekstrak 1000 ppm. 

Larutan ekstrak dengan deret konsentrasi 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 

ppm, dan 25 ppm dibuat dari larutan ekstrak 100 ppm yang dipipet 
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masing-masing sebanyak 0,25 ml; 0,5ml; 0,75 ml; 1,0 ml, dan 1,25 ml 

ditambahkan metanol p.a hingga 5,0 ml. Masing-masing konsentrasi 

dipipet sebanyak 0,1 ml larutan ekstrak ditambah 2,0 ml larutan radikal 

ABTS, larutan diinkubasi selama 2 menit dan diukur serapannya pada 

panjang gelombang 734 nm, dilakukan replikasi 3 kali (Faisal, 2019). 

2) Pengukuran aktivitas fraksi n-heksan daun kluwih 

Fraksi n-heksan ditimbang seksama sebanyak 50,0 mg dilarutkan 

dengan metanol p.a hingga 50,0 ml sebagai larutan fraksi n-heksan 1000 

ppm. Larutan n-heksan dengan deret konsentrasi 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 

20 ppm, dan 25 ppm dibuat dari larutan fraksi n-heksan 100 ppm yang 

dipipet masing-masing sebanyak 0,25 ml; 0,5ml; 0,75 ml; 1,0 ml, dan 

1,25 ml ditambahkan metanol p.a hingga 5,0 ml. Masing-masing 

konsentrasi dipipet sebanyak 0,1 ml larutan fraksi n-heksan ditambah 2,0 

ml larutan radikal ABTS, larutan diinkubasi selama 2 menit dan diukur 

serapannya panjang gelombang 734 nm, dilakukan replikasi 3 kali 

(Faisal, 2019).    

3) Pengukuran aktivitas fraksi etil asetat daun kluwih 

Fraksi etil asetat ditimbang seksama sebanyak 50,0 mg dilarutkan 

dengan metanol p.a hingga 50,0 ml sebagai larutan fraksi etil asetat 1000 

ppm. Larutan etil asetat dengan deret konsentrasi 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 

20 ppm, dan 25 ppm dibuat dari larutan fraksi etil asetat 100 ppm yang 

dipipet masing-masing sebanyak 0,25 ml; 0,5ml; 0,75 ml; 1,0 ml, dan 

1,25 ml ditambahkan metanol p.a hingga 5,0 ml. Masing-masing 
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konsentrasi dipipet sebanyak 0,1 ml larutan fraksi etil asetat ditambah 2,0 

ml larutan radikal ABTS, larutan diinkubasi selama 2 menit yang 

diperoleh dan diukur serapannya pada panjang gelombang 734 nm, 

dilakukan replikasi 3 kali (Faisal, 2019). 

4) Pengukuran aktivitas fraksi air daun kluwih 

Fraksi air ditimbang seksama sebanyak 50,0 mg dilarutkan 

dengan metanol p.a hingga 50,0 ml sebagai larutan fraksi air 1000 ppm. 

Larutan fraksi air dengan deret konsentrasi 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 

ppm, dan 25 ppm dibuat dari larutan fraksi air 100 ppm yang dipipet 

masing-masing sebanyak 0,25 ml; 0,5ml; 0,75 ml; 1,0 ml, dan 1,25 ml 

ditambahkan metanol p.a hingga 5,0 ml. Masing-masing konsentrasi 

dipipet sebanyak 0,1 ml larutan fraksi air ditambah 2,0 ml larutan radikal 

ABTS, larutan diinkubasi selama 2 menit yang diperoleh dan diukur 

serapannya pada panjang gelombang 734 nm, dilakukan replikasi 3 kali 

(Faisal, 2019).  

 

H. Analisis Data Penelitian 

1. Perhitungan Randemen 

Ekstrak dan fraksi daun kluwih yang diperoleh dari hasil maserasi 

dihitung rendemennya dengan rumus sebagai berikut : 

% 𝑅𝑎𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛 =
𝑏𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑦𝑎𝑛𝑔𝑑𝑖𝑝𝑒𝑟𝑜𝑙𝑒ℎ 

𝑏𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑏𝑎ℎ𝑎𝑛 𝑎𝑤𝑎𝑙
 𝑥 100% 

2. Analisis Kualitatif Flavonoid 

Ekstrak dan fraksi daun kluwih dianalisis dengan KLT dan pereaksi 
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warna. Flavonoid dengan KLT diidentifikasi dengan penyemprotan reagen 

AlCl3, yang akan memberikan warna kuning. Uji reagen dengan serbuk 

magnesium ditambah dengan asam klorida akan berwarna merah sampai 

merah lembayung berarti positif mengandung flavonoid (Hanani, 2017). 

3. Perhitungan Regresi Linier 

Kadar flavonoid dihitung menggunakan persamaan regresi linier 

berdasarkan kurva kalibrasi hasil pembacaan spektrofotometer 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 rumus :  

y = bx + a 

Keterangan :y = absorbansi   a = intersep 

x = konsentrasi (ppm)  

b = slope (kemiringan) 

Hasil absorbansi dari pengukuran sampel dimasukkan ke dalam regresi 

linier. Absorbansi sampel sebagai y, sehingga kadar flavonoid total yang 

diperoleh dinyatakan sebagai jumlah mg ekuivalen kuersetin (QE) pada tiap 

gram ekstrak dan fraksi. 

𝐾𝑎𝑑𝑎𝑟 𝐹𝑙𝑎𝑣𝑜𝑛𝑜𝑖𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 (𝑚𝑔/100𝑔) =
𝑘𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 (

𝑚𝑔
𝑚𝑙

) 

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
 𝑥 𝐹𝑝 

 

4. Penentuan Aktivitas Antioksidan 

Hasil uji penangkal radikal bebas metode ABTS pada ekstrak dan 

fraksi daun kluwih (Artocarpus camansi) dipaparkan sebagai hasil 
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penelitian, sehingga didapat jumlah persen penangkal antioksidan. 

Pengukuran presentase aktivitas antioksidan dihitung menggunakan rumus 

(Cholisoh dan Utami, 2008) : 

{% 𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑠𝑖 =
𝑎𝑏𝑠 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑎𝑏𝑠 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 

𝑎𝑏𝑠 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 𝑥 100% } 

 

Keterangan : Absorbansi kontrol = Absorbansi larutan radikal ABTS 

Absorbansi sampel= Absorbansi larutan sampel yang telah  

                ditambah radikal ABTS 

5. Penetapan IC50 

Perhitungan nilai IC50 (Inhibitory Concentration 50%) menunjukkan 

besarnya konsentrasi senyawa larutan uji yang mampu meredam proses 

oksidasi 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 nilai IC50 dapat dituliskan dengan cara mengubah 

y=50 

Y = Bx + A 

50 = Bx + A 

         X =
50-A 

B
=IC50 

 

6. Perhitungan Koevisien Variasi (KV) 

Data penetapan kadar tiap replikasi pada masing-masing proses 

ekstraksi dan fraksinasi dihitung nilai koefisien variasi. Koefisien variasi 

(KV) digunakan untuk mengetahui hasil kesesuaian analisis satu dengan 
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hasil analisis lain dari suatu seri pengukuran yang diperoleh dari sampling 

acak secara berulang dari sampel homogennya. Koefisien variasi yang baik 

adalah kurang dari 2% (Snyder dkk., 2010) 

%𝐾𝑉 =
𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒𝑣𝑖𝑎𝑠𝑖 

𝑟𝑎𝑡𝑎 − 𝑟𝑎𝑡𝑎 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
 𝑥 100% 

 

7. Uji Statistik 

Pengolahan data menggunakan analisis statistik One Way ANOVA. 

One Way ANOVA adalah uji statistik yang bertujuan untuk mengetahui 

apakah terdapat perbedaan antara dua atau lebih jumlah kelompok sampel. 

One Way ANNOVA digunakan untuk menguji hipotesis komparatif sampel, 

bila pada setiap sampel hanya terdiri atas satu kategori. Tahapan yang 

dilakukan dalam One Way ANOVA yaitu: 

a. Menentukan H0 dan H1 

1) Kadar flavonoid total  

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 

2) Aktivitas antioksidan  

H0 : μ1 = μ2 = μ3 = … = μn, artinya tidak terdapat perbedaan 

yang dan gnifikan antara ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil 



40 

 

  

asetat, 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 air fraksi air terhadap aktivitas antioksidan 

b. Kriteria Pengujuan 

1) Kadar flavonoid total  

Fhitung ≤ Ftabel, maka H0 diterima artinya kadar flavonoid total 

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

tidak berbeda secara signifikan. Fhitung > Ftabel, maka H0 ditolak dan 

H1 diterima yang artinya kadar flavonoid total antara ekstrak etanol, 

fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air berbeda secara 

signifikan. 

2) Aktivitas antioksidan 

Fhitung ≤ Ftabel, maka H0 diterima artinya kadar 

flavonoid total antara ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil 

asetat, fraksi air tidak berbeda secara signifikan. Fhitung > Ftabel, maka 

H0 ditolak dan H1 diterima yang artinya aktivitas antioksidan antara 

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

berbeda secara signifikan. 
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I. Skema Jalannya Penelitian 

 Daun kluwih 

Serbuk daun kluwih  

Sari etanol daun kluwih 

Dilarutkan dengan air hangat, 

kemudian ditambahkan pelarut air, 

lakukan fraksinasi dengan n-heksan 3 

kali (dilakukan replikasi 3 kali)  

Ekstrak kental daun kluwih 

Dipekatkan dengan rotary evaporator 

Residu 

Dicuci, disortir, dikeringkan dengan 

oven lalu diblender dan diayak dengan 

mesh 40 

Fraksi n-heksan 

Dimaserasi dengan etanol 70% selama 

5 hari, kemudian disaring (dilakukan 

replikasi 3 kali)  

Fraksi air 

Dipekatkan  

Uji Penetapan Kadar Flavonoid Total, dan uji aktivitas antioksidan ekstrak dan fraksi 

Fraksi etil asetat 

Dipekatkan  

Penapisan fitokimia flavonoid dan uji KLT 

Hasil  

Kesimpulan 

Fraksinasi dengan 

pelarut etil asetat 

sebanyak 3 kali  

Susut Pengeringan 

Gambar 6. Alur kerja penelitian  
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BAB V 

PENUTUP 

 

A. Kesimpulan 

1. Rata-rata kadar flavonoid total dari ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil 

asetat, dan fraksi air berturut-turut yaitu sebesar 2,9950±0,0196% QE, 

1,0262±0,0175% QE, 2,5019±0,0468% QE, dan 1,5165±0,0270% QE. 

2. Rata-rata IC50 dari ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi 

air berturut-turut yaitu sebesar 16,7181±0,2318 ppm, 23,0089±0,3990 ppm, 

18,2579±0,2936 ppm, dan 18,5776±0,0697 ppm 

3. Kadar flavonoid total dan aktivitas antioksidan antara ekstrak etanol, fraksi n-

heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air daun kluwih adanya perbedaan 

bermakna (p<0,05) 

 

B. Saran 

Penelitian lebih lanjut dilakukan untuk mengetahui bagaimana efek kandungan 

antioksidan daun kluwih dalam bentuk sediaan obat tradisional serta mampu 

mengisolasi senyawa aktif lain yang berperan dalam antioksidan. 
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