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UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI FRAKSI DAUN MAJAPAHIT
(Crescentia cujete L.) TERHADAP BAKTERI Staphylococcus
aureus SECARA IN VITRO

Aulya Fitria Rahmawati
Prodi S1 Farmasi

INTISARI

Penyakit infeksi dapat disebabkan oleh mikroorganisme patogen seperti, bakteri
Staphylococcus aureus yang mengakibatkan infeksi kulit. Staphylococcus aureus
merupakan bakteri Gram positif yang memiliki habitat alami pada manusia yaitu
pada kulit, mukosa hidung, mulut, dan usus besar.Penyakit infeksi dapat diobati
dengan pemberian antibiotik, akan tetapi penggunaan antibiotik yang kurang tepat
dapat menyebabkan terjadinya resistensi. Oleh karena itu, diperlukan alternatif lain
seperti Daun Majapahit (Crescentia cujete L.) yang dapat di manfaatkan sebagai
antibakteri terhadap Staphylococcus aureus. Penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui aktivitas antibakteri fraksi teraktif dari fraksi akuades, fraksi
dichlorometane, fraksi n-heksan dan konsentrasi optimum fraksi aktif Daun
Majapahit (Crescentia cujete L.) terhadap Staphylococcus aureus. Daun Majapahit
(Crescentia cujete L.) diekstraksi menggunakan metode maserasi dengan pelarut
etanol 96% dan dilakukan fraksinasi menggunakan pelarut aquades,
dichlorometane, dan n-heksan. Ekstrak Daun Majapahit (Crescentia cujete L.) juga
dilakukan skrinning fitokimia terhadap senyawa alkaloid, flavonoid dan saponin.
Selanjutnya ekstrak dilakukan uji aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi
cakram kertas dengan kontrol positif Chloramphenicol dan kontrol negatif DMSO
10%. Pada penelitian ini dilakukan fraksi dengan seri konsentrasi 5%, 10%, dan
15%. Hasil skrinning fitokimia ekstrak positif mengandung senyawa alkaloid,
flavonoid, dan saponin. Hasil uji aktivitas antibakteri menunjukkan fraksi Daun
Majapahit (Crescentia cujete L.) memiliki aktivitas antibakteri dengan ditandai
adanya zona bening disekitar cakram. Fraksi akuades merupakan fraksi teraktif
yang dapat menghambat bakteri Staphylococcus aureus. Konsentrasi optimum dari
fraksi akuades adalah konsntrasi 5% dengan diameter rata-rata 11mm.

Kata kunci : antibakteri, daun majapahit, fraksinasi, Staphylococcus aureus

MAJAPAHIT (Crescentia cujete L.) LEAF FACTION TEST
AGAINST Staphylococcus aureus



BACTERIA IN VITRO

Aulya Fitria Rahmawati

Prodi S1 Farmasi

Abstract

Infectious diseases can be caused by pathogenic microorganisms such as
Staphylococcus aureus which causes skin infections. Staphylococcus aureus is a
Gram-positive bacterium that has a natural habitat in humans, namely on the skin,
nasal mucosa, mouth, and large intestine. Infectious diseases can be treated with
antibiotics, but inappropriate use of antibiotics can cause resistance. Therefore,
other alternatives are needed such as Majapahit Leaf (Crescentia cujete L.) which
can be used as an antibacterial against Staphylococcus aureus. This study was
conducted to determine the antibacterial activity of the active fraction of the
distilled water fraction, dichloromethane fraction, n-hexane fraction, and the
optimum concentration of the active fraction of Majapahit Leaf (Crescentia cujete
L.) against Staphylococcus aureus. Majapahit leaves (Crescentia cujete L.) were
extracted using the maceration method with 96% ethanol as solvent and fractionated
using distilled water, dichloromethane, and n-hexane as solvent. Majapahit Leaf
Extract (Crescentia cujete L.) was also screened for phytochemicals for alkaloids,
flavonoids, and saponins. Furthermore, the extract was tested for antibacterial
activity using the paper disc diffusion method with positive control of
Chloramphenicol and negative control of 10% DMSO. In this study, fractions with
a concentration series of 5%, 10%, and 15% were carried out. The results of the
phytochemical screening of the extract were positive for alkaloids, flavonoids, and
saponins. The results of the antibacterial activity test showed that the Majapabhit
Leaf (Crescentia cujete L.) fraction had antibacterial activity, indicated by the
presence of a clear zone around the disc. The distilled water fraction is the most
active fraction that can inhibit Staphylococcus aureus bacteria. The optimum
concentration of the distilled water fraction is 5% concentration with an average
diameter of 11mm.

Keyword : antibacterial, majapahit leaf, fractination, Staphylococcus aures
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 LATAR BELAKANG

Antibiotik adalah obat yang berasal dari seluruh atau bagian tertentu
mikroorganisme dan dapat digunakan untuk mengobati infeksi terhadap bakteri.
Antibiotik atau antibakteri adalah segolongan senyawa, baik alami maupun
sintetik, yang mempunyai efek menekan atau menghentikan suatu proses biokimia
di dalam organisme. Antibiotik selain untuk membunuh mikroorganisme atau
menghentikan reproduksi bakteri juga dapat membantu sistem pertahanan alami
tubuh untuk mengeleminasi bakteri (Abdulhak et al., 2011). Penggunaan antibiotik
yang tidak sesuai dengan aturan pemakaian dapat menyebabkan resistensi.

Resistensi yaitu kemampuan bakteri dalam menetralisir dan melemahkan
daya kerja antibiotik. Dampak yang diakibatkan resistensi berawal dari tingkat
rumah sakit, khususnya Streptococcus pneumoniae (SP), Staphylococcus aureus,
dan Escherichia coli, namun lambat laun resistensi berdampak pada mordibitas dan
mortalitas dilingkungan masyarakat (Beatrix Anna Maria Fernandez, 2013).
Adanya resistensi menyebabkan masyarakat memilih pengobatan alternatif, karena
pengobatan alternatif menggunakan bahan alam sebagai sumber bahan baku
antibiotik alternatif yang menjanjikan, resiko efek samping dari pengobatan bahan
alam lebih kecil dan bahan relatif lebih mudah didapatkan.

Umumnya tanaman obat memiliki lebih dari satu efek farmakologis
sehingga penggunaannya harus tepat dan benar (dosis, waktu, cara penggunaan,
dan pemilihan bahan alam yang sesuai dengan indikasi penyakit) (Fatisa, 2013).
Menurut Permenkes (2012), Obat tradisional adalah bahan atau ramuan bahan yang
berasal dari tumbuhan, hewan, mineral, sediaan sarian (galenik), atau campuran
dari bahan tersebut yang secara turun temurun telah digunakan untuk pengobatan
dan dapat diterapkan sesuai dengan norma yang berlaku di masyarakat. Menurut
Nugroho (2012), obat tradisional digunakan untuk mencegah sakit, pemeliharaan
maupun menyembuhkan. Tanaman obat di masyarakat dipercaya memiliki khasiat

dan digunakan sebagai bahan baku obat tradisional. Salah satu tumbuhan yang
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dapat digunakan sebagai obat tradisional yaitu daun Majapahit (Crescentia cujete
L.).

Majapahit (Crescentia cujete L.) adalah salah satu tanaman yang banyak
tersebar di Indonesia. Tanaman Majapahit (Crescentia cujete L.) merupakan
tanaman asli dari Amerika Selatan (Smith and Dollear, 1947). Tanaman Majapahit
(Crescentia cujete L.) dapat dimanfaatkan sebagai pengobatan tradisional untuk
masyarakat, namun karena kurangnya informasi tentang manfaat tanaman
Majapahit (Crescentia cujete L.) banyak masyarakat Indonesia memanfaatkan
tanaman Majapahit (Crescentia cujete L.) sebagai tanaman hias, dan peneduh jalan
atau dibiarkan tumbuh liar ditepi jalan (Sari and Susilowati, 2019;0gbuagu, 2008).

Menurut penelitian Nurhasanah dan Harlia (2014) daun Majapahit
(Crescentia cujete L.) memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus
aureus. Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan adanya zona hambat antara
daun Majapahit (Crescentia cujete L.) terhadap pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus menggunakan metode maserasi, dengan konsentrasi
sebesar 20% menghasilkan zona hambat 1,00 mm ditandai dengan adanya zona
bening disekitar kertas cakram (Hasanah et al., 2017).

Staphylococcus aureus yaitu bakteri patogen gram positif yang merupakan
flora normal pada kulit, mulut, dan saluran pernapasan bagian atas namun bersifat
patogen pada host yang rentan. Bakteri Staphylococcus aureus menyebabkan
berbagai infeksi supuratif dengan angka keparahan yang bervariasi pada jaringan
lunak, jaringan tulang, organ pernafasan, serat jaringan endovaskular yang
menimbulkan manifestasi berbagai penyakit seperti furunkel, impetigo,
osteomyelitis, tonsilitis, bronkitis, pneumonia, endokarditis, meningensefalitis,
dan sepsis (Erikawati et al., 2016).

Penelitian ini dilakukan ekstraksi daun Majapahit (Crescentia cujete L.)
menggunakan metode maserasi untuk penarikan atau penyarian senyawa yang
terkandung pada daun Majapahit (Crescentia cujete L.). Adapun keuntungan dari
metode maserasi, yaitu prosedur dan peralatan yang digunakan sederhana dan tidak
dipanaskan sehingga bahan alam tidak mudah terurai. Kerugian dari metode

maserasi yang utama, yaitu memakan banyak waktu dan pelarut yang digunakan
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cukup banyak (Tetti, 2014). Setelah melalui proses maserasi, selanjutnya dilakukan
uji screening fitokimia yang bertujuan untuk mengetahui zat kimia metabolit
sekunder yang terkadung dari tanaman (Endarini, 2016).

Berdasarkan uji  fitokimia pada penelitian terdahulu  menurut
(Rahmaningsih, 2016), kandungan bahan aktif yang terkandung pada daun
Majapahit (Crescentia cujete L.) yaitu tanin, saponin, triterpenoid, dan steroid.
Setelah uji screening fitokimia tanaman, dilakukan proses pemisahan dengan
metode fraksinasi. Metode fraksinasi memiliki prinsip penarikan senyawa pada
ekstrak menggunakan dua macam pelarut yang tidak saling bercampur (Ayu,
2017). Pelarut yang akan digunakan pada penelitian ini dengan metode fraksinasi
yaitu, aquades, dichlorometane, dan n-heksan. Setelah melalui proses pemisahan
dengan metode fraksinasi, dilakukan uji aktivitas antibakteri dengan penentuan
kadar hambat minimal daun Majapahit (Crescentia cujete L.) terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dan antibiotik Chloramphenicol.

Berdasarkan uraian diatas, peneliti ingin mengetahui adanya aktivitas
antibakteri fraksi daun Majapahit (Crescentia cujete L.) dalam menghambat
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus penyebab infeksi dan untuk
mengetahui konsentrasi optimum seri konsentrasi fraksi daun Majapahit
(Crescentia cujete L.) terhadap bakteri Staphylococcus aures.

1.2  Rumusan Masalah
1.2.1 Bagaimana aktivitas antibakteri fraksi daun Majapahit (Crescentia cujete

L.) terhadap Staphylococcus aureus ?

1.2.2 Berapakah konsentrasi optimum seri konsentrasi 5%, 10%, dan 15% fraksi
daun Majapahit (Crescentia cujete L.) terhadap Staphylococcus aureus ?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Mengetahui aktivitas antibakteri fraksi daun Majapahit (Crescentia cujete

L.) terhadap Staphylococcus aureus.

1.3.2 Mengetahui konsentrasi optimum seri konsentrasi 5%, 10%, dan 15% fraksi

daun Majapabhit (Crescentia cujete L.) terhadap Staphylococcus aureus.
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Manfaat Penelitian

Bagi Peneliti

Upaya meningkatkan informasi kefarmasian terutama mengenai bahan alam
sebagai sarana pengobatan herbal.

Bagi Instansi

Memberikan informasi kepada tenaga kefarmasian lain dan peneliti
selanjutnya. Untuk dapat memberikan informasi dan pelaksanaan yang tepat
mengenai bahan alam sebagai pengobatan.

Bagi Masyarakat

Memberikan informasi kepada masyarakat terkait bahan alam yang dapat
dijadikan sebagai sarana pengobatan herbal.
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BAB 11

TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Majapahit (Crescentia cujete L.)

Majapahit (Crescentia cujete L.) merupakan salah satu tumbuhan berasal
dari famili Bignoniaceae. Di Indonesia, tanaman Majapahit (Crescentia cujete L.)
banyak ditemukan di daratan rendah seperti rawa-rawa dan dilahan kering (Sari and
Susilowati, 2019). Majapahit (Crescentia cujete L.) adalah tanaman yang memiliki
sifat obat untuk berbagai penyakit. Daun Majapahit (Crescentia cujete L.)
mengandung beberapa senyawa yang dianggap memiliki potensi sebagai
antibakteri (Nurjanah et al., 2021)
2.1.1 Kilasifikasi

Dari sistem taksonomi, tumbuhan Majapahit (Crescentia cujete L.) dapat
diklarifikasikan sebagai berikut (Materia Medika Indonesia, 2021) :

Kingdom : Plantae (Tumbuhan)

Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Kelas : Dicotyledonae

Ordo : Scrophulariales

Famili : Bignoniaceae

Genus : Crescentia

Spesies : Crescentia cujete L.

2.1.2 Morfologi

Keanekaragaman morfologi Majapahit (Crescentia cujete L.) diukur
menggunakan parameter kualitatif dan kuantitatif. Parameter kualitatif meliputi
pola tumbuh pohon, warna batang, bentuk ujung dan pangkal daun, permukaan dan
warna daun, bentuk dan warna kulit buah, ujung dan dasar buah. Parameter
kuantitatif meliputi tinggi tanaman, diameter batang, panjang daun, lebar daun,
panjang buah, dan lebar buah (Sari, 2012). Tanaman Majapahit (Crescentia cujete
L.) dapat dilihat pada Gambar 2.1.2.

Morfologi tanaman Majapahit (Crescentia cujete L.) menurut Materia
Medika Indonesia (2021):



Habitus
Batang

Daun

Bunga

Buah
Biji
Akar
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: pohon, tinggi 10 m.

: berkayu, bulat, percabangan simpodial, beralur, putih kehitaman.

: majemuk, menyirip, lonjong, tepi rata, ujung meruncing, pangkal
membulat, panjang 10-15 cm, lebar 5-7 cm, bertangkai pendek,
hijau, pertulangan menyirip.

. tunggal, dicabang dan ranting, kelopak bentuk corong, ujung
bercangap, hijau pucat, benang sari empat, panjang £2 cm, putih,
putik panjang +2 cm, kepala putik bentuk corong, putih, mahkota
bentuk bibir, putih.

> bulat, diameter £20 cm, hijau kekuningan.

. kotak, panjang £5 mm, coklat.

: tunggang, putih kotor.

Gambar 2.1.2 Tumbuhan Majapahit (Crescentia cujete L.) (Dokumentasi

Pribadi)

2.2 Khasiat Tanaman Majapahit (Crescentia cujete L.)

Tanaman Majapahit (Crescentia cujete L.) merupakan salah satu tanaman

yang dapat dimanfaatkan bagi masyarakat sebagai pengobatan tradisional. Namun,

masyarakat kurang mengetahui informasi manfaat dari tanaman Majapahit

(Crescentia cujete L.). Daun Majapahit (Crescentia cujete L.) berkhasiat bagi

masyarakat untuk mengobati luka baru, sakit kepala, hipertensi, hematoma, asma,

dan tumor (Parvin et al., 2015). Daun Majapahit (Crescentia cujete L.) menurut
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(Hartati et al., 2017) dapat digunakan untuk diuretik dan mengobati tumor, namun
juga dapat digunakan untuk antibakteri karena beberapa faktor infeksi bakteri.
2.3  Kandungan Daun Majapahit (Crescentia cujete L.)

Tanaman Majapahit (Crescentia cujete L.) umum dijumpai di daerah sub
tropis dan tropis. Tanaman Majapahit (Crescentia cujete L.) merupakan salah satu
jenis tanaman dikotil berbunga yang berasal dari Amerika Selatan (Sri
Rahmaningsih and Andriani, 2017). Daun Majapahit (Crescentia cujete L.)
memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder yang dapat menimbulkan
aktivitas antimikroba, diyakini terdapat senyawa-senyawa seperti alkaloid, saponin,
dan flavonoid. (Rahmaningsih, 2016). Kandungan senyawa ekstrak daun Majapahit
(Crescentia cujete L.) yang dapat digunakan sebagai antibakteri meliputi ;

2.3.1 Flavonoid

Senyawa flavonoid memiliki inti dasar yang mengandung 15 atom karbon
dan konfigurasi yang tersusun yaitu Cs-C3-Cs, kerangka karbon terdiri atas dua
gugus Cs yang dihubungkan oleh rantai alifatik tiga karbon (Sumadi, 2011). Sifat
fisika kimia senyawa flavonoid yaitu larut dalam air, sedangkan pada bentuk
glikosida tereliminasi larut dalam eter. Saat menjadi glikosida atau aglikon senyawa
flavonid tidak dapat larut dalam petroleum eter (Wahyusi et al., 2020). Suhu yang
relatif aman untuk mencegah kerusakan pada senyawa metabolit khususnya
flavonoid yaitu pada suhu 50°C (Oktavia, 2011).

Mekanisme kerja flavonoid menurut Rijayanti (2014) sebagai antimikroba
dapat dibagi menjadi tiga, yaitu ; menghambat sintesis asam nukleat, menghambat
fungsi membran sel dan menghambat metabolisme energi. Dalam penghambatan
sintesis asam nukleat menurut Cushnie dan Lamb Andrew (2005) cincin A dan B
senyawa flavonoid berperan penting dalam proses ikatan hydrogen, dengan
menumpuk basa asam nukleat sehingga menghambat pembentukan DNA dan RNA.
Akibat dari interaksi flavonoid dengan DNA menyebabkan terjadinya kerusakan
permeabilitas dinding sel bakteri, mikrosom dan lisosom. Mekanisme kerja
flavonoid dalam menghambat fungsi membran sel menurut Li H (2003) dengan
membentuk senyawa kompleks dari protein ekstraseluler yang terlarut sehingga

merusak membran sel bakteri. Penenlitian lebih lanjut dikemukakan oleh Rustama
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dan Lingga (2005), aktivitas senyawa flavonoid mampu merusak dinding sel bakteri
diakibatkan adanya intraksi antara lipid dan asam amino yang bereaksi dengan
gugus alkohol.
2.3.2 Saponin

Saponin termasuk senyawa aktif permukaan yang kuat dan menimbulkan
busa jika dikocok dalam air dan bersifat seperti sabun. Senyawa saponin larut dalam
air dan alkohol , tetapi tidak larut dalam eter (llling et al., 2017). Saponin
mempunyai rumus molekul C27H4203 dan mempunyai titik didih yang sangat tinggi
mencapai 158°C. Densitas saponin yaitu 0,5 g/cm® pada suhu 20°C (Santosa et al.,
2018). Sifat kimia senyawa saponin yaitu dapat membentuk kristal berwarna kuning
dan amorf, berbau menyengat, mempunyai rasa sangat ekstrim dari sangat pahit
sampai sangat manis. Sedangkan, sifat fisika senyawa saponin mudah larut dalam
air dan akan menimbulkan busa ketika dikocok (Rahbiatul Adawiyah, 2017).

Saponin dapat menjadi salah satu agen antibakteri karena zat aktif
permukaannya memiliki sifat yang hampir sama dengan detergen, yang
mengakibatkan saponin mampu menurunkan tegangan permukaan dinding sel
bakteri dan merusak permeabilitas membran. Rusaknya membran sel ini sangat
mengganggu kelangsungan hidup bakteri (Harborne, 1996). Menurut pendapat
Noer I.S dan Nurhayati L (2006) saponin berpotensi sebagai antimikroba karena
saponin dapat menghambat pertumbuhan bakteri dengan cara membentuk senyawa
kompleks dengan membran sel melalui ikatan hidrogen, sehingga dapat
mengahancurkan sifat permeabilitas dinding sel bakteri dan menimbulkan kematian
sel bakteri.
2.3.3 Alkaloid

Alkaloid umumnya mengandung atom nitrogen yang berasal dari asam
amino dan golongan heterogen, berupa kristal atau serbuk amorf, mempunyai rasa
yang pahit, bersifat optis aktif dan berupa sistim siklik, alkaloid dalam bentuk bebas
tidak larut dalam air, tetapi larut dalam kloroform, eter dan pelarut organik lain
yang bersifat relative nonpolar (Heliawati, 2018). Sifat fisika alkaloid umumnya
mempunyai satu atom N meskipun ada beberapa memiliki lebih dari satu atom N

seperti Ergotamin yang memiliki lima atom N. Atom N dapat berupa amin primer,
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sekunder dan tersier yang bersifat basa. Sedangkan, sifat kimia Alkaloid berupa
padatan kristal tidak larut dengan titik lebur tertentu atau mempunyai kisaran
dekomposisi. Kebebasan alkaloid menyebabkan senyawa sangat mudah
dekomposisi, terutama pada panas dan sinar dengan adanya oksigen. Hasil reaksi
ini biasanya berupa N-oksida (Heliawati, 2018).

Menurut Harborne JB (1996) alkaloid merupakan golongan zat tumbuhan
sekunder yang terbesar. Pada umumnya alkaloid mencakup senyawa bersifat basa
yang mengandung satu atau lebih atom nitrogen (Harborne JB, 1996). Menurut
pendapat Karou (2005) alkaloid dapat berfungsi sebagai interkelator DNA dan
menghambat enzim topoisomerase sel bakteri, sehingga alkaloid dapat dijadikan
sebagai antibakteri.

2.4  Simplisia

Menurut Ditjen POM (1994) simplisia merupakan bahan alamiah yang
digunakan sebagai bahan obat yang belum mengalami pengolahan apapun, kecuali
dinyatakan lain berupa bahan yang dikeringkan. Sedangkan menurut Ditjen
POM,2008 simplisia atau herbal merupakan bahan alam yang telah dikeringkan,
digunakan sebagai pengobatan dan belum mengalami proses pengolahan, kecuali
dinyatakan lain, suhu pengeringan simplisia tidak lebih dari 60°C.

Menurut Material Medika Indonesia, simplisia digolongkan dalam tiga
kategori :

1. Simplisia Nabati

Simplisia nabati yaitu simplisia berupa tanaman utuh, bagian tanaman atau
eksudat tanaman. Eksudat merupakan isi sel yang secara spontan keluar dari
tanaman atau isi sel dengan cara dipisahkan dari tanamannya dan belum berupa
zat kimia.

2. Simplisia Hewani

Simplisia hewani yaitu simplisia yang berasal dari hewan atau bagian hewan zat-
zat berkhasiat yang dihasilkan oleh hewan dan belum berupa zat kimia murni.
Pengeringan simplisia hewani menggunakan suhu tidak lebih dari 60°C.

3. Simplisia Pelikan (Mineral)
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Simplisia pelikan yaitu simplisia yang berasal dai bahan-bahan pelikan (mineral)
yang belum diolah atau telah diolah dengan cara sederhana dan belum berupa
zat kimia.

2.4.1 Syarat-syarat Simplisia

Menurut penelitian (Herawati et al., 2012) simplisia yang aman dan
berkhasiat merupakan simplisia yang tidak mengandung bahan kimia,
mikrobiologis, dan bahan bahaya fisik, serta mengandung zat aktif yang berkhasiat.
Ciri simplisia yang baik adalah dalam kondisi kering (kadar air < 10%). Menurut
Depkes RI (2000) ada tiga konsep untuk menyusun parameter standar umum
pembuatan simplisia sebagai bahan baku dan produk siap konsumsi langsung, yaitu;

1. Simplisia sebagai bahan kefarmasian seharusnya memenuhi 3 parameter mutu
umum suatu bahan (material), yaitu ; kebenaran jenis (identifikasi), kemurnian
(bebas dari kontaminasi kimia dan biologis) serta aturan penstabilan (wadah,
penyimpanan dan transportasi).

2. Simplisia sebagai bahan dan produk konsumsi manusia sebagai obat tetap
diupayakan memenuhi 3 paradigma produk kefarmasian, yaitu ; Quality-
Safety-Efficacy (mutu-aman-manfaat).

3. Simplisia sebagai bahan dengan kandungan kimia yang bertanggung jawab
terhadap respon biologis harus mempunyai spesifikasi kimia, yaitu ; informasi
komposisi (jenis dan kadar ) senyawa kandungan.

Menurut Depkes RI, 2000 standarisasi simplisia sebagai produk jadi (serbuk
jamu) harus memenuhi persyaratan produk kefarmasian yang tercantum dalam
monografi terbitan resmi Departemen Kesehatan Republik Indonesia.

2.4.2 Persiapan Simplisia

Menurut Departemen Kesehatan RI, 1985 umumnya pembuatan simplisia
melalui tahap sebagai berikut :

1. Pengumpulan bahan baku. Kualitas bahan baku simplisia sangat
dipengaruhi beberapa faktor, seperti umur tumbuhan atau bagian tumbuhan
pada waktu panen, bagian tumbuhan, waktu panen dan lingkungan tempat

tumbuh.
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2. Sortasi basah. Dilakukan untuk memisahkan kotoran-kotoran atau bahan
asing lainnya setelah dilakukan pencucian dan perajangan.

3. Pencucian. Dilakukan untuk menghilangkan tanah dan pengotoran lainnya
yang melekat pada bahan simplisia, pencucian dilakukan dengan air bersih.

4. Perajangan. Dilakukan untu mempermudah proses pengeringan,
pengepakan dan penggilingan pada simplisia.

5. Pengeringan. Dilakukan untuk mendapatkan simplisia agar tidak mudah
rusak, sehingga dapat disimpan dalam waktu yang lebih lama. Dengan
mengurangi kadar air dan menghentikan reaksi enzimatik akan dicegah
penurunan mutu atau perusakan simplisia.

6. Sortasi kering. Tujuan sortasi kering untuk memisahkan benda-benda asing
seperti bagian-bagian tanaman yang tidak diinginkan dan pengotor-
pengotor lain yang ada dan tertinggal pada simplisia kering.

7. Pengepakan

8. Penyimpanan dan pemeriksaan mutu.

2.4.3 Serbuk dan Kadar Air Simplisia

Menurut (Ditjen POM, 1995) serbuk simplisia nabati adalah bentuk serbuk
dari simplisia nabati, dengan ukuran derajat kehalusan tertentu. Serbuk simplisia
nabati tidak boleh mengandung fragmen jaringan dan benda asing yang bukan
merupakan komponen asli dari simplisia yang bersangkutan, antara lain ; telur
nematoda, bagian dari serangga, hama serta sisa tanah. Serbuk simplisia dibuat dari
simplisia utuh atau potongan-potongan halus simplisia yang sudah dikeringkan
melalui proses pembuatan serbuk dengan suatu alat tanpa menyebabkan kerusakan
atau kehilangan kandungan kimia yang dibutuhkan dan diayak hingga diperoleh
serbuk. Derajat kehalusan serbuk simplisia untuk pembuatan ekstrak merupakan
simplisia halus dengan nomor pengayak 80 dengan lebar nominal lobang 0,105 mm
dan garis tengahnya 0,064 (Depkes RI, 2008).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan Sapri (2014), derajat kehalusan
simplisia merupakan salah satu faktor untuk mendapatkan ekstrak yang optimal.
Ukuran pengayak yang digunakan, yaitu ; 40 mesh, 60 mesh dan 80 mesh. Hasil

penelitian menunjukkan bahwa serbuk simplisia dengan ukuran 80 mesh
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menghasilkan rendemen ekstrak tertinggi, sehingga dapat disimpulkan bahwa
semakin kecil ukuran serbuk simplisia maka semakin besar rendemen ekstrak yang
diperoleh. Penelitian dilakukan dengan menggunakan ayakan ukuran 80 mesh.

2.5  Ekstraksi

Ekstraksi merupakan suatu proses penarikan senyawa metabolit sekunder
yang berasal dari suatu tanaman dengan menggunakan pelarut yang sesuai. Proses
ekstraksi pada suhu tinggi dapat lebih cepat, tetapi dalam keadaan ini dapat
menyebabkan komponen-komponen yang terkandung mengalami kerusakan akibat
suhu yang tinggi (Depkes RI, 2006). Berubahnya suhu selama proses ekstraksi
dapat mempengaruhi kelarutan suatu senyawa karena adanya pengaruh dari massa
jenis (massa jenis sangat sensitif terhada perubahan suhu), semakin tinggi suhu
pada proses ekstraksi maka dapat mempercepat perpindahan massa dan
meningkatkan hasil ekstraksi (Bimakr et al., 2011).

Terdapat dua cara ekstraksi dengan menggunakan pelarut yaitu ; dengan
cara dingin dan cara panas. Ekstraksi cara dingin terdiri dari maserasi dan perkolasi.
Tujuan ekstraksi cara dingin yaitu agar senyawa yang diinginkan tidak menjadi
rusak (Handayani et al., 2016). Sedangkan cara panas yaitu ; refluks, destilasi uap,
soxhlet, digesti, dan infus (Depkes RI, 2000). Tujuan ekstraksi cara panas Yyaitu
untuk mempercepat proses ekstraksi dibandingkan cara dingin (Tiwari et al., 2011)
2.5.1 Maserasi

Maserasi merupakan metode ekstraksi yang dilakukan dengan cara
menyimpan serbuk halus atau serbuk kasar dalam wadah tertutup dengan pelarut
pada suhu ruangan. Metode maserasi sesuai untuk senyawa yang bersifat termolabil
untuk menghindari resiko rusaknya senyawa pada tanaman (Tiwari et al., 2011).

Maserasi sampel dilakukan menggunakan pelarut etanol 70% karena
memiliki kemampuan menyari dengan polaritas yang lebar mulai dari senyawa
nonpolar sampai dengan polar (Saifudin and Azis, 2011). Keberhasilan pemisahan
bergantung pada perbedaan kelarutan komponen yang akan dipisahkan dalam
pelarut (Suryanto and Wehantouw, 2012). Senyawa polar akan larut dalam pelarut
polar, begitu pula dengan pelarut lainnya. Selain jenis pelarut, ukuran sampel juga

dapat mempengaruhi jumlah rendemen. Semakin kecil luas permukaan sampel akan
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semakin memperluas kontak dan meningkatkan interaksi dengan pelarut (Sineke,
2016).

Keuntungan utama dari metode ekstraksi maserasi, yaitu prosedur dan
peralatan yang digunakan sederhana dan tidak dipanaskan sehingga bahan alam
tidak mudah terurai. Sedangkan kerugian dari metode maserasi, yaitu menggunakan
waktu cukup lama, menggunakan pelarut cukup banyak, dan kemungkinan
beberapa senyawa akan hilang. Ada beberapa senyawa yang tidak tahan terhadap
suhu ruang yang mengakibatkan sulit untuk diekstraksi (Tetti, 2014).

2.5.2 Soxhletasi

Metode Soxhletasi merupakan metode cara panas yang dapat menghasilkan
ekstrak lebih banyak, pelarut yang digunakan lebih sedikit (efesien bahan), waktu
yang digunakan lebih cepat, dan sampel diekstrak secara sempurna karena
menggunakan pengaplikasian berulang-ulang. Prinsi Soxhletasi adalah penyaringan
yang berulang-ulang sehingga hasil yang didapat sempurna dan pelarut yang
digunakan relatif sedikit (Anam et al., 2014). Pelarut organik dapat menarik
senyawa organik dalam bahan alam secara berulang-ulang. Ekstraksi cara
Soxhletasi menghasilkan rendemen yang lebih besar, karena dengan adanya
perlakuan panas yang dapat meningkatkan kemampuan pelarut untuk
mengekstraksi senyawa yang tidak larut dalam kondisi suhu kamar (Kadji et al.,
2013).

2.5.3 Perkolasi

Metode perkolasi yaitu metode ekstraksi dingin atau ekstraksi yang tidak
menggunakan pemanasan, sehingga tidak merusak senyawa yang terkandung
didalamnya dan diharapkan memperoleh ekstrak yang sempurna karena waktu
kesetimbangan yang berlangsung lama akibat dari penambahan cairan penyari yang
berlangsung terus menerus untuk menghindari terjadinya kejenuhan (Rosidah et al.,
2017). Pada metode perkolasi, pelarut yang digunakan yaitu etanol 96% yang
merupakan pelarut ideal yang mempunyai extractive power terbaik untuk semua
senyawa yang memiliki berat molekul rendah seperti alkaloid, saponin, dan
flavonoid (Andhiarto et al., 2019).
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2.5.4 Reflux

Proses ekstraksi reflux dilakukan dengan cara pemanasan. Reflux yaitu
ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik didihnya, selama waktu tertentu
dengan jumlah pelarut terbatas yang relatif konstan dan adanya pendingin balik
(Hasrianti et al., 2016). Prinsip dari metode reflux adalah pelarut yang digunakan
akan menguap pada suhu tinggi, namun akan didinginkan dengan kondensor
sehingga pelarut dari bentuk uap akan menjadi embun pada kondensor dan turun
lagi kedalam wadah reaksi sehingga pelarut akan tetap ada selama reaksi
berlangsung. Metode reflux tidak membutuhkan waktu yang lama untuk
mengeksttrak zat aktif dalam sampel karena adanya pengaruh dari pemanasan
(Susanty and Bachmid, 2016).
2.5.5 Destilasi Uap

Destilasi adalah suatu metode pemisahan analit dari komponennya dengan
menggunakan perinsip dasar perbedaan titik didih. Prinsip dari destilasi uap yaitu
dengan mengalirkan uap air ke dalam campuran bahan komponen yang akan
dipisahkan (Jayanuddin, 2011). Contohnya pada pemisahan minyak atsiri yang ada
pada batang, daun dan bunga tumbuhan. Aliran uap air disekitar batang, daun atau
bunga akan menyebabkan minyak teruapkan dan terbawa bersama uap air yang
kemudian diembunkan dan terpisah dengan cara dekentasi (Asfiyah, 2020). Jika
uap air mengalir melalui bahan yang mengandung minyak atsiri maka sebagian uap
air akan mengembun dan menguapkan minyak atsiri, jika destilasi dilakukan pada
tekanan atmosfer maka konsentrasi minyak maksimum pada fase uap adalah sesuai
dengan tekanan parsial uap jenuhnya (Sato, 2012).
2.5.6 Metode Pemurnian Fraksinasi

Pemurnian senyawa dilakukan dengan cara fraksinasi yang bertujuan untuk
memisahkan senyawa-senyawa berdasarkan tingkat kepolarannya. Prinsip
fraksinasi, yaitu dengan cara melakukan ekstraksi dengan menggunakan pelarut
sesuai dengan polaritasnya. Pelarut yang umum digunakan untuk fraksinasi, yaitu
n-heksan, etil asetat, dan metanol. Pelarut n-heksan digunakan untuk menarik lemak
dan senyawa non-polar, pelarut etil asetat digunakan untuk menarik senyawa semi

polar, sedangkan pelarut metanol untuk menarik senyaw-senyawa polar (Sogandi
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et al., 2019). Metode pemisahan yang umum digunakan yaitu fraksinasi cair-cair.
Fraksinasi cair-cair adalah metode pemisahan dengan menggunakan dua cairan
pelarut yang tidak saling bercampur, sehingga senyawa yang diinginkan dapat
terpisah (Uthia et al., 2017).
2.6  Pelarut

Pemilihan pelarut yang sesuai merupakan faktor penting dalam proses
ekstraksi. Pelarut yang digunakan adalah pelarut yang dapat menyaring sebagian
besar metabolit sekunder yang terdapat dalam simplisia (Aksara et al., 2013).
Pemilihan pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi tergantung pada senyawa
yang diinginkan. Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi dalam pemilihan pelarut,
yaitu ; jumlah senyawa yang akan diekstraksi, keseragaman senyawa yang akan
diekstraksi, laju ekstraksi, kemudahan dalam melakukan penanganan ekstrak untuk
perlakuan berikutnya, toksisitas pelarut dalam proses bioassay, dan potensial
bahaya kesehatan dari pelarut yang digunakan ekstraksi (Tiwari et al., 2011)
2.6.1 Etanol

Etanol memiliki rumus molekul Co2HsOH, dimana C2Hs merupakan gugus
bersifat non polar dan OH merupakan gugus yang bersifat polar, sehingga pelarut
etanol dapat menarik kandungan kimia yang bersifat polar. Konsentrasi etanol dapat
mempengaruhi hasil rendemen ekstrak dan hasil uji fitokimia senyawa dalam
tanaman. Ekstrak etanol 70% menghasilkan % rendemen lebih tinggi dibanding
ekstrak etanol 96%. Hal ini dikarenakan adanya perbedaan polaritas antara pelarut
etanol 96% dan 70% (Fathurrachman, 2014). Etanol lebih mudah berpenetrasi ke
membran sel untuk mengekstrak bahan dari tanaman. Etanol mempunyai polaritas
yang mendekati polaritas fenol pada tanaman sehingga dapat digunakan sebagai
pelarut pada ekstraksi (Saxena and Kalra., 2011).
2.6.2 N-Heksan

Heksana yaitu sebuah senyawa hidrokarbon alkana dengan rumus kimia
CesH1s. Pelarut n-heksan memiliki titik didih antara 65-70°C. Heksana memiliki
beberapa sifat, yaitu ; bersifat mudah menguap, selektif dalam menguapkan zat,
mengekstraksi sejumlah lilin dan dapat mengekstrak zat pewangi atau minyak atsiri

dalam jumlah banyak. Penggunaan pelarut n-heksan memiliki beberapa
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keuntungan, diantaranya ; bersifat selektif dalam melarutkan zat, albumin, dan zat
warna, namun dapat mengekstraksi zat pewangi atau minyak atsiri dalam jumlah
besar (Hadi, 2012).

2.6.3 Dichloromethane

Dichloromethane atau metilena klorida adalah senyawa organik dengan
rumus kimia CH2CI2. Senyawa ini merupakan senyawa tak berwarna dan beraroma
manis yang banyak digunakan sebagai pelarut. Dichloromethane tidak larut
sempurna dengan air, tapi dapat larut dengan pelarut organik lainnya.
Dichloromethane yaitu larutan yang mudah menguap, larut dalam alkohol dan eter,
memiliki titik didih 40,1°C, titik lebur -97°C dan bersifat semi polar, sehingga
senyawa yang diambil bersifat semipolar (New Jersey Department Health, 2008).
2.6.4 Akuades

Akuades adalah air hasil destilasi/penyulingan yang sama dengan air murni
atau H20, karena H20 hampir tidak mengandung mineral. Akuades diperoleh dari
hasil penyulingan atau biasa disebut dengan proses destilasi atau biasa juga disebut
air murni. Pada dasarnya akuades diperoleh dengan cara menguapkan air pada
temperatur didihnya kemudian uap air didinginkan dengan suhu rendah sehingga
terjadi proses pengembunan. Air hasil pengembunan disebut akuades yaitu air yang
rendah akan kandungan mineral didalamnya. Titik didih pelarut akuades 100°C.
(Laurensius, 2019).

2.6.5 DMSO 10%

DMSO merupakan suatu bahan yang digunakan sebagai pelarut bahan
organik maupun anorganik dan biasa digunakan pada industri obat. Pelarut DMSO
10% merupakan pelarut organik dan tidak bersifat bakterisidal, serta mampu
melarutkan hampir semua senyawa polar maupun non polar. DMSO dapat
digunakan sebagai pengencer ekstrak untuk memperoleh ekstrak dengan kadar
konsentrasi tertentu (Assidqi et al., 2012)

2.7  Bakteri Staphylococcus aureus
2.7.1 Klasifikasi
Staphylococcus aureus merupakan salah satu bakteri Gram positif

berbentuk bulat berdiameter 0,7-1,2 pum, tersusun dalam kelompok-kelompok yang
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tidak teratur seperti buah anggur, non motil, tidak membentuk spora, dapat tumbuh
pada berbagai media pada suasana aerob dan memproduksi katalase yang
merupakan bakteri patogen bagi manusia. Staphylococcus aureus merupakan salah
satu jenis bakteri kontaminasi pada makanan. Staphylococcus aureus dapat tumbuh
baik pada kondisi aerobik tetapi umumnya tidak mampu bersaing dengan mikrobia
lain yang ada dalam makanan. Umumnya penularan oleh Staphylococcus aureus
tidak didalam tubuh tetapi nampak dipermukaan tubuh, biasanya di dalam hidung
dan bisul-bisul (Ali, 2005). Bakteri Staphylococcus aureus dapat dilihat pada
Gambar 2.7.1.

Menurut Martina (2012) Staphylococcus aureus merupakan bakteri yang
sering ditemukan sebagai flora normal pada kulit dan selaput lendir manusia.
Staphylococcus aureus merupakan salah satu dari bakteri Gram positif berbentuk
bulat. Staphylococcus aureus memiliki kemampuan untuk mensintesis lipase yang
dapat mengubah sebum trigliserid menjadi asam lemak bebas yang dapat
merangsang inflamasi. Bakteri ini dapat menyebabkan bermacam — macam infeksi
seperti pneumonia, meningitis, empiema, endokartitis, jerawat, pioderma atau
impetigo

Sistematika Staphylococus aureus adalah sebagai berikut (Garrity et al.,

2011) :
Domain : Bacteria
Filum : Firmicutes
Kelas : Bacilli
Ordo : Bacillales
Famili : Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus

Spesies : Staphylococcus aureus
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Gambar 2.7.1 Bakteri Staphylococcus aureus (Hayati et al., 2019)

2.7.2 Morfologi

Staphylococcus aureus berasal dari kata “Stap hele” dalam bahasa Yunani
yang berarti anggur dan kata “aureus” dalam bahsa latin yang berarti emas. Nama
ini diberikan berdasarkan bentuk sel-sel bakteri jika dilihat di bawah mikroskop dan
warna keemasan yang terbentuk saat tumbuh pada suatu media. Bakteri ini pertama
kali dibiakan oleh Pasteur dan Koch, selanjutnya diteliti secara terperinci oleh
Ogston dan Rosenbach pada era tahun 1880-an (Lowy, 2014). Bakteri
Staphylococcus aureus dalam sampel dahak dapat dilihat pada Gambar 2.7.2.

;“i)

Gambar 2.7.2 Staphylococcus aureus dalam sampel dahak (Lowy, 2014).

Staphylococcus aureus banyak ditemukan disekitar lingkungan hidup
manusia, yang menyebabkan penyakit infeksi. Hal ini disebabkan karena
Staphylococcus aureus yang mudah beradaptasi dengan lingkungan melalui
ketahanannya terhadap antimikrobial (Diyantika and Mufida, 2014). Bakteri ini
terutama ditemukan pada kulit, kelenjar kulit, selaput lendir, luka dan umumnya

merupakan penyebab radang tenggorokan, infeksi kulit (bisul) serta infeksi sistem
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saraf pusat dan paru-paru. Manifestasi dari infeksi Staphylococcus aureus ini dapat
berupa impetigo, scalded skin syndrome, pneumonia, endokarditis, keracunan
makanan, sindrom syok toksik, meningitis, dan sepsis (Khusnan et al., 2008).
Staphylococus aureus mudah tumbuh pada berbagai media bakteriologik di
bawah suasana aerobik atau mikroaerobik. Staphylococus aureus tumbuh paling
cepat pada suhu kamar 37°C, namun pembentukan pigmen yang terbaik pada suhu
kamar (20-35°C) dan pada media dengan pH 7,2-7,4. Koloni pada media padat
berbentuk bulat, lembut, dan mengkilat (Yanti et al., 2017).
2.8  Antibakteri
Antibakteri yaitu suatu senyawa yang dapat mengganggu pertumbuhan
bahkan mematikan suatu bakteri dengan cara mengganggu metabolisme mikroba
yang merugikan. Senyawa antibakteri harus mempunyai sifat toksisitas selektif
yaitu berbahaya bagi parasit tetapi tidak berbahaya pada inangnya (Khilyasari,
2017). Antibakteri yang hanya menghambat pertumbuhan mikroorganisme disebut
bakteriostatik, sedangkan antibakteri yang dapat membunuh mikroorganisme
disebut bakterisidal (Rahmadani, 2015).
2.8.1 Mekanisme Kerja Antibakteri
Mekanisme kerja antibakteri yaitu sebagai berikut:
2.8.1.1. Menghambat metabolisme sel
Bakteri membutuhkan asam folat untuk kelangsungan hidup, namun bakteri
patogen tidak mendapatkan asam folat dari luar tubuh sehingga bakteri
mensintesis asam folat tersebut namun akan mengganggu proses
pembentukan asam folat sehingga asam folat akan menghasilkan
nonfungsional dan metabolisme sel bakteri akan terganggu (Setiabudy,
2007).
2.8.1.2. Menghambat sintesis dinding sel
Dinding sel bakteri berfungsi untuk melindungi membran protoplasma yang
terdapat dalam sel. Senyawa antibakteri dapat merusak dan mencegah
proses sintesis dinding sel sehingga menyebabkan terbentuknya sel yang

peka terhadap tekanan osmotik (Waluyo, 2020).
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2.8.1.3. Menghambat sintesis protein

Suatu sel mikroba dapat hidup apabila molekul-molekul sel dalam keadaan

alamiahnya. Interaksi antara denaturasi protein dan asam nukleat dapat

menyebabkan rusaknya sel yang tidak dapat diperbaiki kembali. Koagulasi
ireversibel komponen sel dapat disebabkan oleh suhu tinggi dan konsentrasi

dari beberapa zat kimia (Pelczar, 1988).

2.8.1.4. Menghambat sintesis asam nukleat

Sintesis yang berasal dari DNA mampu mempengaruhi pertumbuhan sel

sedangkan sintesis RNA mampu berfungsi sebagai transkripsi dan

penentuan informasi sintesis protein dan enzim. Interaksi yang terjadi pada

DNA dan RNA dapat mengakibatkan kerusakan total pada sel sehingga

mampu mempengaruhi metabolisme asam nukleat (Yasjudani, 2017).

2.8.1.5. Menghambat fungsi membran sel

Membran sel memiliki sifat permeabilitas selektif dan berfungsi sebagai

pengontrol keluar masuknya substransi dari dalam dan luar sel. Beberapa

antibiotik dapat bersatu dengan membran sehingga dapat mengganggu

proses biokimia sel (Yasjudani, 2017).

2.9  Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan metode pengenceran dan
metode difusi.

2.9.1 Metode Pengenceran (Dilusi Cair atau Dilusi Padat)

Metode pengenceran (dilusi cair) biasanya digunakan untuk menentukan
konsentrasi hambat minimal dan konsentrasi bunuh minimal dari suatu bahan uji
atau obat terhadap kuman atau bakteri percobaan. Pengujian dengan dilusi cair
menggunakan tabung reaksi yang diisi dengan inokulum kuman dan larutan
antibakteri dalam berbagai konsentrasi. Zat untuk pengujian aktivitas antibakteri
diencerkan sesuai serial dalam media cair, kemudian diinokulasikan dengan kuman
dan diinkubasi (Yasjudani, 2017).

Pada dilusi padat tiap konsentrasi obat dicampur dengan media agar, lalu
ditanami bakteri. Konsentrasi terendah dari larutan zat antibakteri yang masih

memberikan hambatan terhadap pertumbuhan bakteri ditetapkan sebagai diameter
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zona hambat minimal (Bonang G, 1992). Konsentrasi pada dilusi padat obat yang
dicampurkan dengan media agar lalu ditanami bakteri. Kemudian dinkubasi selama
18 - 24 jam (Handrianto, 2016).
2.9.2 Metode Difusi
Pada metode difusi, aktivitas suatu bahan ditentukan pada kemampuan
difusi dari zat antimikroba dalam lempeng agar yang telah diinokulasikan dengan
mikroba uji. Metode yang diperhatikan ialah Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)
dan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM). Metode tersebut dilakukan dengan
menamkan bakteri pada media agar padat kemudian diletakkan pada disk yang
sudah mengandung obat. Diamati diameter zona bening disekitar diukur sebagai
kekuatan inhibisi obat melawan bakteri yang diuji. Metode difusi merupakan salah
satu metode yang sering digunakan (Prayoga, 2013). Metode difusi dapat dilakukan
dengan cara yaitu :
1. Metode Cakram Kertas (Kirby Bauer)
Metode difusi cakram yaitu bahan atau sampel yang akan dijadikan
antimikroba di rendam di dalam cakram, kemudian cakram diletakkan diatas
media perbenihan agar yang sudah dioleskan dengan bakteri, sesudah
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Kemudian diamati zona jernih di
sekitar cakram yang menunjukkan tidak adanya mikroba. Efektivitas
antibakteri didasarkan pada klasifikasi respon hambatan pertumbuhan bakteri
(Wahyu, R and Dewi, i, 2018). Diameter zona hambat bakteri dapat dilihat pada
Tabel 2.9.2.1.
2. Metode Lubang/Sumuran
Pada lempeng agar yang sudah di inokulasikan dengan bakteri yang
selanjutnya di isi dengan zat anti mikroba. Kemudian di inkubasi pada suhu
dan waktu yang sesuai dengan uji mikroba, pengamatan yang dilakukan dengan
melihat ada atau tidaknya zona hambat disekeliling lubang tersebut
(Nurjannah, 2017).
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Tabel 2.9.2 1 Diameter Zona Hambat (Riska F et al., 2014).

Diameter Zona Hambat Respon Hambat Pertumbuhan
< S5mm Lemah
6-10 mm Sedang
11-20 mm Kuat
4 | Sangat Kuat

2.10 Antibiotik
Antibiotik atau antibakteri adalah segolongan senyawa, baik alami maupun

sintetik, yang mempunyai efek menekan atau menghentikan suatu proses biokimia
di dalam organisme (Abdulhak et al., 2011). Pada penenlitian ini menggunakan
antibiotik Chloramphenicol yang merupakan suatu golongan antibiotika dengan
spektrum kerja yang luas. Antibiotik ini berkhasiat sebagai bakteriostatik terhadap
hampir semua bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif (Tjay and Rahardja,
2015). Mekanisme kerja Chloramphenicol sebagai antibakteri yaitu dengan
menghambat sintesis protein bakteri. Chloramphenicol secara reversible berikatan
dengan unit 50S, sehingga mampu mencegah ikatan antara asam amino dengan
ribosom dan sintesis asam amino akan terganggu bahkan tidak berlangsung, hal
tersebut mengakibatkan kematian sel bakteri (Dewi, 2014).

Chloramphenicol memiliki mekanisme kerja yang sama dengan senyawa
yang terkandung dalam daun Majapahit (Crescentia cujete L.) yaitu senyawa
alkaloid dan flavonoid. Menurut Azizah (2019), alkaloid dan Chloramphenicol
memiliki mekanisme yang sama untuk menghambat sintesis protein bakteri.
Adapun mekanisme kerja alkaloid dalam meningkatkan kinerja Chloramphenicol
karena memiliki mekanisme kerja yang sama dengan menghambat sintesis dinding
sel pada bakteri Staphylococcus aureus. Menurut Rijayanti (2014) pada senyawa
flavonoid mempunyai Mekanisme kerja sebagai antibakteri dengan menghambat
sintesis asam nukleat yang menyebabkan pembentukan DNA dan RNA terhambat
serta merusak membran sel bakteri.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Ratna (2016), hasil uji
sensitifitas menunjukkan Staphylococcus aureus bersifat resisten terhadap

ampisilin, eritromisin dan tetrasiklin dengan zona hambat masing-masing sebesar
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ampisilin - 12mm, eritromisin 13mm dan tetrasiklin 9mm, sedangkan pada

Chloramphenicol bersifat sensitif dengan zona hambatnya 22mm.

2.11 Hipotesis

2.11.1 Fraksi daun Majapahit (Crescentia cujete L.) memiliki kandungan senyawa
aktif flavonoid, alkaloid dan saponin yang memiliki aktivitas antibakteri
Staphylococcus aureus.

2.11.2 Fraksi daun Majapahit (Crescentia cujete L.) memiliki konsentrasi optimum

5% terhadap bakteri Staphylococcus aureus.
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BAB Il1
METODOLOGI

3.1 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu daun Majapahit
(Crescentia cujete L.), etanol 70%, N-Heksan, dichloromethane, DMSO 10%,
antibiotik Chloramphenicol 250mg, Staphylococcus aureus, media Nutrient Agar
(NA), media Nutrien Broth (NB), pereaksi HCI, mayer, NaOH, BaCl,, H2SOs,
akuades.
3.2 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian yaitu timbangan analitik (Kenko),
seperangkat alat gelas (Pyrex), corong pisah (Pyrex), batang pengaduk, kain mori,
botol maserasi, Blender (Philips), rak tabung reaksi, ayakan mesh 80, magnetic
stirrer with heater 79-1, autoclave (Gea model YX2808), Laminar Air Flow
(ESCO), mikropipet, lemari pendingin (Sharp), oven, kapas, tali, jangka sorong,
lampu spiritus, cakram kosong steril, inkubator (model DNP Electro Thermal
Incubator), ose steril, cawan petri, aluminium foil, kertas saring, statif dan klem.
3.3  Populasi Penelitian

Populasi dalam penelitian ini adalah daun Majapahit (Crescentia cujete L.)
yang terdapat di kabupaten Tulungagung, Jawa Timur.
3.4  Sampel Penelitian

Sampel yaitu bagian dari jumlah dan karakteristik yang dimiliki oleh
populasi tersebut. Sampel dalam penelitian ini yaitu daun Majapahit (Crescentia
cujete L.) diperoleh di halaman Kampus STIKes Karya Putra Bangsa Tulungagung
dan sudah dideterminasi di Laboratorium Materia Medika Batu, Malang dan bakteri
uji Staphylococcus aureus diperoleh dari Laboratorium STIKes Karya Putra Bangsa
Tulungagung.
3.5  Variabel Penelitian

Variabel penelitian yaitu segala sesuatu dalam bentuk apapun yang
ditetapkan oleh peneliti sebagai hal yang akan digunakan untuk dipelajari sehingga

diperoleh informasi tentang hal tersebut untuk diambil kesimpulannya (Sugiyono,
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2013). Variabel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu, variabel bebas, variabel
kontrol dan variabel terikat.
3.5.1 Variabel Bebas

Variabel bebas adalah variabel yang dapat menjadi penyebab atau yang
mempengaruhi perubahannya atau munculnya variabel dependen (terikat)
(Sugiyono, 2013). Variabel bebas pada penelitian ini yaitu fraksi daun Majapahit
(Crescentia cujete L.) dengan konsentrasi 5%, 10%, dan 15%.
3.5.2 Variabel Kontrol

Variabel kontrol atau terkendali yaitu variabel yang dibuat konstan atau
dikendalikan sehingga hubungan variabel terikat terhadap variabel bebas tidak
dipengaruhi oleh faktor luar yang tidak di teliti (Sugiyono, 2013). Variabel kontrol
positif dalam penelitian ini adalah Chloramphenicol dan kontrol negatif adalah
DMSO 10%.
3.5.3 Variabel Terikat

Variabel terikat yaitu variabel yang menjadi akibat atau yang dipengaruhi
oleh adanya variabel bebas (Sugiyono, 2013). Variabel terikat yang digunakan
dalam penelitian ini adalah daya hambat fraksi daun Majapahit (Crescentia cujete
L.) terhadap bakteri Staphylococcus aureus.
3.6  Metode Penelitian
3.6.1 Determinasi Tanaman

Sampel tanaman daun Majapahit (Crescentia cujete L.) diidentifikasi di
UPT Materia Medika Batu, Jawa Timur. Tujuan dari determinasi adalah untuk
mengetahui kebenaran jenis tanaman.
3.6.2 Preparasi Sampel

Teknik pengambilan sampel yaitu dilakukan dengan mengambil daun
Majapahit (Crescentia cujete L.) dengan kriteria kondisi masih segar dan tidak
terdapat bercak. Daun dipilih yang segar dan dicuci bersih, dirajang lalu
dikeringanginkan menggunakan oven selama dua hari. Setelah itu daun digiling
menggunakan blender hingga menjadi serbuk. Dilakukan pengayakan dan simplisia
siap diekstraksi (Ningrum, 2019).
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3.6.3 Pemeriksaan Karakteristik Simplisia
3.6.3.1 Uji Susut Pengeringan Simplisia

Menurut Depkes RI (2008) susut pengeringan simplisia adalah pengurangan
berat bahan simplisia setelah dikeringkan :

i bobot daun basah — bobot daun kering
Susut pengeringan (%) = e L 1 X 100%

Penetapan susut pengeringan pada simplisia bertujuan untuk mengetahui

batas maksimal atau rentang besarnya pengurangan berat bahan pada proses
pengeringan serta tidak terdapat syarat atau rentang nilai yang ditetapkan (Depkes
RI, 2008).
3.6.3.2 Uji Kadar Air Serbuk Simplisia

Uji kadar air serbuk simplisia dilakukan dengan memasukan kurang lebih
10gram ekstrak dan ditimbang seksama dalam wadah yang telah ditara. Selanjutnya
dikeringkan pada suhu 105°C selama lima jam dan ditimbang. Dilanjutkan
pengeringan dan timbang pada jarak satu jam sampai perbedaan antara dua
penimbangan berturut-turut tidak lebih dari 0,25% (Depkes RI1, 2000).
Uji kadar air dapat dihiung dengan rumus : (Depkes RI, 2000)

\ bobot awal — bobot akhir
Kadar air (%) = —— - x 100%

Kandungan air serbuk simplisia yang memenuhi persyaratan yaitu kurang
dari 10% karena reaksi enzimatik tidak dapat berlangsung dan dapat mencegah
terjadinya penurunan mutu serbuk simplisia (BPOM RI, 2014).

3.6.4 Ekstraksi Daun Majapahit (Crescentia cujete L.) dengan Etanol 70%
secara Maserasi

Serbuk simplisia ditimbang sebanyak 500 gram lalu dimasukkan ke dalam
wadah maserasi, Serbuk direndam dengan menggunakan etanol 70% secara
bertingkat yaitu tiga kali selama tiga hari. Wadah maserasi ditutup rapat dan
disimpan pada tempat yang terlindung dari cahaya matahari langsung dengan
dilakukan pengadukan beberapa kali. Hasil maserasi kemudian disaring untuk

memisahkan cairan etanol dengan ampasnya (Ningrum, 2019). Filtrat cair yang
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diperoleh dipekatkan dengan menggunakan oven pada suhu 80°C hingga diperoleh
ekstrak kering (Ningsih and Nurmiati, 2013).
3.6.5 Pemeriksaan Karakteristik Ekstrak
3.6.5.1 Organoleptik

Uji organoleptik menggunakan panca indera secara langsung untuk
menunjukkan bentuk, warna dan bau dari ekstrak daun Majapahit (Crescentia cujete
L.) (Depkes RI, 2008).
3.6.5.2 Rendemen Ekstrak

Menurutu Depkes RI (2008) rendemen merupakan perbandingan antara
ekstrak yang diperoleh dengan simplisia awal. Rendemen ekstrak daun Majapahit
(Crescentia cujete L.) dihitung dengan membandingkan bobot awal simplisia
dengan bobot akhir yang dihasilkan.

bobot ekstrak yang dihasilkan
%Rendemen = ; —— X 100%
bobot awal serbuk simplisia

Hasil perhitungan rendemen ditunjukkan dengan satuan (%), semakin tinggi
nilai rendemen maka nilai ekstrak yang dihasilkan semakin banyak. Kualitas
ekstrak yang dihasilkan berbanding terbalik dengan jumlah rendemen yang
dihasilkan. Semakin tinggi nilai rendemen maka semakin rendah mutu yang
didapatkan (Wijaya Heri et al., 2018).

3.6.6 Uji Bebas Etanol

Pengujian bebas etanol ekstrak dilakukan dengan cara ekstrak kental
ditambahkan dengan 5 tetes H,SO, pekat bertujuan untuk membuat kondisi asam
dengan 2ml larutan kalium dikromat yang awalnya berwarna jingga, setelah
bereaksi larutan yang mengandung etanol akan berubah menjadi hijau kebiruan
karena ion dikromat yang berwarna jingga tereduksi menjadi ion kromium yang
berwarna hijau (Melati Aprilliana Ramadhani et al., 2020)

3.6.7 Uji Penapisan Senyawa Metabolit Sekunder
Penapisan golongan senyawa kimia dilakukan untuk mengetahui golongan

senyawa metabolit sekunder yang terdapat di ekstrak.
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3.6.7.1 Identifikasi Alkaloid

Ekstrak pekat etil asetat diambil 0,5 gram, ditambah 1 ml HCI 2%, lalu
ditambahkan 9 ml akuades dan dipanaskan selama 2 menit. Didinginkan, kemudian
disaring. Filtrat dibagi menjadi 3 bagian. Masing- masing ditambahkan pereaksi
Mayer, Wagner dan Dragendorf. Jika positif terjadi endapan putih pada pereaksi
Mayer, berwarna coklat kemerahan pada pereaksi Wagner dan berwarna jingga
pada pereaksi Dragendorf (Setyowati, 2014).
3.6.7.2 Identifikasi Flavonoid

Ekstrak pekat etil asetat dilarutkan dalam methanol panas, ditambahkan 0,1
gram serbuk Mg, dan ditambah 1 ml HCI pekat. Jika terbentuk warna jingga berarti
positif mengandung flavonoid (Setyowati, 2014).
3.6.7.3 Identifikasi Saponin

Ekstrak etil asetat daun Majapahit (Crescentia cujete L.) dilarutkan ke dalam
10 ml air panas, dikocok selama sepuluh detik. Positif jika terdapat busa yang stabil
(Setyowati, 2014).
3.6.8 Fraksinasi

Fraksinasi dilakukan secara berkesinambungan dimulai dengan dengan sifat
kepolaran pelarut yang berbeda-beda. Pelarut non polar dalam penelitian ini
menggunakan N-heksan, pelarut semi polar menggunakan Dichloromethane dan
menggunakan pelarut akuades sebagai pelarut polar. Akhir dari proses fraksinasi
akan didapatkan fraksifraksi yang mengandung senyawa yang secara berurutan dari
senyawa non polar, semi polar dan polar (Purwanto, 2015). Ekstrak dilarutkan
dalam akuades 50 ml, dimasukkan ke dalam labu pisah, dan ditambahkan n-heksana
sebanyak 50 ml, dihomogenkan secara perlahan-lahan, setelah didiamkan terjadi
pemisahan antara fraksi n-heksana dan akuades. Fraksi n-heksana dipisahkan dari
fraksi akuades. Fraksinasi dilanjutkan menggunakan pelarut Dichloromethane 50
ml dengan proses yang sama dengan n-heksana. Fraksi n-heksana, fraksi
Dichloromethane dan akuades diuapkan menggunnakan oven, sehingga diperoleh
fraksi kering. Ketiga fraksi yang diperoleh diuji aktivitas antibakterinya (Retnowati
et al., 2015)
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3.6.9 Uji Aktivitas Antibakteri
3.6.9.1 Sterilisasi Alat

Alat-alat yang digunakan dicuci bersih dengan menggunakan detergen dan
dibilas dengan akuades. Alat-alat yang tahan terhadap pemanasan tinggi disterilkan
dengan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C pada tekanan 2 atm (FI ED V).
Sterilisasi larutan uji dan media dilakukan dalam wadah yang sesuai seperti
erlenmeyer dengan mulut ditutup kapas dan dibungkus aluminium foil (Pratiwi,
2008). Alat-alat yang tidak tahan terhadap pemanasan tinggi disterilkan dengan
menggunakan etanol 70% (Yanti et al., 2017).
3.6.9.2 Pembuatan media Nutrient Agar (NA)

Ditimbang serbuk Nutrient Agar (NA) sebanyak 0,3 g dimasukkan
erlenmayer, dilarutkan dan dicampur dengan akuades 15 ml. Dipanaskan sampai
semua benar-benar larut. Media ditutup dengan menggunakan kapas. Kemudian
media agar disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.
Media dituang pada cawan petri dan dibiarkan pada suhu ruang sampai media
memadat sempurna (Juariyah and Sari, 2018).
3.6.9.3 Pembuatan media Nutrient Broth (NB)

Ditimbang serbuk Nutrient Broth (NB) sebanyak 0,08 g dilarutkan dalam
10 mL akuadestilata, kemudian dipanaskan sampai mendidih sehingga semuanya
larut. Media disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit media
dituangkan ke dalam tabung reaksi (Atlas, 2010).
3.6.9.4 Pembuatan Larutan Uji

Ekstrak daun Majapahit (Crescentia cujete L.) diencerkan menggunakan
DMSO 10% (dimetil sulfoxide) dengan volume masing-masing 1 ml. Konsentrasi
fraksi yang digunakan yaitu 5%, 10%, dan 15%. Konsentrasi 5% dibuat dengan
menimbang ekstrak 0,05 g dilarutkan dalam 1 ml DMSO, konsentrasi 10% dibuat
dengan menimbang 0,1 g ekstrak dilarutkan dalam 1 ml DMSO, dan konsentrasi
15% dibuat dengan menimbang 0,15 g ekstrak dilarutkan dalam 1 ml DMSO
(Amiliah et al., 2021).
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3.6.9.5 Pembuatan Kontrol Positif dan Kontrol Negatif
3.6.9.5.1Kontrol Positif Chloramphenicol

Kontrol positif yang digunakan pada penelitian ini adalah antibiotik
Chloramphenicol 0,1% (Umboh et al., 2018).
3.6.9.5.2Kontrol Negatif DMSO 10%

Larutan DMSO konsentrasi 10% dibuat dengan cara melarutkan DMSO
pekat 10ml dengan ditambahkan akuades 90ml. Kontrol negatif yang digunakan
adalah DMSO 10% yang diteteskan 20 pl di atas cakram kertas (Yanti et al., 2017).
DMSO 10% merupakan kosolven yang baik yang dapat melarutkan sampel uji
tanpa memberi pengaruh penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri (Maulana et
al., 2021).
3.6.9.6 Uji Identifikasi Staphylococcus aureus dengan Pewarnaan Gram

Pada pewarnaan Gram terdapat dua jenis bakteri yaitu Gram positif dan
Gram negatif. Tujuan dari pewarnaan Gram ini yaitu untuk mempermudah melihat
bakteri secara mikroskopik, memperjelas ukuran dan bentuk bakteri, melihat
struktur dalam bakteri seperti dinding sel dan vakuola, dan menghasilkan sifat-sifat
fisik serta kimia khas dari bakteri dengan zat warna. Dalam pewarnaan, bakteri
Gram positif berwarna ungu sedangkan bakteri Gram negatif berwarna merah
(Bulele et al., 2019).
3.6.9.7 Peremajaan Bakteri

Peremajaan bakteri dilakukan untuk merawat bakteri agar tetap baik.
Peremajaan bakteri dilakukan menggunakan media agar miring NA, masing-
masing media ditanami bakteri Staphylococcus aureus dengan cara mengoreskan
ose jarum. Kemudian di inokulasikan dengan cara digoreskan pada media NA
secara aseptik. Kemudian bakteri diinkubasi pada suhu 37-38°C selama 24 jam
(Yusriana et al., 2012).
3.6.9.8 Pembuatan Suspensi Bakteri

Bakteri yang dibiakan diambil menggunakan ose steril, disuspensikan pada
tabung yang berisi 5 ml Nutrienth Broth (NB) dan diinkubasi selama 24 jam pada

suhu 37°C. Setelah suspensi kemudian, diencerkan dengan larutan garam fisiologis
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(NaCl 0,9%) steril sampai kekeruhannya setara dengan larutan standar Mc. Farland
0,5 (Kursia, 2016).
3.6.9.9 Uji Aktivitas Antibakteri Fraksi Daun Majapahit (Crescentia cujete L.)

Uji aktivitas antibakteri fraksi ekstrak daun Majapahit (Crescentia cujete L.)
dilakukan dengan metode difusi agar menggunakan kertas cakram (paper disc)
berdiameter 6 mm yang telah disterilkan. Disiapkan media yang telah diinokulasi
dengan bakteri Staphylococcus aureus. Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan
tiga kali pengulangan. Paper disc dicelupkan ke dalam fraksi akuades,
Dichloromethane dan n-heksan ekstrak daun Majapahit (Crescentia cujete L.)
dengan konsentrasi 5%, 10%, 15% menggunakan mikropipet 20 mikroliter. Kontrol
positif disiapkan dengan mencelupkan kertas cakram dalam Chloramphenicol dan
kontrol negatif disiapkan dengan mencelupkan kertas cakram dengan pelarut
DMSO 10%. Inkubasi dilakukan pada suhu 37°C selama 1 x 24 jam. Pengamatan
dilakukan terhadap terbentuknya zona hambat di sekitar paper disc (Kusumowati
et al., 2014).

3.6.9.10 Penentua Zona Hambat

Pengukuran zona hambat yang dilakukan, dengan cara mengukur diameter
zona hambat menggunakan jangka sorong, dan diperoleh diameter (mm) daerah
hambat pertumbuhan bakteri termasuk pada diameter kertas cakram. Dilakukan
pengulangan tiga kali untuk menunjukan hasil yang akurat (Octaviani et al., 2019).
3.7  Analisis Hasil

Data hasil penelitian aktivitas antibakteri daun Majapahit (Crescentia cujete
L.) pada Staphylococcus aureus dianalisis menggunakan program Statistical
Product Services Solution (SPSS) 16 untuk melihat apakah daun Majapahit
(Crescentia cujete L.) mampu menghambat Staphylococcus aureus. Pengolahan
data dapat dilakukan sebagai berikut :
3.7.1 Uji Normalitas Data

Uji normalitas adalah uji untuk mengukur apakah data mempunyai
distribusi normal, sehingga dapat digunakan dalam statistik parametrik. Penelitian
ini menggunakan uji Kolmogorov-smirnov sebagai uji normalitas data.

Perumusan hipotesis :
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Ho : data berdistribusi normal
H: : data berdistribusi tidak normal
Pengambilan keputusan :
1. Jika p > 0,05; maka Ho diterima
2. Jika p <0,05; maka Hj diterima
3.7.2 Uji Homogenitas
Uji homogenitas bertujuan untuk menguji kesamaan (homogenitas)
beberapa sampel, yakni seragam tidaknya variasi sampel-sampel yang diambil dari
populasi yang sama (Ghazali, 2011). Pengujian homogenitas dilakukan dengan
menggunakan levene statistic.
Perumusan hipotesis :
Ho : data yang didapat memiliki variansi yang sama atau homogen
H: :data yang didapat memiliki variansi yang tidak sama atau tidak homogen
Pengambilan keputusan :
1. Jika p > 0,05; maka Ho diterima
2. Jika p <0,05; maka H; diterima
3.7.3 Uji One Way Anova
Uji One Way Anova bertujuan untuk membedakan rata-rata sampel uji.
Dalam penelitian ini digunakan untuk membuktikan bahwa perlakuan ekstrak daun
Majapahit (Crescentia cujete L.) dengan variasi konsentrasi fraksi berbeda terhadap
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus.
Perumusan hipotesis :
HO : Tidak ada pengaruh variasi konsentrasi fraksi daun Majapahit (Crescentia
cujete L.) terhadap pertumbuhan Staphylococcus aureus.
H1 : Ada pengaruh variasi konsentrasi fraksi daun Majapahit (Crescentia
cujete L.) terhadap pertumbuhan Staphylococcus aureus.
Pengambilan keputusan :
1. Jika p > 0,05; maka HO diterima
2. Jikap <0,05; maka H1 diterima



3.8  Kerangka Penelitian

Tabel 3.8 2 Kerangka Penelitian

Pengambilan Sampel Daun Majapahit
(Crescentia cujete L.)
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3.9  Jadwal Kegiatan Penelitian

Tabel 3.9 Jadwal Kegiatan Penelitian
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman majapahit (Crescentia cujete L.) dilakukan di Materia
Medica, Batu. Hasil determinasi tanaman menunjukkan sampel yang digunakan
yaitu tanaman Majapahit (Crescentia cujete L.) dengan kunci determinasi :I1b-2b-
3b-4b-6b-7b-9b-10b-11b-12b-13b-14b-15b-16b-286a-287a:Bignoniaceae-1b
3a:Cresentia-3:C.cujete (Materia Mediaka Indonesia, 2021).
4.2 Pemeriksaan Karakteristik Simplisia
4.2.1 Uji susut pengeringan simplisia

Hasil uji susut pengeringan simplisia daun Majapahit (Crescentia cujete
L.) dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Hasil Uji Susut Pengeringan Daun
Majapahit (Crescentia Cujete L.)

Sampel Bobot daun basah  Bobot daun kering %Hasil

Daun Majapahit 2,178 kg 753 gr 65%

Rumus % susut pengeringan (Depkes RI, 2008) :

) bobot daun basah — bobot daun kering
Susut pengeringan (%) = N eraIN bosah X 100%

Penetapan susut pengeringan pada ekstrak merupakan salah satu persyaratan
yang harus dipenuhi dalam standardisasi tumbuhan yang berkhasiat sebagai obat
dengan tujuan dapat memberikan batas maksimal (rentang) tentang besarnya
senyawa Yyang hilang pada proses pengeringan (Najib et al., 2018). Pada bobot
basah daun Majapahit (Crescentia cujete L.) yang didapat sebesar 2,178 kg dan
setelah dilakukan proses pengeringan bobot daun Majapahit (Crescentia cujete L.)
menjadi 753 gram. Hasil presen susut pengeringan daun Majapahit (Crescentia
cujete L.) yaitu sebesar 65%, daun Majapahit (Crescentia cujete L.) mengalami

pengurangan berat bahan yang besar dalam proses pengeringan.

4.2.2 Uji Kadar Air Simplisia
Hasil uji kadar air serbuk simplisia daun Majapahit (Crescentia cujete L.)
dapat dilihat pada Tabel 4.2.
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Tabel 4.2 Hasil Uji Kadar Air Serbuk Daun Majapahit

Sampel Bobot awal Bobot akhir %Hasil

Daun Majapahit 10 gr 9,35 gr 6,5%

Rumus % kadar air (Depkes RI, 2000):

; bobot awal — bobot akhir
Kadar air (%) = S — x 100%

Uji kadar air dilakukan untuk mengetahui presentase kadar air yang terdapat
pada serbuk simplisia (Depkes RI, 2000). Penentuan pada kadar air ekstrak
bertujuan untuk mengetahui batasan minimal atau rentang tentang besarnya
kandungan air dalam bahan (ekstrak,) makin tinggi kadar air, makin mudah untuk
ditumbuhi jamur, kapang sehingga dapat menurunkan aktivitas biologi ekstrak
dalam masa penyimpanan (Najib et al., 2018). Hasil uji kadar air serbuk daun
Majapahit (Crescentia cujete L.) yang diperoleh sebesar 6,5%. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa kadar air serbuk daun Majapahit (Crescentia cujete L.) tidak
melampaui batas maksimal 10%. Kandungan air serbuk simplisia yang memenuhi
persyaratan yaitu kurang dari 10% karena reaksi enzimatik tidak dapat berlangsung
dan dapat mencegah terjadinya penurunan mutu serbuk simplisia (BPOM RI,
2014).

4.3  Pembuatan Ekstrak Daun Majapahit (Crescentia cujete L.)

Serbuk daun Majapahit (Crescentia cujete L.) diekstraksi menggunakan
metode maserasi. Metode maserasi digunakan karena prosedur dan peralatan yang
digunakan sederhana dan tidak melalui proses pemanasan, sehingga komponen
senyawa Yyang tidak tahan tehadap pemanasan tidak mudah terurai dan dapat
menghindari kerusakan senyawa yang terkandung dalam bahan alam (Tetti, 2014).

Maserasi dilakukan dengan cara menimbang serbuk daun Majapahit
(Crescentia cujete L.) sebanyak 550 gram. Kemudian ditambah dengan pelarut
etanol 70% sebanyak 2.000 mililiter atau hingga terendam. Pelarut etanol 70%
digunakan karena mampu mengekstraksi senyawa flavonoid, akaloid dan saponin
pada daun Majapahit (Crescentia cujete L.) dengan menghasilkan persen rendemen
tinggi, tidak beracun dan tidak berbahaya (Fathurrachman, 2014). Serbuk dalam

bejana atau botol gelap disimpan dalam rungan yang terlindungi dari sinar matahari
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secara langsung. Setelah proses perendaman, dilakukan pengocokan atau
pengadukan yang berulang agar dapat mempercepat waktu larutan penyari dalam
mengekstraksi sampel (Handoyo, 2020), setelah itu serbuk disaring untuk
mendapatkan maserat. Maserat yang didapat dilakukan proses remaserasi untuk
menarik kandungan senyawa yang masih tertinggal pada saat maserasi (Chairunnisa
et al., 2019). Setelah dilakukan maserasi kemudian dilakukan penguapan pelarut
dengan filtrat hasil remaserasi dipekatkan menggunakan oven pada suhu 80°C
untuk memisahkan pelarut dengan ekstrak yang sehingga diperoleh ekstrak kental
daun Majapabhit (Crescentia cujete L.).
4.4  Pemeriksaan Karakteristik Ekstrak
4.4.1 Uji Organoleptik

Uji organoleptik bertujuan untuk menunjukan bentuk, warna dan bau dari
ekstrak daun Majapahit (Crescentia cujete L.) (Depkes RI, 2000). Uji organoleptik
menggunakan panca indera secara langsung menunjukkan ekstrak daun Majapahit
(Crescentia cujete L.) memiliki bentuk padat, bentuk menyerupai bongkahan kecil
disertai setengah lengket, memiliki bau khas daun Majapahit (Crescentia cujete L.)
dan memiliki warna kecoklatan.
4.4.2 Rendemen Ekstrak

Hasil rendemen ekstrak daun Majapahit (Crescentia cujete L.) dapat dilihat
pada Tabel 4.3.

Tabel 4.3 Hasil Rendemen Ekstrak Daun Majapahit
Sampel Bobot simplisia Bobot ekstrak Hasil

~ Daun Majapahit 550 gr 55gr 10%
Rumus %rendemen (Depkes RI, 2008) :

bobot ekstrak yang dihasilkan
%Rendemen = —— X 100%
bobot awal serbuk simplisia

Bobot serbuk simplisia daun Majapahit (Crescentia cujete L.) yang
digunakan maserasi yaitu 550 gr dan bobot ekstrak yang dihasilkan yaitu 55 gr.
Nilai rendemen yang tinggi menunjukkan banyaknya komponen bioaktif yang
terkandung di dalamnya. Hasil rendemen dari suatu sampel sangat diperlukan untuk

mengetahui banyaknya ekstrak yang diperoleh selama proses ekstraksi. Hasil uji
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rendemen ekstrak didapatkan sebesar 10% menunjukkan rendemen yang dihasilkan
kecil. Kecilnya nilai rendemen yang dihasilkan dipengaruhi oleh ukuran partikel,
waktu ekstraksi, serta jenis dan jumlah pelarut (Charisma, 2020).
4.4.3 Uji Bebas Etanol Ekstrak

Uji bebas etanol bertujuan untuk mengetahui ada tidaknya kandungan etanol
dalam ekstrak daun Majapahit (Crescentia cujete L.) karena pelarut etanol dapat
membunuh bakteri sehingga dikhawatirkan mempengaruhi aktivitas antibakteri
(Kusumowati et al., 2014). Hasil menujukkan bahwa ekstrak daun Majapahit
(Crescentia cujete L.) positif bebas etanol ditandai dengan tidak berwarna hijau
kebiruan (Melati Aprilliana Ramadhani et al., 2020).

Hasil uji bebas etanol ekstrak daun Majapahit (Crescentia cujete L.) dapat
dilihat pada tabel 4.4.

Tabel 4.4 Hasil Uji Bebas Etanol Ekstrak Daun Majapahit

Sampel Perlakuan Perubahan warna Hasil
) Tidak terbentuk
Ekstrak daun H2SO4 + kalium @
d . _ warna hijau %
Majapahit dikromat 2ml _
kebiruan

Keterangan (+) tidak terjadi perubahan warna hijau kebiruan
4.5  Skrining Fitokimia
4.5.1 Skrining Fitokimia Ekstrak Daun Majapahit (Crescentia cujete L.)
Skrinning fitokimia ekstrak daun Majapahit (Crescentia cujete L.) bertujuan
untuk mengetahui kandungan senyawa yang ada dalam ekstrak daun Majapahit
(Crescentia cujete L.). Menurut Rahmaningsih (2016), daun Majapahit memiliki
kandungan senyawa aktif, antara lain : flavonoid, alkaloid dan saponin.
Hasil uji skrinning fitokimia ekstrak daun Majapahit (Crescentia cujete L.)
dapat dilihat pada Tabel 4.5 dan Gambar 4.5
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Tabel 4.5 Hasil Uji Skrinning Fitokimia Ekstrak Daun Majapahit

Golongan senyawa Pereaksi Perubahan Warna Hasil
) NaOH 0,1N + air )
Flavonoid Jingga +
panas

) Endapan putih
Alkaloid HCI 2N + Mayer ) . +
kekuning-kuningan

Saponin Air panas + HCI 2N Busa stabil +

Keterangan (+) terdapat senyawa dan (-) tidak terdapat senyawa.

Gambar 4.5Skrining Fitokimia, (a.) Flavonoid, (b.) Saponin, (c.) Alkaloid
(Dokumentasi Pribadi)

Hasil uji skrinning fitokimia ekstrak daun Majapahit (Crescentia cujete L.)
menujukkan bahwa ekstrak daun Majapahit (Crescentia cujete L.) mengandung
senyawa flavonoid, alkaloid dan saponin. Hasil skrinning fitokimia telah sesuai
dengan penelitian Rahmaningsih (2016) yang menyatakan bahwa daun Majapahit
(Crescentia cujete L.) mengandung senyawa flavonoid, alkaloid dan saponin.
4.5.1.1 Uji Flavonoid

Hasil uji flavonoid ekstrak daun Majapahit (Crescentia cujete L.)
menunjukkan hasil positif yaitu dengan terbentuknya warna jingga, karena senyawa
flavonoid direaksikan dengan basa kuat yaitu NaOH. Uji skrinning fitokimia

flavonoid menggunakan NaOH dapat memberikan warna jingga hingga krem pada
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golongan flavonol (Tohir et al., 2011). Hal ini dikarenakan flavonoid termasuk
senyawa fenol sehingga apabila direaksikan dengan basa akan terbentuk warna
yang disebabkan terjadinya sistem konjugasi dari gugus aromatik (Kusnadi and
Devi, 2017).
4.5.1.2 Uji Alkaloid

Hasil uji alkaloid ekstrak daun Majapahit (Crescentia cujete L.)
menunjukkan hasil positif yaitu dengan terbentuknya endapan putih kekuning-
kuningan karena senyawa alkaloid direaksikan dengan pereaksi mayer dan HCI 2N.
Penambahan HCI bertujuan untuk menarik senyawa alkaloid dalam ekstrak karena
alkaloid bersifat basa maka dengan penambahan asam seperti HCI akan terbentuk
garam, sehingga alkaloid akan terpisah dengan komponen-komponen lain dari sel
tumbuhan yang ikut terekstrak dengan mendistribusikannya ke fase asam. Setelah
itu dilakukan pemanasan selama 2 menit di atas penangas air kemudian
didinginkan, selanjutnya direaksikan dengan pereaksi Mayer terjadi kekeruhan dan
terbentuk endapan (Wullur et al., 2012). Pereaksi mayer merupakan pereaksi yang
paling banyak digunakan untuk mendeteksi alkaloid karena mampu memberikan
endapan putih hampir semua alkaloid dan kebanyakan alkaloid bereaksi tanpa
membedakan kelompok alkaloid (Sapri et al., 2014).
4.5.1.3 Uji Saponin

Uji saponin bertujuan untuk mengetahui adanya senyawa saponin didalam
ekstrak daun Majapahit (Crescentia cujete L.), uji saponin dilakukan dengan 0,1 g
masing-masing ekstrak dilarutkan dalam air panas dalam tabung reaksi kemudian
dikocok kuat-kuat dan didiamkan selama 15 menit. Uji saponin yang dilakukan
diperoleh hasil positif dengan terbentuknya busa. Busa yang dihasilkan pada uji
saponin disebabkan karena adanya penambahan HCI. Busa yang timbul terjadi
karena senyawa saponin mengandung senyawa yang sebagian larut dalam air
(hidrofilik) dan senyawa yang larut dalam pelarut non-polar (hidrofobik) sebagai
surfaktan yang dapat menurunkan tegangan permukaan saat digojok gugus hidrofil
akan berikatan dengan air sedangkan gugus hidrofobik akan berikatan dengan udara

sehingga membentuk busa (Latifah, 2016).
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4.6 Fraksinasi Daun Majapahit (Crescentia cujete L.)

Fraksinasi yaitu proses pemisahan senyawa berdasarkan perbedaan tingkat
kepolarannya. Fraksinasi dalam penelitian ini menggunakan pelarut N-heksan
sebagai pelarut non-polar, menggunakan Dichloromethane sebagai pelarut semi
polar dan menggunakan pelarut aquadestilata sebagai pelarut polar. Akhir dari
proses fraksinasi akan didapatkan fraksi-fraksi yang mengandung senyawa yang
secara berurutan dari senyawa non polar, semi polar dan polar (Purwanto, 2015).

Ekstrak dilarutkan dalam akuades 50 ml, dimasukkan ke dalam labu pisah,
dan ditambahkan n-heksana sebanyak 50 ml, dihomogenkan secara perlahan-lahan,
setelah didiamkan terjadi pemisahan antara fraksi n-heksana dan akuades. Fraksi n-
heksana dipisahkan dari fraksi akuades. Fraksinasi dilanjutkan menggunakan
pelarut Dichloromethane 50 ml dengan proses yang sama dengan n-heksana.
Fraksinasi dilakukan replikasi sebanyak 3 kali. Fraksi n-heksana, fraksi
Dichloromethane dan akuades diuapkan menggunnakan oven dengan suhu yang
berbeda berdasarkan titik didih pelarut yang digunakan sehingga diperoleh fraksi
kering. Ketiga fraksi yang diperoleh diuji aktivitas antibakterinya (Retnowati et al.,
2015).

Hasil proses fraksinasi menunjukkan bahwa fraksi n-heksan berada
diatas sedangkan fraksi aquadestilata terletak dibawah, karena aquadestilata
memiliki berat jenis yang lebih besar daripada berat jenis n-heksan. Hasil fraksi
Dichloromethane berada di lapisan bagian bawah dan fraksi aquadestilata terletak
pada lapisan bagian atas, hal tersebut dikarenakan bahwa pada fraksi aquadestilata
mempunyai berat jenis lebih Kkecil, daripada Dichloromethane. Perlarut
aquadestilata mempunyai massa jenis sebesar 1,000 gr/ml, sedangkan pelarut
Dichloromethane mempunyai massa jenis 1,326 gr/ml dan pelarut n-heksan

memiliki massa jenis sebesar 86,18 gr/ml (Obenu, 2019).
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Hasil rendemen fraksi daun majapahit dapat dilihat pada Tabel 4.6.

Tabel 4.6 Hasil Rendemen Fraksi Daun Majapahit

. Bobot Bobot 0 -
Sampel Fraksi o Serbuk % Hasil
Simplisia
: Aquadestilata 31 gr 0,18 %
Fraksi
Mg}zgghit Dichlorometan 1gr 550 gr 5,63 %
(Crescentia 0
cujete L.) n-Heksana 3gr 0%
bobot fraksi
%Rendemen = X 100%

bobot simplisia

Fraksi aquades memiliki presentase rendemen lebih tinggi daripada pelarut
Dichlorometan dan pelarut n-Heksan, karena dalam daun Majapahit (Crescentia
cujete L.) memiliki kandungan senyawa yang bersifat polar sehingga fraksi
Dichlorometan dan n-Heksan memiliki hasil renedemen rendah. Pelarut aquades
yang bersifat polar mampu mengekstraksi senyawa fenolik, flavonoid, dan tanin.
Pelarut semi polar akan mengekstraksi senyawa terpenoid, alkaloid, aglikon, dan
glikosida. Pelarut non polar akan mengekstraksi senyawa kimia, seperti : lilin, lipid,

dan minyak yang mudah meguap (Susanto et al., 2012).

4.7  Uji Aktivitas Daun Majapahitt (Crescentia cujete L.) terhadap Bakteri

Staphylococcus aureus

Uji aktivitas antibakteri daun Majapahit (Crescentia cujete L.) terhadap
bakteri Staphylococcus aureus dilakukan pada ekstrak daun Majapahit (Crescentia
cujete L.) dengan menggunakan varian konsentrasi 5%, 10%, dan 15%, dengan K
(+) Chlorampenicol dan K (-) DMSO 10%. Chlorampenicol digunakan sebagai
kontrol positif karena pada antibotik Chlorampenicol memiliki mekanisme
senyawa yang sama dengan senyawa yang terkandung pada daun Majapahit
(Crescentia cujete L.) yaitu senyawa flavonoid dan alkaloid (Hartati et al., 2017).
DMSO 10% digunakan sebagai kontrol negatif, karena selain sebagai pelarut
ekstrak, DMSO 10% menurut Maulana et al (2021) tidak memiliki aktivitas
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antibakteri. Hasil zona hambat uji aktivitas antibakteri fraksi daun Majapahit

(Crescentia cujete L.) dapat dilihat pada Tabel 4.7.

Tabel 4.7 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Fraksi daun
Majapahit terhadap bakteri Staphylococcus aureus

Fraksi Konsentrasi Zaleliiambat Rata-
| 11 ] rata

5% 0 9,5 12,5 11
Aqudestilata 10% 7 9 19 11,7
15% 9 9,5 20 12,8

5% 8,5 8 8,5 8,3

Dichloromethane 10% 9 9 15 11
15% 9,5 9,5 16,5 11,8

5% 0 0 0 0

N-Heksana 10% 0 0 9,5 St
15% 0 9,5 10 6,5
K (+) 0,1 % 1115 24 30 Bl >

K () 10 % 0 0 0

Keterangan : K(+) Chlorampenicol, K (-) DMS010%

Berdasarkan hasill uji aktivitas antibakteri menggunakan fraksi
aquadestilata, fraksi Dichloromethane, dan fraksi N-heksan daun Majapahit
(Crescentia cujete L.) terhadap bakteri Staphylococcus aureus dengan varian
konsentrasi 5%, 10%, dan 15% menujukkan bahwa ketiga fraksi tersebut memiliki
aktivtas antibakteri dengan respon zona hambat kuat hingga lemah, hal dikarenakan
menurut penelitian Susanto et al (2012) diameter pada zona hambat <5 mm
memiliki respon hambatan lemah, diameter pada zona hambat 6-10 mm memiliki
respon hambatan sedang, diameter pada zona hambat 11-20 mm memiliki respon
hambatan kuat, dan diameter pada zona hambat >21 mm memiliki respon hambatan
sangat kuat.

Bedasarkan data hasil uji aktivitas antibakteri menggunakan ketiga fraksi
(fraksi aquadestilata, fraksi Dichloromethane, dan fraksi N-heksan) menunjukkan
bahwa hasil fraksi aquadestilata memiliki respon zona hambat kuat dibandingkan
dengan fraksi Dichloromethane, dan fraksi N-heksan, hal tersebut dikarena pada

fraksi aquadestilata menurut Pasicolan VLL et al (2014), senyawa flavonoid lebih
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mudah larut dalam pelarut air atau pelarut yang bersifat polar. Hal tersebut sesuai
dengan hasil uji aktivitas antibakteri yang memiliki zona hambat sedang hingga
lemah dan memiliki nilai diameter zona hambat diatas fraksi lainnya, sehingga
fraksi aquadestilata merupakan fraksi teraktif.

Uji aktivitas antibakteri fraksi aquadestilata daun Majapahit (Crescentia
cujete L.) menggunakan konsentrasi 5%,10%,15% terhadap bakteri Staphylococcus
aureus. Pada kontrol positif (+) menggunakan Chlorampenicol, hasil uji aktivitas
antibakteri pada Chlorampenicol sebagai kontrol positif memiliki rata-rata 21,5 mm
termasuk kategori respon hambat sangat kuat, hal tersebut sesuai dengan penelitian
Ratna et al (2016) Chlorampenicol sensitif terhadap bakteri Staphylococcus aureus.
Pada hasil uji kontrol negatif (-) menggunakan DMSO 10% memiliki rata-rata 0,00
mm, hal tersebut sesuai dengan penenlitian Maulana et al (2021) pada kontrol
negatif DMSO 10% tidak menunjukkan adanya zona hambat.

4.8  Analisis Statistika

Data hasil penelitian aktivitas antibakteri fraksi daun Majapahit (Crescentia
cujete L.) pada Staphylococcus aureus menunjukkan data yang berbeda, sehingga
dilanjutkan analisis data statistik menggunakan program SPSS dengan metode One
Way Anova. Analisis data menggunaan One Way Anova dapat dilakukan setelah
data melalui uji normalitas dan uji homogenitas, analisis ini digunakan untuk
mengetahui data terdapat perbedaan efek antibakteri yang signifikan atau
antibakteri yang dihasilkan berdistribusi normal. Hasil uji analisis statistika dapat
dilihat pada Tabel 4.8.

Table 4.8 Analisis hasil uji aktivitas antibakteri fraksi daun Majapahit

Analisa data Metode Sig

Uji Normalitas Shapiro-wilk 0,324
Uji Homogenitas Levene ststistic 0,715

Analisis Hasil ~ One Way Anova 0,608

Data yang dihasilakan pada analisis hasil uji normalitas dan uji homogenitas
aktivitas antibakteri fraksi daun Majapahit menunjukkan nilai yang akurat dan
didapatkan nilai p >0,05 ( uji normaliatas p=0,068 dan uji homogenitas p=0,715)

yang berarti data berdistribusi normal atau Ho diterima. Dari penilaian distribusi
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daya hambat bakteri Staphylococcus aureus didapatkan hasil data yang bersifat
normal dan homogen, sehingga dilakukan uji One Way Anova untuk mengetahui
perbedaan efek antibakteri yang signifikan antar kelompok perlakuan. Pada hasil
pengujian statistik menggunakan One Way Anova didapatkan nilai p >0,05 (uji One
Way Anova p=0,608), maka dapat diartikan bahwa tidak ada pengaruh variasi
konsentrasi fraksi daun Majapahit (Crescentia cujete L.) terhadap pertumbuhan

Staphylococcus aureus.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN
5.6 Kesimpulan

Berdasarkan hasil dan pembahasan pada penelitian ini dapat diambil

kesimpulan sebagai berikut :

1. Fraksi aquadestilata, fraksi Dichloromethane, dan fraksi N-heksan
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus
yang menunjukkan dengan adanya zona hambat pada uji aktivitas
antibakteri.

2. Farksi aquadestilata merupakan fraksi teraktif daun Majapahit
(Crescentia cujete L.) dengan menunjukkan adanya zona hambat yang
paling luas pada uji aktivitas antibakteri dan fraksi aquadestilata pada
konsentrasi 5% merupakan fraksi optimum terhadap bakteri
Staphylococcus aureus.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan dapat ditarik beberapa saran

sebagai berikut :

1. Perlu dilakukan penenlitian lebih lanjut tentang isolasi senyawa dalam
fraksi daun Majapahit.

2. Perlu dilakukan lebih lanjut tentang uji aktivitas menggunakan metode
Konsentrasi Bunuh Minimum dari ekstrak dan fraksi daun Majapabhit.

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang uji praklinis pada

hewan coba untuk mengenai khasiat daun Majapahit.
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Lampiran 1 Hasil Determinasi Daun Majapahit

PEMERINTAH PROVINSEJAWA TIMUR

DINAS RESEHATAN 3
UPT LABORATORIUM HERBAL K
MATERIA MEDICA BATU X&)
J1. Lahor 87 Kota Batu e

Jl Rayo 228 Kejavan Kebupeien Pasunan
Jl Kalonel Sugiono 457 - 459 Kom Malang
Email - materiamedicshatu@atimpeoy go.«

Noewor C 02 510/ 102.7-A0 2621
Sifie : Biasa
Penial - Determingsl Tanaman Majapahit
Memenuhi peemehonan sandera
Nama NIKEN DESI WULANDHARI
NIM 1815206020
Fakultis FARMASI STIKES KARYA PUTRA BANGSA TULUNGAGUNG
|, Perihal deermingsi eamas oajapahit
Kingclom - Plangae ( Tumbraban)
Dividi Magechiaphy e (Tenbaban bectanga)
Kelas Divotylalonac
Bengsa - Scrophataisies
Susu Bignoms sceae
Marga - Crescentis
Jemis Crevcemivg cugede L
N Umum : Majapahit, mogopahil, mos, majn Serenuk. heremuk (Jawal tabu kayu (Melayva),

oils balands (Makasan), bush no (Termate),
Kunct Determinasi * 16:2b-3b-4b-6b- Th-S%-1 0b- 1 Th-12D-13b-14b- | Sh-16b-285a- 2870 Hignoniageae-
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panjisig =2 o, putih, potik passang £2 cm, kepada putik beatuk cosong, putih, mahkotn bemtuk bibar, m
Bush: Bum, esfal, dusretes 220 cm, hijan kekuningan. Biji: Kotk panjaeg 45 mm, cokdat,

e

Temgpang. prtih Kok,
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Lampiran 2 Dokumentasi Penelitian

Tahap Penyaringan
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Hasil ekstraksi

Uji bebas etanol

Hasil Filtrat
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Lampiran 3 Hasil Skrinning Ekstrak
1 \ u ‘

e
d i | é

Uji Flavonoid Uji Saponin Uji Alkaloid

Mec. Farland Pewarnaan Gram




Lampiran 4 Uji Aktivitas Antibakteri

Fraksi N-Heksan Kontrol (+) dan kontrol (-)
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Lampiran 5 Perhitungan Bahan

1. Pembuatan Media Nutrien Broth (NB)

X Volume

Bobot NB =
ODOt B = 1000

8
a4 S ¥NY
DIk R

= 0,08 gram

2. Pembuatan Media Nutrien Agar (NA)

B A=—X
obot N 1000 Volume

200 Ml
=——X
1000 m

= 0,2 gram

3. Pembuatan Larutan Uji
3.1 Konsentrasi 5%

5
Bobot Fraksi 100 Volume

=—— X1mL

= 0,05 gram

3.2 Konsntrasi 10%

10
Bobot Fraksi 100 Volume

=—— X1mL

= 0,1 gram

3.3 Konsentrasi 15%

15
Bobot Fraksi 100 Volume
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10
=—— X1mlL

= 0,15 gram

. Perhitungan Hasil
4.1 Uji Kadar Air

bobot awal — bobot akhir

Rumus % kadar air = X 100%
bobot awal

) 10 gr —9,35gr
Rumus % kadar air = X 100%
10 gr

=65%

4.2 Uji Susut Pengeringan
Rumus % susut
__bobot daun basah — bobot daun kering

0
bobot daun basah gl

3 o , _2178kg —0753kg
umus Y susut = 2,178 kg 0
=65 %

4.3 Uji Rendemen Ekstrak

bobot awal rendemen yang dihasilkan
Rumus % = : - x 100%
bobot awal simplisia serbuk

5gr

0
550 g7 X 100%

Rumus % =

=10%

4.4 Uji Rendemen Fraksi

4.4.1 Fraksi Aquadestilata

bobot awal fraksi yang dihasilkan

R % = x 1009
G bobot awal simplisia serbuk y

1gr
550 gr

Rumus % = X 100%

=5,63%
4.4.2 Fraksi Dichloromethane

bobot awal fraksi yang dihasilkan

R % = x 1009
umus % bobot awal simplisia serbuk %




R % =8 1009
umus O_SSOgT 0

=0,18%
4.4.3 Fraksi N-Heksan
bobot awal fraksi yang dihasilkan

Rumus % = : — X 100%
bobot awal simplisia serbuk
3gr
Rumus % = ——— X 100%
550 gr
=0,54%
Lampiran 6 Hasil Analisis Data
1. Uji Normalitas
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent

Aguadest 9 100,0% 0 0,0% 9 100,0%
Dichlorometan 9 100,0% 0 0,0% 9 100,0%
N.Heksan 9 100,0% 0 0,0% 9 100,0%

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.

Aquadest ,239 9 , 146 ,911 9 ,324
Dichlorometan ,226 9 ,200" ,901 9 ,259
N.Heksan 414 9 ,000 ,629 9 ,000

*. This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction
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2. Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Konsentrasi Based on Mean ,449 3 18 , 721
Based on Median ,443 3 18 , 725
Based on Median and with 443 3 13,264 , 726
adjusted df
Based on trimmed mean ,458 3 18 , 715
3. One Way Anova
ANOVA?
Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 14,951 1 14,951 ,268 ,608°
Residual 1727,428 31 55,723
Total 1742,379 32

a. Dependent Variable: Zona Hambat

b. Predictors: (Constant), Konsentrasi



Lampiran 7 Alur Prosedur Kerja

1. Pembuatan Simplisia

Daun Majapahit

Mengambil daun Majapahit yang sudah tua dan disortasi
Mencuci dengan air mengalir sebanyak 3x
Mengeringkan daun dengan cara dioven

Melakukan sortasi kering

Menghaluskan daun dengan cara diblender

Mengayak simplisia yang telah diblender dengan ayakan mesh 80

Serbuk Simplisia
daun majapahit

2. Pembuatan Ektrak

Serbuk Daun Majapahit

Menimbang serbuk, dimasukkan ke dalam botol
Menambahkan pelarut hingga terendam
Mengaduk serbuk + pelarut ad homogen
Meletakkan di ruangan gelap

Menggojok setiap hari £ 10 menit

Menyaring dan dipekatkan di oven

Ekstrak daun
majapahit
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3. Fraksinasi

Ekstrak Daun Majapahit
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1.

2.

Menimbang sebanyak 5 gram, dilarutkan 25 mL

aquadest

Memasukkan ke dalam corong pisah, ditambahkan 50
mL aquadest

Menambahkan 25 mL N-Heksan, dikocok

Memisahkan fraksi aquadest dan fraksi N-Heksan, fraksi N-Heksan
ditampung

Memasukkan kembali fraksi aquadest ke corong pisah dan
ditambahkan 25 mL dichlorometan, dikocok

Memisahkan fraksi aquadest dan fraksi dichlorometan, fraksi
dichlorometan ditampung

Setiap fraksi di replikasi 3x dan masing-masing fraksi diuapkan di oven

Hasil Fraksi

4. Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat dan Bahan Penelitian

Alat : bahan kaca dan stenliss
Media : dimasukkan erlenmeyer

Membungkus alat dan media dengan alumunim foil

Memasukkan ke dalam autoclaf

Mengatur suhu autoclaf 121°

o QN R N\ N gE

Mensterilkan semala 15 menit dengan suhu 121°C

Alat dan bahan steril




5. Pembuatan media NA

Serbuk NA

88

S (DN

©n

©»

Menimbag serbuk sebanyak 0,2 gr

Menambahkan aquadestilata 15ml

Memanaskan di heater dan diaduk ad larut
Mensterilkan di autoclaf semala 15 menit dengan suhu
121°C

Media dituang ke dalam cawan petri

Menunggu media hingga mengeras

Media NA

6. Pembuatan media NB

Serbuk NB

R ND DONE

Menimbag serbuk sebanyak 0,8 gr
Menambahkan aquadestilata 10ml

Memanaskan di heater dan diaduk ad larut
Mensterilkan di autoclaf semala 15 menit dengan
suhu 121°C

Media dituang ke dalam tabung reaksi

Media NB




7. Peremajaan bakteri

Staphylococcus aureus

1. Menggoreskan 1 cotton bud steril
pada media NA secara aseptik

2. Menginkubasi pada suhu 37°C selama
24 jam

Hasil

8. Uji Aktivitas Antibakteri

Hasil suspensi S. aureus

v

Menggoreskan dengan cotton bud steril ke media NA secara merata

v

Ditetesi larutan fraksi, kontrol (+), kontrol (-) kedalam kertas cakram

<

Meletakkan cakram pada permukaan media NA

{/L

Menginkubasi pada suhu 37°C selama 24jam

v

Mengukur diameter zona hambat dengan mistar

v

Melakukan replikasi sebanyak 3x

v

Hasil

89



9. Uji Normalitas

Uji Normalitas

1. Spss
2. Normalitas = Shapiro-wilk
3. Sig > 0,05 distribusi normal
4. Sig < 0,05 distribusi tidak normal
Hasil
10. Uji Homogenitas
Uji Homogenitas
1. SPSS
2. Homogenitas = Levene Statistic
3. Sig > 0,05 variasi sampel homogen
4. Sig < 0,05 variasi sampel tidak
homogen
Hasil
11. Uji One Way ANOVA
Uji One Way ANOVA
1. SPSS
2. One Way ANOVA
3. Sig>0,05 tidak ada perbedaan diameter zona
hambat secara statistik
4. Sig <0,05 terdapat perbedaan diameter zona
hambat secara statistik

Hasil
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