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ANALISIS Liquid Chromatography-Mass Spectrometer (LC-MS) SENYAWA
HASIL FRAKSI ETIL ASETAT EKSTRAK DAUN JINTEN (Plectranthus
amboinicus) SEBAGAIANTIBAKTERI Staphylococcus aureus

Ayu Insa Fajri
S1 Farmasi

INTISARI

Tanaman jinten (Plectranthus amboinicus) merupakan salah satu tanaman
yang dapat dijadikan antibakteri karena mengandung senyawa flavonoid, saponin,
tanin dan alkaloid. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri
hasil fraksi etil asetat daun jinten terhadap bakteri staphylococcus aureus,
mengetahui konsentrasi fraksi etil asetat daun jinten yang memiliki zona hambat
paling kuat terhadap aktivitas antibakteri bakteri staphylococcus aureus dan
mengetahui komposisi senyawa-senyawa yang terdapat dalam hasil fraksinasi
ekstrak daun jinten. Daun jinten diekstraksi menggunakan metode maserasi dengan
pelarut etanol 96% serta dilakukan proses fraksinasi menggunakan pelarut aquades,
n-heksan dan etil asetat. Ekstrak dari fraksi etil asetat dilakukan skrinning fitokimia
terdapat hasil positif terhadap senyawa flavonoid, alkaloid, saponin dan tanin.
Selanjutnya dilakukan analisis liquid cromatography-mass spectrometer (LC-MS)
mendapatkan 2 puncak tertinggi yang merupakan tergolong sebagai senyawa
flavonoid. Uji aktifitas antibakteri dilakukukan metode difusi cakram kertas dengan
kontrol positif kloramfenikol dan kontrol negatif DMSO5%. Uji antibakteri pada
fraksi etil asetat ekstrak daun jinten dengan bakteri Staphylococcus aureus
dilakukan konsentrasi 15%, 20%, dan 25 yang dilakukan dengan 3 kali replikasi.
Konsentrasi 15% diperoleh rata-rata sebesar 16,8mm, konsentrasi 20% diperoleh
rata-rata 23,1mm. Konsentrasi 25% diperoleh rata-rata sebesar 19,6mm, hal
tersebut menunjukkan bahwa fraksi etil asetat ekstrak daun jinten terhadap bakteri
Staphylococcus aureus memiliki zona hambat paling optimum pada konsentrasi
20% dengan rata-rata 23,1mm. Konsentrasi tersebut merupakan konsentrasi rendah
yang memiliki zona hambat tinggi dan mampu menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus. Kemudian dilakukan analisis statistika, pada uji ANOVA
mendapatkan hasil 0,00 nilai tersebut kurang dari 0,05 berdasarkan hal tersebut
terdapat pengaruh variasi konsentrasi fraksi etil asetat daun jinten yang signifikan
terhadap bakteri Staphylococcus aureus.

Kata Kunci : daun jinten, antibakteri, flavonoid, Staphylococcus aureus



ANALYSIS of Liquid Chromatography-Mass Spectrometer (LC-MS)
COMPOUND RESULTS FROM ETIL ACETATE EXTRACT
CUMIN LEAVES (Plectranthus amboinicus) AS
ANTIBACTERIA Staphylococcus aureus

Ayu Insa Fajri
S1 Farmasi

ABSTRACT

Cumin leaves (Plectranthus amboinicus) is one of the plants that can be used
as antibacterial because it contains flavonoid compounds, saponins, tannins and
alkaloids. This study aims to determine the antibacterial activity of the ethyl acetate
fraction of cumin leaves against staphylococcus aureus bacteria, to determine the
concentration of the ethyl acetate fraction of cumin leaves which has the strongest
inhibition zone against the antibacterial activity of staphylococcus aureus bacteria
and to determine the composition of the compounds contained in the fractionated
leaf extract. cumin. Cumin leaves were extracted using the maceration method with
96% ethanol solvent and the fractionation process was carried out using aquades,
n-hexane and ethyl acetate as solvents. Extracts from the ethyl acetate fraction were
screened for phytochemicals and there were positive results for flavonoid
compounds, alkaloids, saponins and tannins. Furthermore, liquid chromatography-
mass spectrometer (LC-MS) analysis was performed to obtain the 2 highest peaks
which are classified as flavonoid compounds. Antibacterial activity test was carried
out using paper disc diffusion method with positive control of chloramphenicol and
negative control of DMSO5%. Antibacterial tests on the ethyl acetate fraction of
cumin leaf extract with Staphylococcus aureus were carried out at concentrations
of 15%, 20%, and 25 with 3 replications. A concentration of 15% obtained an
average of 16.8mm, a concentration of 20% obtained an average of 23.1mm.
Concentration of 25% obtained an average of 19.6mm, it shows that the ethyl
acetate fraction of cumin leaf extract against Staphylococcus aureus bacteria has
the most optimum inhibition zone at a concentration of 20% with an average of
23.1mm. This concentration is a low concentration which has a high inhibition zone
and is able to inhibit the growth of Staphylococcus aureus bacteria. Then statistical
analysis was carried out, the ANOVA test got the results of 0.00 the value was less
than 0.05 based on this there was a significant effect of variations in the
concentration of the ethyl acetate fraction of cumin leaves on Staphylococcus
aureus.

Keywords: cumin leaves, antibacterial, flavonoids, Staphylococcus aureus



BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Indonesia terkenal dengan kekayaaan alam dengan memiliki berbagai jenis
tumbuhan yang berkhasiat sebagai obat (Bahriul et al., 2014). Seiring
berkembangnya zaman, penggunaan obat tradisional mulai ditinggalkan. Terjadi
pergeseran penggunaan obat tradisional menjadi obat sintetis dengan kemasan yang
lebih praktis dan modern. Sementara ini banyak orang yang beranggapan bahwa
penggunaan obat tradisional relatif lebih aman dibandingkan obat sintetis (Setiari
et al., 2019). Menurut Promono (2002) dalam penelitiannya menyatakan bahwa
dibandingkan obat-obatan modern, penggunaan obat tradisional memiliki beberapa
kelebihan antara lain: memberikan efek samping yang lebih sedikit, dan dalam
suatu ramuan dengan komponen yang berbeda memiliki efek saling mendukung.
Adapun bagian-bagian yang biasa digunakan oleh masyarakat dan diolah sebagai
obat tradisional yaitu akar, batang, bunga, buah, rimpang dan daun (BPOM, 2005).
Daun jinten (Plectranthus amboinicus) merupakan salah satu tanaman yang
dimanfaatkan masyarakat secara luas sebagai bahan obat tradisional berbagai
penyakit, masyarakat mengenal tanaman jinten (Plectranthus amboinicus) sebagai
tanaman bangun-bangun atau torbangun yang memiliki lama hidup sekitar 3 sampai
10 tahun. Tanaman jinten merupakan tanaman yang banyak tumbuh di Afrika, Asia,
dan Australia. Dimana tanaman jinten memiliki daun yang berambut sedikit kasar,
mudah patah dan patahan dari daun jinten (Plectranthus amboinicus) mudah
ditumbuhi akar (Lailatul et al., 2013). Pemanfaatan untuk pengobatan menjadikan
daun jinten sebagai tanaman yang banyak tumbuh di pekarangan rumah (Wadikar,
2016). Hasil penelitian yang dilakukan Muniroh (2013) menyebutkan bahwa
ekstrak daun jinten (Plectranthus amboinicus) merupakan salah satu tanaman yang
mengandung senyawa-senyawa yang bersifat antioksidan, antiradang, antibakteri,
antikanker seperti flavonoid, saponin, polifenol, minyak atsiri, alkaloid yang

termasuk ke dalam senyawa metabolit sekunder.

Metabolit sekunder berupa flavonoid, alkaloid, saponin dan tanin yang
terkandung dalam daun jinten (Plectranthus amboinicus) merupakan senyawa yang

dapat dimanfaatkan dalam penyembuhan. Terutama senyawa flavonoid menurut



penelitian Rijayanti et al., (2014) yang bersifat bakteriostatik yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri, dengan mekanisme kerja menhambat sintesis
asam nukleat yang menyebabkan penghambatan pembentukan DNA dan RNA,
merusakmembran sitoplasma dan menghambat metabolisme energi. Daun jinten
dapat menyembuhkan penyakit seperti halnya infeksi oleh bakteri Staphylococcus
aureus, dimana bakteri tersebut dapat ditandai dengan kerusakan jaringan yang
disertai abses bernanah. Beberapa penyakit infeksi yang disebabkan oleh
Staphylococcus aureus adalah bisul, jerawat, impetigo, dan infeksi luka. Infeksi
yang lebih berat diantaranya pneumonia, mastitis, plebitis, meningitis, infeksi
saluran kemih, osteomielitis, dan endokarditis. Staphylococcus aureus juga
merupakan penyebab utama infeksi nosokomial, keracunan makanan, dan sindroma
syok toksik (J.Ryan & Ray, 2010). Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram
positif berbentuk bulat berdiameter 0,7-1,2 pm, tersusun dalam kelompok-
kelompok yang tidak teratur, berbentuk seperti buah anggur, fakultatif anaerob,
tidak membentuk spora, dan tidak bergerak (Brooks, 2013).

Mendapatkan ekstrak pekat dari daun jinten (plectranthus amboinicus)
peneliti harus melakukan ekstraksi yang paling sederhana yaitu menggunakan
metode maserasi, yang berarti merendam dalam bahasa latin macere, sedangkan
maserasi sendiri secara luas merendam suatu obat yang berbentuk halus serta
memungkinkan untuk direndam dalam menstrum dapat meresap, sehingga zat-zat
yang mudah larut akan terlarut (Amelia, 2014). Pelarut akan menembus dinding sel
dan masuk kedalam rongga sel yang mengandung zat-zat aktif sehingga zat aktif
akan larut. Karena adanya perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif didalam
sel, maka larutan yang pekat didesak keluar peristiwa tersebut berulang hingga

terjadi keseimbangan (Prawirodihardjo, 2014).

Beberapa penelitian tentang daun jinten (Plectranthus amboinicus) sudah
dilakukan diantaranya yaitu: penelitian Ika (2020) tentang ekstrak daun jinten
(Plectranthus amboinicus) sebagai antikanker dengan menggunakan metode BST.
Menurut Agustianasari, | (2015) dalam penelitiannya menyatakan bahwa biji daun
jinten memberikan hasil antibakteri dengan zona hambat lebih baik dari hasil fraksi
etil asetat dibandingkan dengan fraksi aquadest dan n-heksan. penelitian Bagus

(2011) tentang isolasi dan analisis komponen minyak atsiri dari daun jinten (Coleus



Aromatikus Benth) dengan GC-MS dan uji antibakteri menggunakan bakteri
Staphylococcus aureus (681 mm), Streptococcus mutan (859 mm), Salmonella typii
(651 mm) dan Eschericia coli (696 mm). Penelitian yang dilakukan Muniroh (2013)
tentang efek anti radang dan toksisitas akut ekstrak daun jinten (Plectranthus
amboinicus) dengan metode ekstraksi menggunakan maserasi. Dari hasil uji
aktivitas antibakteri menunjukkan bahwa fraksi etil asetat ekstrak daun jinten dapat
menghambat pertumbuhan bakteri tersebut, ini dapat dilihat bahwa dari keempat
bakteri tersebut, dimana indeks anti mikrobial (IAM) sangat baik (Sinulingga,
2011). Analisis senyawa menggunakan LC-MS terhadap fraksi etil asetat ekstrak
daun jinten (plectranthus amboinicus) belum dilakukan. Adapun kelebihan LC-MS
yaitu spesifitas, aplikasi yang luas dengan sistem yang praktis, fleksibilitas, kaya
informasi (\Vogeser & Seger, 2008).

Berdasarkan latar belakang diatas maka penelitian ini bertujuan untuk
menguji aktivitas antibakteri dari fraksi etil asetat ekstrak daun jinten (Plectranthus
amboinicus) dan konsentrasi efektif daun jinten (Plectranthus amboinicus)
terhadap bakteri Staphylococcus aureus yang mewakili dari gram positif dan
mengetahui senyawa penyusun fraksi. Dengan demikian penelitian ini berjudul
“Analisis Liquid Chromatography-Mass Spectrometer (LCMS) Senyawa Hasil
Fraksi Etil Asetat Ekstrak Daun Jinten (Plectranthus amboinicus) Sebagai

Antibakteri Staphylococcus aureus”

1.2 Rumusan masalah
1.2.1 Bagaimana aktivitas antibakteri hasil fraksi etil asetat daun jinten

(Plectranthus amboinicus) terhadap bakteri staphylococcus aureus?

1.2.2 Berapakah konsentrasi fraksi daun jinten (Plectranthus amboinicus) yang
memiliki zona hambat paling kuat terhadap aktivitas antibakteri bakteri
staphylococcus aureus?

1.2.3 Komposisi senyawa-senyawa apa saja yang terdapat dalam hasil fraksinasi

ekstrak daun jinten (Plectranthus amboinicus)?

1.3 Tujuan penelitian
1.3.1 Mengetahui aktivitas antibakteri hasil fraksi etil asetat daun jinten

(Plectranthus amboinicus) terhadap bakteri staphylococcus aureus.



1.3.2 Mengetahui konsentrasi fraksi etil asetat daun jinten (Plectranthus
amboinicus) yang memiliki zona hambat paling kuat terhadap aktivitas
antibakteri bakteri staphylococcus aureus.

1.3.3 Mengetahui komposisi senyawa-senyawa Yyang terdapat dalam hasil
fraksinasi ekstrak daun jinten (Plectranthus amboinicus).

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Bagi peneliti

Peneliti diharapkan dapat mengetahui komponen berupa senyawa flavonoid
yang terkandung dalam daun jinten (Plectranthus amboinicus) yang dapat
dimanfaatkan sebagai antibakteri.

1.4.2 Bagi instansi
Peneliti diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah terhadap instansi
terkait konsentrasi pada daun jinten (Plectranthus amboinicus) untuk
mengetahui zona hambat optimum dan tentang hasil pengujian yang
dilakukan terkait kandungan senyawa pada daun jinten serta efektivitasnya
sebagai antibakteri.

1.4.3 Bagi masyarakat
Penelitian ini diharapkan dapat diperoleh informasi yang digunakan sebagai
antibakteri, sehingga masyarakat dapat mengetahui kegunaan atau manfaat

daun jinten.
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Jinten termasuk dalam tanaman semak yang menjalar. Tumbuhan jinten
(Plectranthus amboinicus) ini banyak tumbuh di Afrika, Asia, dan Australia. Di
wilayah Indonesia tanaman jinten (Plectranthus amboinicus) banyak ditemukan

diwilayah Sumatera, Bali dan Sulawesi. Masyarakat mengenal pohon jinten
(Plectranthus amboinicus) sebagai pohon bangun-bangun atau pohon torbangun
yang memiliki lama hidup sekitar 3 sampai 10 tahun. Tanaman jinten (Plectranthus
amboinicus) sudah terkenal dalam dunia kesehatan baik dalam dunia penelitian.
Jinten (Plectranthus amboinicus) merupakan salah satu tanaman yang mengandung
senyawa-senyawa yang bersifat antioksidan, antibakteri, antiradang, antikanker
seperti flavonoid, saponin, alkaloid, minyak atsiri, polifenol (Lailatul et al., 2013).

Masyarakat pada umumnya belum mengetahui tentang banyaknya manfaat
tentang tumbuhan jinten. Menurut penelitian Dise (2015) Bahwasanya daun jinten
dapat digunakan untuk pengobatan demam, sariawan dan reumatik. Daun jinten
memiliki metabolit sekunder pada beberapa bagian tumbuhan terutama pada akar
dan daunnya. Pada bagian daun mengandung flavonoid, saponin, steroid dan
triterpenoid dimana flavonoid dan saponin merupakan senyawa yang memiliki
aktivitas sebagai antiinflamasi (Widyaningrum, 2011). Pemanfaatan dalam
pengobatan menjadikan daun jinten sebagai tanaman yang banyak tumbuh di

pekarangan rumah (Wadikar, 2016).

2.1 Kilasifikasi dan Deskripsi Tanaman Jinten (Plectranthus amboinicus)
Klasifikasi daun jinten (Plectranthus amboinicus) menurut (Sidabutar &

Hutapea, 2020).

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Super divisi  : Spermathophyta

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Subkelas - Asteridae
Ordo : Lamiales



Famili : Lamiaceae
Genus : Plectranthus
Species : Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng

(dokumentasi pribadi, 2021)

Tanaman daun jinten (Plectranthus amboinicus) merupakan tumbuhan
herbal yang tumbuh selama 3-10 tahun yang dimana tanaman jinten (Plectranthus
amboinicus) memiliki tanaman yang memiliki batang berkayu lunak, bercabang,
ramping, penampang bulat, memiliki ruas dengan diameter pangkal kurang lebih 15
mm, diameter tengah kurang lebih 10 mm, diameter ujung kurang lebih 5 mm dan
untuk tinggi batang mencapai Panjang 20-30 cm. Sedangkan untuk daun jinten
(Plectranthus amboinicus) yang masih muda seperti pada Gambar 2.1 memiliki
daun yang berambut sedikit kasar, mudah patah dan patahan dari daun jinten
(Plectranthus amboinicus) mudah ditumbuhi akar (Lailatul et al., 2013).

Tanaman jinten (Plectranthus amboinicus) memiliki bunga yang majemuk,
bentuk yang tandan, memiliki kelopak yang berbentuk mangkok, berwarna hijau
keunguan, memiliki putik satu dan berwarna coklat pada bagian kepalanya.
Tanaman jinten (Plectranthus amboinicus) juga memiliki buah yang berbentuk oval
mengerombol dengan panjang buah antara 4sampai 5mm yang tiap buah
mengandung satu biji. Biji buah jintan (Plectranthus amboinicus) memiliki bentuk
yang menyerupai buah adas namun memiliki ukuran yang jauh lebih kecil dan
berwarna gelap kehitaman. Akar tanaman jinten merupakan akar tunggang

berwarna putih (Syamsuhidayat & Hutapea, 1991).



2.2 Kandungan Senyawa Daun Jinten

Tumbuhan menghasilkan berbagai metabolit primer maupun sekunder.
Metabolit primer yaitu yang dihasilkan dari proses metabolisme primer seperti
protein, karbohidrat, lemak dan asam nukleat. Metabolit primer dibutuhkan oleh
tumbuhan untuk tumbuh dan berkembang, sedangkan metabolit sekunder yang
dapat dimanfaatkan untuk pertahan dalam lingkungan.

Metabolit yang telah dihasilkan oleh tumbuhan dimanfaatkan manusia
dengan berbagai tujuan. Seperti halnya protein, lemak, karbohidrat yang dihasilkan
tumbuhan telah dimanfaatkan sebagai bahan pangan, sedangakan metabolit
sekunder yang dimana setiap tumbuhan menghasilkan metabolit sekunder yang
berbeda-beda dimanfaatkan manusia sebagai obat dan pewarna (Silalahi, 2018).

Tanaman daun jinten (Plectranthus amboinicus) telah banyak dilakukan
penelitian karena terkenal dengan banyak manfaatnya dan mampu dikembangkan
menjadi obat herbal karena daun jinten (Plectranthus amboinicus) mengandung
banyak metabolit sekunder yang mempunyai aktivitas farmakologi dalammengatasi
berbagai penyakit. Pemanfaatan dalam pengobatan menjadikan daun jinten sebagai
tanaman yang banyak tumbuh di pekarangan rumah (Wadikar, 2016).Berdasarkan
hasil penelitian menyatakan bahwa daun tanaman jinten (Plectranthusamboinicus)
mengandung senyawa metabolit sekunder berupa flavonoid, saponin, alkaloid,
minyak atsiri (Lailatul et al., 2013). Dalam penelitiannya Widyaningrum (2011)
menyatakan bahwa flavonoid dan saponin merupakan senyawa yang memiliki
aktivitas sebagai antiinflamasi

2.2.1 Flavonoid

Flavonoid merupakan sebuah senyawa yang terdapat pada tanaman yang
mempunyai struktur kimia Cs-Cs-Cs yang tersusun oleh 15 atom karbon sebagai inti
dasarnya (Prawirodihardjo, 2014). Flavonoid adalah senyawa yang paling kuatdan
sebagai antioksidan paling efektif digunakan pada manusia. Kegunaan flavonoid
sebagai antioksidan, anti aterosklerosis, antiplatelet, antivirus, antiinflamasi,
antiartritis, antidiare, antikanker, dan antibakteri (Pawarta et al., 2019). Senyawa ini
merupakan sebuah zat berwarna merah, ungu, dan biru serta Sebagian ditemukan

pada tumbuhan dengan zat berwarna kuning (Prawirodihardjo,2014).



Flavonoid merupakan senyawa polar, umumnya flavonoid larut dalam
pelarut polar seperti etanol, metanol, butanol, dimetilformamida, aseton, dimetil-
air, sulfoksida, dan lain-lain (Markham, 1988). Suhu 50 °C merupakan suhu yang
relatif aman untuk mencegah kerusakan pada senyawa metabolit khususnya
flavonoid. Sistem aromatik terkonjugasi merupakan senyawa fenol yang
terkandung dalam flavonoid. Sistem aromatic terkonjugasi pada suhu tinggi mudah
rusak dan golongan flavonoid memiliki ikatan glikosida dengan molekul gula yang
mudah rusak atau putus pada suhu tinggi (Oktavia, 2011). Flavonoid bersifat
bakteriostatik karena adanya reaksi dari suatu senyawa kimia. Flavonoid sebagai
antibakteri memiliki 3 mekanisme kerja yaitu menghambat sintesis asam nukleat
yang menyebabkan penghambatan pembentukan DNA dan RNA, merusak
membran sitoplasma bakteri dan menghambat metabolisme energi (Rijayanti et al.,
2014).

Flavonoid dapat merusak membran sitoplasma senyawa tersebut
menyebabkan bocornya metabolit penting dan dapat mengaktifkan sistem enzim
bakteri. Kerusakan membran sitoplasma dapat menyebabkan nukleotida dan asam
amino keluar, mencegah bahan-bahan aktif masuk kedalam sel sehingga
menyebabkan kematian bakteri (Prasko et al., 2015). Flavonoid dapat menghambat
metabolisme energi degan menghambat sitokrom C reduktase sehingga
pembentukan metabolisme dapat terhambat dan menghambat penggunaan oksigen
oleh bakteri sehingga bakteri akan mati (Rijayanti et al., 2014). Flavonoid
menghambat fungsi membran sel, membentuk senyawa kompleks dengan protein
ekstraseluler dan terlarut sehingga dapat merusak membran sel bakteri, diikuti

dengan keluarnya senyawa intraseluler (Nuria et al., 2009).

2.2.2 Alkoloid

Alkaloid merupakan senyawa yang mengandung paling sedikit satu buah
atom nitrogen dan berasal dari bagian cincin heterosiklik yang memiliki sifat basa
(Lenny, 2018). Alkaloid pada tanaman dapat berbentuk amin, primer, sekunder,
tersier maupun kuarter dan bentuk tersebut yang menentukan kebasaan alkolloid.
Beberapa senyawa alkaloid bersifat racun untuk organisme lain (Septia Ningsih et

al., 2020). Alkaloid bebas biasanya tidak larut dalam air, tetapi mudah larut dalam



pelarut organik yang bersifat semi polar (eter, benzena, kloroform). Dalam bentuk
garamnya, alkaloid mudah larut dalam pelarut organik polar (Perawati et al., 2020).
Alkaloid yang telah diisolasi berupa padatan kristal tidak larut dengan titik lebur
yang tertentu atau mempunyai kisaran dekomposisi. Sedikit alkaloid memiliki
bentuk amorf, nikotin dan koniin berupa cairan. Sebagian besar alkaloid tidak
berwarna, tetapi beberapa senyawa yang kompleks, spesies aromatik berwarna
(contoh berberin berwarna kuning dan betanin berwarna merah). Alkaloid bersifat
basa, sifat tersebut tergantung adanya pasangan elektron pada nitrogen. Sifat basa
alkaloid menyebabkan senyawa tersebut sangat mudah mengalami dekomposisi,
terutama oleh panas dan sinar dengan adanya oksigen (Pranata, 1997). Menurut
Eleanore senyawa alkaloid mempunyai sifat fisik kurangtahan panas. Senyawa
alkaloid terdapat gugus basa yang menggandung nitrogen yang akan bereaksi
dengan senyawa asam amino yang menyusun dinding sel bakteri dan DNA bakteri.
Reaksi ini mengakibatkan terjadinya perubahan struktur dan susunan asam amino,
sehingga akan menimbulkan perubahan keseimbangan genetik pada rantai DNA
sehingga sel akan mengalami kerusakan dan mendorong terjadinya lisis bakteri

yang menyebabkan kematian sel bakteri (T. S. Gunawan & Christianto, 2020).

2.2.3 Saponin
Saponin mempunyai rumus molekul C27H4203 dan mempunyai titik didih
yang sangat tinggi, sampai mencapai 158°C. Saponin disebut juga nonvolatilem dan
sangat larut dalam air panas ataupun dingin serta alkohol, tetapi membentuk busa
koloidal dalam air dan mempunyai sifat deterjen yang baik (Zalfiatri et al., 2018).
2.2.4 Tanin
Senyawa tanin merupakan senyawa yang bersifat polar karena adanya gugus
OH. Tanin mempunyai titik didih 1271°C, tanin merupakan suatu golongan
senyawa polifenol yang banyak dijumpai pada tanaman (Ergina et al., 2014).
Umumnya tanin tersebar pada bagian tanaman spesifik seperti pada bagian kulit
kayu, batang, daun, serta buahnya. Tanin mempunyai khasiat sebagai astringent,

antidiare, antibakteri, antioksidan, dan antihiperurisemia (Diana et al., 2019).
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Identifikasi tanin dapat dilakukan dengan ditambahkannya 2-3 tetes larutan FeCls
1%. Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya warna hitam kebiruan atau
hitam hijau (Malik et al., 2016). Senyawa tanin juga dapat diuji menggunakan
larutan fenozon. Bila muncul endapan maka sampel mengandung tannin (Hargono
et al., 2021).

Sifat fisika dari tanin apabila dilarutkan kedalam air akan membentuk koloid
dan memiliki rasa asam dan sepat, ketika dicampur dengan alkaloid dan gelatin akan
terjadi endapan dan dapat mengendapkan protein dari larutannya. Sifatkimia dari
tanin merupakan senyawa kompleks dalam bentuk campuran polifenol yang sukar
dipisahkan, sukar mengkristal, dapat diidentifikasi dengan menggunakan
kromotografi, senyawa fenol dari tanin mempunyai aksi adstrigensia,antiseptik dan
pemberi warna (Ploutz et al., 1990). Tanin dapat larut dalam air, metanol, etanol,
aseton dan pelarut organik lainnya. Tanin memiliki kelarutan yangbesar, akan
bertambah besar apabila dilarutkan dalam air panas. Tanin dapat teruraimenjadi
pyrogallol, pyrocatechol dan phloroglucinol jika dipanaskan sampai suhu99-102.C
(Risnasari, 2002). Senyawa tanin dapat larut dalam pelarut polar dan tidak dapat

larut dalam pelarut non polar (Roderick, 1963).

Tanin sebagai antibakteri memiliki mekanisme kerja menyebabkan dinding
sel bakteri menjadi lisis, sehingga pembentukan dinding sel bakteri menjadi
terhambat dan sel bakteri mati. Tanin dapat menginaktifkan enzim pada bakteri dan

mengganggu jalannya protein pada lapisan dalam sel (Ngajow et al., 2013).

2.3 Simplisia

Simplisia adalah bahan alamiah yang dipergunakan sebagai obat yang belum
mengalami pengolahan apapun juga dan kecuali dinyatakan lain simplisia
merupakan bahan yang dikeringkan (Depkes RI., 2000). Simplisia adalah bahan
alam yang telah dikeringkan yang digunakan untuk pengobatan dan belum
mengalami pengolahan, kecuali dinyatakan lain suhu pengeringan tidak lebih dari
60°C (BPOM, 2014).
2.3.1 Simplisia nabati

Simplisia nabati adalah simplisia yang berupa tanaman utuh, bagian tanaman

atau eksudat tanaman. Eksudat tanaman ialah isi sel yang secara spontan keluar dari
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tanaman atau dengan cara tertentu dikeluarkan dari selnya, atau zat-zat nabati
lainnya dengan cara tertentu dipisahkan dari tanamannya (RI, 2014).
2.3.2 Simplisia hewani

Simplisia hewani adalah simplisia yang berupa hewan utuh, bagian hewan
atau zat-zat berguna yang dihasilkan oleh hewan dan belum berupa zat kimia murni
(R, 2014).

2.3.3 Simplisia pelikan (mineral)

Simplisia pelikan adalah simplisia berupa bahan pelikan atau mineral yang
belum diolah atau telah diolah dengan cara sederhana dan belum berupa zat kimia
murni (Depkes RI., 2000).

2.3.4 Syarat-syarat Simplisia

Simplisia memiliki beberapa persyara tan yaitu:

1 Lolos uji organoleptis yang meliputi warna, bau, bentuk, dan rasa.

2 adar air, harus kurang dari 10%.

3.  Adanya keseragaman bobot.

4 Tidak ada cemaran mikroba sesuai dengan nilai yang telah ditentukan.

5 Bahan tambahan pada simplisia, tidak diperbolehkan mengandung pengawet,

pewarna, dan pengharum. Dapat digunakan pemanis sesuai dengan yang ditetapkan

(BPOM, 2010).

2.3.5 Persiapan Simplisia

Pada umumnya pembuatan simplisia melalui tahapan sebagai berikut:

1.  Pengumpulan bahan baku: kadar senyawa aktif simplisia berbeda-beda
tergantung, bagian tanaman yang akan digunakan, umur tanaman saat panen,
waktu panen dan lingkungan tempat tumbuh.

2.  Sortasi basah: dilakukan untuk memisahkan kotoran-kotoran atau bahanasing
lainnya dari bahan simplisia. Bahan asing seperti tanah, kerikil, rumput,
batang, daun, akar yang telah rusak, serta pengotor lain yang haru dibuang.

3. Pencucian: dilakukan untuk menghilangkan tanah dan pengotoran lainnya
yang melekat pada bahan simplisia. Pencucian dilakukan dengan air bersih,
misalnya mata air, air sumur atau air PAM. Pencucian dilakukan tiga kali,

satu kali dapat menghilangkan 25% dari jumlah mikroba, pencucian
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dilakukan tiga kali, jumlah mikroba yang tertinggal 42% dari jumlah mikroba
awal.

4.  Perajangan: proses tersebut untuk mempermudah proses pengeringan,
pengepakan dan penggilingan pada simplisia.

5. Pengeringan: dilakukan untuk menghasilkan simplisia yang tidak mudah
rusak, sehingga dapat disimpan dalam waktu yang lebih lama. Pengeringan
mengurangi kadar air dan menghentikan reaksi enzimatik pada simplisia
sehingga mencegah penurunan mutu atau perusakan simplisia.

6.  Sortasi kering: tujuannya untuk memisahkan benda-benda asing seperti
bagian-bagian tanaman yang tidak diinginkan dan pengotoran-pengotoran
lain yang masih ada dan tertinggal pada simplisia kering sebelum simplisia
dibungkus untuk disimpan.

7. Pengepakan dan penyimpanan: hal yang harus diperhatikan saat penyimpanan
simplisia yaitu cara pengepakan, pembungkusan, persyaratan Gudang
penyimpanan simplisia, cara sortasi dan pemeriksaan mutu simplisia(Depkes
RI., 2000).

2.3.6 Penghalusan Simplisia
Pembuatan serbuk simplisia dari simplisia utuh yang sudah dikeringkan atau

potongan-potongan halus melalui pembuatan serbuk dengan alat tanpa terjadi

kerusakan atau kehilangan kandungan kimia yang dibutuhkan dan diayak hingga
diperoleh serbuk dengan derajat kehalusan tertentu. Serbuk simplisia memiliki
derajat kehalusan terdiri dari serbuk sangat kasar, kasar, agak kasar, halus dan
sangat halus. Kecuali dinyatakan lain, derajat kehalusan serbuk simplisia untuk
pembuatan ekstrak merupakan serbuk simplisia halus seperti tertera pada pengayak
dan derajat halus serbuk (Depkes RI., 2000). Ekstraksi akan bertambah baik bila
permukaan serbuk simplisia yang bersentuhan dengan cairan penyari makin luas.

Dengan demikian maka makin halus serbuk simplisia seharusnya makin baik

ekstraksinya (RI, 2014).

Menurut Sapri et al rendemen ekstrak etanol daun jinten (Plectranthus
amboinicus) yang dihasilkan pada ukuran serbuk 40 mesh, 60 mesh, dan 80 mesh
yaitu semakin besar nomor mesh yang digunakan dalam pengayakan simplisia

semakin besar pula rendemen yang dihasilkan. Sehingga serbuk simplisia ukuran
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80 mesh menghasilkan rendemen ekstrak tertinggi. Ukuran serbuk simplisia
berpengaruh terhadap rendemen ekstrak yang diperoleh. Semakin kecil ukuran

serbuk simplisia, maka semakin besar rendemen ekstrak.

2.4 Metode Penyarian / Ekstraksi

Penyarian atau ekstraksi merupakan proses pemisahan dan juga pemindahan
massa aktif yang semula didalam sel ditarik keluar oleh pelarut, sehingga zat-zat
yang terlarut akan terpisah dengan bahan-bahan yang tidak terlarut
(Prawirodihardjo, 2014). Simplisia mengandung senyawa aktif yang dapat larut dan
senyawa yang tidak dapat larut seperti serat, karbohidrat, protein dan lain-lain.
Senyawa aktif yang terdapat dalam simplisia seperti golongan minyak atsiri,
alkaloid, flavonoid dan lain-lain. Dengan diketahuinya senyawa aktif yang
terkandung dalam simplisia akan mempermudah pemilihan pelarut dan cara
ekstraksi yang tepat (Depkes RI., 2000).

2.4.1 Maserasi

Maserasi merupakan cara yang sederhana, maserasi dilakukan dengan cara
merendam serbuk simplisia dalam pelarut. Pelarut akan menembus dinding sel dan
masuk kedalam rongga sel yang mengandung zat-zat aktif sehingga zat aktif akan
larut. Karena adanya perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif didalam sel,
maka larutan yang pekat didesak keluar peristiwa tersebut berulang hingga terjadi
keseimbangan (Prawirodihardjo, 2014).

Pelarut merupakan salah satu faktor yang menetukan dalam proses ekstraksi,
sehingga banyak faktor yang harus diperhatikan dalam pemilihan pelarut (Guenther
et al., 1987). Pelarut yang digunakan dalam ekstraksi harus dapat melarutkan
ekstrak yang diinginkan saja, mempunyai kelarutan yang besar, tidak menyebabkan
perubahan secara kimia pada komponen ekstrak, dan titik didih kedua bahan tidak
boleh terlalu dekat (Bernasconi, G., 1995).

Proses maserasi dengan merendam simplisia dalam pelarut yang sesuai dan
dalam wadah tertutup. Pengadukan dilakukan dapat meningkatkan kecepatan
ekstraksi. Ekstraksi maserasi memiliki kelemahan membutuhkan waktu yang cukup
lama. Ekstraksi secara menyeluruh juga dapat menghabiskan sejumlah besarvolume
pelarut yang dapat berpotensi hilangnya metabolit. Beberapa senyawa jugatidak

terekstraksi secara efisien jika kurang terlarut pada suhu kamar (27 °C).
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Ekstraksi secara maserasi dilakukan pada suhu kamar (27 °C), sehingga tidak
menyebabkan degradasi metabolit yang tidak tahan panas (Depkes RI., 2000).
Kekurangan dari metode ini yaitu tidak semua bahan alam dapat diambil
senyawanya, selain itu pelarut yang digunakan juga cukup banyak
(Prawirodihardjo, 2014). Namun metode ini sangat menguntungkan karena
peralatan yang mudah ditemukan, pengerjaannya yang sederhana dan senyawa yang
bersifat termostabil akan terlarut dengan baik (Hargono, 2015). Senyawa
termostabil dapat terlarut dengan baik karena adanya isolasi senyawa akibat
pemecahan dinding atau membran sel, berdasarkan perbedaan tekanan didalam dan
di luar sel sehingga membuat metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan
terlarut dalam pelarut organik secara sempurna. Senyawa yang dihasilkan dalam
metode ini sangat baik karena lama perendamannya dapat diatur (Mardisiswoyo,
1965).

Modifikasi dari maserasi adalah remaserasi. Remaserasi menggunakan cairan
penyari yang dibagi menjadi dua dan seluruh serbuk simplisia dimaserasi
menggunakan cairan penyari pertama. Filtrat hasil maserasi pertama dimaserasi
kembali dengan cairan penyari kedua (Depkes RI., 2000). Menurut penelitian
Fauzana hasil rendemen metode remaserasi menghasilkan jumlah rendemen
tertinggi pada kisaran nila 15,60% - 16,70%. Metode maserasi menghasilkan
rendemen terendah dengan kisaran nilai 12,20% - 12,60%. Pelarut metode
remaserasi lebih banyak dan memperoleh nilai rendemen yang lebih tinggi
dibandingkan metode maserasi. Ekstraksi dengan metode remaserasi, residu pelarut
yang digunakan merupakan pelarut baru, pelarut belum mengalami kejenuhan dan
memiliki kemampuan mengekstrak lebih tinggi. Larutan jenuh merupakan larutan
yang mengandung jumlah zat yang terlarut berlebihan pada suhu tertentu, sehingga
kelebihan tersebut tidak dapat lagi melarut. Jenuh menandakan pelarut telah
seimbang dengan zat terlarutnya atau larutan sudah tidak dapat melarutkan zat
terlarut yang ditambahkan dan konsentrasi telah mencapai titik maksimal (IS,
2017).

2.4.2 Perkolasi
Perkolasi merupakan proses pemisahan atau ekstraksi dengan pelarut yang

selalu baru sampai sempurna yang dilakukan pada suhu ruangan. Proses terdiri dari
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tahapan pengembangan bahan, tahap maserasi antara tahap perkolasi sebenarnya
(penetasan/penampungan ekstrak), terus menerus sampai diperoleh ekstrak
(perkolat) (Depkes RI., 2000). Istilah perkolasi berasal dari bahasa Latin per yang
artinya melalui dan colare yang artinya merembes, secara umum dapat dinyatakan
sebagai proses dimana obat yang sudah halus, zat yang larutnya diekstraksi dalam
pelarut yang cocok dengan cara melewatkan perlahan-lahan melalui obat dalam
suatu kolom. Cara perkolasi banyak dikerjakan padaa ekstraksi obat (Ansel, 2005).
2.4.3 Refluks

Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik didihnya,
selama waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas yag relatif konstan dengan
adanya pendingin balik. Umumnya dilakukan pengulangan proses pada 3-5 kali
sehingga dapat termasuk ekstraksi sempurna.
2.4.4 Soxhlet

Soxhlet adalah ekstraksi menggunakan pelarut yang selalu baru yang
umumnya dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi kontinu dengan
jumlah pelarut relatif konstan dengan adanya pendingin balik (Depkes RI., 2000).
(Depkes RI., 2000). Bahan yang akan disari berada dalam sebuah kantong penyari
(kertas, karton) di dalam sebuah alat ekstraksi dari gelas yang bekerja kontinu.
Wadah gelas yang mengandung kantung diletakkan di antara labu suling dan suatu
pendingin alir balik dan dihubungkan melalui pipa pipet. Labu tersebut berisi bahan
pelarut yang menguap mencapai ke dalam pendingin aliran balik melalui pipa pipet,
pelarut itu berkondensasi di dalamnya, menetes ke bahan yang disari. Larutan
berkumpul di dalam wadah gelas dan setelah mencapai tinggi maksimal secara
otomatis ditarik ke dalam labu dengan demikian zat yang tersari terkumpul di dalam
labu tersebut (\Voigt, 1995)
2.4.5 Digesti

Digesti adalah maserasi kinetik (dengan pengadukan kontinu) pada teperatur
yang lebih tinggi dari temperatur ruangan, secara umum dilakukan pada temperatur
40-50°C (Depkes RI., 2000). Simplisia yang akan di ekstak sebanyak 30 gram
dimasukkan ke dalam labu alas bulat, ditambahkan 300 mL etanol hingga
merendam simplisia, rendaman simplisia dipanaskan dengan temperatur sesuai

dengan titik didih pelarutnya yaitu 78 °C selama 30 menit, hasil penyarian diserkai
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menggunakan kain kola. Ampas ditambah dengan 300 mL etanol dengan perlakuan
yang sama dilakukan sebayak 2 kali, filtrat kemudian disaring. Filtrat yang
diperoleh dikumpulkan menjadi satu dan dipekatkan dengan rotary evaporator pada
suhu 50°C yang dilanjutkan dengan menggunakan waterbath sampai diperoleh

ekstrak kental.

2.4.6 Infundasi
Infundasi adalah ekstraksi dengan pelarut air pada temperatur penangas air

(bejana infus tercelup dalam penangas air mendidih, temperatur terukur 96-98°C)
didalam panci dan waktu mulai diukur selama 15-20 menit (Depkes RI., 2000).
Ekstraksi ini dilakukan untuk mengekstrak zat yang kandungannya larut dalam air
dari bahan- nabati. Ekstraksi dengan cara ini menghasilkan sari yang tidak stabil
dan mudah tercemar oleh bakteri dan jamur (Anonim, 1986).
2.4.7 Dekok

Dekok adalah infus pada waktu yang lebih lama (>30°C) dan temperatur
sampai titik didih air (Depkes RI., 2000).
2.5 Pemurnian
2.5.1 Fraksinasi

Fraksinasi merupakan proses pemisahan senyawa berdasarkan perbedaan
kepolarannya. Menggunakan prinsip like dissolve like yaitu senyawa pada tanaman
akan larut dalam pelarut yang memiliki kepolaran yang sama, apabila kepolarannya
berbeda akan terpisah (J. B. Harbone, 2006). Fraksinasi memiliki prinsip proses
penarikan senyawa suatu ekstrak menggunakan dua macam pelarut yang saling
tidak bercampur. Pelarut yang digunakan pada umumnya yaitu n-heksan, etil asetat
dan etanol. Pelarut n-heksan untuk menarik lemak dan senyawa non polar,
diklorometana dapat menarik seyawa baik polar maupun non polar, sedangkan
etanol untuk menarik senyawa polar. Senyawa yang bersifat non polar akan larut
dalam pelarut non polar sedangkan senyawa yang bersifat polar akan larut dalam
pelarut polar (Yasjudani, 2017).
2.5.2 Pelarut

Pelarut merupakan suatu zat yang berfungsi sebagai media penarik atau
pengikat zat lain agar ikut terbawa oleh pelarut tersebut (Prawirodihardjo, 2014).

Sebuah pelarut dapat dikatakan baik, apabila memiliki toksisitas yang rendah, dapat
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mengawetkan, dapat menguap dengan mudah dan dapat mengekstraksi senyawa
dengan mudah (Prawirodihardjo, 2014). Cairan pelarut adalah pelarut yang optimal
untuk kandungan senyawa yang berkhasiat atau senyawa aktif, sehingga senyawa
tersebut dapat dipisahkan dari bahan dan dari senyawa kandungan lainnya, serta
ekstrak hanya mengandung sebagian besar senyawa kandungan yang diinginkan.
Faktor utama pertimbangan dalam pemilihan cairan penyari yaitu, selektivitas,
kemudahan bekerja pada proses dengan cairan tersebut, ekonomis, ramah
lingkungan, keamanan (Depkes RI., 2000). Beberapa penelitian digunakan
beberapa pelarut berdasarkan tingkat kepolarannya, yaitu air, methanol, etanol,
kloroform, dan petroleum eter (Sudarmadji et al., 1997).

2.5.2.1 Air

Air memiliki bahasa latin aquadestilata yang berarti air suling. Air suling, air
yang diperoleh dari pengembunan uap air akibat penguapan atau pendidihan air
(Ham 2006). Air senyawa yang tidak berwarna, tidak berbau dan tidak berasa yang
memiliki titik didih 100°C (Chandra & Novalia, 2014). Air adalah pelarut universal
yang digunakan untuk mengekstraksi produk tumbuhan dengan aktivitas
antimikroba. Air dapat melarutkan flavonoid yang tidak memiliki aktivitas
signifikan terhadap antimikroba dan senyawa fenolat yang larut dalam air yang
mempunyai aktivitas antioksidan (Tiwari et al., 2011).

Air digunakan sebagai pelarut memiliki harga murah, mudah diperoleh, tidak
mudah menguap, dan tidak beracun. Kerugian pelarut air yaitu tidak dapat
melarutkan semua zat berkhasiat yang dikehendaki, ekstrak dapat ditumbubhi
kapang sehingga cepat rusak dan waktu pengeringan ekstrak memerlukan jangka
waktu lama. Air dapat melarutkan garam alkaloid, glikosida, tanin, gom, pati,

protein, dan asam organik (RI1, 2014).

2.5.2.2 Etanol

Etanol (C2HsOH) memiliki nama lain etil alkohol, hidroksietana, alkohol
murni, dan alkohol absolut. Etanol merupakan molekul yang sangat polar karena
adanya gugus hidroksil (OH) dengan ke elektro negatifan oksigen yang sangat
tinggi yang menyebabkan terjadinya ikatan hidrogen dengan molekul lain, sehingga
etanol dapat berikatan dengan molekul polar dan molekul ion. Gugus etil (C2Hs)

pada etanol bersifat non-polar, sehingga etanol dapat berikatan juga dengan
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molekul non polar. Oleh karena itu, etanol dapat melarutkan baik senyawa polar
maupun non-polar. Etanol memiliki titik didih 78,40° C, dan tidak berwarna. Etanol
96 % merupakan pelarut terbaik untuk senyawa yang mempunyai berat molekul
rendah seperti flavonoid, saponin dan alkaloid (Astarina et al., 2013). Etanol 96%
menghasilkan rendemen ekstrak paling besar sebanyak 38,2167%, hal tersebut
menunjukkan etanol 96% memiliki kemampuan mengekstrak senyawa yang lebih
baik. Semakin tinggi kosentrasi pelarut semakin besar kadar senyawa yang tertarik
dalam pelarut.
2.5.2.3 N-heksana

Karakteristik heksana sangat tidak polar, volatil, mempunyai bau khas. Titik
didih heksana pada tekanan 760 mmHg adalah 66 sampai 70° C (Scheflan dan
Morris 1983). N-heksana merupakan jenis pelarut nonpolar sehingga n-heksana
dapat melarutkan senyawa - senyawa bersifat nonpolar (Maulida & Zulkarnaen,
2010). Menurut penelitian Rizal menggunakan kontrol negatif pelarut N-heksan,
kloroform, etil asetat dan etanol memilki hasil negatif tidak menunjukkan zona
hambat. Hasil tersebut menunjukkan bahwa pelarut tersebut tidak memiliki

aktivitas antibakteri.

2.5.2.4 Etil Assetat

Etil asetat / etiletanoat adalah suatu zat cair tak berwarna dengan bau buah
yang semerbak bertitik didih 77°C dan d = 0,9 g/ml (Arsyad, 2001). Dalam
penelitian gandapura, pelarut yang digunakan adalah metanol, etil asetat dan
hesana, ternyata hasil ekstraksi dari masing-masing pelarut menunjukkan bahwa
rendemen ekstrak tertinggi dihasilkan ekstrak etanol yang bersifat polar, diikuti
oleh etil asetat dan heksana (Hernani et al., 2017). Menurut Tiwari, et al (2011)
dalam penelitiannya menyatakan bahwa pelarut etil asetat dengan karakteristik
semipolar. Etil asetat secara selektif akan menarik senyawa yang bersifat semipolar
seperti fenolo dan terpenoid.
2.5.2.5 Dimethylsulfoxide (DMSO)

Dimethylsulfoxide (DMSO) organosulfur yang mempunyai rumus Kkimia

(CH3)2SO. DMSP merupakan pelarut organik yang dapat melarutkan senyawa polar, non-

polar, dan larut dalam pelarut organik seperti air, alkohol, ester, dll. Dimethylsulfoxide
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(DMSO) mempunyai ciri-ciri yaitu tidak berwarna, tidak berbau, dan sedikit higroskopik
(Suryaku, 2017).

2.6 Bakteri

Bakteri merupakan uniseluler, pada umumnya tidak berklorofil, ada beberapa
yang fotosintetik dan produksi aseksualnya secara pembelahan dan bakteri
mempunyai ukuran sel kecil dimana setiap selnya hanya dapat dilihat dengan
bantuan mikroskop. Bakteri memiliki ukuran sel 0,5-1,0 um kali 2,0-5,0 pum, dan
memiliki tiga bentuk dasar yaitu bentuk bulat atau kokus, bentuk batang atau
bacillus, bentuk spiral (Dwidjoseputro, 1985).

Bakteri berdasarkan komposisi dinding sel dan sifat pewarnaannya dibedakan

menjadi dua, yaitu bakteri gram positif dan bakteri gram negatif.

2.6.1 Bakteri Gram Negatif
Bakteri gram negatif berbentuk batang (Enterobacteriacea) habitatnya
adalah usus manusia dan binatang. Enterobacteriaceae meliputi Escherichia,
Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus. Beberapa
organisme seperti Escherichia coli merupakan flora normal dan dapat
menyebabkan penyakit, sedangkan yang lain seperti salmonella dan shigella

merupakan patogen yang umum bagi manusia (Brooks, 2013).

2.6.1 Bakteri Gram-positif

Bakteri gram positif merupakan bakteri pembentuk spora misalnya spesies
Bacillus dan Clostridium. Kedua spesies ini terdapat dimana-mana dalam
membentuk spora, sehingga dapat hidup di lingkungan selama bertahun-tahun.
Adapun bakteri gram positif yang tidak membentuk spora yaitu spesies
Corynebacterium, Listeria, Propionibacterium, dan Acynomycetes. Spesies
Staphylococcus dan Streptococcus juga merupakan bakteri gram positif yang

berbentuk bulat, biasanya berbentuk menggerombol (Brooks, 2013).

2.7 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram positif berbentuk bulat
berdiameter 0,7-1,2 um, tersusun dalam kelompok-kelompok yang tidak teratur
seperti buah anggur, fakultatif anaerob, tidak membentuk spora, dan tidak bergerak.

Bakteri ini tumbuh pada suhu optimum 37 °C, tetapi membentuk pigmen paling



20

baik pada suhu kamar (20-25°C). Koloni pada perbenihan padat berwarna abu-abu
sampai kuning keemasan, berbentuk bundar, halus, menonjol, dan berkilau. Lebih
dari 90% isolat klinik menghasilkan Staphylococcus aureus yang mempunyai
kapsul polisakarida atau selaput tipis yang berperan dalam virulensi bakteri
(Brooks, 2013).

Gambar 2. 2 Daun Jinten (Plectranthus amboinicus)

(dokumentasi pribadi, 2021)

2.7.1 Klasifikasi Staphylococcus aureus
Klasifikasi bakteri Staphylococcus aureus (Dwidjoseputro, 1985).
Regnum : Plant
Filum : Protophyta
Kelas : Schyzomycetes
Ordo : Eubacteriales
Family : Microccaceae
Genus  : Sthaphylococcus
Spesies : Staphylococcus aureus
2.7.2 Morfologi Staphylococcus aureus
Sebagian bakteri Staphylococcus merupakan flora normal pada kulit, saluran
pernafasan, dan saluran pencernaan makanan pada manusia. Bakteri ini juga
ditemukan di udara dan lingkungan sekitar. Staphylococcus aureus yang patogen
bersifat invasif, menyebabkan hemolisis, membentuk koagulase, dan mampu
meragikan manitol (Ayu & Pintadi, 2020).

Infeksi oleh Staphylococcus aureus ditandai dengan kerusakan jaringan yang

disertai abses bernanah. Beberapa penyakit infeksi yang disebabkan oleh
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Staphylococcus aureus adalah bisul, jerawat, impetigo, dan infeksi luka. Infeksi
yang lebih berat diantaranya pneumonia, mastitis, plebitis, meningitis, infeksi
saluran kemih, osteomielitis, dan endokarditis. Staphylococcus aureus juga
merupakan penyebab utama infeksi nosokomial, keracunan makanan, dan sindroma
syok toksik (J.Ryan & Ray, 2010).

Bisul atau abses setempat, seperti jerawat dan borok merupakan infeksi kulit
di daerah folikel rambut, kelenjar sebasea, atau kelenjar keringat. Mula-mula terjadi
nekrosis jaringan setempat, lalu terjadi koagulasi fibrin di sekitar lesi dan pembuluh
getah bening, sehingga terbentuk dinding yang membatasi proses nekrosis. Infeksi
dapat menyebar ke bagian tubuh lain melalui pembuluh getah bening dan pembuluh
darah, sehingga terjadi peradangan pada vena, trombosis, bahkan bakterimia.
Bakterimia dapat menyebabkan terjadinya endokarditis, osteomielitis akut
hematogen, meningitis atau infeksi paru-paru (Brooks, 2013).

Kontaminasi langsung Staphylococcus aureus pada luka terbuka (seperti luka
pascabedah) atau infeksi setelah trauma (seperti osteomielitis kronis setelah fraktur
terbuka) dan meningitis setelah fraktur tengkorak, merupakan penyebab infeksi
nosokomial (Brooks, 2013). Terhadap beberapa antimikroba Staphylococcus
aureus menjadi cepat resisten, hal ini merupakan masalah besar pada terapi.
Staphylococcus aureus dapat menginfeksi setiap jaringan ataupun alat tubuh dan
menimbulkan penyakit dengan tanda-tanda yang khas, yaitu peradangan, nekrosis
dan pembentukan abses. Infeksinya dapat berupa furunkel yang ringan pada kulit

sampai berupa suatu piema yang fatal (Anonim, 1994).

2.8 Antibakteri

Antibakteri adalah senyawa kimia yang dihasilkan oleh mikroorganisme
tertentu yang memiliki kemampuan (dalam konsentrasi rendah) untuk menghambat
atau membunuh, secara selektif mikroorganisme lain (Subaidi, 2016). Antibiotika
adalah zat-zat kimia yang dihasilkan oleh fungi dan bakteri, yang memiliki khasiat
mematikan atau menghambat pertumbuhan kuman, sedangkan toksisitasnya bagi

manusia relatif kecil (Tan Hoan Tjay & Kirana Rahardja, 2010).
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2.8.1 Mekanisme Kerja Antibakteri

Berdasarkan aktivitasnya antibakteri dapat dibagi atas 2 kelompok, yaitu
aktivitas bakteriostatik (menghambat pertumbuhan bakteri, namun tidak
membunuhnya) dan bakterisidal (bersifat membunuh bakteri dalam spektrum yang
luas). Sedangkan berdasarkan mekanisme kerjanya, obat antibakteri dapat dibagi ke
dalam 5 kelompok, yaitu :
2.8.1.1 Menghambat metabolisme sel mikroba

Tidak seperti mamalia yang bisa mendapatkan asam folat dari luar, mikroba
harus mensintesis asam folat dari para asam amino benzoat (PABA) untuk
kelangsungan hidupnya. Sulfonamid yang memiliki kemiripan struktur molekul
dengan PABA akan berkompetisi untuk diikutsertakan dalam pembentukan asam
folat sehingga terbentuk analog asam folat yang nonfungsional, asam p-
aminosalisilat (PAS) yang merupakan analog PABA bekerja dengan menghambat
sintesis asam folat, contoh lain dari obat yang menghambat metabolism sel mikroba
adalah trimetropin. Dengan mekanisme kerja ini akan diperoleh efek bakteriostatik
pada mikroba (G. Gunawan & Sulistia, 2007).

2.8.1.2 Menghambat sintesis dinding sel mikroba

Dinding sel bakteri tersusun atas polipeptidoglikan yang merupakan
kompleks primer glikopeptida. Sikloserin menghambat reaksi sintesis dinding
bakteri paling dini, dan selanjutnya diikuti berturut-turut oleh basitrasin,
vankomisin. Penisilin dan sefalosporin menghambat reaksi terakhir dari sintesis
dinding sel bakteri (transpeptidasi). Perbedaan tekanan osmotik antara sel bakteri
dengan lingkungan di luar sel menyebabkan kerusakan dinding sel bakteri sehingga
bakteri akan lisis. Mekanisme kerja ini merupakan dasar efek bakterisidal pada
bakteri yang peka (G. Gunawan & Sulistia, 2007).
2.8.1.3 Mengganggu keutuhan membran sel mikroba

Contoh obat dalam golongan adalah polimiksin, polien, antibakteri
kemoterapeutik dan antiseptic surface active agents. Polimiksin yang merupakan
senyawa ammonium-kuartener merusak membran sel bakteri melalui interaksi
dengan fosfat pada fosfolipid membran sel mikroba, bakteri Gram negatif lebih
peka terhadap polimiksin disebabkan kandungan fosfor yang lebih tinggi
dibandingkan bakteri Gram positif. Antiseptik yang mengubah tegangan
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permukaan (surface-active agents) merusak permeabilitas selektif dari membran sel
mikroba yang berakibat keluarnya berbagai komponen penting dari asam sel
mikroba seperti protein, asam nukleat nukleotida dan lain-lain. Oleh karena itu obat
golongan ini memiliki efek bakterisidal terhadap bakteri (G. Gunawan & Sulistia,
2007).

2.8.1.4 Menghambat sintesis protein sel mikroba

Bakteri perlu mensintesis berbagai protein untuk kehidupanya, sintesis
protein ini berlangsung di ribosom dengan bantuan mMRNA dan tRNA, pada bakteri
ribosom terdiri atas dua sub-unit, 30S dan 50S, pada sintesis protein kedua sub-unit
ini akan bergabung pada pangkal rantai rantai mMRNA menjadi ribosom 70S.
Streptomisin berikatan dengan ribosom 30S dan menyebabkan tRNA salah
membaca mMRNA pada sintesis protein, sehingga akan terbentuk protein yang
abnormal dan nonfungsional. Tetrasiklin berikatan dengan ribosom 30S dan
mencegah masuknya koplek tRNA-asam amino pada lokasinya. Eritromisin akan
berinteraksi dengan ribosom 50S dan menghambat translokasi kompleks tRNA-
peptida dari lokasi asam amino ke lokasi peptide, sehingga rantai polipeptida tidak
dapat diperpanjang. Kloramfenikol berikatan dengan ribosom 50S dan dapat
diperpanjang. Kloramfenikol berikatan dengan ribosom 50S dan menghambat kerja
enzim peptidil transferasi dalam pengikatan asam amino baru pada rantai
polipeptida (G. Gunawan & Sulistia, 2007).
2.8.1.5 Menghambat sintesis asam nukleat sel mikroba

Contoh obat golongan ini adalah rifampisin dan kuinolon. Rifampisin
merupakan derivate rifamisin yang berfungsi menghambat sintesis RNA dan DNA
bakteri dengan cara berikatan dengan enzim polimerase-RNA. Sedangkan obat
golongan kuinolon menghambat enzim DNA girase pada kuman yang fungsinya
menata kromosom yang sangat panjang menjadi bentuk spiral sehingga bisa masuk

ke dalam sel bakteri yang kecil (G. Gunawan & Sulistia, 2007).

2.9 Uji Aktivitas Antibakteri

Uji antibakteri bertujuan untuk mengukur respon pertumbuhan populasi
mikroba terhadap suatu agen antibakteri yang telah ditentukan (Pratiwi, 2008). Dua
sistem uji standar untuk menentukan level resistensi in-vitro zat antibakteri adalah
difusi dan dilusi (Pascucci et al., 2011).
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2.9.1 Metode Difusi

Metode difusi menenukan aktivitas didasarkan papda kemampuan difusi dari
zat antimikroba dalam lempeng agar yang telah diinokulasikan dengan mikroba uji.
Hasil pengamatan yang akan diperoleh berupa ada atau tidaknya zona hambatan
yang akan terbentuk disekeliling zat antimikroba pada waktu tertentu masa inkubasi
(Brooks, 2013). Pada metode ini dapat dilakukan dengan 3 cara, yaitu:
2.9.1.1 Metode Cakram (Disc)

Cara ini merupakan cara yang paling sering digunakan untuk menentukan
kepekaan kuman terhadap berbagai macam obat-obatan. Pada cara ini digunakan
suatu cakram kertas saring (paper disc) yang berfungsi sebagai tempat menampung
zat antimikroba. Kertas saring tersebut kemudian diletakkan pada lempeng agar
yang telah diinokulasi mikroba uji, kemudian didinkubasi pada waktu dan suhu
tertentu, sesuai dengan kondisi optimum dari mikroba uji. Pada umumnya, hasil
yang dapat di dapat diamati setelah inkubasi selama 18-24 jam dengan suhu 37° C.
hasil pengamatan yang diperoleh beruapa ada atau tidaknya daerah bening yang
terbentuk disekeliling kertas cakram yang menunjukkan zona hambat pada
pertumbuhan bakteri (Pelczar, 1986). Metode ini dilakukan dengan menanamkan
bakteri pada media agar padat tertentu kemudian diletakkan pada disk yang sudah
mengandung obat kemudian dilihat hasilnya. Diameter zona bening disekitar diukur
sebagai kekuatan inhibisi obat melawan bakteri yang diuji (Siti Aminah Hasibuan,
2016).

Tabel 2. 1 Diameter Zona Hambat

Dimeter zona terang Respon hambatan pertumbuhan
>21 mm Sangat kuat
11-20 mm Kuat
6-10 mm Sedang
<5 mm Lemah

Metode cakram disk atau cakram kertas ini memiliki kelebihan dan kekurangan.
Kelebihannya adalah mudah dilakukan, tidak memerlukan peralatan khusus dan
relatif murah. Sedangkan kelemahannya adalah ukuran zona bening yang terbentuk

tergantung oleh kondisi inkubasi, inokulum, predifusi dan preinkubasi serta
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ketebalan medium (Pelczar, 1986). Apabila keempat faktor tersebut tidak sesuai
maka hasil dari metode cakram disk biasanya sulit untuk diintepretasikan Selain itu,
metode cakram disk ini tidak dapat diaplikasikan pada mikroorganisme yang
pertumbuhannya lambat dan mikroorganisme yang bersifat anaerob obligat (G,
1992).

2.9.1.2 Cara Parit (ditch)

Suatu lempeng agar yang telah diinokulasikan dengan bakteri uji dibuat
sebidang parit. Parit tersebut berisi zat antimikroba, kemdian diinkubasi pada waktu
dan suhu optimum yang sesuai untuk mikroba uji. Hasil pengamatan yang akan
diperoleh berupa ada tidaknya zona hambat yang akan terbentuk di sekitar parit .
2.9.1.3 Cara Sumuran (hole/cup)

Pada lempeng agar yang telah diinokulasikan dengan bakteri uji dibuat suatu
lubang yang selanjutnya diisi dengan zat antimikroba uji. Kemudian setiap lubang
itu diisi dengan zat uji. Setelah diinkubasi pada suhu dan waktu yang sesuaidengan
mikroba uji, dilakukan pengamatan dengan melihat ada atau tidaknya zona
hambatan di sekeliling lubang (G, 1992).
2.9.1.3 Metode Dilusi

Pada metode ini ditentukan konsentrasi hambat minimum (KHM) dan
konsentrasi bunuh minimum (KBM) suatu zat antibakteri terhadap bakteri yang
diujikan. Prinsip dari metode dilusi adalah bahan antibakteri yang sudah diencerkan
ke dalam beberapa konsentrasi disatukan dengan media bakteri, baik cair maupun
padat. Terdapat 2 cara untuk melakukan metode dilusi ini, yaitu metode dilusi cair
(broth dilution) dan metode dilusi padat (solid dilution) (Pratiwi, 2008).

Selanjutnya ditentukan KHM, vyaitu konsentrasi zat terkecil yang masih
menghambat pertumbuhan kuman, dan ditentukan KBM, konsentrasi zat terkecil
yang dapat membunuh 99,9% bakteri dalam inokulum. Nilai KHM suatu zat
antibakteri berkorelasi secara logaritmik (log.) dengan diameter zona hambat
metode difusi (Pascucci et al., 2011). Namun, dikarenakan rumit dan memakan
waktu yang lama, metode ini jarang digunakan untuk uji laboratorium rutin (Brooks,
2013).
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2.10 Obat Golongan Antibakteri

2.10.1 Kontrol Positif (Kloramfenikol)
Kloramfenikol menghambat ikatan asam amino baru pada rantai peptida

yang memanjang, karena kloramfenikol menghambat enzim peptidil transferase.
Kloramfenikol bersifat bakteriostatik dan bakteri bisa tumbuh lagi jika pengaruh
obat dihilangkan (Brooks, 2013). Kloramfenikol merupakan suatu golongan
antibiotika dengan spektrum kerja yang luas. Antibiotik ini berkhasiat sebagali
bakteriostatik terhadap hampir semua bakteri gram positif dan sejumlah bakteri
gram negatif (Tjay & Rahardja, 2007) . Penelitian Ratna et al., uji sensitivitas
bakteri Staphylococcus aureus memberikan hasil yang resisten terhadap ampisilin,
eritromisin dan tetrasiklin menggunakan zona hambat 12 mm, 13 mm, dan 9 mm.
Uji sensitivitas terhadap kloramfenikol mempunyai zona hambat 22 mm sehingga
akibatnya Staphylococcus aureus sensitif terhadap kloramfenikol.

Karakteristik Kloramfenikol menurut FI IV adalah sebagai berikut :

Nama umum : Kloramfenikol

Nama lain : Chloramphenicolum

Nama kimia : D(-)treo-2-diklorasetamido-1-p-nitrofenilpropana-1,3-diol
Suhu lebur it ‘S ZISS0E

Pemerian . hablur halus berbentuk jarum atau lempeng memanjang; putih

hingga putih kelabu atau putih kekuningan; larutan praktis netral
terhadap lakmus P; stabil dalam larutan netral atau larutan agak
asam.

Kelarutan : Sukar larut dalam air, mudah larut dalam etanol, dalam
propilen glikol, dalam aseton dan dalam etil asetat.

Persyaratan : Pada sediaan kapsul kloramfenikol mengandung kloramfenikol, tidak
kurang dari 90,0% dan tidak lebih dari 120,0% dari jumlahyang

tertera pada etiket.

2.11 Liquid Chromatography Mass Spectrometer (LC-MS)

Liquid chromatography-mass spectrometer merupakan satu-satunya teknik
kromatografi cair dengan detector spectrometer massa. Penggunaan LC-MS untuk
penelitian bio-analisis dimulai pada akhir 1980-an (Bowers et al., 2019).

Keuntungan dari LC-MS yaitu dapat menganalisis lebih luas berbagai komponen,
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seperti senyawa termal labil, polaritas tinggi atau bermassa molekul tinggi, bahkan

juga protein (Mangurana et al., 2019). Adapun kelebihan dari teknologi LC-MS

meliputi (Vogeser & Seger, 2008).

1.  Spesifitas. Hasil analisis yang khas dan spesifik diperoleh dari penggunaan
spectrometer massa sebagai detector.

2. Aplikasi yang luas dengan system yang praktis. Berbeda dengan GC-MS
sebagai spectrometer massa “klasik”, penerapan LC-MS/MS tidak terbatas
untuk molekul volatil (biasanya dengan berat molekul dibawah 500 Da).
Mampu mengukur analit yang sangat polar, selain itu persiapan sampel cukup
sederhana tanpa adanya Teknik derivatisasi.

3.  Fleksibilitas. Pengujian yang berbeda dapat dikembangkan dengan tingkat
fleksibilitas yang tinggi dan waktu yang singkat.

4.  Kaya informasi. Sejumlah data kuantitatif maupun kualitatif dapat diperoleh.

Hal ini disebabkan seleksi ion yang sangat cepat dengan banyak parameter.

Spectrometer massa bekerja dengan molekul pengion yang kemudian akan
memilah dan mengidentifikasi ion menurut massa, sesuai rasio fragmentasi mereka.
Dua komponen kunci dalam pproses ini adalah sumber ion (ion source) yang akan
menghasilkan ion, dan analisis massa (mass analyzer) yang mengseleksi ion.
System LC-MS umumnya menggunakan beberapa jenis ion source dan mass
analyzer yang disesuaikan dengan kepolaran senyawa yang akan dianalisa. Masing-
masing ion source dan mass analyzer memiliki kelebihan dan kekurangan sehingga
harus disesuaikan dengan jenis informasi yang dibutuhkan (“Agilent Technologies

Inc.,” 2019).

Hasil analisis data LC/MS-MS akan didapatkan kromatogram berupa alur
tinggi peak dan akan didapatkan bobot molekul dari senyawa yang terdapat dalam
ekstrak sehingga dapat di ketahui jumlah senyawa yang dikandung setiap sampel.
Komponen elusi dari kolom kromatografi kemudian diteruskan ke spektrometer
massa melalui antarmuka khusus Prinsipnya adalah pemisahan analit-analit
berdasarkan kepolarannya, alatnya terdiri atas kolom (sebagai fasa diam) dan
larutan tertentu sebagai fasa geraknya tekanan tinggi digunakan untuk mendorong
fasa gerak. Campuran analit akan terpisah berdasarkan kepolarannya dan

kecepatannya untuk sampai ke detektor (waktu retensinya) akan berbeda, hal ini
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akan teramati pada spektrum yang puncakpuncaknya terpisah (Cahaya Himawan et
al., 2012).

Komponen elusi dari kolom kromatografi kemudian diteruskan ke
spektrometer massa melalui antarmuka khusus Prinsipnya adalah pemisahan analit-
analit berdasarkan kepolarannya, alatnya terdiri atas kolom (sebagai fasa diam) dan
larutan tertentu sebagai fasa geraknya tekanan tinggi digunakan untuk mendorong
fasa gerak. Campuran analit akan terpisah berdasarkan kepolarannya dan
kecepatannya untuk sampai ke detektor (waktu retensinya) akan berbeda, hal ini
akan teramati pada spektrum yang puncakpuncaknya terpisah (Cahaya Himawan et
al., 2012). Bantuan pompa fasa gerak cair dialirkan melalui kolom ke detektor.
Cuplikan dimasukkan ke dalam aliran fasa gerak dengan cara penyuntikan. Di
dalam kolom terjadi pemisahan komponen-komponen campuran, karena perbedaan
kekuatan interaksi antara larutan terhadap fasa diam. Larutan yang kurang kuat
interaksinya dengan fasa diam akan keluar dari kolom lebih dulu. Sebaliknya,
larutan yang kuat berinteraksi dengan fasa diam maka larutan tersebut akan keluar
kolom, kemudian dideteksi oleh detektor dan direkam dalam bentuk kromatogram
(Alegantina & Isnawati, 2015)

Bantuan pompa fasa gerak cair dialirkan melalui kolom ke detektor.
Cuplikan dimasukkan ke dalam aliran fasa gerak dengan cara penyuntikan. Di
dalam kolom terjadi pemisahan komponen-komponen campuran, karena perbedaan
kekuatan interaksi antara larutan terhadap fasa diam. Larutan yang kurang kuat
interaksinya dengan fasa diam akan keluar dari kolom lebih dulu. Sebaliknya,
larutan yang kuat berinteraksi dengan fasa diam maka larutan tersebut akan keluar
kolom, kemudian dideteksi oleh detektor dan direkam dalam bentuk kromatogram
(Alegantina & Isnawati, 2015).

2.11 Hipotesis

2.11.1 Menurut Munirah ekstrak daun jinten (Plectranthus amboinicus)
mempunyai kandungan senyawa aktif seperti flavonoid, saponin, polifenol, minyak
atsiri dan alkaloid yang memiliki aktivitas antibakteri (Lailatul et al., 2013).

Ho: Ekstrak daun jinten (Plectranthus amboinicus) tidak memiliki aktifitas

antibakteri.
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Ha: Ekstrak daun jinten (Plectranthus amboinicus) memiliki aktivitas antibakteri.
2.11.2 Fraksi etil asetat daun jinten (Plectranthus amboinicus) memiliki konsentrasi
paling optimum terhadap bakteri Staphylococcus aureus.

Ho: tidak memiliki konsentrasi paling optimum.

Ha: memiliki konsentrasi paling optimum.
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METODE PENELITIAN

3.1 Alat dan Bahan
3.1.1 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari bahan baku dan bahan
kimia. Bahan baku yang digunakan adalah daun jinten (Plectranthus amboinicus)
yang segar, etanol 70%, n-heksana, etil asetat, aquadestilata, Nutrient Both (NB),
Nutrient Agar (NA), bakteri staphylococcus aureus, antibiotik kloramfenikol.
3.1.2 Alat

Untuk alat yang digunakan dalam penelitian kali ini adalah liquid
chromtrography-mass spectrometry (LC-MS) merk Shimadzu, Erlenmeyer, tabung
reaksi, rak tabung reaksi, botol maserasi, alumunium foil, corong pisah, labu
evaporator, cawan penguap, kaca arloji, pipet, blender, spatula, gelas ukur, autoklaf,
cawan petri, jarum ose, batang L, pinset, mikropipet, dan tip, lampu spiritus, kapas
steril, vortex, hot plate, oven, lemari pendingin, laminar air flow (LAF), inkubator,

cakram kosong steril dan alat-alat gelas standar laboratorium.

3.2 Populasi penelitian
Populasi dalam penilitian ini menggunakan daun jinten (Plectranthus

amboinicus) dari Desa Tanjungsari, Kecamatan Boyolangu Kabupaten
Tulungagung.
3.3 Sampel penelitian

Pada penelitian kali ini menggunakan daun jinten (plectranthus amboinicus)
segar yang telah ditandai dengan daun yang berwarna hijau dan utuh, di panen dari
pekarangan rumah yang berada di Desa Tanjungsari, Kecamatan Boyolangu
Kabupaten Tulungagung.
3.4 Variabel penelitian

Untuk variabel penelitian diartikan sebagai segala sesuatu yang telah
ditetapkan oleh peneliti dalam berbagai bentuk yang ditujukan untuk dibelajar
sehingga memberikan hasil akhir yang dapat disimpulkan (Sugiyono, 2019).
Sedangkan untuk variabel yang digunakan dalam penelitian ini adalah variabel

bebas, terikat serta terkontrol.

30
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3.4.1 Variabel bebas

Variabel bebas adalah variabel yang dapat menjadi penyebab atau yang
mempengaruhi perubahannya atau munculnya variabel dependen (terikat)
(Sugiyono, 2019). Variabel bebas yang digunakan dalam penelitian ini adalah fraksi
ekstrak daun jinten (Plectranthus amboinicus) dengan pelarut etanol, n- heksan dan
etil asetat, dilakukan uji aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus.
3.4.2 Variabel kontrol

Variabel kontrol atau terkendali adalah variabel yang dibuat konstan atau
dikendalikan sehingga hubungan variabel terikat terhadap variabel bebas tidak
dipengaruhi oleh faktor luar yang tidak di teliti (Sugiyono, 2019). Penelitian ini
menggunakan variable kontrol metode maserasi dan aktivitas antibakteri hasil
fraksi etanol, n-heksan, etil asetat daun jinten (Plectranthus amboinicus) terhadap
bakteri staphylococcus aureus.
3.4.3 Variabel terikat

Variabel terikat adalah variabel yang menjadi akibat atau yang dipengaruhi
oleh adanya variabel bebas (Sugiyono, 2019). Variabel terikat yang digunakan
dalam penelitian ini adalah daya hambat fraksi ekstrak daun jinten (Plectranthus

amboinicus) terhadap bakteri staphylococcus aureus.

3.5 Metode Penelitian
3.5.1 Determinasi tanaman

Sampel daun jinten (Plectranthus amboinicus) dideterminasi di UPT Materia
Medica Batu, Jawa Timur. Tujuan determinasi adalah untuk mengetahui kebenaran
jenis tanaman yang digunakan pada pengujian.

3.5.2 Pembuatan simplisia

Pembuatan simplisia daun jinten (Plectranthus amboinicus) dilakukan
dan hijau. Daun jinten (Plectranthus amboinicus) kemudian dilakukan proses
sortasi basah bertujuan untuk membersihkan daun dari kotoran-kotoran dan bahan-
bahan asing lainnya (RI, 2014). Pencucian menggunakan air bersih secara mengalir
sebanyak tiga kali yang bertujuan untuk menghilangkan tanah atau pengotor lain
yang melekat pada daun dan selanjutnya ditiriskan (RI, 2014). Daun jinten

(Plectranthus amboinicus) dilakukan proses pengeringan dengan cara diangin-



32

anginkan tidak terkena cahaya matahari secara langsung. Simplisia kering
dilakukan sortasi kering bertujuan untuk dipisahkan dari kotoran-kotoran atau
bahan-bahan asing lainnya. Simplisia disimpan dalam wadah dan dihaluskan
sampai menjadi serbuk halus. Simplisia kering diayak dengan ayakan ukuran 80
mesh, serbuk halus akan lebih mudah diekstraksi karena permukaan serbuk
simplisia yang bersentuhan dengan cairan penyari makin luas. Selanjutnya
ditimbang 500 gram untuk dilakukan proses ekstraksi secara maserasi (RI, 2014).
3.5.3 Pemeriksaan karakteristik simplisia
3.5.3.1 Uji susut pengeringan simplisia

Pada uji susut pengeringan simplia dilakukan dengan menimbang daun
jinten (Plectranthus amboinicus) segar dan daun jinten yang telah dikeringkan.
Rumus perhitungan uji susut pengeringan yaitu:

Susut pengeringan (%) = %—A X 100% (Depkes RI., 2000)

Keterangan: A= bobot daun basah (gram) dan B= bobot daun kering (gram)
3.5.3.2 Uji kadar air serbuk simplisia

Uji kadar air serbuk simplisia dilakukan dengan cara kurang lebih 10gram
serbuk simplisia kedalam wadah yang telah ditara dan ditimbang, selanjutkan
mengeringkan serbuk simplisia pada pada oven dengan suhu 105°C sampai berat
konstan, dilakukan penimbangan dan mencatat hasil yang diperoleh (Depkes RI.,

2000). Rumus perhitungan uji kadar air yaitu:
Kadar air (%) = ATBX 100% (Depkes RI., 2000)

Keterangan: A= bobot daun basah (gram) dan B= bobot daun kering (gram)
3.5.4 Pembuatan ekstrak daun jinten (Plectranthus amboinicus)

Pembuatan ekstrak daun jinten (Plectranthus amboinicus) dengan
menggunakan metode maserasi, memasukkan serbuk daun jinten (Plectranthus
amboinicus) sebanyak 300 gram kedalam botol maserasi dan ditambahkan etanol
96% 1000 ml sambil penggojokan beberapa kali. Maserat yang telah didapat
kemudian disaring dengan menggunakan kain flanel, dilakukan replikasi sampai
memperoleh larutan berwarna bening hal ini bertujuan agar senyawa yang
terkandung didalam ekstrak dapat tersari seluruhnya dengan proses remaserasi
(Depkes RI., 2000). Langkah selanjutnya pemekatan ekstrak yang telah disari.

Proses pemekatan ini dilakukan dengan menggunakan evaporator sampai
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didapatkan ekstrak kental atau rendemen, setelah diperoleh ekstrak kental
dilakukan penimbangan ekstrak dan penyimpanan ekstrak. Ekstrak kental yang
telah diperoleh kemudian disimpan dalam lemari pendingin (Zalfiatri et al., 2018).
3.5.5 Pemeriksaan Karakateristik Ekstrak
3.5.5.1 Uji Bebas Etanol

Uji bebas etanol bertujuan agar mendapatkan ekstrak murni tanpa ada
kontaminasi. Melakukan uji bebas etanol karena etanol bersifat antifungi dan
antibakteri sehingga tidak akan menimbulkan hasil positif palsu diperlakuan sampel
(Ari Kurniarum, 2015). Uji bebas etanol ekstrak dilakukan dengan memasukkan
ekstrak kedalam tabung reaksi yang ditambahkan 1 ml kalium dikromat (K2Cr207)
dan 1 ml asam sulfat pekat (H2SO4). Larutan yang tidak mengandung etanol atau
bebas etanol akan terbentuk warna campuran dari larutan ekstrak dan larutan kalium
dikromat (K2Cr207) yang telah ditambahkan asam sulfat (H2SO4), tetapi jika
larutan mengandung etanol maka akan terbentuk warna biru (Pertiwi et al., 2017).
3.5.5.2 Organoleptik

Uji organoleptik menggunakan panca indera secara langsung untuk
menunjukkan bentuk, warna dan bau dari ekstrak daun jinten (Plectranthus
amboinicus) (Depkes RI., 2000).
3.5.5.3 Rendemen ekstrak

Rendemen merupakan perbandingan antara ekstrak yang diperoleh dengan
simplisia awal. Rendemen ekstrak daun jinten (Plectranthus amboinicus) dihitung
membandingkan bobot awal simplisia dengan bobot akhir yang dihasilkan (Depkes
RI., 2000).

Bobot eldtrak dihasilk
Rumus % rendemen =—222- ¢5TTax yang CLAasixan «100%

bobot awal simplisia

3.5.6 Skrining fitokimia
3.5.6.1 Flavonoid

Sampel sebanyak kurang lebih 1 mL dicampur dengan 3 mL etanol 70%, lalu
dikocok, dipanaskan dan dikocok lagi kemudian disaring. Filtrat ditambah Mg 0,1
g dan 2 tetes HCI pekat. Adanya flavonoid ditandai dengan warna merah, orange,

dan hijau pada lapisan etanol (Harborne, 1987).
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3.5.6.2 Alkaloid

Sampel ekstrak 0,5 g ditambah 1 mL HCI 2N dan 9 mL aquadest panas.
Larutan dipanaskan 2 menit, didinginkan dan disaring. Filtrat dimasukkan dalam
tabung reaksi dan ditambahkan pereaksi Dragendorf. Sampel positif ditunjukkan
terbentuk warna merah atau jingga (Setyani et al., 2016).
3.5.6.3 Tanin

Sampel sebanyak 2 g ditambah etanol sampai sampel terendam semuanya.
Kemudian sebanyak 1 mL larutan sampel dipindahkan kedalam tabung reaksi dan
ditambahkan 2-3 tetes larutan FeCls 1%. Hasil positif ditunjukkan dengan
terbentuknya warna hitam kebiruan atau hijau (Harborne, 1987).
3.5.6.4 Saponin

Sampel ekstrak ditambahkan busa dalam air panas dan dikocok kuat.
Penambahan 1 tetes HCL 2N, hasil positif ditandai dengan busa yang stabil dalam
waktu 5 menit tidak akan hilang dan terus terlihat (Wardhani et al., 2020).
3.5.7 Fraksinasi

Ekstrak etanol difraksinasi dengan pelarut bertingkat yaitu pelarut n-heksan,
etil asetat, dan aquadest. Ekstrak etanol sebanyak 5 gram ditambahkan 75 ml
aquadestilata, kemudian di masukkan kedalam corong pisah. Setelah itu
ditambahkan pelarut n-heksan sebanyak 25 ml diulang sebanyak 3 kali. Digojok
perlahan-lahan, larutan yang telah tercampur ditunggu beberapa menit sampai
larutan memisah dan diambil fraksi n-heksan sebagai pelarut non-polar. Residu yang
dihasilkan difraksinasi kembali dengan pelarut etil asetat 25 ml digojok perlahan
dan ditunggu sampai larutan memisah lalu didapatkan fraksi etil asetat sebagai
larutan semi polar dan larutan yang terakhir didapatkan fraksi aquadestilata sebagai
larutan yang polar, serta keduannya dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali.Fraksi
yang dihasilkan dipekatkan menggunakan rotary evaporator dengan suhu 40°C.
Larutan uji fraksi etanol konsentrasi 15%, 20%,25% dengan menimbang fraksi
1,5gram, 2gram, 2,5gram yang dilarutkan dengan DMSO 5% dengan volume 10 ml.
3.5.8 Uji bebas etil asetat

Pemeriksaan etil asetat dslsm fraksi etil asetat dilakukan dengan cara fraksi

etil asetat dimasukkan kedalam tabung reaksi, ditambahkan asam sulfat encer dan
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dipanaskan. Ekstrak dikatakan bebas etil asetat jika tidak tercium bau asetat (cuka)
(Udayani & Meriyani, 2016).

3.5.9 Pembuatan Media

3.5.9.1 Sterilisasi alat dan bahan

Sterilisasi adalah suatu proses menghilangkan semua jenis organisme hidup
seperti protozoa, fungi, bakteri, mycoplasma atau virus yang terdapat pada suatu
benda. Sterilisasi alat dan bahan dilakukan menggunakan autoklaf pada suhul21-C
dengan tekanan 1 atm selama 15 menit. Sterilisasi larutan uji dan media
dilakukan dalam wadah yang sesuai seperti erlenmeyer dengan mulut ditutup kapas
dan dibungkus aluminium foil (Pratiwi, 2008).
3.5.9.2 Pembuatan media nutrient broth (NB)

Serbuk NB sebanyak 0,08 g dilarutkan dalam 10 mL aquadestilata, kemudian
dipanaskan sampai mendidih sehingga semuanya larut. Media disterilkan dengan
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit tekanan 15 psi. Media dituangkan ke
dalam tabung reaksi (World Health Organization (WHQO), 2010)..
3.5.9.2 Pembuatan media eosin manitol salt agar (MSA)

Serbuk MSA sebanyak 1,08 g dilarutkan dalam 10 mL aquadestilata,
kemudian dipanaskan sampai mendidih sehingga semuanya larut. Media disterilkan
dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit tekanan 15 psi. Media
dituangkan kedalam cawan petri dan dibiarkan mengeras (World Health
Organization (WHO), 2010).
3.5.9.3 Pembuatan media nutrient agar (NA)

Media NA untuk membiakkan bakteri uji. Serbuk NA ditimbang 0,2 gram
dilarutkan dalam aquadestilata 10 ml dan dipanaskan sampai mendidih sehingga
serbuk NA terlarut. Larutan NA dilakukan pemeriksaan pH dengan kertas pH
Universal. Media agar disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.
Media agar dituangkan pada plate/ cawan petri (Sarlina et al., 2017).
3.5.9.4 Pembuatan larutan uji

Fraksi ekstrak daun jinten diencerkan dengan menggunakan pelarutmasing-
masing fraksi yaitu aquadestilata, n-heksan dan etil asetat dengan seri konsentrasi
15%, 20%, 25% dilarutkan dengan DMSO 5% pada masing-masing

volume 10 ml. larutan uji fraksi aquadestilata konsentrasi 15%, 20%, 25%, dengan
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menimbang fraksi 1,5 gram, 2 gram, 2,5 gram yang dilarutkan dengan DMSO
sebanyak volume 10 ml. perlakuan tersebut sama dengan etil asetat dan n-heksan.
Menggunakan DMSO karena ekstrak etanol daun jinten (plectranthus amboinicus)
dapat dilarutkan menggunakan DMSO dan aman digunakan untuk uji aktifitas
antibakteri sebab tidak menunjukkan adanya zona hambat ketika diujikan pada
bakteri staphylococcus aureus dan e.coli) (Wijayanti & Susilowati, 2017) dan
menurut Alfath DMSO juga digunakan sebagai pelarut karena DMSO dapat
berfungsi sebagai pelarut yang dapat meresap cepat ke dalam ekstrak tanpa merusak
ekstrak (Alfath et al., 2013).
3.5.9.5 Pembuatan kontrol positif

Kontrol positif yang digunakan pada penelitian ini yaitu kloramfenikol.
Kloramfenikol termasuk dalam kategori sensitif dalam menghambat pertumbuhan
bakteri S. Aureus karena memiliki zona hambat sebesar 22 mm (Alfath et al., 2013).
Pada kontrol positif menggunakan kloramfenikol 0,1% menghasilkan zona
hambat sebesar 31,29 + 3,51 mm artinya menghasilkan zona hambat yang sangat
kuat pada bakteri staphylococcus aureus (Sari, 2015).
3.5.9.6 Pembuatan kontrol negatif

Pembuatan larutan kontrol negatif yang digunakan pada penelitian kali ini
adalah DMSO 5%. Pembuatan DMSO 5% dengan cara melarutkan DMSO
sebanyak 5 ml dengan aquadestilata. Pelarut ini tidak mempunyai aktivitas
antibakteri terhadap larutan uji, sebab karena itu dimetilsulfoxide (DMSO)
digunakan sebagai kontrol negatif. Dimetilsulfoxide (DMSO) mempunyai aktivitas
antibakteri pada konsentrasi diatas 5% dan pada konsentrasi 2% tidak efektif
(Suryaku, 2017).
3.5.9.7 Pembuatan suspensi bakteri

Ose dari biakan bakteri Staphylococcus aureus dilakukan suspensi ke dalam
tabung berisi 5 ml media NB dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37.C.
Suspensi bakteri tersebut diencerkan menggunakan NaCl 0,9% steril sampai
kekeruhannya setara dengan larutan standar 0,5 Mc. Farland (biakan cair yang
kekeruhannya setara dengan 0,5 Mc. Farland mempunyai populasi 1x107 CFU/mL
- 1x108 CFU/mL) (Brooks, 2013).

3.5.9.8 Uji aktivitas antibakteri ekstrak daun jinten (Plectranthus amboinicus)
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Uji aktivitas antibakteri ekstrak daun jinten (Plectranthus amboinicus)
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 ekstrak daun jinten
(Plectranthus amboinicus) dengan mikropipet sebanyak 20 mikroliter, kemudian
diletakkan di atas media yang telah diinokulasikan dengan bakteri uji. Kontrol
positif disiapkan dengan mencelupkan kertas cakram dalam kloramfenikol. Kontrol
negatif disiapkan dengan mencelupkan kertas cakram dalam DMSO 5%. Inkubasi
dilakukan pada suhu 37°C selama 2 x 24 jam. Pengamatan dilakukan terhadap
terbentuknya zona hambat di sekitar paper disc (Kusumowati et al., 2014).
3.5.9.9 Pengukuran zona hambat

Pengukuran dilakukan setelah masa inkubasi. Zona hambat yang terbentuk
disekitar sumur diukur diameter vertikal dan diameter horizontal dengan satuan
millimeter (mm) dengan menggunakan jangka sorong dan penggaris sebanyak 3
pengulangan (MULYATNI et al., 2016).

3.6 Analisis Statistika
Data hasil uji aktivitas fraksi daun jinten (Plectranthus amboinicus) terhadap

pengukuran diameter zona hambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus
dianalisa secara statistik menggunakan program Statistical Product Services
Solution (SPSS 21).

Pengolahan data sebagai berikut :

3.6.1 Uji Normalitas Data
Uji normalitas adalah uji untuk mengukur apakah data mempunyai distribusi
normal, sehingga dapat digunakan dalam statistik parametrik. Penelitian ini
menggunakan uji Shapiro-Wilk sebagai uji normalitas data.
Perumusan hipotesis :
Ho : data berdistribusi normal
H1: data berdistribusi tidak normal
Pengambilan keputusan :
1) Jika p > 0,05; maka Ho diterima
2) Jika p < 0,05; maka H1 diterima
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3.6.2 Uji Homogenitas

Uji homogenitas bertujuan untuk menguji kesamaan (homogenitas) beberapa
sampel, yakni seragam tidaknya variasi sampel — sampel yang diambil dari populasi
yang sama (Imam 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 H1 diterima
3.6.3 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 jinten
(Plectranthus amboinicus) dengan variasi konsentrasi fraksi berbeda terhadap
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus.
Perumusan hipotesis :
Ho : Tidak ada pengaruh variasi konsentrasi fraksi daun jinten (Plectranthus
amboinicus) terhadap pertumbuhan Staphylococcus aureus
H1: Ada pengaruh variasi konsentrasi fraksi daun jinten (Plectranthus amboinicus)
terhadap pertumbuhan Staphylococcus aureus.
Pengambilan keputusan :
1) Jika p > 0,05; maka Hoditerima
2) Jika p < 0,05; maka H: diterima

3.7 Uji Liquid Chromatography-Mass Spectrometer (LC-MS)
Pada menelitian ini menggunakan uji kuantitatif LCMS (Liquid

Chromatography-Mass Spectrometer) untuk mengukur kadar senyawa aktif yang
terkandung dalam daun jinten (Plectranthus amboinicus), dengaan prinsip
memisahkan dan mendeteksi senyawa yang terdapat pada daun jinten dari senyawa

lainnya berdasarkan berat molekulnya.

Analisis senyawa menggunakan metode LCMS dilakukan dengan beberapa

tahapan, yakni :
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3.7.1 Pengenceran Sampel

Nanopartikel ekstrak daun jinten (Plectranthus amboinicus) dilarutkan ke
dalam pelarut metanol dengan konsentrasi 100 ppm pada tabung reaksi kemudian
divortex sampai didapatkan larutan yang homogen. Kemudian dilakukan
pemisahan padatan dengan proses sentrifugasi pada kecepatan 800 rpm selama 10
menit, lalu diambil supernatan dan ekstrak daun jinten untuk diproses ke tahap
selanjutnya.

3.7.2 Presipitasi Protein

Pemisahan protein melalui proses pengendapan menggunakan pelarut kimia.
Diambil 2 ml supernatan yang telah diencerkan sebelumnya, dimasukkan kedalam
tabung sentrifus, kemudian ditambahkan 3 ml asetonitril yang diasamkan dengan
0,2% asam format. Selanjutnya dilakukan sentrifugasi pada kecepatan 8000 rpm
selama 30 detik lalu diambil supernatan yang diperoleh.

3.7.3 Pemurnian dengan SPE (Solid Phase Ekstraktion

Sampel yang telah dikondisikan dengan 1 ml (asetonitril : air) dimasukkan
pada Sep-Pak C18 Cartridge (1 cc, 100 mg), kemudian ditampung 0,5 mk larutan
yang keluar, setelah itu ditambahkan 1 ml sampel kke dalam kolom Sep-Pakdan
ditampung kembali 0,5 ml larutan yang keluar. Larutan yang telah ditampung
ditambahkan 0,5 ml larutan 80:20 asetonitril dengan air kedalam kolom Sep-Pak
kemudian ditampung kembali larutan yang keluar sebanyak 0,5 ml .

Larutan hasil pemurnian diambil sebanyak 0,25 ml ditambahkan 200 mm
amonium fosfat dalam larutan 50:50 asetonitril dengan metanol kedalam Sep-Pak.
Setelah itu diambil 0,5 ml larutan yang keluar dan ditambahkan 0,2 ml larutan 25:75
asetonitril/buffer. Larutan siap digunakan untuk diinjeksikan pada LCMS yang
sebelumnya sudah disaring terlebih dahulu dengan membran filter, cellulosa acetate
0,45 um dan dilakukan degassing.

3.7.4 Persiapan Larutan

Persiapan larutan sebelum diibjeksikan pada LCMS harus memenuhi syarat
sebagai berikut:

1.  Botol larutan yang akan dipakai harus dibersihkan dengan baik dan benar
yaitu dalam kondisi kering dan bebas dari kontaminan.

2. Semua larutan harus disaring terlebih dahulu dengan membran firter,
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cellulosa acetate 0,45 pm
3. Semua larutan, setelah disaring harus dilakukan degassing guna untuk
menghilangkan gas yang terdapat dalam larutan.
3.7.5 Operasi LCMS

Kadar senyawa aktif diuji dengan metode LCMS pada kondisi sebagai
berikut: autosampler (suhu = 35°C, volume injeksi 1ul), UPHLC dengan gradient
(fase gerak = isocratic), kolom (2 mm x 150 mm x 3 um), MS/MS. Menurut Long
(2012) dalam penelitiannya menyatakan bahwa metode validasi dilakukan untuk
memastikan akurasi dan presisi dari metode yang digunakan.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman dilakukaan di Materia Medica, Batu. Tujuan dari
determinasi untuk memastikan serta mengidentifikasi jenis tanaman yang
digunakan. Penelitian ini menggunakan tanaman berupa daun jinten (Plectrantus

amboinicus). Dengan hasil determinasi:

Kingdom : Plantae (tumbuhan)

Divisi : Magnoliophyta (tumbuhan berbunga)
Kelas : Magnoliopsida (berkeping dua/dikotil)
Sub Kelas : Asteridae

Ordo : Lamiales

Famili : Lamiaceae

Genus : Plectranthus

Spesies : Plectrantus amboinicus (Lour.) Spreng.
Sinonim : Coleus amboinicus Lour.

Nama Daerah : Daun jinten (Indonesia), bangun-bangun (Batak), sukan (Melayu),
ajiran (Sunda), daun jinten (Jawa Tengah), daun kambing (Madura), iwak kunu etu
(Timor), (Backer., et all, 1965).

Hasil dari determinasi dapat dipastikan bahwa tanaman yang dibuat dalam
penelitian serta kebenaran tanaman merupakan tanaman jinten (Plectrantus

amboinicus). Surat pengesahan hasil determinasi terdapat pada lampiran 1.

4.2 Pembuatan Simplisia

Pembuatan simplisia dari daun jinten (Plectranthus amboinicus) dengan
memilih daun yang segar dan masih hijau dengan ciri-ciri daun tidak layu, tidak di
gerogoti serangga, dengan daun yang berbentuk bagus. Daun jinten (Plectranthus
amboinicus) segar dilakukan sortasi basah dengan memisahkan kotoran atau benda
asing lain. Pencucian menggunakan air bersih secara mengalir sebanyak tiga kali
yang bertujuan untuk menghilangkan tanah atau pengotor lain yang melekat pada
daun dan selanjutnya ditiriskan (RI, 2014). Daun jinten (Plectranthus amboinicus)

dilakukan proses pengeringan dengan cara diangin-anginkan tidak terkena cahaya
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matahari secara langsung. Simplisia kering dilakukan sortasi kering bertujuan untuk
dipisahkan dari kotoran-kotoran atau bahan-bahan asing lainnya. Simplisia
disimpan dalam wadah dan dihaluskan sampai menjadi serbuk halus. Simplisia
kering diayak dengan ayakan ukuran 80 mesh, serbuk halus akan lebih mudah
diekstraksi karena permukaan serbuk simplisia yang bersentuhan dengan cairan
penyari makin luas. Selanjutnya ditimbang 100 gram untuk dilakukan proses
ekstraksi secara maserasi (RI, 2014).

4.3 Pemeriksaan Karakteristik Simplisia
4.3.1 Uji Susut Pengeringan Simplisia

Uji susut pengeringan dilakukan untuk mengetahui seberapa besar senyawa
yang hilang akibat dari proses pengeringan (DepKes, 2000). Hasil uji susut
pengeringan pada Tabel 4.1 diketahui susut pengeringan daun jinten (Plectranthus
amboinicus) sebesar 5%. Kadar air pada daun jinten (Plectrantus amboinicus)
memiliki penyusutan yang banyak. Saat dilakukan pengeringan dari 20kg daun
jinten menjadi 1kg daun jinten kering.

tabel 4. 1 Hasil uji susut pengeringan dari daun jinten (Plectranthus amboinicus)

Sampel Bobot awal Bobot akhir % Hasil
Daun jinten 20kg 1kg 5%

(Plectranthus amboinicus)

4.3.2 Uji Kadar Air Simplisia

Uji kadar air digunakan sebagai salah satu parameter untuk melihat kualitas
simplisia daun jinten (Plectranthus amboinicus). Syarat dari uji kadar air yaitu tidak
melebihi 10% (Meskes RI, 2000). Apabila syarat pada uji kadar air sesuai maka
dapat meminimalisir kandungan air dalam simplisia sehingga dapat mencegah
pertumbuhan dan aktivitas enzim mikroorganisme pada simplisia. Simplisia daun
jinten (Plectrabthus amboinicus) akan tahan lama dan kandungan zat aktif
didalamnya tidak berubah (Depkes RI, 2000). Hasil uji kadar air dapat dilihat pada
Tabel 4.2
tabel 4. 2 Hasil uji kadar air dari serbuk simplisia daun jinten (Plectranthus

amboinicus).
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Sampel Bobot awal Bobot akhir % Hasil
Daun jinten 12 ¢ 11g 8,33%
(Plectranthus amboinicus)

Hasil uji kadar air pada daun jinten (Plectranthus amboinicus) sebesar 8.33%
yang menunjukkan hasil bahwa simplia tersebut telah memenuhi syarat uji kadar
air yang telah ditetapkan.

4.4 Pembuatan Ekstrak Jinten

Pembuatan ekstrak daun jinten menggunakan metode maserasi. Metode
maserasi digunakan karena hanya memerlukan peralatan yang sederhana, biaya
relatif murah dan tidak memerlukan panas sehingga dapat menghindari penguapan
komponen senyawa pada simplisia (Kiswandono, 2011). Langkah awal metode
maserasi dengan memasukkan serbuk daun jinten (Plectranthus amboinicus)
sebanyak 100gram kedalam botol maserasi dan ditambahkan etanol 70% 1000 mi
sambil penggojokan beberapa kali. Maserat yang telah didapat kemudian disaring
dengan menggunakan kain flanel, dilakukan replikasi sampai memperoleh larutan
berwarna bening hal ini bertujuan agar senyawa yang terkandung didalam ekstrak
dapat tersari seluruhnya dengan proses remaserasi (Depkes RI., 2000).

Langkah selanjutnya pemekatan ekstrak yang telah disari. Proses pemekatan
ini dilakukan dengan menggunakan evaporator sampai didapatkan ekstrak kental
atau rendemen, setelah diperoleh ekstrak kental dilakukan penimbangan ekstrak dan
penyimpanan ekstrak. Ekstrak kental yang telah diperoleh kemudian disimpan
dalam lemari pendingin (Zalfiatri et al., 2018).

4.5 Pemeriksaan Karakteristik Ekstrak
4.5.1 Uji Bebas Etanol

Tujuan uji bebas etanol terhadap daun jinten (Plectranthus amboinicus) uji
bebas etanol terhadap ekstrak daun jinten (Plectranthus amboinicus) dilakukan
untuk menghilangkan zat yang mengandung etanol karena etanol mempunyai sifat
antifungi dan antibakteri. Kurniawati, E (2015) dalam penelitiannya mengatakan
bahwa uji bebas etanol dilakukan untuk memperoleh ekstrak murni dan tidak
terkontamiasi oleh etanol. Demikian uji bebas etanol dengan ekstrak jinten

(Plectranthus amboinicus) dengan menggunakan larutan asam sulfat dan asam
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asetat, masing-masing 1ml. Hasil uji bebas etanol dapat dilihat pada tabel 4.3 yang
menghasilkan ekstrak tidak berbau khas pelarut ester yang bermakna bahwa ekstrak
daun jinten sudah tidak etanol didalamnya.

tabel 4. 3 Hasil uji bebas etanol dari daun jinten

Sampel Perlakuan Hasil Keterangan
Daun jinten Iml larutan asam Tidak berbau
(Plectranthus amboinicus) sulfat, Iml asam - khas dari ester
asetat

4.5.2 Uji Rendemen

Dewatisari et al (2017) menyatakan dalam penelitiannya bahwa banyaknya
komponen bioaktif yang tinggi yang terkandung didalamnya menandakan nilai
rendemen yang tinggi. hasil uji rendemen ekstrak daun jinten sebesar 18% dari
bobot ekstrak 180gram dibagi bobot serbuk simplisia 1000gram lalu dikalikan
100%. Hal tersebut menunjukkan bahwa rendemen yang dihasilkan cukup besar.
Kecilnya nilai rendemen yang dihasilkan dipengaruhi oleh ukuran partikel, waktu
ekstraksi, jenis dan jumlah pelarut (Maslukhah et al., 2016). Hasil perhitungan
rendemen ekstrak dapat dilihat pada tabel 4.4.

tabel 4. 4 Hasil uji rendemen ekstrak daun jinten

Sampel Bobot Bobot serbuk %Hasil
ekstrak simplisia
Daun jinten 180gram 1000gram 18%

(Plectranthus amboinicus)

4.6 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia ekstrak daun jinten bertujuan untuk mengetahui
kandungan senyawa dari ekstrak daun jinten. Skrining fitokimia dilakukan dengan
metode pengujian warna serta dengan pereaksi warna. Hasil dari skrining fitokimia
dapat dilihat pada tabel 4.5.
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tabel 4. 5 Hasil skrining fitokimia

Senyawa Pereaksi Perubahan warna  Hasil
Alkaloid Ekstrak+reagen dragendroff Jingga +
Flavonoid Ekstrak+DMSO+dragendroff Orange +
Saponin Ekstrak+HCL 2N Cincin coklat +
Tannin Ekstrak+aquadest+natrium Coklat kehijauan +
klorida 10%+FeCl

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

B O )

Gambar 4. 1 Hasil Uji Skrining Fitokimia Daun Jinten

Keterangan: (A) Alkoloid, (B) Saponin, (C) Flavonoid, (D) Tanin

4.6.1 Alkaloid

Uji alkaloid untuk mengetahui terdapat senyawa alkaloid dalam ekstrak daun
jinten. Hasil uji alkaloid terhadap ekstrak daun jinten mendapatkan hasil positif
yang ditandai dengan terbentuknya larutan berwarna jingga setelah penambahan
pereaksi dragendroff, nitrogen membentuk ikatan kovalen koordinat dengan K+
merupakan ion logam dan terbentuk garam flavilium berwarna merah atau jingga
(Ergina et al., 2014).
4.6.2 Flavanoid

Flavonoid sebagai antibakteri dengan mekanisme kerjanya membentuk
senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan terlarut sehingga dapat
merusak membrane sel bakteri serta diikuti keluarnya senyawa ekstraseluler
(Bobbarala, dkk., 2012). Menurut Cushnie dan Lamb (2005) dalam penelitiannya

menyatakan bahwa flavonoid selain berperan dalam inhibisi pada sintesis DNA —
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RNA dengan interkalasi atau ikatan hidrogen dengan penumpukan basa asam
nukleat, flavonoid juga berperan dalam menghambat metabolisme energi.

Senyawa flavanoid pada ekstrak daun jinten mendapatkan hasil positif,
menurut penelitian Harborne (1987) yaitu larutan yang terbentuk endapan berwarna
orange kemerahan. Mengidentifikasi sampel dengan penembahan etanol 70%
sebanyak 2ml, kemudian diaduk lalu dipanaskan kemudian disaring. Hasil dari
penyaringan ditambahkan Mg dan HCL pekat sedikit demi sedikit.

4.6.3 Saponin

Uji saponin dilakukan dengan sampel ekstrak yang ditahankan 1 tetes HCL 2
N lalu dikocok kuat, sehingga membentuk gumpalan busa yang stabil. Uji yang
dilakukan mendapatkan hasil positif yang ditandai dengan gumpalan busa yang
stabil selama 5 menit.

Saponin merupakan senyawa sekunder yang memiliki kegunaan sebagai
antibakteri. Menurut penelitian Cheeke (2000) senyawa saponin memiliki
deversifikasi struktur yang luas, sebagian dari senyawa saponin memiliki sifat
surfaktan yang dapat meneyebabkan lisis pada dinding protozoa, sehingga dapat
digunakan sebagai defaunasi protozoa.

4.6.4 Tannin

Mengidentifikasi tannin yaitu mengencerkan ekstrak daun jinten
(Plectranthus amboinicus) dengan 3 ml aquadest panas dan diaduk hingga
homogen, apabila ekstrak yang diencerkan sudan dingan ditambahkan larutan
natrium klorida konsentrasi 10% sebanyak 5 tetes, kemudian ditambahkan pereaksi
FeCL. Penelitian ini mendapatkan hasil potitif yang ditandai dengan terbentuknya
warna biru atau hitam yang kuat, hal tersebut terjadi karena senyawa kompleks dari
tanin dan Fe3+ yang memberikan perubahan warna.

Senyawa tannin merupakan metabolit sekunder yang dapat digunakan
sebagai antibakteri, dengan mekanisme Kkerja yaitu menghambat enzim
transkriptase dan DNA topoisomerase sehingga sel bakteri tidak dapat terbentuk
(Nuria et al., 2009).

4.7 Fraksinasi
Ekstrak etanol difraksinasi dengan pelarut bertingkat yaitu pelarut n-heksan,

etil asetat, dan aquadest. Ekstrak etanol sebanyak 5 gram ditambahkan 75 ml
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aquadestilata, kemudian di masukkan kedalam corong pisah. Setelah itu
ditambahkan pelarut n-heksan sebanyak 25 ml diulang sebanyak 3 kali. Digojok
perlahan-lahan, larutan yang telah tercampur ditunggu beberapa menit sampai
larutan memisah dan diambil fraksi n-heksan sebagai pelarut non-polar. Residu yang
dihasilkan difraksinasi kembali dengan pelarut etil asetat 25 ml digojok perlahan
dan ditunggu sampai larutan memisah lalu didapatkan fraksi etil asetat sebagai
larutan semi polar dan larutan yang terakhir didapatkan fraksi aquadestilata sebagai
larutan yang polar, serta keduannya dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali.Menurut
Harbone (2006) menyatakan bahwa filtrat hasil penyaringan diuapkan menggunakan
waterbath, sampai menghasilkan ekstrak yang kental seperti caramel.

4.8 Aktivitas Antibakteri dan Pengukuran Zona Hambat

Uji aktivitas antibakteri daun jinten terhadap bakteri Staphylococcus aureus
dilakukan pada fraksi etil asetat ekstrak daun jinten (Plectranthus amboinicus)
dengan konsentrasi 15%, 20%, 25% dan penilitian kali ini menggunakan K+
kloramfenikol dan K- DMSO 5%. Senyawa yang terkandung dalam daun jinten
yaitu senyawa flavonoid yang dimana senyawa flavonoid juga ada pada
kloramfenikol yang digunakan sebagai K+. DMSO 5% digunakan sebagai K-
karena bersifat tidak bakterisidal serta mampu melarutkan hampir semua senyawa
dari polar ataupun non-polar. Metode untuk uji aktivitas antibakteri yang digunakan
dalam penelitian ini yaitu motode difusi cakram, motode ini dilakukan dengan
menyerapkan antibakteri fraksi etil asetat daun jinten (Plectranthus amboinicus)
pada paper disc yang ditempelkan pada media agar yang telah ditumbuhi bakteri
Staphylococcus aureus kemudian diinkubasi selama 24 jam lalu dilihat zona bening
yang terbentuk disekitar paper disc.

Susanto et al (2012) dalam penelitiannya mengatakan bahwa zona hambat
dengan diameter > 21mm sangat kuat, zona hambat diameter 11-20mm dinyatakan
kategori kuat, zona hambat 6-10mm dalam kategori sedang, zona hambat <5mm
dalam kategori lemah. Hasil zona hambat uji aktivitas antibakteri fraksi etil asetat
ekstrak daun jinten (Plectranthus amboinicus) dalam dilihat pada tabel 4.6. Hasil
dari tabel tersebut menunjukkan fraksi etil asetat ekstrak daun jinten (Plectranthus

amboinicus) memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus.
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tabel 4. 6 Diameter zona hambat antibakteri fraksi etil asetat ekstrak daun jinten
(Plectranthus amboinicus) terhadap bakteri Staphylococcus aureus

Perlakuan Rep | Rep Il Rep I Rata-rata  Keterangan
15% 15,5mm 18mm 17mm 16,8mm Kuat
20% 25mm 25,5mm 19mm 23,1mm Sangat kuat
25% 23mm 19,5mm  16,5mm 19,6mm Kuat
K(+) 30,5mm 37mm 34,5mm 34mm Sangat kuat
K(-) Omm Omm Omm Omm -

Keterangan: K(+) Kloramfenikol 1%, K(-) DMSO 5%

Diameter Zona Hambat (mm)
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Gambar 4. 2 Grafik rata-rata dari zona hambat uji antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dengan fraksi etil asetat ekstrak daun jinten
(Plectranthus amboinicus) dengan bakteri Staphylococcus aureus dilakukan
dengan konsentrasi 15%, 20%, dan 25%. Tiga konsentrasi yang telah ditentukan
tersebut mendapatkan hasil berupa zona bening di sekitar paper disc, diantaranya
pada konsentrasi 15% dengan hasil replikasi pertama 15,5mm, replikasi kedua
18mm, replikasi ketiga 17mm dan diperoleh rata-rata sebesar 16,8mm. Konsentrasi
20% pada replikasi pertama mendapatkan hasil 20mm, replikasi kedua 25,5mm,
replikasi ketiga 23,1mm, dan diperoleh rata-rata 23,1mm. Konsentrasi 25%
replikasi pertama 23mm, replikasi kedua 19,5mm, replikasi ketiga 16,5mm dan
diperoleh rata-rata sebesar 19,6mm. Selanjutnya untuk antibiotik kloramfenikol
sebagai K+ pada konsentrasi pertama mendapatkan hasil 30,5mm, konsentrasi
kedua 37mm, konsentrasi ketiga 34,5mm dan diperoleh rata-rata sebesar 34mm.

Sedangakan DMSO 5% sebagai K- tidak membentuk zona hambat yaitu 00mm.
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Dari hasil diatas disebutkan bahwasanya fraksi etil asetat daun jinten (Plectranthus
amboinicus) mempunyai aktivitas antibakteri. Hasil penelitian kali ini
menunjukkan bahwa konsentrasi 20% lebih besar dari pada konsentrasi 25%.
Dalam penelitian kali ini dimana diameter zona hambat tidak selalu naik sebanding
dengan naiknya konsentrasi antibakteri. Kemungkinan ini terjadi karena perbedaan
kesalahan saat proses pengenceran ekstrak daun jinten pada konsentrasi 25%.

Zona hambat paling optimum pada uji aktivitas anti bakteri dengan
konsentrasi 15%, 20%, 25% yaitu pada konsentrasi 20% dengan rata-rata 23,1mm.
Penelitian ini mengacu dari hasil analisis data pada uji post hoc, zona hambat paling
optimum ialah besaran zona hambat dari perlakuan sediaan fraksi etil asetat ekstrak
daun jinten pada konsentrasi terkecil yang besarnya setara atau tidak berbeda
bermakna dengan kontrol positif (Leono et al., 2020).

4.9 Identifikasi LC-MS (liquid Chromatrography-Mass Spectrometri)

Identifikasi LC-MS (liquid Chromatrography-Mass Spectrometri) dilakukan
di Universitas Muhammadiyah Malang. Tujuan dari identifikasi ini untuk analisa
senyawa organik, anorganik dan biologi dalam suatu sampel kompleks yang umum
daun jinten (Plectranthus amboinicus) yang diuji LC-MS (liquid
Chromatrography-Mass Spectrometri) yang berbentuk chromatogram yang
dimana seluruh senyawa aktif dipisahkan berdasarkan polaritasnya. Dapat dilihat
puncak terendah samapai tertinggi, dengan jumlah 115 senyawa yang ditemukan
pada fraksi etil asetat daun jinten (Plectranthus amboinicus).

Hasil pada chromatogram dari liquid cromatogram mendapatkan hasil
puncak tertinggi pada nomor 101 yang terdapat pada gambar 4.8 dengan senyawa
yang teridentifikasi komposisi sebesar 3,26109% yang dinamakan kaempferol 3-
(67-caffeoylglucoside). Sedangkan untuk senyawa yang teridentifikais pada nomor
113 terdapat pada gambar 4.9 dengan komposisi senyawa sebesar 3,26141% yang

dinamakan kaempferol 3-glucosyl-(1 —2)galactosyl-(1— 2)-glucoside.
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Gambar 4. 4 Hasil struktrur senyawa kaempferol 3-(6"-
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Gambar 4. 5 Hasil struktur senyawa senyawa kaempferol 3-glucosyl-(1
—»2)galactosyl-(1—>2)-glucoside

NN

Mass spectrum senyawa kaemoferol 3-(6”-caffeoylglucoside) terdapat pada
gambar 4.10, senyawa kaemoferol 3-(6”-caffeoylglucoside) memiliki beratmolekul
(m/z) 612.139, dengan rumus kimia CaoH26014. Sedangkan mass spektrumsenyawa

kaempferol 3-glucosyl-(1 — 2)galactosyl-(1 —*2)-glucoside memiliki
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berat molekul (m/z) 775.2138 dengan rumus kimia CzsH40021, yang dapat dilihat

pada gambar 4.11.
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Gambar 4. 6 Hasil Mass Spectrometri senyawa kaempferol 3-(6"-
caffeoylglucoside)
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Gambar 4. 7 Hasil Mass Spectrometri senyawa kaempferol 3-glucosyl-(1
— 2)galactosyl-(1—2)-glucoside

Menurut penelitian Fatimah et al., (2020) aktifitas antibakteri dari hasil
analisis LC-MS (liquid Chromatrography-Mass Spectrometri) dipilih puncak
tertinggi yang diduga merupakan senyawa flavonoid. flavonoid bekerja sebagai
antibakteri dengan mekanisme kerja yakni dengan menghambat sintesis RNA yang
ada didalam sel DNA, senyawa flavonoid mengganggu metabolisme dalam bakteri,
merusak membran sel dengan diikuti pelepasan senyawa yaitu intra selular bakteri

tersebut.
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4.10 Analisis Statistika

Analisis statistika dilakukan untuk mengolah data hasil dari penelitian yaitu
pada uji aktivitas antibakteri. Analasis uji aktivitas antibakteri menggunakan
program SPSS 21 terhadap fraksi etil asetat daun jinten (Plectranthus amboinicus)
terhadap bakteri Staphylococcus aureus.
4.10.1 Uji Normalitas Data

Uji normalitas data merupakan uji yang digunakan untuk mengukur apakah
data memiliki distribusi normal, sehingga data tersebut dapat digunaakan dalam
statistik parametrik. Penelitian ini menggunakan shapiro wilk, pada konsentrasi 15%
dengan signifikansi 0,780, konsentrasi 20% signifikansi 0,132, konsentrasi 25%
signifikansi 0,195, sedangkan untuk K+ signifikansi 0,747. Hasil pada uji
normalitas data menunjukkan lebih besar dari 0,05 sehingga data terdistribusi
normal. Hasil uji normalitas data dapat dilihat pada tabel 4.7.

tabel 4. 7 Hasil uji normalitas data

Konsentrasi Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk

Statistic df Sig. Statistic df Sig.

15% .219 3 .987 3 .780
Diameter
20% .361 3 .807 3 132
Zona Hambat
25% .187 3 .998 3 .915
(mm)

K(+) .227 3 .983 3 747

4.10.2 Uji Homogenitas

Uji homogenitas menggunakan Levene Statistic menunjukkan hasil
signifikasi sebesar 0.098. Hasil pada uji homogenitas menunjukkan lebih besar dari
0,05 sehingga data terdistribusi normal. Hasil ujinormalitas data dapat dilihat pada
tabel 4.8.

tabel 4. 8 Hasil uji homogenitas

Diameter Zona Hambat (mm)
Levene Statistic dfl df2 Sig.

2.626 4 10 .098
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Uji One Way Anova bertujuan untuk membedakan rata-rata pada sampel uji,

apabila uji normalitas data dan uji homogenitas dikatakan normal dengan demikian
uji One Way ANOVA dapat dilakukan. Uji ANOVA memiliki signifikasi sebesar
0,000 yaitu kurang dari 0,005 yang berdasarkan hal tersebut terdapat pengaruh

variasi konsentrasi fraksi etil asetat daun jinten (Plectranthus amboinicus) yang

signifikan terhadap bakteri Staphylococcus aureus. Hasil uji One Way ANOVA
dapat dilihat pada tabel 4.9.
tabel 4. 9 Hasil uji One Way ANOVA

Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 1824.433 4 456.108 63.348 .000

Within Groups 72.000 10 7.200

Total 1896.433 14

tabel 4. 10 Hasil tukey test

Tukey HSD

(I) Konsentrasi J) Mean Difference Std. Sig. 95% Confidence Interval
Konsentrasi (1-J) Error Lower Bound  Upper Bound
20% -6.33333 2.19089 .093 -13.5437 8771
. 25% -2.83333 2.19089 .701 -10.0437 4.3771

1% K(+) -17.16667" 2.19089 .000 -24.3771 -9.9563
K(-) 16.83333" 2.19089 .000 9.6229 24.0437
15% 6.33333 2.19089 .093 -.8771 13.5437

A5 25% 3.50000 2.19089 .530 -3.7104 10.7104
K(+) -10.83333" 2.19089 .004 -18.0437 -3.6229
K(-) 23.16667" 2.19089 .000 15.9563 30.3771
15% 2.83333 2.19089 .701 -4.3771 10.0437

o538 20% -3.50000 2.19089 .530 -10.7104 3.7104
K(+) -14.33333" 2.19089 .000 -21.5437 -7.1229
K(-) 19.66667" 2.19089 .000 12.4563 26.8771
15% 17.16667" 2.19089 .000 9.9563 24.3771
20% 10.83333" 2.19089 .004 3.6229 18.0437

K(*) 25% 14.33333" 2.19089 .000 7.1229 21.5437
K(-) 34.00000" 2.19089 .000 26.7896 41.2104
15% -16.83333" 2.19089 .000 -24.0437 -9.6229

K(-) 20% -23.16667 2.19089 .000 -30.3771 -15.9563
25% -19.66667" 2.19089 .000 -26.8771 -12.4563
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K(+) -34.00000" 2.19089 .000 -41.2104 -26.7896

Tukey test dilakukan untuk membandingan seluruh pasangan rata-rata
perlakuan setelah dari beberapa uji analisis dilakukan. Hasil penelitian ini tukey test
antara K+ dan fraksi daun jinten dengan kosentrasi 15%, 20%, 25% masing-masing
menunjukkan adanya pengaruh yang signifikan karena tukey test menunjukkan
nilai kurang dari 0,05. Hasil tukey test dapat dilihat di tabel 4.10.
tabel 4. 11 Hasil uji post hoc

Tukey HSD2
Konsentrasi N Subset for alpha = 0.05
1 2 8
K(-) 3 .0000
15% 3 16.8333
25% 3 19.6667
20% 3 23.1667
K(+) 3 34.0000
Sig. 1.000 .093 1.000

Hasil uji post hoc menunjukkan bahwa zona hambat yang dihasilkan oleh
fraksi etil asetat daun jinten (Plectranthus amboinicus) konsentrasi 15%,
konsentrasi 20% dan konsentrasi 25% terhadap baketeri Staphylococcus aureus
belum setara dengan zona hambat yang dihasilkan oleh kloramfenikol 1% sebagai
K+, karena tidak adanya kelompok konsentrasi fraksi yang berada satu kolom

dengan kolom K+. Hasil uji post hoc dapat dilihat pada tabel 4.11.
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BAB IV
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil dan pembahasan dalam penelitian ini dapat diambil kesimpulan

sebagai berikut:

1.

Fraksi etil asetat daun jinten (Plectranthus amboinicus) mempunyai aktivitas
antibakteri terhadap Staphylococcuc aureus. Hal ini dikarenakan karena
dalam daun jinten mengandung flavonoid, alkaloid, tannin dan saponin yang
efektif sebagai agen antibakteri.

Zona hambat paling optimum pada fraksi etil asetat daun jinten (Plectranthus
amboinicus) terhadap bakteri Staphylococcuc aureus ialah pada konsentrasi
20%.

Analisis LC-MS (liquid Chromatrography-Mass Spectrometri) terhadap
ekstrak etil asetat daun jinten (Plectranthus amboinicus) pada penelitian kali
ini terdapat 115 senyawa. Adapun hasil 2 puncak tertinggi yang disebut
sebagai flavonoid vyaitu senyawa kaemoferol 3-(6”-caffeoylglucoside),
senyawa kaemoferol 3-(6”-caffeoylglucoside) memiliki berat molekul (m/z)
612.139 dengan rumus kKimia C3oH26014. Sedangkan mass spektrum senyawa
kaempferol 3-glucosyl-(1— 2)galactosyl-(1 —2)-glucoside memiliki berat

molekul (m/z) 775.2138 dengan rumus kimia Cz3Ha0O21.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian dapat ditarik beberapa saran sebagai berikut :

1.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menggunakan bakteri lain yang
dapat menyebabkan infeksi.

Perlu dilakukan uji aktivitas antibakteri menggunakan metode dilusi untuk
mengetahui KHM dari ekstrak dan fraksi daun jinten (Plectranthus
amboinicus).

Perlu dilakukan pengujian lebih lanjut secara praklinis pada hewan coba
untuk mengetahui khasiat daun jinten (Plectranthus amboinicus).

Peneliti selanjutnya dapat mengembangkan fraksi etil asetat ekstrak daun

jinten memformulasikan menjadi sediian farmasi.
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Lampiran 1 Determinasi tanaman daun jinten
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Lampiran 2 Sertifikat bakteri Staphylococcus aureus

KEMENTERIAN KESEIHATAN RI xr"";f"*%

+*
a DIREKTORAT JENDERAL PELAYANAN KESEHATAN b < T
] BALAT BESAR LABORATORIUM KESEHATAN SURABAYA % " : -
. - - &
Jalan Karangmenpangan No, 18 Surabaya - G028 [ T, &
Telepan Pelayanon (03 1) S020306, TU @ (031) SUZI458; Faksimih : (031) 3020388 -\“o'\,n & ’-{"‘

Websate : bblksurabayaid; Surat elekironik : hblksubiavahoo.co.id

Surabaya, 22 April 2022

Berikut ini lampiran surat keterangan strain bakteri yang dibeli oleh :

Nama : Mita Uly Andini

Institusi : STIKes Karya Putra Bangsa Tulungagung

Tanggal permintaan : 04 April 2022

Keperluan : Penelitian skripsi dengan judul, "Uji Aktivitas Ekstrak

Kombinasi Daun Kelor (Moringa oliefra, L.) dan Ekstrak
Daun Senggani (Melastoma malabathricum L.) terhadap
Bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.”

Keterangan jenis strain

Bakteri : Staphylococcus aureus
ATCC : ATCC 25923
Passage C#3

Hasil Uji Biokimia bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 :

No Jenis Uji Hasil
1 Pengecatan Gram Gram positif coccus bergerombol
2 Glukose Posilif (+)
3 | Sukrose Positif (+) j
J 4 I Manitol _ SaS—— Positif (+) ] |I
P IT Katalase Positif _(+_} ) 7 \
6 Koagulase Positif (+) !I
T DNase Positif (+)
8 Haemolisa B Haemolitik l
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Lampiran 3 Dokumentasi penelitian

i f
Penghalusan simplisia

Ekstrak metode maserasi

oo -
e —

Fraksinasi Hasil evaporasi
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Identifikasi bakteri Staphylococcus aureus

Uji Aktivitas Antibakteri Fraksi Etil Asetat daun jinten (Plectranthus amboinicus)
Konsentrasi 15%, 20%, 25%

Konsentrasi 15% konsentrasi 20% konsentrasi 25%



Uji Aktivitas antibakteri Kontrol (-) dan Kontrol (+)

Replikasi ke-1 Replikasi ke-2

Replikasi ke-3

68



Lampiran 4 Hasil uji LC-MS

Mass Spectrum
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Hasil Mass Spectrometri Senyawa kaempferol 3-(6"- caffeoylglucoside)
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Hasil Mass Spectrometri Senyawa kaempferol 3-glucosyl-(1
— 2)galactosyl-(1—>2)-glucoside
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Hasil Liquid Chromatogram




Lampiran 5 Perhitungan

Pembuatan Media Pertumbuhan Bakteri
1.  Pembuatan Media Nutrient Broth (NB)

BM
Bobot NB =

1000 Volume

8
Bobot NB = x 10 ml
1000

= 0,08 gram

2. Perhitungan Pembuatan Media Nutrient Agar (NA)

BM
Bobot NA =
1000

Volume

20
Bobot NB = x 10 ml
1000

= 0,2 gram

Pembuatan Larutan Uji
1.  Konsentrasi 15%

=S5

——Volume
100

Bobot ekstrak =

Nyt
T

= 0,3 gram

2. Konsentrasi 20%

Bobot ekstrak = ____ Volume

100

= 20 2l
100

=0,4 gram

3. Konsentrasi 25%
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Lampiran 6 Hasil Orientasi

1.  Uji aktivitas antibakteri fraksi etil asetat daun jinten (Plectranthus
amboinucus) terhadap bakteri Staphylococcus aureus

Perlakuan Rep | Rep Il Rep I Rata-rata  Keterangan
15% 15,5mm 18mm 17mm 16,8mm Kuat
20% 25mm 25,5mm 19mm 23,1mm Sangat kuat
25% 23mm 19,5mm  16,5mm 19,6mm Kuat
K(+) 30,5mm 37mm 34,5mm 34mm Sangat kuat
K(-) Omm Omm Omm Omm -

Keterangan: K(+) Kloramfenikol 1%, K(-) DMSO 5%
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Lampiran 7 Hasil Analisis
1. Uji Normalitas

Tests of Normality®

Konsentrasi Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk

Statistic df Sig. Statistic df Sig.

15% .219 3 .987 3 .780
Diameter
20% .361 3 .807 3 132
Zona Hambat
25% .187 3 .998 3 .915
(mm)

K(+) .227 3 .983 3 747

a. Lilliefors Significance Correction
b. Diameter Zona Hambat (mm) is constant when Konsentrasi = K(-). It has been omitted.

2. Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Diameter Zona Hambat (mm)

Levene Statistic dfl df2 Sig.

2.626 4 10 .098

3. Uji One Way ANOVA

ANOVA
Diameter Zona Hambat (mm)
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1824.433 4 456.108 63.348 .000
Within Groups 72.000 10 7.200
Total 1896.433 14

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Diameter Zona Hambat (mm)

Tukey HSD
(I) Konsentrasi J) Mean Difference Std. Sig. 95% Confidence Interval
Konsentrasi (I-9) Error Lower Bound  Upper Bound

20% -6.33333 2.19089 .093 -13.5437 8771

. 25% -2.83333 2.19089 .701 -10.0437 43771
1% K(+) -17.16667" 2.19089 .000 -24.3771 -9.9563
K(-) 16.83333" 2.19089 .000 9.6229 24.0437
0% 15% 6.33333 2.19089 .093 -.8771 13.5437

25% 3.50000 2.19089 .530 -3.7104 10.7104
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K(+) -10.83333" 2.19089 .004 -18.0437 -3.6229
K(-) 23.16667" 2.19089 .000 15.9563 30.3771
15% 2.83333 2.19089 .701 -4.3771 10.0437
. 20% -3.50000 2.19089 .530 -10.7104 3.7104
% K(+) -14.33333" 2.19089 .000 -21.5437 -7.1229
K(-) 19.66667" 2.19089 .000 12.4563 26.8771
15% 17.16667" 2.19089 .000 9.9563 24.3771
20% 10.83333" 2.19089 .004 3.6229 18.0437
) 25% 14.33333" 2.19089 .000 7.1229 21.5437
K(-) 34.00000" 2.19089 .000 26.7896 41.2104
15% -16.83333" 2.19089 .000 -24.0437 -9.6229
20% -23.16667" 2.19089 .000 -30.3771 -15.9563
. 25% -19.66667" 2.19089 .000 -26.8771 -12.4563
K(+) -34.00000" 2.19089 .000 -41.2104 -26.7896
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
Diameter Zona Hambat (mm)
Tukey HSD2
Konsentrasi N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
K(-) 3 .0000
15% 3 16.8333
25% 3 19.6667
20% 3 23.1667
K(+) 3 34.0000
Sig. 1.000 .093 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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Lampiran 8 Alur prosedur kerja

1.

Pembuatan simplisia

Daun Jinten

Diambil pada bagian daun yang bagus
Disortir basah

Dicuci dent an air mengalir

Dikeringkan dengan cara diangin-anginkan
Disortir kel ng

Diblender sampai menjadi serbuk

Diayak mel gunakan ayakan nomor 80

Serbuk simplisia daun jinten

a

Pembuatan Ekstak

Serbuk simplisia daun jinten

Ditimbang sebanyak 100 gram, pada tiap botol maserasi
—— Dimasukan dalam 5 botol maserasi

—— Ditambahkan 1 liter etanol 70 %, pada tiap botol maserasi
—— Diletakkan pada ruangan yang gelap

—— Digojok tip hari, sampai hari ke-5

Saring, laki kan remaserasi diamkan 2 jam. Saring kembali

Ekstrak daun jinten

)

Fraksinasi

Ekstrak daun jinten

Ditimbang sebanyak 5 gram, dilarutkan 25 ml aquadest
Dimasukardalam corong pisah, ditambal 50 ml aquadest
Ditambahkan etil asetat 25 ml, dikocok

Dipisahkan fraksi aquadest dan etil asetat, fraksi etil asetat
ditampung dan fraksi aquadest dimasukkan kembali
Ditambahkan N-hexan 25 ml, dikocok

Dipisahkan fraksi N-hexan dan aquadest, fraksi N-hexan
ditampung dan fraksi aquadest dimasukkan kembali

Setiap frak: i dilakukan replikasi 3 kali dan masing-masing
di uapkan menggunakan evaporator

Hasil




4.  Sterilisasi Alat dan Bahan
Alat Bahan
Bahan kaca & | I
stainless Larutan Uji Media
h 4 A
Dimasukkan Dimasukkan
tabung reaksi erlenmeyer
h 4
Dibungkus alumunium foil
r
Disterilisasi dengan autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit
5.  Pembuatan Media NA

Serbuk NA

Hasil

— Ditimbang sebanyak 0,2 g.

— Dipanaskan hingga larut.

—* Didiamkan sampai mengeras.

— Ditambahkan 10 mL aquadestilata.

— Dituang media kedalam cawan petri.

— Disterililkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit
dengan tekanan 1 atm.
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6. Pembuatan Media NB

Serbuk NB

—® Ditimbang sebanyak 0,08 g.
— Ditambahkan 10 mL aquadestilata.
— Dipanaskan hingga larut.

— Disterililkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit
dengan tekanan 1 atm.

—* Dituang kedalam tabung reaksi.

Hasil

7.  Peremajaan Bakteri

Staphylococcus aureus

Digoleskan 1 ose pada media NA secara aseptik

Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

Hasil

8.  Pembuatan Suspensi Bakteri

Staphylococcus aureus

Diambil sebanyak 1 ose
Disuspensi dalam 5 ml media NB
Diuki r kekeruhan dengan standar 0,5 Mc. Farland

Hasil

7



Uji Aktivitas Antibakteri

Suspensi Staphylococcus aureus

!

Diambil dengan swab steril

v

Digoreskan ke media NA secara merata

\|/
Dimasukkan kertas cakram ke cawan petri

7

Larutan fraksi/ekstrak, kontrol positif, dan kontrol negatif , ditetesi 20

mikropipet kedalam kertas cakram

\‘/

Didiamkan cakram

v

Diletakkan cakram di atas permukaan media NA

v

Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

2

Diukur diameter zona hambat dengan penggaris

v

Replikasi 3x

v

Hasil
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10.  Uji Normalitas

Uji Normalitas

SPSS

Kolmogrov-Smilrnov

||
‘L A

Sig > 0,05 Sig < 0,05

! f

Distribusi Normal Distribusi tidak

normal
11. Uji Homogenitas
Data Diameter Zona Hambat
|
SERS
|
Levene’s test of variance |_
|
| |
Sig > 0,05 Sig < 0,05
\ \
Variasi sampel Variasi sampel
homogen tidak homogen
' ‘
ANOVA Transformasi data dalam
bentuk logaritma




12.

One Way ANOVA

Data Diameter Zona Hambat

SPSS

One Way ANOVA

l

|

Sig > 0,05 Sig < 0,05
Tidak ada ferdapat

perbedaan diameter
zona hambat secara
statistik

perbedaan diameter
zona hambat secara
statistik
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