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UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI FRAKSI BATANG PEPAYA 

(Carica Papaya Linn.) TERHADAP BAKTERI Staphylococcus 

Aureus ATCC 25923 

 

KRISTINA HANDAYANI 

Prodi S1 Farmasi 

 

INTISARI 

Penyakit infeksi merupakan salah satu penyakit yang penting, khususnya 

di negara berkembang seperti Indonesia. Penyakit infeksi dapat disebabkan dari 

mikroorganisme patogen seperti, bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

Infeksi kulit akibat S.aureus ATCC 25923 telah ditemukan sebanyak 179 kasus di 

Jakarta. Penyakit infeksi dapat diobati dengan pemberian antibiotik, akan tetapi 

antibiotik sekarang mengalami resistensi karena faktor penggunaan antibiotik 

yang kurang tepat. Oleh karena itu, diperlukan alternatif lain seperti batang 

papaya yang dapat di manfaatkan sebagai antibakteri terhadap S.aureus ATCC 

25923. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antibakteri 

terhadap S.aureus ATCC 25923, mengetahui fraksi teraktif batang papaya, 

mengetahui kandungan senyawa dalam fraksi teraktif batang papaya dan 

mengetahui nilai KHM dalam fraksi teraktif fraksi batang papaya. Metode 

penelitian yang digunakan adalah eksperimental. Sampel batang papaya 

diekstraksi menggunakan metode soxhletasi dengan etanol 96% dilanjutkan 

fraksinasi menggunakan tiga pelarut yaitu aquadestilata, diklorometana dan n-

heksan. Kontrol positif yang digunakan adalah klindamisin dan kontrol negatif 

adalah pelarut yang sesuai. Fraksi teraktif dilakukan pengujian untuk mengetahui 

Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) menggunakan pengamatan secara visual 

dan spektrofotometer Uv-Vis. Analisa statistik dilakukan dengan Kruskal Wallis 

dan Mann Whitney. Hasil pengujian aktivitas antibakteri fraksi batang papaya 

menunjukkan adanya aktivitas antibakteri terhadap S.aureus ATCC 25923. Hasil 

zona hambat pada fraksi aquadestilata, diklorometana dan n-heksan berturut-turut 

adalah 20,63±0,28 mm, 17,86±0,18 mm dan 15,33±0,47 mm. Fraksi batang 

papaya yang memiliki zona hambat paling aktif adalah pada fraksi aquadestilata. 

Aktivitas antibakteri diduga berasal dari aktivitas senyawa flavonoid, tanin dan 

saponin dalam fraksi batang papaya. Nilai Konsentasi Hambat Minimum fraksi 

aquadestilata adalah 0,312%. 

Kata kunci: Antibakteri, Carica papaya L., Konsentrasi Hambat Minimum, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF PAPAYA ROD FRACTION (Carica 

Papaya Linn.) ON BACTERIA Staphylococcus Aureus ATCC 25923 

 

KRISTINA HANDAYANI 

Pharmacy S1 Study Program 

 

ABSTRACT 

Infectious disease is an important disease, especially in developing 

countries like Indonesia. Infectious diseases can be caused by pathogenic 

microorganisms such as the bacterium Staphylococcus aureus ATCC 25923. Skin 

infections due to S.aureus ATCC 25923 has been found 179 cases in Jakarta. 

Infectious diseases can be treated with antibiotics, but antibiotics now experience 

resistance due to the inappropriate use of antibiotics. Therefore, other 

alternatives such as are needed papaya stem which can be used as an 

antibacterial against S.aureus ATCC 25923. The purpose of this study was to 

determine the antibacterial activity against S.aureus ATCC 25923, knowing the 

most active fraction of papaya stem, knowing the content of compounds in the 

most active fraction of papaya stem and knowing the MIC value in the most active 

fraction of papaya stem fraction. The research method used is experimental. 

Papaya stem sample extracted using a method soxhletation with 96% ethanol 

followed by fractionation using three solvents namely aquadestilate, 

dichloromethane, and n-hexane. The positive control used is clindamycin and the 

negative control is the solvent appropriate. The most active fraction is tested to 

determine the Minimum Inhibition Concentration (MIC) using a visual and 

observation Uv-Vis spectrophotometer. Statistical analysis is done with Kruskal 

Wallis and Mann Whitney. The results of testing the antibacterial activity of 

papaya stem fractions showed the presence of antibacterial activity against 

S.aureus ATCC 25923. The inhibitory zone results in aquadestilate, 

dichloromethane, and n-hexane fractions were 20.63 ± 0.28 mm, 17.86 ± 0.18 

mm, and 15.33 ± 0.47 mm, respectively. The papaya stem fraction which has the 

most active inhibition zone is the aquadestillate fraction. The antibacterial 

activity is thought to originate from a flavonoid, tannin, and saponin compounds 

activity in papaya stem fraction. The Minimum Inhibitory Concentration value of 

the aquadestillate fraction is 0.312%. 

Keywords: Antibacterial, Carica papaya L., Minimum Inhibitory Concentration, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 
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      BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang 

 Penyakit infeksi merupakan salah satu penyakit yang menjadi masalah 

kesehatan masyarakat yang penting, khususnya di negara berkembang seperti 

Indonesia (MenKes, 2011). Penyakit infeksi dapat disebabkan dari 

mikroorganisme patogen seperti, bakteri, virus, parasite dan jamur (WHO, 

2015). Salah satu bakteri yang dapat menyebabkan infeksi adalah 

Staphylococcus aureus ATCC 25923. Bakteri ini dapat menyebabkan infeksi 

seperti pneumonia, jerawat, pioderma dan impetigo (Martina, 2012). 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 merupakan bakteri kedua terbesar 

penyebab peradangan rongga mulut setelah bakteri Streptococcus alpha 

(Najlah, 2010). Penelitian yang dilakukan oleh Iqbal et al, (2014) juga 

menemukan sebanyak 179 kasus infeksi kulit yang disebabkan oleh S.aureus 

ATCC 25923 di Rumah Sakit Cipto Mangunkusumo pada  Januari 2009 - 

April 2013.  

 Menurut Rahmadani, (2015) penyakit infeksi dapat diobati dengan 

pemberian antibiotik. Antibiotik merupakan senyawa yang memiliki 

kemampuan untuk membunuh dan melukai bakteri yang menyerang tanpa 

merugikan sel inang. Obat antibiotik efektif dalam pengobatan infeksi karena 

toksisitasnya selektif (Whalen, 2015). 

Antibiotik pada awalnya memiliki kemampuan baik dalam proses 

penghambatan pertumbuhan mikroorganisme, namun sekarang obat antibiotik 

bisa dikatakan sudah tidak sensitif kembali, keadaan ini disebut dengan 

resistensi antibiotik. Penyebab terjadinya resistensi pada obat-obat antibiotik 

yaitu karena faktor penggunaan antibiotik yang kurang tepat. Timbulnya 

banyak kasus resistensi terhadap obat-obatan antibiotik mengakibatkan 

kebutuhan alternatif antibiotik lain menjadi meningkat. Penggunaan obat 

antibiotik dari tumbuhan berkasiat obat dapat dijadikan sebagai alternatif lain 

(Tessy et al, 2004). 
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Obat tradisional merupakan obat yang berasal dari bahan atau ramuan 

bahan yang berupa bahan hewan, bahan tumbuhan, bahan mineral sediaan 

sari atau campuran yang secara turun temurun sudah digunakan sebagai 

pengobatan (BPOM, 2014). Tujuan penggunaan obat tradisional selama ini 

yaitu sebagai pengobatan dan pemeliharaan kesehatan yang bebas dari efek 

samping.  Pengobatan tradisional telah digunakan sebanyak 80% di dunia 

terutama untuk perawatan kesehatan primer (Sivannthan & Elamaran, 2013). 

Salah satu tanaman yang bisa digunakan sebagai obat tradisional yaitu 

tanaman pepaya (Primadiamanti et al., 2018). 

Manfaat tanaman papaya (Carica papaya L.) antara lain sebagai 

antioksidan, antibakteri serta antiinflamasi  (Primadiamanti et al., 2018). 

Batang papaya merupakan salah satu bagian dari tanaman papaya yang dapat 

di manfaatkan sebagai antibakteri. Batang pepaya mengandung senyawa 

metabolit sekunder golongan saponin, tanin, dan flavonoid yang digunakan 

sebagai antibakteri (Simbolon et al., 2018). Menurut Rahman et al., (2011) 

ekstrak batang pepaya pada konsentrasi 1% memiliki aktivitas antibakteri 

paling efektif terhadap Staphylococcus aureus ATCC 25923 dengan diameter 

zona hambat sebesar 12 mm  termasuk  dalam kategori kuat. 

Pembuatan ekstrak dari batang pepaya dengan metode soxhletasi sebagai 

antibakteri sejauh ini belum banyak dilaporkan. Kelebihan dari metode 

soxhlet yaitu pelarut yang digunakan lebih hemat dan waktu yang ekstraksi 

yang digunakan lebih cepat (Ramoko, H. et al., 2018). Sampel selalu 

bersentuhan dengan pelarut segar sehingga dapat meningkatkan perpindahan 

senyawa target dari matriks, dapat mempertahankan suhu ekstraksi yang 

relatif tinggi yang berasal dari labu ekstraksi, tahapan metode mudah untuk 

dilakukan dan biayanya murah (Sukri, 2012).  

Penelitian yang dilakukan oleh Rahman et al., (2011) belum dilakukan 

fraksinasi, sehingga perlu dilakukan fraksinasi untuk mengetahui kandungan 

senyawa kimia pada ekstrak batang papaya. Fraksinasi merupakan proses 

penarikan senyawa menggunakan dua macam pelarut yang tidak saling 

bercampur. Fraksinasi dilakukan untuk mengetahui sifat kepolaran dari 
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senyawa yang akan dipisahkan (Mutiasari, 2012). Fraksinasi mampu 

mengoptimalkan potensi dan memperluas spektrum aktivitas maserat 

tumbuhan (Huda et al., 2019). Keuntungan pengguaan metode difusi cakram  

yaitu sederhana, murah, mampu menguji mikroorganisme dan agen antibakteri 

dalam jumlah yang besar serta mudah dalam menginteprstasikan hasil 

(Balouiri, et al., 2016). Keuntungan metode difusi cair yaitu dapat mengukur 

Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) (Pratiwi, 2008). 

Berdasarkan uraian-uraian diatas, peneliti terdorong untuk melakukan 

penelitian lebih lanjut untuk menguji uji aktivitas antibakteri fraksi batang 

papaya terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan metode difusi cakram untuk 

mengetahui aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus ATCC 

25923 menggunakan metode soxhletasi. Pelarut yang digunakan untuk 

ekstraksi yaitu etanol 96% yang kemudian difraksinasi dengan pelarut n-

heksan, diklorometana, dan aquadestilata. Hasil fraksi yang teraktif 

dilanjutkan uji dilusi untuk mengetahui nilai KHMnya. Hasil dari penelitian 

ini diharapkan dapat memberikan informasi dan pengetahuan terhadap 

masyarakat luas tentang obat-obatan tradisional yang saat ini masih 

berdasarkan pengalaman empiris. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

1.2.1 Apakah fraksi aquadestilata, diklorometana dan n-heksan batang pepaya 

mempunyai aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus 

ATCC 25923? 

1.2.2 Fraksi apa yang memiliki zona hambat paling aktif sebagai antibakteri 

terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923? 

1.2.3 Kandungan kimia apa yang masih aktif dalam fraksi batang papaya dan 

berapakah konsentrasi hambat minimum (KHM) fraksi batang papaya 

sebagai antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923? 
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1.3 Tujuan Penelitain 

1.3.1 Mengetahui aktivitas antibakteri fraksi aquadestilata, diklorometana dan 

n-heksan batang pepaya terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 

25923.  

1.3.2 Mengetahui fraksi batang pepaya yang memiliki zona hambat paling aktif 

sebagai antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

1.3.3 Mengetahui kadungan kimia yang masih aktif dalam fraksi batang papaya 

dan mengetahui konsentrasi hambat minimum (KHM) fraksi batang 

papaya sebagai antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 

25923. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Bagi Masyarakat 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kesehatan ilmiah 

terhadap masyarakat bahwa batang pepaya dapat dimanfaatkan sebagai 

alternatif obat antibakteri. 

1.4.2 Bagi Peneliti 

Penelitian ini diharapkan dapat menambah wawasan ilmu pengetahuan 

tentang uji aktivitas antibakteri fraksi batang papaya (Carica Papaya 

Linn.) terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

1.4.3 Bagi Instansi Kesehatan 

a. Dapat menjadi bahan referensi untuk melakukan pengembangan obat-

obatan yang berasal dari bahan alam. 

b. Dapat menjadi dasar penelitian lebih lanjut untuk mencari senyawa 

yang dapat memberikan efek sebagai antibakteri. 

1.4.4 Bagi Instansi Pendidikan 

Dapat digunakan menjadi suatu bahan informasi dan pengembangan lebih 

lanjut untuk penelitian-penelitian berikutnya.  
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1.  Klasifikasi dan Morfologi Tanaman Pepaya 

Tanaman pepaya (Gambar 2.1a) merupakan tanaman dari suku Caricaceae 

dengan marga Carica. Marga ini memiliki kurang lebih 40 spesies, tetapi dari 40 

spesies yang dapat dikonsumsi hanya tujuh spesies termasuk Carica Papaya L. 

(Agustina, 2017). 

Klasifikasi tanaman pepaya menurut Agustina (2017): 

Kerajaan : Plantae 

Devisi : Magnoliophyta 

Kelas : Magnoliopsida 

Bangsa : Brassicales 

Suku : Caricaceae 

Marga : Carica  

Jenis : Carica papaya L. 

              

     Gambar 2.1a Tanaman Pepaya         Gambar 2.1b Batang Pepaya 

         (Kharisma et al, 2017)         (Agustina, 2017) 

Pepaya (Carica papaya L.) merupakan tanaman buah berupa herba dari 

family Caricaceae. Pepaya merupakan tanaman asli Amerika tropis yang berasal 

dari persilangan alami Carica peltata Hook. & Arn dan sekarang tersebar luas di 

seluruh daerah tropik dan subtropik di seluruh dunia. Indonesia yang merupakan 

salah satu daerah tropika, hampir di seluruh daerahnya terdapat tanaman pepaya. 
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Pepaya tergolong tanaman tidak bermusim, sehingga buahnya tersedia setiap saat, 

harganya juga relatif murah dan terjangkau (Febjislami et al, 2018). 

Pohon pepaya umumnya tidak bercabang atau bercabang sedikit, tumbuh 

hingga setinggi 5-10 m dengan daun-daunnya yang bentuk susunannya berupa 

spiral pada batang pohon bagian atas. Daunnya menyirip lima dengan tangkai 

yang panjang dan berlubang dibagian tengah. Bentuk buah bulat hingga 

memanjang, dengan ujung biasanya meruncing. Warna buah ketika muda hijau 

gelap, dan setelah masak hijau muda hingga kuning. Daging buah berasal dari 

carpel yang menebal, berwarna kuning hingga merah jingga. Bagian tengah buah 

berongga. Biji-biji berwarna hitam atau kehitaman dan terbungkus semacam 

lapisan berlendir (pulp) untuk mencegahnya dari kekeringan (Rukmana, 2003). 

Daun atau folium dari tanaman papaya merupakan daun tunggal, berukuran 

besar, menjari, bergerigi dan juga mempunyai bagian-bagian tangkai daun dan 

helaian daun (lamina). Daun papaya mempunyai bangun bulat atau bundar, ujung 

daun yang lancip, tangkai daun panjang dan berongga. Permukaan daun licin, 

sedikit mengkilat. Dilihat dari susunan tulang daunnya daun papaya termasuk 

daun-daun yang bertulang menjari. Daunnya berkumpul dipuncak batang (Tyas, 

2008). 

Batang atau caulis dari tanaman papaya (Gambar 2.1b) berbentuk bulat, 

dengan permukaan batang yang memperlihatkan berkas-berkas tangkai daun. 

Arah tumbuh batang yaitu tegak lurus ke atas. Permukaan batang bercabang atau 

bercabang sedikit dan tingginya dapat mencapai 5-10 m (Tyas, 2008). 

 Akar atau radix dari tanaman pepaya merupakan akar dengan sistem akar 

tunggang (radix primaria), karena akar lembaga tumbuh terus menjadi akar pokok 

yang bercabang-cabang menjadi akar-akar yang lebih kecil. Bentuk akar bulat dan 

berwarna putih kekuningan (Tyas, 2008). 

Bunga atau flos pada tanaman pepaya termasuk golongan tumbuhan poligami, 

karena pada tumbuhan tersebut terdapat bunga jantan, bunga betina dan bunga 

sempurna. Biasanya poligami dimaksud untuk menunjukan sifat tumbuhan 

berlainan dengan sifat bunga tadi yang memperlihatkan suatu kombinasi bukan 
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berumah satu dan juga bukan berumah dua. Bunga papaya termasuk bunga 

majemuk yang tersusun pada sebuah tangkai (Warisno, 2003). 

2.2.  Kandungan Senyawa Tanaman Pepaya 

Tanaman pepaya mengandung senyawa yang dapat bermanfaat baik itu pada 

bagian daun, buah, biji, getah dan batang. Daun pepaya memiliki kandungan 

senyawa berupa enzim papain, alkaloid karpaina, psudo-karpaina, glikosid, 

karposit dan saponin, sakarosa, dekstrosa dan levulosa. Buah papaya memiliki 

kandungan senyawa berupa β-karotena, pectin, d-galaktosa, l-arabinosa, papain, 

papayotimin papain serta fitokinase. Biji pepaya mengandung senyawa glukosida 

kakarin dan karpin. Khasiat dari glukosida kakarin sebagai obat cacaing, peluruh 

kentut (karminatif) dan peluruh haid. Getah pepaya mengandung senyawa papain, 

kemokapin, lisosim, lipase, glutamin, dan siklotransferase (Dalimartha, 2003). 

Batang papaya memiliki kandungan senyawa berupa flavonoid, tanin dan 

saponin yang dapat digunakan sebagai antibakteri terhadap bakteri Gram positif 

(Simbolon et al., 2018). 

2.2.1. Flavonoid 

Flavonoid merupakan golongan terbesar dari senyawa fenol. Flavonoid 

dihasilkan hampir 2% dari hasil fotosintesis karbon. Keberadaan flavonoid dalam 

daun dipengaruhi oleh fotosintesis sehingga daun muda belum banyak 

mengandung flavonoid (Murtiwi, 2014).  Flavonoid merupakan senyawa yang 

bersifat non polar, namun juga memiliki gugus gula yang menyebabkan mudah 

larut dalam pelarut polar ataupun semipolar (Firdiyani et al., 2015). Flavonoid 

merupakan senyawa polar karena mempunyai gugus hidroksil sehingga larut 

dalam pelarut polar seperti air, etanol, methanol, butanol, aseton, 

dimetilfulfoksida, dan dimetilformamida (Murtiwi, 2014). Flavonoid yang dapat 

mendenaturasi dan mengkoagulasi protein serta merusak membrane dinding sel, 

sehingga dapat digunakan sebagai antibakteri (Muharni et al., 2017). 

Mekanisme kerja flavonoid sebagai antibakteri yaitu dengan membentuk 

ikatan kompleks dinding sel bakteri dan mengikat adesin (Tiwari et al., 2011). 

Membran sitoplasma mengalami kerusakan sehingga ion H+ dari senyawa 

flavonoid akan menyerang gugus polar (gugus fosat) sehingga molekul fosfolipida 
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akan terurai menjadi gliserol, asam karboksilat dan asam fosfat. Hal ini 

mengakibatkan fosfolipida tidak mampu mempertahankan bentuk sitoplasma 

akibatnya membran sitoplasma akan bocor dan bakteri akan mengalami hambatan 

pertumbuhan hingga menyebabkan kematian (Retnowati et al., 2011). Flavonoid 

tidak tahan pemanasan apabila suhu melebihi 60oC sehingga menyebabkan 

perubahan struktur senyawa (Handayani et al., 2016). 

2.2.2. Tanin 

Tanin merupakan senyawa yang terdapat dalam tumbuhan berpembuluh dan 

dalam jaringan kayu. Tanin dapat bereaksi dengan protein membentuk kopolimer 

mantap yang tidak larut dalam air. Secara kimia terdapat dua jenis tanin yaitu 

tanin terkondensasi dan tanin terhidrolisis. Tanin terkondensasi terdapat pada 

tanaman paku-pakuan dan tersebar luas dalam angiospermae sedangkan tanin 

terhidrolisis penyebarannya terdapat pada tumbuhan berkeping dua (Harbone, 

2006). 

Tanin tidak tahan pemanasan apabila suhu melebihi 60oC sehingga 

menyebabkan perubahan struktur senyawa (Handayani et al., 2016). Tanin dalam 

konsentrasi rendah mampu menghambat pertumbuhan bakteri, sedangkan pada 

konsentrasi tinggi mampu bertindak sebagai antibakteri dengan cara 

mengkoagulasi atau menggumpalkan protoplasma bakteri sehingga terbentuk 

ikatan yang stabil dengan protein bakteri (Poeloengan et al., 2010). Senyawa tanin 

merupakan senyawa makromolekul dari polifenol yang bersifat polar (Romadanu 

et al.,2014) 

 Mekanisme kerja dari tanin yaitu mengikat adesin, menghambat enzim, 

mengganggu transport protein pada lapisan dalam sel, membentuk ikatan 

kompleks dengan dinding sel dan ion logam sehingga menyebabkan toksisitas 

pada bakteri (Tiwari et al., 2011). Tanin juga mempunyai target pada polipeptida 

dinding sel sehingga pembentukan dinding sel menjadi kurang sempurna. Hal ini 

menyebabkan sel bakteri menjadi lisis karena tekanan osmotik maupun fisik 

sehingga sel bakteri akan mati. Selain itu, kompleksasi dari ion besi dengan tanin 

dapat menyebabkan toksisitas.  
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2.2.3. Saponin 

Saponin merupakan senyawa golongan terpenoid dari glikosida titerpen 

dan sterol yang terdapat dalam tumbuhan. Senyawa aktif permukaan dari saponin 

bersifat seperti sabun, dapat dideteksi berdasarkan kemampuannya dalam 

membentuk busa dan menghemolisis sel darah (Murtiwi, 2014). Saponin 

merupakan senyawa yang bersifat polar (Firdiyani et al., 2015). Saponin tidak 

tahan pemanasan apabila suhu melebihi 60oC sehingga menyebabkan perubahan 

struktur senyawa (Handayani et al., 2016). Saponin mempunyai rasa pahit dan 

tajam. Mekanisme kerja dari saponin sebagai antibakteri yaitu mengubah 

permeabilitas dinding sel bakteri dan menyebarkan toksisitas pada jaringan 

bakteri sehingga morfologi sel menjadi berubah dan sel megalami pelisisan 

(Godstime et al., 2014). Terjadinya kebocoran protein dan enzim – enzim dari sel 

bakteri karena rusaknya struktur dinding sel dan permeabilitas sel bakteri maka 

mengakibatkan terhambatnya pertumbuhan sel atau matinya sel (Muharni et al., 

2017).  

 

2.3.   Simplisia 

2.3.1. Definisi simplisia 

Simplisia merupakan suatu bahan alam yang digunakan untuk pengobatan 

dan belum mengalami pengolahan atau hanya mengalami pengeringan, kecuali 

dinyatakan lain suhu pengeringan tidak melebihi 60oC (BPOM, 2014). Simplisia 

dibedakan menjadi simplisia nabati, simplisia hewani, dan simplisia mineral. 

Simplisia nabati merupakan simplisia yang berasal dari tumbuhan utuh, bagian 

tumbuhan atau eksudat tumbuhan. Eksudat tumbuhan merupakan isi sel yang 

secara spontan keluar dari tumbuhan atau isi sel yang dengan cara tertentu 

diikeluarkan dari selnya, atau senyawa nabati lainnya yang dengan cara tertentu 

dipisahkan dari tumbuhannya dan belum berupa senyawa kimia murni (Depkes 

RI, 2000). Simplisia hewani merupakan simplisia yang berasal dari hewan 

sedangkan pada simplisia mineral merupakan simplisia yang berasal dari mineral 

yang belum diolah (Prastyo & Inoriah, 2013). 
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2.3.2. Syarat  simplisia 

Standarisasi suatu simplisia harus memenuhi persyaratan sebagai bahan dan 

penetapan nilai berbagai parameter sesuai yang sudah ditetapkan sebelumnya. 

Standarisasi simplisia yang digunakan harus tercantum dalam monografi terbitan 

resmi Departemen Kesehatan (Materia Media Indonesia), sedangakan produk 

yang langsung dikonsumsi (serbuk jamu) masih harus memenuhi prsyaratan 

produk kefarmasian sesuai peraturan yang berlaku (Depkes RI, 2000). 

Syarat simplisia yaitu tidak mengandung organisme patogen, bebas cemaran 

mikroorganisme, serangga, binatang lain atau kotoran hewan. Simplisia tidak 

boleh mengandung lendir, menyimpang dari bau dan warna bahan awal.  Sebelum 

dilakukan penyerbukan simplisia nabati harus bebas dari pasir, debu atau pengotor 

yang berasal dari tanah atau zat organik asing (Hanny, 2014). 

Simplisia yang berkhasiat dan aman merupakan simplisia yang 

mengandung zat aktif berkhasiat, tidak mengandung bahan kimia, mikrobiologis 

serta bahan berbahaya fisik lainnya. Ciri simplisia yang baik merupakan simplisia 

yang berbau khas menyerupai bahan segarnya dan tidak berjamur. Simplisia yang 

baik dalam kondisi yang kering dengan kadar air kurang dari 10%, simplisia daun 

dan bunga bila diremas bergemerisik berubah menjadi serpihan atau mudah 

dipatahkan, simplisia buah dan rimpang (irisan) bila diremas mudah dipatahkan 

(Herawati et al., 2012). 

2.3.3. Penyiapan simplisia 

Tahapan penyiapan simplisia sangat penting untuk menjamin kualitas 

simplisia maka dilakukan kegiatan seperti pengumpulan bahan baku, sortasi 

basah, pencucian, perajangan, pengeringan, sortasi kering dan penyimpanan 

(Depkes RI, 2000). 

2.3.3.1. Pengumpulan bahan baku 

Pengumpulan bahan baku berpengaruh terhadap kualitas bahan baku. 

Faktor yang paling berperan adalah masa panen (Hanny, 2014). Umur pemanenan 

merupakan aspek yang erat hubungannya dengan fase pertumbuhan tanaman yang 

mencerminkan tingkat kematangan fisiologis tanaman dan memiliki relevansi 

yang kuat dengan produksi dan kandungan yang ada dalam tanaman (Hariyani et 
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al., 2015). Tanaman obat non rimpang jenis kulit atau kayu dapat dipanen ketika 

cukup umur (Kementrian Pertanian, 2013). Pembuatan simplisia batang papaya 

dilakukan dengan mengumpulkan batang papaya dengan umur 1 tahun 3 bulan 

(Simbolon et al., 2018). 

2.3.3.2. Sortasi basah 

Sortasi basah merupakan pemilihan hasil panen saat tanaman masih 

dalam keadaan segar (Hanny, 2014). Sortasi basah dapat dilakukan dengan 

memisahkan kotoran atau bahan asing lainnya seperti tanah, kerikil, rumput dan 

bagian lain dari tanaman yang tidak digunakan serta bagian yang rusak. Dalam 

tanah mengandung bermacam-macam mikroba dalam jumlah yang tinggi maka 

pembersihan simplisia dari tanah dapat mengurangi jumlah mikroba awal 

(Prasetyo & Inoriah, 2013). 

2.3.3.3. Pencucian 

Pencucian dilakukan untuk menghilangkan tanah dan kotoran lain yang 

melekat pada bahan simplisia. Air yang digunakan untuk pencucian merupakan 

air bersih dari mata air, sumur, atau air PAM (Perusahaan Air Minum). 

Penggunaan air kotor akan mempengaruhi jumlah mikroba pada permukaan bahan 

simplisia dan airnya akan mempercepat pertumbuhan mikroba. Bakteri yang 

umum terdapat dalam air yaitu Pseudomonas, Proteus, Mirococcus, Bacillus, 

Streptococcus, Escherichia. (Prasetyo & Inoriah, 2013). Simplisia yang 

mengandung jumlah zat yang mudah larut dalam air dilakukan pencucian dengan 

waktu singkat. Satu kali pencucian dapat menghilangkan 25% dari jumlah awal 

mikroba sedangkan pencucian sebanyak tiga kali meninggalkan 42% dari jumlah 

mikroba awal. Pada simplisia batang, akar atau buah dapat dilakukan 

pengelupasan kulit luarnya dengan tujuan untuk mengurangi jumlah mikroba 

awal.  (Prasetyo & Inoriah, 2013). Pencucian dilakukan sampai air bekas cucian 

jernih (Inartiyah et al., 2011). 

2.3.3.4. Perajangan 

Beberapa jenis bahan simplisia perlu dilakukan perajangan, tujuannya 

untuk mempermudah proses pengeringan, pengepakan, dan penggilingan. 

Perajangan dilakukan pada simplisia yang sudah dikeringkan. Biasanya dilakukan 
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dengan irisan yang tipis atau sesuai yang dikendaki. Semakin tipis bahan yang 

akan dikeringkan, waktu yang dibutuhkan semakin singkat karena proses 

penguapan berjalan dengan cepat namun jika irisan terlalu tipis akan 

menyebabkan hilangnya zat berkhasiat yang mudah menguap. Bahan simplisia 

seperti temulawak, temu giring, jahe, kencur, dan bahan sejenis lainnya harus 

menghindari proses perajangan yang terlalu tipis untuk mecegah hilangnya 

minyak atsiri (Prasetyo & Inoriah, 2013). Pemotongan batang papaya dilakukan 

dengan tebal 2-5 cm (Simbolon et all, 2018). 

2.3.3.5. Pengeringan 

Proses pengeringan dilakukan untuk mendapakan simplisia yang tidak 

mudah rusak dengan mengurangi kadar air dan menghentikan reaksi enzimatik 

sehingga dapat mencegah penurunan mutu dan dapat disimpan dalam waktu yang 

lebih lama. Keberadaan air sisa dalam simplisia pada takaran tertentu dapat 

menjadi media pertumbuhan kapang dan jasad renik lainnya. Kadar air dalam 

simplisia harus kurang dari 10% agar reaksi enzimatik tidak dapat terjadi 

(Prasetyo & Inoriah, 2013). 

Pengeringan simplisia dilakukan dengan menggunakan sinar matahari 

atau alat pengering misalnya oven dengan menggunakan suhu 40-50oC (Prasetyo 

& Inoriah, 2013). Pengeringan menggunakan sinar matahari dan oven suhu 50oC 

dengan ketebalan 3-4 cm membutuhkan waktu pengeringan selama 8 jam. 

Pengeringan yang dilakukan dengan diangin-anginkan membutuhkan waktu 4 hari 

(Inartiyah et al., 2011). Selama proses pengeringan terdapat beberapa hal yang 

perlu diperhatikan yaitu suhu pengeringan, kelembapan udara, aliran udara, waktu 

pengeringan dan luas permukaan bahan sehingga dapat diperoleh simplisia yang 

tidak mudah rusak selama waktu penyimpanan (Prasetyo & Inoriah, 2013). 

2.3.3.6. Sortasi kering 

Sortasi kering merupakan proses memilah bahan yang telah mengalami 

proses pengeringan seperti pemisahan benda-benda asing, bagian tanaman yang 

tidak diinginkan dan pengotor lainnya yang masih tertinggal pada simplisia kering 

(Prasetyo & Inoriah, 2013). Bahan-bahan yang gosong dan rusak akibat 

pengeringan dilakukan pemilahan (Hanny, 2014) 
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2.3.3.7. Penggilingan 

Tujuan penggilingan yaitu untuk mendapatkan produk dalam bentuk 

serbuk dengan derajat kehalusan tertentu. Alat yang digunakan untuk 

penggilingan yaitu mesin yang terbuat dari stainlees stell. Derajat kehalusan 

serbuk disesuaikan dengan kebutuhan. Serbuk pada produk teh kehalusannya 30-

40 mesh, produk untuk ekstraksi 40-60 mesh dan untuk pembuatan kapsul 80-100 

mesh (Inartiyah et al., 2011). Kayu dan akar merupakan jenis organ tanaman 

dengan kategori keras. Bahan yang keras memerlukan proses pembuatan serbuk 

yang lebih lama dan memerlukan derajat halus lebih kecil agar lebih efektif 

terpenetrasi oleh cairan penyari (Hertiani, 2012). Serbuk batang papaya diayak 

dengan ayakan no 80 (Depkes RI, 2000). Ayakan no 80 mesh merupakan ayakan 

yang mengahasilkan serbuk yang sangat halus (Depkes RI, 2008).  

2.3.3.8. Penyimpanan 

Simplisia yang sudah jadi disimpan dalam wadah tersendiri yang 

memenuhi persyaratan. Syarat wadah simplisia harus dapat melindungi bahan 

simplisia dari cemaran mikroba, kotoran, serangga, mencegah terjadinya 

penguapan kandungan zat aktif, terlindung dari cahaya, oksigen maupun uap air, 

tidak beracun, dan tidak mudah berinteraksi dengan bahan lain (Hanny, 2014). 

Tempat penyimpanan harus bersih dan tidak lebih dari 30oC. Produk simplisia 

juga harus dipisahkan dari bahan lain yang menyebabkan kontaminasi (Inartiyah 

et al., 2011). Faktor yang dapat mempengaruhi penyimpanan pada simplisia 

merupakan cahaya, oksigen, reaksi kimia antara zat aktif dengan wadah yang 

digunakan, pengotora atau pencemaran akibat serangga dan kapang (Depkes RI, 

2000). 

 

2.4.  Serbuk dan Kadar Air Simplisia 

Serbuk simplisia merupakan bentuk serbuk dari bahan nabati yang memiliki 

ukuran derajat kehalusan tertentu. Simplisia nabati dapat berupa serbuk sangat 

kasar, kasar halus dan sangat halus. Benda asing atau fregmen jaringan yang 

bukan merupakan komponen dari simplisia seperti sisa tanah, serangga dan hama 

harus dihilangkan dari serbuk simplisia nabati (Ditjen POM, 1995). 
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2.5.  Ekstraksi 

Ekstraksi merupakan proses penarikan kandungan kimia yang dapat larut 

dari suatu serbuk simplisia, sehingga terpisah dari bahan yang tidak dapat larut 

(Depkes RI, 2000). Terdapat dua cara ekstraksi dengan menggunakan pelarut 

yaitu dengan cara dingin dan cara panas. Ekstraksi cara dingin terdiri dari 

maserasi dan perkolasi. Tujuan ekstraksi cara dingin yaitu agar senyawa yang 

diinginkan tidak menjadi rusak (Hamdani, 2009). Sedangkan cara panas yaitu 

refluks, destilasi uap, soxhlet, digesti, infus dan dekok (Depkes RI, 2000). Tujuan 

ekstraksi cara panas yaitu untuk mempercepat proses ekstraksi dibandingkan cara 

dingin (Tiwari et al., 2011). 

2.5.1. Ekstraksi cara dingin 

2.5.1.1. Maserasi  

Maserasi merupakan metode ekstraksi yang dilakukan dengan cara 

menyimpan serbuk halus atau serbuk kasar dalam wadah tertutup dengan pelarut 

pada suhu ruangan dengan menggunakan agitasi sesering mungkin sampai bahan 

terlarut. Metode ini sesuai untuk senyawa yang bersifat termolabil (Tiwari et al., 

2011). 

Metode ini dilakukan dengan memasukkan serbuk tanaman dan pelarut 

yang sesuai ke dalam wadah inert yang tertutup rapat pada suhu kamar. Proses 

ekstraksi dihentikan ketika tercapai keseimbangan antara konsentrasi senyawa 

dalam pelarut dengan konsentrasi dalam sel tanaman. Pelarut dipisahkan dari 

sampel setelah proses ekstraksi dilakukan. Kemudian dilakukan penyaringan. 

Metode maserasi dapat menghindari rusaknya senyawa-senyawa yang bersifat 

termolabil (Mukhriani, 2014). 

Keuntungan dari metode maserasi yaitu prosedur dan peralatan yang 

digunakan sederhana dan senyawa aktif tidak akan terurai karena dilakukan tanpa 

pemanasan (Nurhasnawati et al., 2017). Kekurangan dari metode ini adalah 

perajangan yang membutuhkan waktu lama, penyaringan kurang sempurna 

(Depkes RI, 2000). Pelarut yang digunakan cukup banyak dan besar kemungkinan 

senyawa hilang. 
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2.5.1.2. Perkolasi 

Perkolasi merupakan ekstraksi dengan menggunakan pelarut yang selalu 

baru dan sempurna (Exhaustiva extraction) yang umumnya dilakukan pada suhu 

ruangan. Mekanisme kerja dari perkolasi yaitu dengan menempatkan serbuk 

simplisia pada suatu bejana silinder yang bagian bawahnya diberi sekat berpori 

(Depkes RI, 2000). Serbuk dibasahi secara perlahan dalam sebuah perkolator 

(wadah silinder yang dilengkapi dengan kran pada bagian bawahnya). Pelarut 

ditambahkan pada bagian atas serbuk sampel dan dibiarkan menetes perlahan 

pada bagian bawah (Mukhriani, 2014). 

Keuntungan metode perkolasi merupakan sampel senantiasa dialiri oleh 

pelarut baru. Sedangkan kerugiannya merupakan jika sampel dalam perkolator 

tidak homogen maka pelarut akan sulit menjangkau seluruh area. Selain itu, 

metode ini juga membutuhkan banyak pelarut dan memakan banyak waktu 

(Mukhriani, 2014). 

2.5.2. Ekstraksi cara panas 

2.5.2.1. Refluks 

Refluks merupakan ekstraksi dengan menggunakan pelarut pada 

temperatur titik didihnya selama waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas yang 

relatif konstan dengan adanya kondensor. Proses ekstraksi akan berjalan sempurna 

apabila dilakukan pengulangan residu pertama sampai 3-5 kali sehingga dapat 

termasuk proses ekatraksi sempurna (Depkes RI, 2000). 

2.5.2.2. Destilasi Uap 

Destilasi Uap merupakan metode yang hampir sama dengan metode 

refluk. Biasanya digunakan untuk mengekstraksi minyak esensial atau campuran 

bebagai senyawa menguap. Selama pemanasan, uap terkondensasi dan destilat 

terpisah sebagai dua bagian yang tidak saling tercampur. Destilat ditampung 

dalam wadah yang terhubung dengan kondensor. Kerugian dari kedua metode ini 

merupakan senyawa yang bersifat termolabil dapat terdegradasi (Mukhriani, 

2014). 
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2.5.2.3. Digesti 

Digesti merupakan metode ekstraksi maserasi kinetik atau dengan 

pengadukan kontinyu pada temperature suhu kamar (Depkes RI, 2000). Suhu 

pemanasan sekitar 40-50oC. Hal tersebut dilakukan apabila suhu tidak sesuai dan 

untuk meningkatkan efisiensi pelarut (Tiwari et al., 2011). 

2.5.2.4. Infusa 

Infus merupakan sediaan sari yang dibuat dengan cara menyari zat 

kandungan zat aktif menggunakan pelarut air dengan suhu 90oC selama 15 menit. 

Sarian yang dihasilkan tidak stabil dan mudah tercemar kuman dan kupang 

sehingga tidak boleh disimpan lebih dari 24 jam (Murtiwi, 2014). Metode ini 

digunakan untuk senyawa yang mudah larut dalam air dan stabil dalam 

pemanasan. Metode ini dilakukan dengan merebus bahan mentah dalam air 

selama 15 menit (Tiwari et al., 2011). Dilakukan pada suhu terukur 96-98oC 

selama waktu 15-20 menit (Depkes RI, 2000). 

2.5.2.5. Dekok 

Dekok merupakan infus dimana dalam metode ini menggunakan waktu 

yang lebih lama dari pada infusa dengan suhu sampai titik didih air yaitu pada 

suhu 90-100oC selama 30 menit (Depkes RI, 2000).  

2.5.2.6. Soxhletasi 

Soxhletasi merupakan metode ekstraksi dengan pemanasan dan 

perendaman sampel. Hal tersebut menyebabkan terjadinya pemecahan dinding sel 

akibat perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar sel. Metabolit sekunder yang 

ada didalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut organik. Larutan ini kemudian 

menguap ke atas dan melewati pendingin udara yang akan mengembunkan uap 

tersebut menjadi tetesan yang akan terkumpul kembali. Bila larutan melewati 

batas lubang itulah yang menghasilkan ekstrak yang baik (Depkes RI, 2006). 

Perbandingan bahan pelarut pada metode soxhletasi yaitu 1:10 (Malinda 

et al., 2013). Keuntungan dari metode soxhletasi yaitu simplisia tidak dilalui oleh 

uap panas tetapi dibasahi dengan pelarut hangat melalui pipa samping (Tiwari et 

al., 2011). Sistem soxhlet memiliki pasokan gas inert untuk menghindari 

terjadinya oksidasi selama ekstraksi. Sampel selalu bersentuhan dengan pelarut 
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segar sehingga dapat meningkatkan perpindahan senyawa target dari matriks, 

tidak diperlukan penyaringan ekstrak karena bagian yang tidak larut tidak 

bercampur dengan hasil ekstraksi,dapat mempertahankan suhu ekstraksi yang 

relatif tinggi yang berasal dari labu ekstraksi, tahapan metode mudah untuk 

dilakukan dan biayanya murah (Sukri, 2012).  

Keuntungan dari metode ini merupakan proses ekstraksi yang kontinyu, 

sampel terekstraksi oleh pelarut murni hasil kondensasi sehinga tidak 

membutuhkan banyak pelarut dan tidak memakan banyak waktu (Mukhriani, 

2014). Kerugian dari metode soxhlet merupakan tidak dapat digunakan untuk 

senyawa yang bersifat termolabil, karena pemanasan yang lama dapat 

menyebabkan degradasi senyawa aktif dalam tumbuhan (Tiwari et al., 2011). 

Pemanasan harus dilakukan pada suhu 50oC dampai 60oC untuk menjaga zat aktif 

agar tidak rusak (Murtiwi, 2014). 

 

2.6.  Pelarut 

 Pelarut merupakan suatu zat yang untuk melarutkan zat lain. Jenis pelarut 

sangat mempengaruhi keberhasilan determinasi senyawa aktif dalam proses 

ekstraksi. Sifat pelarut yang baik yaitu memiliki toksisitas yang rendah, memiliki 

efek pengawetan, mudah menguap, penyerapan cepat dari ekstrak, tidak 

menyebabkan ekstrak menjadi kompleks atau terdisosiasi (Tiwari et al., 2011). 

Pemilihan pelarut juga akan tergantung dengan senyawa yang diambil. Faktor 

yang mempengaruhi dalam pemilihan pelarut yaitu jumlah senyawa yang akan 

diekstraksi, laju ekstraksi, potensial bahaya kesehatan dari pelarut, dan keragaman 

senyawa yang akan diekstraksi (Tiwari et al., 2011). 

2.6.1. Aquadestilata 

Aquadestilata berasal dari istilah latin aquadestilata yang berarti air suling. 

Air suling merupakan air yang diperoleh dari pengembunan uap air akibat 

penguapan atau pendidihan air (Ham, 2006). Ikatan hidrogen air pada tekanan 

atmosfer bersifat mengalir (flow) pada suhu 100oC dan densitasnya 1 g/mL 

(Winarno, 2002). 
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2.6.2. Etanol 

Etanol biasa disebut dengan etil alcohol, diproduksi melalui fermentasi gula, 

karbohifdrat dan pati, biasa digunakan sebagai pelarut, aseptik, obat penenang, 

industri parfum dan obat-obatan. Etanol merupakan pelarut organik (Lewis, 

1993).  Etanol merupakan senyawa alcohol dengan formula C2H5OH yang 

berbentuk cair, tidak berwarna, larut dalam air, eter, kloroform dan aseton. 

Dihasilkan dari peragi kanji, hidrolisis bromoetana dengan kalium hidroksida 

(Basri, 1996). Berdasarkan penelitian Fathurrachman (2014), konsentrasi etanol 

mempengaruhi hasil rendemen ekstrak dan juga hasil uji fitokimia.  

2.6.3. Etil asetat 

Etil asetat atau disebut juga dengan etiletanoat merupakan suatu zat cair tak 

berwarna dengan bau buah yang semerbak bertitik didih 77oC dan d = 0,9 g/mL 

(Arsyad, 2001). Dalam penelitian gandapura, pelarut yang digunakan merupakan 

methanol, etil asetat, dan heksana ternyata hasil ektraksi masing-masing etanol 

bersifat polar, diikuti oleh etil asetat dan heksana (Hernani, 2004). 

2.6.4. n-Heksan 

n-Heksan merupakan suatu campuran rangkaian hidrokarbon dari hasil 

penyulingan minyak tanah yang telah bersih, tidak berwarna atau pucat, 

transparan, bersifat volatile, mudah terbakar, bau kas, tidak dapat larut dalam air, 

dapat larut dalam dalam alcohol, benzene, kloroform, eter (Tiwari et al, 2011). 

Senyawa yang dapat larut dalam pelarut n-heksan yaitu seperti lemak, asam lemak 

tinggi, steroid, terpenoid, triterpenoid dan korotenoid yang merupakan senyawa 

bersifat non polar (Depkes RI, 1987). 

2.6.5. Kloroform 

Kloroform merupakan suatu pelarut yang berasal dari salah satu haloform. 

Kloroform mempunyai sifat mudah menguap, sukar terbakar tetapi uapnya mudah 

terbakar dan bersifat membius. Bila tekanan udara dan cahaya dapat membentuk 

gas fosgen yang beracun. Kloroform tidak larut dalam air tetapi dapat larut dalam 

alcohol dan eter. Kelarutan kloroform dalam air pada suhu 25oC. Kloroform dapat 

digunakan dalam pembuatan senyawa fluorocarbon sebagi pelarut cat dan sebagai 

anastetik (Ham, 2006). 
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2.6.6. Eter 

Eter merupakan pelarut yang digunakan secara selektif untuk ekstraksi 

senyawa kumarin dan asam lemak. Pelarut dapat mempengaruhi hasil ekstraksi 

karena produk akhir akan mengandung sisa pelarut. Pemilihan pelarut harus tidak 

beracun dan tidak boleh menggangu senyawa pada ektrak (Tiwari et al., 2011).  

2.6.7. Aseton  

Aseton merupakan pelarut yang dapat melarutkan komponen hidrofilik dan 

lipofilik dari tanaman, mudah larut dalam air, mudah menguap dan memiliki 

toksisitas rendah. Tanin, saponin dan senyawa fenol yang memiliki aktivitas 

antibakteri dapat diekstraksi menggunakan pelarut aseton (Tiwari et al., 2011). 

2.6.8. Diklorometana 

Diklorometana atau metilena klorida merupakan senyawa organik yang 

cair,tidak berwarna,mudah menguap dan beraroma manis. Diklorometana tidak 

larut dalam sempurna dengan air, tapi dapat larut dengan pelarut organik. 

Diklorometana biasanya digunakan untuk pelarut dan juga bahan pembuatan obat-

obatan pada industri farmasi (Husain, 2016). 

 

2.7.  Fraksinasi 

Fraksinasi merupakan suatu metode memisahkan golongan utama 

kandungan senyawa yang satu dari golongan utama lainnya dalam bentuk fraksi 

yang berbeda (Harbone, 2006). Proses fraksinasi dapat digunakan untuk menduga 

sifat kepolaran dari senyawa yang akan dipisahkan (Relani, 2016). Fraksinasi dari 

maserat tumbuhan atau pemurnian zat aktif pada prinsipnya mampu 

mengoptimalkan potensi dan memperluas spektrum aktivitasnya (Huda et al., 

2019).  Prinsip fraksinasi merupakan menarik senyawa dari ekstrak menggunakan 

pelarut yang tidak saling tercampur. Pelarut yang biasa digunakan untuk 

fraksinasi merupakan n-heksan, diklorometana.  Pelarut n-heksan memiliki sifat 

non polar yang dapat menarik senyawa non-polar, lemak, lilin, dan minyak 

volatile (Relai, 2016). Jumlah pelarut yang digunakan untuk fraksinasi sebanding 

dengan volume air yang ditambahkan kedalam ekstrak yaitu dengan perbandingan 

1:1 (Nuria et al., 2012). 
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2.8.  Bakteri Uji 

Bakteri merupakan organisme uniselluler yang sederhana kerena tidak 

memiliki materi genetik yang diselubungi oleh selaput inti. Secara umum, sel 

bakteri memiliki beberapa bentuk yaitu bulat, spiral, batang atau basil. Ukuran 

bakteri sangat beragam, sebagian besar memiliki panjang 2-8 µm dan diameter 

0,2-2 µm. Pada dinding sel bakteri mengandung peptidoglikan yang merupakan 

kompleks karbohidrat dan protein. Bakteri uji yang digunakan yaitu 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 karena merupakan bakteri yang sering 

muncul pada kulit dan selaput manusia (Martina, 2012). Senyawa saponin lebih 

sensitif terhadap bakteri Gram positif yaitu Staphylococcus aureus ATCC 25923 

(Simbolon et al., 2018).  

2.8.1.  Staphylococcus aureus ATCC 25923 

2.8.1.1. Klasifikasi Staphylococcus aureus ATCC 25923 

Klasifikasi bateri Staphylococcus aureus ATCC 25923 menurut Agus 

Herdiana, (2015) adalah sebagai berikut: 

 

Gambar 2.2 Bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Todar, 2012) 

Kingdom : Bakteria 

Filum : Firmicutes 

Classis : Cocci 

Ordo : Bacillales 

Famili : Staphylococcaceae 

Genus : Staphylococcus 

Spesies : Staphylococcus aureus 
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Bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gambar 2.2) merupakan 

bakteri Gram positif berbentuk bulat yang sering muncul pada kulit dan selaput 

manusia. Hidup didalam saluran-saluran pengerluaran lendir dari tubuh manusia 

dan hewan seperti pada mulut, hidung, tenggorokan dan dapat dikeluarkan saat 

batuk dan bersin. Bakteri ini dapat menyebabkan infeksi seperti pneumonia, 

meningitis, empyema, endokartitis, jerawat, pioderma, atau impetigo. 

Kemampuan dari bakteri S.aureus ATCC 25923 ini dapat mensintesis lipase yang 

mengubah sebum trigliserid menjadi asam lemak bebas sehingga merangsang 

inflamasi (Martina, 2012). Setiap jaringan atau alat tubuh yang terinfeksi oleh 

S.aureus ATCC 25923 memiliki tanda-tanda khas yaitu peradangan, nekrosis, dan 

pembentukan abses. S.aureus ATCC 25923 merupakan bakteri kedua terbesar 

penyebab peradangan rongga mulut setelah bakteri Steptococcus alpha. 

Peradangan rongga mulut yang terjadi seperti parotitis, cellulitis, angular 

cheilitis, dan abses periodontal Djais (Najlah, 2010). 

2.8.1.2. Morfologi Staphylococcus aureus ATCC 25923 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 merupakan bakteri pathogen utama 

pada manusia. Termasuk famili staphylococcae, berukuran 0,5-1,5 µm dan 

membentuk pigmen kuning keemasan. Bentuk sel kokus tunggal, berpasangan, 

tread, bakteri fakultatif anaerob dan berbentuk rantai juga tampak dalam biakan 

cair (Agus Herdiana, 2015). S.aureus ATCC 25923 bergerombol menyerupai 

untaian anggur, tidak membentuk spora, bakteri Gram positif, dapat tumbuh 

dalam media dengan konsentrasi NaCl hingga 15% dan hemolisis pada blood agar 

(Tyasningsih et al., 2010). S.aureus ATCC 25923 merupakan bakteri anaerob 

fakultatif sehingga dapat tumbuh pada kondisi aerobik dan anaerobik (Brooks et 

al., 2013).  

Staphylococcus aureus ATCC 25923 tumbuh pada suhu 6,5-46oC dan pada 

pH 4,2-9,3. Koloni tumbuh dalam waktu 24 jam dengan diameter mencapai 4 mm. 

Pada media manitol Salt Agar (MSA) pertumbuhan koloni S.aureus ATCC 25923 

akan terlihat berwarna kuning (Krishna, 2013). S.aureus ATCC 25923 termasuk 

jenis bakteri yang paling kuat daya tahannya. Pada agar miring dapat tetap hidup 

sampai berbulan-bulan, baik dalam lemari es maupun pada suhu kamar. Dalam 
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keadaan kering pada benang, kertas, kain dan dalam nanah dapat tetap hidup 

selama 6- 14 minggu (Shyahrurahman et al., 2010). S.aureus ATCC 25923 telah 

diketahui resisten terhadap antibiotik methicillin (golongan penisilin) sehingga 

disebut methichillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) (Rante et al., 207). 

2.8.2. Identifikasi Staphylococcuc aureus ATCC 25923 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 memiliki karakter yang menjadi 

penanda dalam identifikasi kolonisasi yaitu dari pigmen koloni, clumping, 

nuclease yang termostabil, dan produksi asam dari fermentasi manitol. S.aureus 

ATCC 25923 memiliki kemampuan untuk memferrmentasi manitol sehingga akan 

muncul koloni yang dikelilingi oleh halo yang berwarna kuning disekitarnya. 

Identifikasi S.aureus ATCC 25923 dapat dilakukan dengan media MSA, 

pewarnaan Gram, tes katalase dan dilanjutkan tes koagulase (Krishna, 2013). 

2.8.2.1. Pewarnaan gram 

Pewarnaan Gram merupakan suatu metode yang bertujuan untuk 

mengamati morfologi sel dari bakteri Staphylococcus dan mengetahui kemurnian 

sel bakterinya. Pengecatan Gram merupakan salah satu pewarnaan yang paling 

sering digunakan, yang dikembangkan oleh Christian Gram. Preparat apus bakteri 

dibuat dengan cara, mencampurkan satu use biak bakteri dari PAD dengan NaCl 

fisiologis yang telah diteteskan pada gelas obyek, kemudian dibuat apus setipis 

mungkin, dikeringkan, dan difiksasi di atas lampu spiritus. Preparat apus ditetesi 

pewarna pertama dengan karbol gentian violet selama 2 menit, warna dibuang, 

ditetesi lugol selama 1 menit, kemudian preparat apus dilunturkan dengan alkohol 

95% selama 1 menit. Selanjutnya alkohol dibuang, preparat dicuci dengan 

aquadestilata dan diberi pewarna kedua dengan larutan fuschine selama 2 menit. 

Warna kemudian dibuang dan dibersihkan dengan akuades, dikeringkan dan 

diamati morfologi sel, serta warnanya di bawah mikroskop. Bakteri 

dikelompokkan sebagai Gram positif apabila selnya terwarnai keunguan, dan 

Gram negatif apabila selnya terwarnai merah (Krishna, 2013).  

Warna ungu disebabkan karena bakteri mempertahankan warna pertama 

yaitu gentian violet. Perbedaan sifat Gram dipengarui oleh kandungan pada 

dinding sel yaitu bakteri Gram positif memiliki kandungan peptidoglikan tebal 
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sehingga menjadi berwarna ungu. Sedangkan bakteri Gram negatif memiliki 

kandungan lipid yang tebal pada dinding selnya sehingga ketika diwarnai dengan 

kristal violet lalu dibilas dengan alkohol, lipid akan larut dan ikut terbilas 

sehingga bakteri Gram negatif akan menyerap pewarnaan kedua yaitu merah 

(Krishna, 2013). 

2.8.2.2. Manitol Salt Agar 

Mannitol salt agar (MSA) merupakan media selektif dan media 

diferensial. Penanaman dilakukan dengan cara satu use biakan diambil dari media 

pepton, dan diusapkan pada media MSA, kemudian diinkubasi pada suhu 37o C 

selama 24 jam (Krishna, 2013). Hasil pertumbuhan koloni Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 ditandai dengan perubahan warna dari merah menjadi kuning 

(Neliyani et al., 2014). Hasil positif ditandai dengan berubahnya warna media 

MSA dari warna merah menjadi kuning, perubahan ini terjadi karena fermentasi 

manitol menjadi asam. Produk yang dihasilkan bakteri ini adalah asam organik 

yang mengubah indikator pH di MSA, merubah warna merah menjadi kuning 

cerah (Tambayong, 2009). 

2.8.2.3. Uji katalase 

Katalase merupakan salah satu uji yang dapat dilakukan untuk 

mengidentifikasi Staphylococcus aureus ATCC 25923 karena bakteri ini 

mengahsilkan enzim katalase. Uji Katalase bertujuan untuk membedakan antara 

Staphylococcus dan Streptococcus, dimana kelompok Staphylococcus bersifat 

katalase positif.  Semua galur Staphylococcus adalah katalase positif. Katalase 

merupakan enzim yang mengkatalisis penguraian hidrogen peroksida menjad H2O 

dan O2 (Suhartanti et al., 2010). Uji Katalase dilakukan dengan meneteskan 

hidrogen peroksida (H2O2) 3% pada gelas obyek yang bersih. Biakan dioleskan 

pada gelas obyek yang sudah ditetesi hidrogen peroksida dengan use. Suspensi 

dicampur secara perlahan menggunakan use, hasil yang positif ditandai oleh 

terbentuknya gelembung-gelembung udara (Krishna, 2013). Gelembung-

gelembung O2 akan muncul pada sel S.aureus ATCC 25923 timbul setelah 5 

detik.  Gelembung gas O2 dihasilkan dari aktifitas katalase yang menguraikan 

hidrogen peroksida menjad H2O dan O2 (Suhartanti et al., 2010). 
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2.8.2.4. Uji koagulase 

Uji koagulase dilakukan dengan 2 metode, yaitu uji slide dan uji tabung. 

Uji slide atau clumping factor digunakan untuk mengetahui adanya ikatan 

koagulase. Uji slide dikerjakan dengan cara setetes aquadestilata atau NaCl 

fisiologis steril diletakkan pada kaca benda, kemudian satu use biakan yang diuji, 

disuspensikan. Setetes plasma diletakkan di dekat suspensi biakan tersebut, 

keduanya dicampur dengan menggunakan use dan kemudian digoyangkan. Reaksi 

positif terjadi apabila dalam waktu 2-3 menit terbentuk presipitat. Uji tabung 

digunakan untuk mengetahui adanya koagulase bebas dengan cara 200 µl plasma 

dimasukkan secara aseptis ke dalam tabung reaksi steril. Sebanyak 3-4 koloni 

biakan Staphylococcus sp. yang diuji ditambahkan ke dalam tabung reaksi 

kemudian dicampur hati-hati. Selanjutnya, tabung dimasukkan ke dalam inkubator 

pada suhu 37oC. Pengamatan dilakukan pada 4 jam pertama, dan sesudah 18-24 

jam. Reaksi positif akan terjadi apabila terbentuk clot atau jelly dan ketika tabung 

dimiringkan jelly tetap berada di dasar tabung (Krishna, 2013). 

 

2.9.  Antibakteri Uji 

Antibakteri merupakan suatu zat atau obat yang diperoleh dari sintesis atau 

berasal dari senyawa non organik yang berfungsi untuk membasmi jasad renik. 

Antibakteri yang hanya menghambat pertumbuhan mikroorganisme disebut 

bakteriostatik sedangkan antibakteri yang dapat membunuh mikroorganisme 

disebut bakterisidal (Rahmadani, 2015). Antibakteri merupakan senyawa yang 

memiliki kemampuan untuk membunuh dan melukai bakteri yang menyerang 

tanpa merugikan sel inang. Obat antibakteri efektif dalam pengobatan infeksi 

katena toksisitasnya selektif (Whalen, 2015). Kategori daya hambat pada 

antibakteri yaitu diameter zona hambat lebih dari 20 mm daya hambatnya sangat 

kuat, diameter zona hambat antara 10-20 mm daya hambatnya sedang, diameter 

zona hambat 5 mm daya hambatnya lemah (Simbolon et al., 2018). 

   Antibakteri uji yang digunakan yaitu klindamisin karena klindamisin 

merupakan antibiotik yang dapat menghambat bakteri coccus gram positif 

anaerob (Kemenkes, 2011). Klindamisin bekerja sebagai antibakterial dengan 
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menghambat sintesis protein bakteri sama seperti mekansme kerja dari saponin 

dan tanin (Muchtaromah, 2016). Klindamisin yang digunakan yaitu kapsul 

klindamisin dosis 150 mg (Wahdaningsih et al., 2014).  

2.9.1. Klindamisin 

Antibiotik klindamisin merupakan antibiotik yang dapat menghambat 

sebagian besar coccus Gram positif dan sebagian besar dari bakteri anaerob, akan 

tetapi klindamisisn tidak dapat menghambat bakteri Gram negatif aerob seperti 

Haemophilus, Mycoplasma dan Chlamydia (Kemenkes, 2011). Klindamisisn 

banyak digunakan topikal pada acne untuk menghambat Propionibacterium acnes 

(Dessy, 2016). 

Karakteristik klindamisin menurut Farmakope Indonesia edisi IV 

merupakan (Depkes RI, 1995): 

Nama Obat  : Kilndamisin hidroklorida 

Nama lain : Clindamycin Hydrochloridum 

BM  : C18H33CIN2O5S.HCl 

RM  : 461, 44 g/mol 

Kemurnian : Klindamisisn hidroklorida mengandung tidak kurang dari  

                             800 µg per mg. 

Pemerian : Serbuk hablur, putih atau praktis putih, tidak berbau atau  

                             bau lemah seperti merkapten. Stabil diudara dan cahaya.    

                             Larutan bersifat asam dan memutar bidang polarisasi ke  

                             kanan 

Kelarutan : Mudah larut dalam air, dalam dimetilformamida dan 

methanol. Larut dalam etanol. Praktis tidak larut dalam  

                            aseton 

pH  : 3,0-5,5 

Penyimpanan : Dalam wadah tertutup rapat 

Mekanisme kerja dari klindamisisn yaitu memiliki mekanisme kerja yang 

sama dengan antibiotik eritromisin. Klindamisin bekerja sebagai antibacterial 

dengan mengahambat sintesis protein bakteri yaitu dengan memotong elongasi 

rantai peptide, memblok site A pada ribosom, kesalahan membaca pada kode 
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genetic atau mencegah penempelan rantai oligosakarida pada glikoprotein 

(Muchtaromah, 2016). Dosis klindamisin untuk infeksi serius karena bakteri yaitu 

150-450 mg per oral 1 kali setiap 6-8 jam. Dosis untuk anak dengan infeksi 

kurang dari 1 bulan 8-20 mg 1x sehari per oral (Medscape, 2018). 

2.9.2. Mekanisme kerja antibakteri 

Berdasarkan mekanisme kerja dalam menghambat pertumbuhan 

mikoorganisme antibakteri dapat digolongkan sebagai berikut: (Radji, 2011) 

2.9.2.1. Antibakteri yang dapat menghambat sintesis dinding sel. Dinding sel 

bakteri merupakan bagian yang sangat penting untuk mempertahankan 

struktur sel bakteri. Zat antibakteri dapat melisiskan dinding sel sehinga 

mempengaruhi bentuk dan struktur sel yang akhirnya dapat membunuh 

sel bakteri tersebut. 

2.9.2.2. Antibakteri yang dapat mengganggu biosintesis asam nukleat. Proses 

replikasi DNA didalam sel merupakan siklus yang sangat penting bagi 

kehidupan sel. Beberapa jenis antibakteri dapat menggngu metamobisme 

asam nukleat tersebut sehingga mempengaruhi seluruh fase pertumbuhan 

sel bakteri. 

2.9.2.3. Antibakteri yang dapat menghambat sintesis protein. Sintesis protein 

merupakan suatu rangkaina proses yang terdiri atas proses transkripsi 

yaitu DNA ditranskripsi menjadi mRNA dan proses translasi yaitu 

mRNA ditranslasi menjadi protein. Antibakteri dapat mengahambat 

proses-proses tersebut sehingga akan menghambat sintesis protein. 

2.9.2.4. Antibakteri yang dapat mengganggu atau merusak membrane sel. 

Membaran sel mempunyai peranan penting dalam mengatur transportasi 

nutrisi dan metabolit yang dapat keluar masuk sel. Membrane sel juga 

berfungsi sebagai tempat berlangsungnya respirasi dan aktivitas 

biosintesis dalam sel. Beberapa jenis antibakteri dapat mengganggu 

membrane sel sehingga dapat mempengaruhi hidup sel bakteri 
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2.9.3. Faktor yang mempengaruhi efektivitas antibakteri 

Beberapa faktor atau keadaan yang dapat mempengaruhi efektivitas 

antibakteri perlu diperhataikan karena akan mempengaruhi hasil akir pada 

pengujian. Hal yang dapat mempengaruhi efektivitas antibakteri merunut Irianto 

(2007): 

2.9.3.1. pH lingkungan 

pH dapat berpengaruh terhadap efektivitas antibakteri karena beberapa 

macam obat lebih aktif pada pH yang asam seperti nitrofurantonin, sedangakan 

beberapa obat lain lebih aktif pada pH basa seperti streptomisin dan sulfonamide. 

Mikroorganisme yang hidup pada pH asam akan lebih mudah dibasmi ada suhu 

rendah dan dalam waktu yang singkat bila dibandingkan dengan mikroorganisme 

yang hidup pada pH basa. 

2.9.3.2. Komponen-komponen medium 

Komponen medium dalam bentuk garam akan dapat menghambat 

beberapa mekanisme kerja obat seperti pada streptomisin. Komponen medium 

berupa PABA (Para Aminobenzoic Acid) dalam ektrak jaringan dapat 

mengahambat kerja sulfonamide. Protein serum akan mengikat penisilin dalam 

jumlah yang berbeda-beda 40% untuk metisilin dan 96% untuk eksasilin. 

2.9.3.3. Stabilitas obat 

Suhu dapat meningkatkan efektifitas suatu senyawa antibakteri karena 

zat kimia merusak mikroorganisme melalui reaksi kimia. Reaksi kimia dapat 

dipercepat dengan peningkatan suhu, namun pada suhu incubator tertentu 

beberapa antibakteri mengalami kehilangan aktivitasnya. Pada klortetrasiklin 

cepat menjadi nonaktif dan pensilin menjadi lambat sedangkan streptomisin, 

kloramfenikol dan polimiksin B stabil untuk waktu yang lama. 

2.9.3.4. Tekanan inoculum 

Takanan inokulum apabila semakin besar maka akan semakin banyak 

pula waktu yang diperlukan untuk membunuhnya. Besarnya inokulum juga dapat 

menyebabkan daerah hambat semakin kecil, sehingga densitas dari inoculum 

harus disesuaikan sedemikian rupa maka pertumbuhan koloni tampak bersatu dan 

tidak menjadi filum yang berkesinambungan. Pengujian cara difusi jumlah dan 
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kondisi lingkungan bakteri berbeda dan susah dibekukan. Perlu adanya 

perbandingan dengan kontrol yang menggunakan bakteri yang telah diketahui 

sensitivitasnya. 

2.9.3.5. Waktu inkubasi 

Waktu kontak yang pendek akan menyebabkan beberapa bakteri tidak 

terbunuh melainkan hanya terhambat aktivitasnya. Waktu yang terlalu lama 

kemungkinan besar akan menyebabkan mutan resisten atau anggota populasi 

bermultiplikasi senyawa antibakteri tersebut terurai.  

2.9.3.6. Aktivitas metabolisme mikroorganisme 

Bakteri yang sedang aktif atau sedang tumbuh lebig sensitive terhadap 

senyawa antibakteri daripada yang sedang dalam fase istirahat. Mikroorganisme 

yang sedang mempertahankan diri untuk hidup dari segi metabolism merupakan 

nonaktif dan dapat bertahan dalam waktu yang lama saat kontak dengan senyawa 

antibakteri meskipun pada awalnya bakteri tersebut sangat sensitive terhadap 

senyawa antibakteri tersebut. 

Mekanisme kerja ekstrak batang papaya yaitu senyawa aktif ekstrak 

batang pepaya yang berfungsi sebagai agen antibakteri yaitu senyawa saponin dan 

antrakuonin. Mekanisme kerja saponin sebagai agen antibakteri merupakan 

menurunkan tegangan permukaan sehingga mengakibatkan naiknya permeabilitas 

atau kebocoran sel dan mengakibatkan senyawa intraseluler akan keluar. Senyawa 

ini berdifusi melalui membran luar dan dinding sel yang rentan, lalu mengikat 

membran sitoplasma, mengganggu dan mengurangi kestabilannya sehingga 

menyebabkan sitoplasma bocor dan keluar dari sel (Simbolon et al., 2018).  

Menurut Simbolon et al. (2018) penambahan ekstrak batang pepaya 

terhadap bakteri S.aureus ATCC 25923 memiliki kategori sedang dengan daya 

hambat berkisar 6,17 mm – 10,83 mm. Penelitian yang dilakukan oleh Rahman et 

al. (2011) menyatakan bahwa ekstrak batang pepaya pada konsentrasi 1% 

memiliki aktivitas antibakteri terhadap S.aureus ATCC 25923. Menurut Permata 

et al. (2018) semakin kecil konsentrasi hambat minimum ekstrak menandakan 

semakin potensial ekstrak tersebut sebagai antibakteri, karena dengan konsentrasi 

kecil ekstrak sudah dapat menghambat dan membunuh bakteri. 
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2.10.  Uji Metode Antibakteri 

Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan untuk mengetahui aktivitas dari 

suatu bakteri terhadap antibakteri secara in vitro. Ada dua metode dalam 

melakukan pengujian ini. Metode yang pertama yaitu metode penyebaran 

(Diffusion method) dengan menggunakan cakram kertas dan metode yang kedua 

menggunakan metode pengenceran (Dillution method) (Kristanti, 2008). 

2.10.1. Metode difusi 

Metode difusi merupakan suatu metode perpindahan dari molekul secara 

acak dari suatu posisi ke posisi lainnya. Ada beberapa macam metode difusi yang 

digunakan untuk penetapan potensi (Djide, 2008). Metode difusi merupakan 

metode yang umum dan praktis, cepat dalam pembacaan hasil, mudah dan murah, 

sehingga cocok untuk digunakan dalam penelitian (Fatimah et al., 2016). 

2.10.1.1. Metode Disc diffusion 

Metode ini digunakan untuk menentukan aktivitas agen antimikroba. 

Lempengan yang berisi agen antimikroba diletakkan pada media Agar yang telah 

disebari dengan bakteri yang akan berdifusi pada media Agar tersebut. Daerah 

sekeliling paper disk atau kertas cakram berwarna jernih maka mengindikasikan 

adanya hambatan pertumbuhan mikroorganisme oleh agen antimikroba pada 

permukaan media Agar (Pratiwi, 2012). Setelah dilakukan inkubasi, diameter 

zona hambat yang jernih disekitar cakram diukur menggunakan jangka sorong 

untuk mengetahui kekuatan inhibisi obat melawan organisme uji (Pratama, 2015). 

2.10.1.2. Metode e-test 

Metode ini digunakan untuk mengestimasi KHM (Kadar Hambat 

Minimun) atau MIC (Minimum inhibitory concentration) yang merupakan 

konsentrasi minimal suatu agen antibakteri untuk dapat menghambat pertumbuhan 

bakteri (Pratiwi, 2012).  Konsentrasi hambat minimum dari zat bioaktif terhadap 

mikroba digunakan untuk mengetahui sensitivitas dari mikroba terhadap zat 

bioaktif. Nilai KHM berlawanan dengan sensitifitas mikroba yang diuji. Semakin 

rendah nilai KHM dari sebuah zat aktif maka sensitivitas bateri akan semakin 

besar (Muharni et al., 2017). Strip plastik yang mengandung agen antibakteri dari 

kadar terendah sampai terlalu tinggi diletakkan pada permukaan media Agar yang 
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telah ditanam bakteri. Kadar agen antibakteri dapat menghambat pertumbuhan 

bakteri apabila terdapat area jernih pada media Agar (Pratiwi, 2012). 

2.10.1.3. Disk-plate technique 

Agen antibakteri merupakan sampel uji pada metode ini. Metode ini 

dapat dilakukan dengan membuat parit dengan memotong media Agar dalam 

cawan petri pada bagian tengah secara membujur. Sampel diletakkan pada parit 

yang dibuat dan bakteri uji digoreskan ke arah parit yang berisi agen antibakteri, 

maksimum 6 macam bakteri (Pratiwi, 2012). 

2.10.1.4. Cup-plate technique 

Metode ini dilakukan dengan membuat sumur pada media Agar yang 

ditanami dengan bakteri dan diberikan agen antibakteri yang akan diujikan. 

Metode ini hampir sama dengan metode disc diffusion (Pratiwi, 2012). 

2.10.1.5. Gradient-plate technique 

 Secara terotitis konsentrasi agen antibakteri pada media Agar bervariasi 

mulai dari 0 hingga maksimal. Media Agar dicairkan dalam larutan uji, kemudian 

dituang ke dalam cawan petri dan dicetak dalam posisi miring. Selanjutnya nutrisi 

kedua dituang diatasnya. Plate diinkubasi selama 24 jam untuk memungkinkan 

agen antibakteri berdifusi.bakteri uji maksismal 6 macam digoreskan pada arah 

mulai dari konsentrasi tinggi ke rendah. Hasil dituang sebagai panjangn total 

pertumbuhan bakteri maksimum yang mungkin dibandingkan dengan panjang 

pertumbuhan bakteri berdasarkan hasil goresan (Pratiwi, 2012). 

Tabel 2.1 Kategori respon hambatan pada pertumbuhan bakteri berdasarkan hasil  

                diameter zona hambat (Pratiwi, 2009) 

Diameter Zona Hambat Respon Hambatan 

≥ 21 mm   Sangat kuat 

11-20 mm Kuat 

6-10 mm Sedang 

< 5 mm Lemah 
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2.10.2. Metode dilusi 

Metode dilusi merupakan metode yang digunakan untuk menentukan nilai 

dari Konsentasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum 

(KBM) (Pratiwi, 2008). Tujuan akhir dari metode dilusi adalah untuk mengetahui 

seberapa banyak jumlah zat antimikroba yang diperlukan untuk menghambat 

pertumbuhan atau membunuh bakteri yang akan diuji. Keuntungan metode dilusi 

adalah memungkinkan adanya hasil kuantitatif yang menunjukkan jumlah obat 

tertentu yang diperlukan untuk menghambat atau membunuh mikroorganisme 

(Nuraina,2015).Terdapat dua macam dalam metode dilusi yaitu dilusi cair dan 

dilusi padat. Kedua metode ini memiliki prinsip yang sama hanya yang 

membedakan merupakan media yang digunakan (Pratiwi, 2008). 

2.10.2.1. Metode dilusi cair (borth dilution test) 

Metode dilusi cair (borth dilution test) merupakan suatu metode yang 

digunakan untuk mengukur Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan 

Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM). Metode ini dilakukan dengan cara 

membuat seri pengenceran agen antibakteri pada medium cair yang ditambahkan 

dengan mikroba uji (Pratiwi, 2008). Prinsip dari metode ini yaitu sejumlah 

antimikroba dibuat dengan beberapa seri kadar dan di teteskan pada media cair 

yang telah diinokulasikan standart mikroba uji. Larutan pada kadar terendah yang 

terlihat jernih tanpa adanya pertumbuhan mikroba ditetapkan sebagai Konsentrasi 

Hambat Minimum (KHM). Larutan uji ditetapkan sebagai KHM tersebut dikultur 

ulang pada media cair tanpa penambahan mikroba uji maupun agen antimikroba 

dan diinokulasi selama 8-24 jam. Media yang tetap jernih setelah diinkubasi 

ditetapkan sebagai Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) (Pratiwi, 2008). 

2.10.2.2. Metode dilusi padat (solit dilution test) 

Metode dilusi padat (solit dilution test) merupakan suatu metode yang hampir 

serupa dengan metode dilusi cair namun menggunakan media padat (Solid). 

Keuntungan metode ini merupakan satu konsentrasi agen antibakteri yang diuji 

dapat dihunakan untuk menguji beberapa mikroba uji (Pratiwi, 2008). 
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2.11. Kerangka Penelitian 

Penyakit infeksi merupakan salah satu penyakit yang menjadi masalah 

kesehatan masyarakat yang penting, khususnya di negara berkembang seperti 

Indonesia (MenKes, 2011). Penyakit infeksi dapat diobati dengan pemberian 

antibiotik. Staphylococcus aureus ATCC 25923 merupakan bakteri pathogen 

utama pada manusia (Brooks et al., 2013).  

Timbulnya banyak kasus resistensi terhadap obat-obatan antibiotik 

mengakibatkan kebutuhan alternatif antibiotik lain (Tessy et al, 2004). Penelitian 

yang dilakukan oleh Rahman et al., (2011) mengatakan bahwa ekstrak batang 

pepaya pada konsentrasi 1% memiliki aktivitas antibakteri paling efektif terhadap 

S.aureus ATCC 25923 dengan diameter zona hambat sebesar 12 mm  termasuk  

dalam kategori kuat. 

Penelitian ini dilakukan menggunakan ekstraksi soxhletasi dan selanjutnya 

dilakukan fraksinasi 3 pelarut yaitu n-heksan, diklorometana dan aquadestilata. 

Semua fraksi dilakukan pengujian antibakteri terhadap bakteri S.aureus dengan 

metode difusi cakram, dan ditentukan niali KHM menggunakan metode dilusi 

cair. Hasil penelitian dianalisis menggunakan SPSS 16. 

 

2.13. HIPOTESIS 

Berdasarkan tujuan penelitian, maka hipotesis yang diajukan pada penelitian 

ini adalah sebagai berikut: 

2.13.1. Fraksi aquadestilata, diklorometana dan n- heksan batang papaya 

memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus 

ATCC 25923  

2.13.2. Fraksi aquadestilata batang pepaya memiliki zona hambat paling aktif 

sebagai antibakteri terhadap Staphylococcus aureus ATCC 25923 

2.13.3. Kadungan kimia yang masih aktif dalam fraksi teraktif batang papaya 

yaitu saponin, flavonoid dan tanin sebagai antibakteri terhadap 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 dan nilai KHMnya adalah 0,312% 
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BAB III 

METODOLOGI 

 

3.1. Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini merupakan batang papaya segar, 

etanol 70%, etanol 96%, n-heksan, diklorometana, aquadestilata, magnesium 

(Mg), asam klorida (HCl) pekat, larutan feri klorida (FeCl3) 1%, Nutrient agar 

(NA), Nutrient broth (NB), NaCl fisiologis, Mc Farland, Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 dan klindamisin. 

 

3.2. Alat  

Alat yang digunakan dalam penelitian ini merupakan pisau, blender, ayakan 

mesh 80, neraca analitik, wadah stainlees steel , oven, seperangkat alat soxhletasi, 

kertas saring, waterbatt, statif dan klem, lampu spiritus, thermometer, gelas beker, 

neraca analitik, sendok tanduk, tabung reaksi, pipet tetes, pipet ukur, cawan 

porsen, kapas steril, gelas ukur, corong pisah, corong kaca, kertas saring, autoklaf 

(GEA YX2808), hot plate, lemari pendingin, cawan petri, pinset, kertas cakram, 

erlenmeyer, aluminium foil, Use, mikropipet, rak tabung reaksi, kapas lidi steril, 

bunsen, penggaris, tali, inkubator (model DNP Electro Thermal Incubator), 

spektrofotometer Uv-Vis N4S. 

 

3.3. Populasi Penelitian 

Populasi dalam penelitian ini merupakan batang papaya (Carica Papaya Linn.) 

yang terdapat di Kabupaten Blitar, Jawa Timur.  

 

3.4. Sampel Penelitian 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini merupakan batang papaya 

(Carica Papaya Linn.) yang berumur 1 tahun 3 bulan diperoleh dari pekaranganan 

Bapak Kholiq Nurhadi, Dusun Plosokembang, RT/RW : 01/01, Desa Pikatan, 

Kecamatan Wonodadi, Kabupaten Blitar, Jawa Timur. 
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3.5. Definisi Operasional 

3.5.1 Batang papaya (Carica Papaya Linn.) merupakan batang dari tumbuhan 

pepaya (Carica Papaya Linn.) yang diambil dari salah satu pekarangan 

warga Desa Pikatan, Kecamatan Wonodadi, Kabupaten Blitar, Jawa Timur. 

3.5.2 Bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 merupakan bakteri Gram 

positif yang diperoleh dari UESBE Laboratorium Iso Universitas Setia Budi 

Surakarta 

 

3.6. Variabel Penelitian 

Variabel penelitian merupakan segala sesuatu dalam bentuk apapun yang 

ditetapkan oleh peneliti sebagai hal yang akan digunakan untuk dipelajari 

sehingga diperoleh informasi tentang hal tersebut untuk diambil kesimpulan 

(Sugiyono, 2013). Pada penelitian ini terdapat dua variabel yaitu variabel bebas 

dan variabel terikat. 

3.6.1. Variabel Bebas 

Variabel bebas merupakan variabel yang dapat menjadi penyebab atau yang 

mempengaruhi perubahannya atau munculnya variabel dependen atau terikat 

(Sugiyono, 2013). Variabel bebas dalam penelitian ini merupakan fraksi batang 

papaya dengan seri konsentrasi 5%, 10%, 15%. 

3.6.2. Variabel Terikat 

Variabel terikat merupakan variabel yang menjadi akibat atau yang 

dipengaruhi oleh adanya variabel bebas (Sugiyono, 2013). Variabel terikat dalam 

penelitian ini merupakan adanya hambatan fraksi batang papaya terhadap 

pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

 

3.7. Metode Penelitian 

3.7.1. Determinasi tanaman 

Determinasi tanaman bertujuan untuk mengetahui kebenaran identitas 

tanaman. Sampel tanaman batang pepaya di determinasi di UPT Materia Medica, 

Batu, Jawa Timur. Tujuan dari determinasi merupakan untuk mengetahui 

kebenaran jenis tanaman (Insanu et al., 2011). 



35 
  

  
 

 

3.7.2. Pembuatan simplisia 

Pembuatan simplisia batang pepaya yaitu dengan melakukan pengumpulan 

batang papaya dengan umur yaitu 1 tahun 3 bulan (Simbolon et al., 2018). 

Mengambil batang papaya bagian selanjutnya melakukan sortasi basah untuk 

membersihkan batang dari kotoran dan benda asing. Selanjutnya melakukan 

pencucian sebanyak tiga kali dengan air mengalir. Proses satu kali pencucian dapat 

menghilangkan sebanyak 25% dari jumlah mikroba, bila proses pencucian dilakukan 

sebanyak tiga kali, jumlah mikroba yang tertinggal hanya sekitar 42% dari jumlah total 

mikroba awal (Depkes RI, 2008). Proses berikutnya melakukan pemotongan batang 

papaya dengan tebal 2-5 cm (Simbolon et all, 2018). Proses selanjutnya 

melakukan pengeringan menggunakan oven pada suhu 50oC karena pada suhu 

50oC mengasilkan kadar air paling rendah dibandingkan pengeringan dengan 

matahari langsung dan kering angin (Winarsih et all., 2013). Batas suhu 

pengeringan simplisia tidak lebih dari 60oC. (Depkes RI, 2008). Senyawa 

flavonoid, tanin dan saponin tidak tahan pemanasan apabila suhu lebih dari 60oC 

sehingga menyebabkan perubahan struktur pada senyawa (Handayani et al., 

2016). Pengeringan dilakukan sampai simplisia mudah dipatahkan dan 

menimbulkan gemerisik apabila diremas, kemudian dilakukan sortasi kering.   

Selanjutnya menghaluskan simplisia menggunakan mesin penggiling untuk 

menghasilkan serbuk simplisia dan mengayaknya dengan ayakan no 80 (Depkes 

RI, 2000).  Kayu dan akar merupakan jenis organ tanaman dengan kategori keras. 

Bahan yang keras memerlukan proses pembuatan serbuk yang lebih lama dan 

memerlukan derajat halus lebih kecil agar lebih efektif terpenetrasi oleh cairan 

penyari (Hertiani, 2012). Serbuk halus kemudian dilakukan penimbangan bobot 

tertentu. Apabila dalam pengujian disebutkan “menggunakan zat yang 

sebelumnya telah dikeringkan dan tidak mengandung minyak menguap” dan tidak 

ada penjelasan mengenai cara pengeringan, maka digunakan cara seperti tertera 

pada penetapan susut pengeringan atau penetapan kadar air metode gravimetri. 

Jika dalam pengujian disebutkan “menggunakan zat yang sebelumnya telah 

dikeringkan dan mengandung minyak menguap” dan tidak ada penjelasan 
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mengenai cara pengeringan, maka digunkan cara seperti tertera pada penetapan 

kdar air metode destilasi. (Depkes RI, 2008) dilanjutkan proses ekstraksi.  

3.7.3. Uji kadar air serbuk simplisia 

Uji kadar air simplisia dilakukan secara gravimetri tujuannya yaitu untuk 

mengetahui besarnya kandungan air pada simplisia, terkait dengan kemurnian dan 

kontaminasi yang mungkin terjadi (Depkes RI, 2000). Uji kadar air serbuk 

simplisia dilakukan dengan memasukkan kurang lebih 10 g serbuk dan timbang 

seksama dalam wadah yang telah ditara. Dikeringkan pada suhu 105oC selama 5 

jam dan ditimbang. Dilanjutkan pengeringan dan timbang pada jarak 1 jam 

sampai perbedaan antara 2 penimbangan berturut-turut tidak lebih dari 0,25% . 

Kadar air pada simplisia merupakan tidak lebih dari 10% (Huda et al., 2019). 

Kadar air yang melebihi 10% dapat mengakibatkan mudah ditumbuhi jamur 

(Ratnani et al.,, 2015). 

Kadar air (%) =   x 100% (Depkes RI, 2000). 

3.7.4. Pembuatan ekstrak 

Mengambil serbuk batang papaya sebanyak 20 g, kemudian membungkus 

dengan kertas saring yang telah dibentuk dan diukur sesuai timbel dan 

memasukkan dalam timbel. Perbandingan bahan dan pelarut pada metode 

soxhletasi yaitu 1:20 (Malinda et al., 2013). Pelarut etanol 96% yang digunakan 

sebanyak 400 mL dimasukkan dalam labu alas bulat. Dilakukan proses kontinyu 

hingga tercapai ekstraksi dengan ditandai berupa cairan pelarut yang menetes 

diatas timbel menjadi jernih. Ekstrak dapat dipekatkan menggunakan waterbatt 

dengan suhu 50oC sehingga diperoleh ekstrak kental (Ditjen POM, 2000). Hasil 

rendemen yang tinggi menunjukkan bahwa senyawa-senyawa kimia yang dapat 

tersari dalam ekstrak juga cukup besar (Kartikasari et al., 2011). Semakin tinggi 

rendemen yang dihasilkan menunjukkan semakin banyaknya komponen bioaktif 

yang terkandung didalamnya dan begitu pula sebaliknya (Febria et al., 2017). 

Rendemen ekstrak (%) =  x 100% 
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3.7.5. Fraksinasi  

Fraksinasi ekstrak batang pepaya dilakukan dengan menggunakan metode 

partisi cair-cair dengan didasarkan tingkat kepolaran dari pelarut. Melarutkan 

ekstrak batang pepaya sebanyak 5 g dalam aquadestilata sebanyak 25 mL. 

Menambahkan 25 mL n-heksan dikocok dan dipisahkan fraksi aquadestilata 

dengan fraksi n-heksan. Memasukkan fraksi aquadestilata yang telah disari 

kedalam corong pisah, menambahkan 25 mL diklorometana, dikocok dan 

dipisahkan fraksi aquadestilata dengan fraksi diklorometana. Dilakukan 3 kali 

penyarian pada masing-masing fraksi dengan penambahan jumlah pelarut yang 

sama (Harborne, 2006 Ekstrak dapat dipekatkan menggunakan waterbatt dengan 

suhu 50oC sehingga diperoleh ekstrak kental (Ditjen POM, 2000).   Jumlah pelarut 

yang digunakan untuk fraksinasi sebanding dengan volume air yang ditambahkan 

kedalam ekstrak yaitu dengan perbandingan 1:1 (Nuria et al., 2012). 

3.6.7. Skrining fitokimia 

Skrining fitokimia fraksi batang pepaya bertujuan untuk memastikan 

keberadaan seyawa metabolit sekunder yang terkandung didalam batang papaya 

(Huda et al., 2019). 

3.6.7.1. Flavonoid 

Mengambil fraksi aquadestilata, diklorometana dan n-heksan sebanyak 1 

mL kemudian mencampurkan dengan 3 mL etanol 70%, kemudian dikocok, 

memanaskan dan mengkocok kembali kemudian menyaringnya. Filtrate yang 

diperoleh, kemudian menambahkan Mg 0,1 g dan 2 tetes HCl pekat. 

Terbentuknya warna merah, orange, atau hijau pada lapisan etanol menunjukkan 

adanya flavonoid (Huda et al., 2019). Terjadinya reduksi dengan Mg dan HCL 

pekat sehingga membentuk senyawa komplek yang berwarna merah (Latifah, 

2016). 

3.6.7.2. Saponin 

Mengambil fraksi aquadestilata, diklorometana dan n-heksan sebanyak 1 

mL kemudian mencampur dan mendidihkan dengan 10 mL aquadestilata dalam 

penangas air. Mengocok filtrat dan didiamkan selama 15 menit. Terbentuknya 

busa yang stabil menunjukkan positif terdapat saponin (Huda et al., 2019). Busa 
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yang ditimbulkan karena adanya kombinasi struktur senyawa penyusun saponin 

yaitu sapogenin non polar dan rantai polar yang larut dalam air (Latifah, 2016). 

Adanya glikosia dapat membentuk busa dalam air dan terhidrolisis menjadi 

glukosa dan senyawa lainnya (Annisar, 2018). 

3.6.7.3. Tanin 

Mengambil fraksi aquadestilata, diklorometana dan n-heksan sebanyak 2 

g kemudian menambahkan etanol sampai terendam semuanya. Memindahkan 

sebanyak 1 mL larutan ke kedalam tabung reaksi dan ditambahkan 2-3 tetes 

larutan FeCl3 1%. Hasil positif mengandung tanin ditunjukkan dengan 

terbentuknya warna hitam kebiruan atau hijau (Huda et al., 2019). Terbentuknya 

senyawa hijau kehitaman dikarenakan tanin membentuk senyawa komplek dengan 

ion Fe3+ (Latifah, 2016). 

3.6.7. Uji aktivitas antibakteri 

3.6.7.1. Sterilisasi alat dan bahan 

Sterilisasi merupakan suatu proses menghilangkan segala jenis organisme 

hidup atau mikroorganisme baik protozoa, fungi, bakteri, mycoplasma, dan virus 

yang terdapat pada suatu benda (Raudah et al., 2017). Sterilisasi alat bahan dapat 

dilakukan dengan menggunakan autoklaf bertekanan 1 atm dengan suhu 121oC 

selama 15 menit. Sedangkan sterilisasi larutan uji dan media dilakukan dalam 

Erlenmeyer yang ditutup dengan kapas steril dan dibungkus aluminium foil 

(Pratiwi, 2008).  

3.6.7.2. Pembuatan larutan uji 

Fraksi aquadestilata, fraksi diklorometana dan fraksi n-heksan dibuat seri 

konsentrasi 5%, 10%, 15% dengan cara menimbang fraksi pekat masing -masing 

5 g, 10 g, dan 15 g. Masing-masing fraksi kemudian dilarutkan dengan pelarut 

yang sesuai. Fraksi aquadestilata dilarutkan dalam aquadestilata add 100 mL. 

Fraksi diklorometana di larutkan dalam diklorometana add 100 mL dan fraksi n-

heksan dilarutkan dalam n-heksan add 100 mL. 
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3.6.7.3. Pembuatana larutan kontrol 

1. Kontrol positif  

Kontrol positif yang digunakan yaitu kapsul klindamisin dengan membuka 

sebanyak 1 kapsul klindamisin (±300mg) dan menimbang serbuk sebanyak 0,01%  

dari bobot kapsul yaitu 0,003 g dan melarutkan dalam aquadestilata add 100 mL. 

2. Kontrol negatif   

Kontrol negatif yang digunakan yaitu aquadestilata, diklorometana dan n-

heksan. Masing-masing pelarut di pipet sebanyak 20µL pada cakram steril dengan 

diameter 6 mm. 

3.6.8. Pembuatan media 

3.7.8.1. Pembuatan media  nutrient broth (Nb) 

Serbuk Nb 0.08 g dilarutkan dalam 10 mL aquadestilata, kemudian 

dipanaskan sampai mendidih sehingga semuanya larut. Media disterilkan dengan 

autoklaf pada suhu 121oC selam 15 menit tekanan 15 psi. Media dituangkan 

kedalam tabung reaksi (Atlas, 2010). 

3.7.8.2. Pembuatan media nutrient agar (Na) 

Serbuk NA ditimbang sebanyak 4,2 g dilarutkan dalam 210 mL 

aquadestilata, kemudian dipanaskan sampai mendidih sehingga semuanya larut. 

Media disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121oC selam 15 menit tekanan 15 

psi. Media dituangkan kedalam cawan petri dan dibiarkan mengeras (Atlas, 2010). 

Media kemudian dituangkan kedalam cawan petri sebanyak 15 mL dan dibiarkan 

mengeras (Simbolon et al, 2018). Cawan petri dengan diameter 10 cm dapat 

menampung media sebanyak 15-20 mL. Sedangkan diameter 9 cm kira-kira 

cukup diisi media sebanyak 10 mL (Indra, 2008). 

3.7.9. Peremajaan bakteri 

Proses ini bertujuan untuk merawat bakteri agar tetap baik dengan cara 

menggunakan media agar miring NA. Masing- masing ditumbuhi Staphylococcus 

aurus dengan digores menggunakan kapas lidi steril. Bakteri diinkubasi selama 

37-38oC selama 24 jam (Yusriana et all.,2014). Mc Farland (biakan cair yang 

kekeruhannya setara dengan 0,5).  Mc Farland mempunyai populasi 1,5 x 108 

CFU/mL (Forbes et all, 2007). 
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3.7.10. Pembuatan suspensi bakteri 

Pembuatan suspense bekteri dengan cara  mensuspensikan  biakan dari 

bakteri Saureus kedalam tabung yang berisi media NB sebanyak 5 mL, 

selanjutnya menginkubasi selama 24 jam dengan suhu 37oC dan suspense bakteri 

diencerkan menggunakan NaCl 0,9% steril sampai kekeruhannya setara dengan 

larutan standart 0,5 Mc (Krishna, 2013). Mc Farland mempunyai populasi 1,5 x 

108 CFU/mL (Forbes et all, 2007). 

3.7.11. Uji aktivitas antibakteri dengan metode cakram 

Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan menggunakan metode difusi 

cakram. Menyiapkan media yang telah diinokulasi dengan bakteri S.aureus ATCC 

25923. Menambahkan fraksi batang papaya dengan konsentrasi 5%, 10%, 15% 

sebanyak 20µL pada masing-masing cakram steril dengan diameter 6 mm 

(Simbolon et al.,2018).  Kertas cakam steril yang telah ditetesi fraksi batang 

pepaya ditempatkan pada permukaan media dengan pinset steril dan menekan 

dengan lembut kebawah agar terjadi kontak antara kertas cakram dan permukaan 

media. Kontrol negatif digunakan pelarut yang sesuai dan kontrol positif 

digunakan klindamisin. Setelah itu menginkubasi cawan petri selama 24 jam pada 

suhu 37oC. Mengamati dan mengukur diameter zona hambat yang terbentuk 

(Huda et al., 2019). 

3.7.12. Pengukuran zona hambat 

Zona hambat dapat diukur dengan mengunakan jangka sorong atau mistar 

berskala. Kemudian diperoleh diameter (mm) daerah hambatan pertumbuhan 

mikroba termasuk diameter kertas cakram. Dilakukan 3 kali pengukuran dari arah 

yang berbeda untuk mendapatkan hasil yang akurat (Yusriana et al., 2014). 

 

3.8. Pengujian Konsentrasi Hambat Minimum  

Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) merupakan konsentrasi suatu 

antibiotik terendah yang masih mampu menghambat pertumbuhan organisme 

tertentu. Tujuannya digunakan untuk menentukan konsentrasi antibiotik yang 

masih efektif untuk mencegah pertumbuhan patogen dan mengindikasikan dosis 

antibiotik yang paling efektif untuk infeksi pasien (Harmita dan Radji, 2008).  
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Aktifitas antibakteri terbesar ditunjukkan oleh luas diameter zona bening 

terbesar yang terbentuk dari konsentrasi sampel. Konsentrasi terkecil dari sampel 

yang mampu menghambat bakteri yang diinokulasi dengan terbentuknya zona 

bening merupakan nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dari sampel 

(Mulyadi et all, 2017). 

Metode dilusi cair (borth dilution test) merupakan suatu metode yang 

digunakan untuk mengukur Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) (Pratiwi, 

2008). Metode dilusi dilakukan dengan 12 tabung steril. Kontrol positif adalah 

suspensi bakteri dan kontrol negatif adalah fraksi aquadestilata. Konsentrasi 

larutan stok yang dibuat adalah 5%.  Larutan stok dibuat secara aseptis dengan 

deret konsentrasi yaitu kontrol (-); 5%; 2,5; 1,25%; 0,625%; 0,312%; 0,156; 

0,078%; 0,039%; 0,019%; 0,009% dan kontrol (+). Media NB dimasukkan 0,5 

mL pada tiap tabung kecuali tabung 1. Larutan stok sebanyak 1mL dimasukkan 

secara aseptis pada tabung 1, kemudian pada tabung 2 dimasukkan 0,5 ml larutan 

stok, kemudian dari tabung 2 dipipet 0,5 mL dan dimasukkan ke dalam tabung 3 

begitu seterusnya sampai tabung 11 kemudian dibuang. Suspensi bakteri 

ditambahkan sebayak 0,5 mL  dari tabung 2 sampai tabung 12. Seluruh tabung 

diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam, lalu diamati kekeruhannya (Oktaviana, 

2018). 

Konsentrasi hambat minimum dapat diukur dengan secara visual, dengan cara 

setelah media tabung perlakuan diinkubasi selama 1x24 jam, semua tabung 

tersebut dilihat kekeruhannya secara visual. Bila kekeruhan masing-masing 

tabung masih setara atau lebih keruh dari tabung K(+) yang berisi suspensi bakteri 

S.aureus ATCC 25923 sesuai standar kekeruhan 0,5 McFarland berarti bakteri 

masih dapat bertumbuh, tetapi ketika larutan dalam tabung terlihat mulai lebih 

jernih daripada tabung K(+) berarti pertumbuhan bakteri mulai terhambat 

(Lolongan et al.,2016). Konsentrasi hambat minimum juga dapat diukur dengan 

menggunakan spektrofotometer Uv-Vis dengan panjang gelombang 343 nm 

(Warokka et al., 2016). Pengukuran dilakukan dengan cara media yang telah 

diinkubasi diukur nilai absorbannya spektrofotometer sebagai nilai absorbansi 

akhir. Jika nilai absorbansi akhir (sesudah inkubasi) masing-masing tabung lebih 
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besar dari nilai absorbansi awal (sebelum inkubasi), maka disimpulkan bahwa 

masih terjadi pertumbuhan bakteri, namun jika tidak terdapat perubahan nilai 

absorbansi antara nilai absorbansi akhir dengan absorbansi awal, atau nilai 

absorbansi akhir lebih kecil dari nilai absorbansi awal, maka disimpulkan bahwa 

pertumbuhan bakteri dihambat. KHM ditentukan dengan konsentrasi fraksi 

terkecil pada tabung perlakuan yang sudah mulai menghambat pertumbuhan 

bakteri (Lolongan et al., 2016). 

 

3.9. Jalur Penelitian 

Kelompok I : kontrol negatif, yiatu aquadestilata, diklorometana dan  

n-heksan  

Kelompok II : kontrol positif, yaitu kapsul klindamisin  

Kelompok III : kontrol uji, yaitu fraksi batang papaya 5% 

Kelompok IV : kontrol uji, yaitu fraksi batang papaya 10%  

Kelompok V : kontrol uji, yaitu fraksi batang pepaya 15% 

Penelitian dimulai dengan melakukan determinasi tanaman pepaya yang 

dilakukan di Materia Medika Batu Malang selanjutnya dilakukan pembuatan 

serbuk simplisia batang pepaya segar. Serbuk simplisia batang pepaya yang sudah 

jadi dilakukan uji kadar air dan dilakukan ekstraksi dengan berat sebanyak 220 g 

diekstraksi menggunakan metode soxhletasi. Pelarut yang digunakan untuk 

mengekstrak yaitu etanol 96% sebanyak 4.400 mL dan diperoleh ekatrak batang 

pepaya. Ektrak batang pepaya kemudian dilakukan fraksinasi yaitu aquadestilata, 

diklorometana dan n-heksan. Fraksi yang diperoleh skrining fitokimia meliputi 

flavonoid, saponin dan tanin. Kemudian dilakukan uji aktivitas antibakteri 

terhadap S.aureus ATCC 25923 dengan konsentrasi 5%, 10% dan 15%  

menggunakan metode difusi dan diperoleh daya nilai hambat terbaik. Daya 

hambat tersebut dilakukan uji dilusi untuk mengetahui nilai KHMnya. Proses 

akhir analisis hasil dengan menggunakan aplikasi SPSS 16. 
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3.10. Analisis Statistika  

Data hasil penelitian aktivitas antibakteri fraksi batang pepaya terhadap 

pertumbuhan bakteri S.aureus ATCC 25923 dilakukan analisis menggunakan 

program SPSS 16 untuk melihat apakah fraksi batang pepaya mampu 

mengahambat bakteri S.aureus ATCC 25923. Pengolahan data dapat dilakukan 

sebagai berikut: 

3.11.1. Uji normalitas data 

Uji normalitas data merupakan uji untuk dihasilkan mengukur apakah data 

mempunyai distribusi normal, sehingga dapat digunakan dalam statistik 

parametik. Penelitian ini menggunakan uji Shapiro wilk sebagai uji normalitas 

data. Apabila data tidak normal, pengujian dilanjutkan menggunakan Kruskal 

Wallis. 

Perumusan hipotesis: 

H0: Data berdistribusi normal 

H1: Data berdistribusi tidak normal 

Pengambilan keputusan:  

1) Jika p> 0,05 : maka H0 diterima 

2) jika p≤ 0,05 : maka H1 diterima  

3.11.2. Uji Kruskal Wallis 

Uji Kruskal Wallis ini memiliki tujuan untuk membandingkan tiga atau 

lebih kelompok data sampel. Uji ini digunakan ketika asumsi normalitas tidak 

terpenuhi atau nilai varians tidak sama (Vania, 2013).  

Perumusan hipotesis: 

H0: Data tidak berbeda bermakna 

H1: Data berbeda bermakna 

Pengambilan keputusan: 

1) Jika p ˃0,05; maka H0 diterima 

2) Jika p ≤0,05; maka H1 diterima 
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3.11.3. Uji Mann Whitney 

Uji Mann Whitney memiliki tujuan untuk menguji signifikansi hipotesis 

komparatif dua sampel. Dikatakan terdapat perbedaan bermakna jika nilai 

signifikansi p ≤0,05 dan sebaliknya apabila nilai signifikansi p ˃0,05 data tidak 

terdapat perbedaan bermakna. 

Perumusan hipotesis: 

H0: Tidak adanya perbedaan bermakna  

H1:  Adanya perbedaan bermakna 

Pengambilan keputusan: 

1) Jika p ˃0,05; maka H0 diterima 

2) Jika p ≤0,05; maka H1 diterima 

  

3.11. Kerangka Penelitian 

Kerangka penelitian digunkan untuk merancang kegiatan penelitian yang 

akan dilakukan meliputi subjek, variabel yang diteliti dan variabel yang 

mempengaruhi penelitian (Hidayat, 2003). 

 

  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Kerangka Penelitian 

Determinasi 

Simplisia 

Soxhletasi 

 
Ekstrak 

Fraksinasi 

 

 
Uji Antibakteri 

 

 Uji Dilusi Cair (KHM) 

 

 
Analisis Hasil 

 

 

Saponin 

 

Tanin 

 

Flavonoid 

 

Uji Skrining 

 

Uji Kadar Air 

 

Polar 

 
Semi Polar 

 
Non Polar 

 



45 
  

  
 

3.12. Diagram Skematik 

Diagram skematik digunakan untuk melihat gambaran kinerja pengujian 

sensitivitas antibiotik dengan metode difusi cakram 

 

 

 

Gambar 3.2 Diagram Skematik yang Menunjukkan Kinerja Pengujian 

Sensitivitas Antibiotik (metode Difusi Disk Cakram) 
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3.13. Jadwal Penelitian 

Tabel 3.1 Jadwal Kegiatan Penelitian 

N

o. 

JADWAL 

KEGIATAN 

Tahun TEMPAT  

Tahun 

2019 

Tahun 2020 

  8 9 1

0 

1 2 3 4 5 6 7 

1. Pengajuan judul √          STIKes Karya Putra 

Bangsa  

2. Studi literatur  √ √        STIKes Karya Putra 

Bangsa 

3. Persiapan 

Penelitian 

          Laboratorium Botani 

KPB 

 a. Determina

si tanaman 

   √       UPT Materia Medika 

Batu Malang, Jawa Timur 

 b. Pembuata

n 

simplisia 

   √       Laboratorium Botani 

KPB 

 c. Pembuata

n ekstrak 

     √     Laboratorium Botani 

KPB 

 d. Pembuata

n Fraksi 

      √    Laboratorium Botani 

KPB 

4.  Penelitian 

Laboratorium 

           

 a. Evaluasi 

simplisia 

     √     Laboratorium Botani 

KPB 

 b. Evaluasi 

Ekstrak 

     √     Laboratorium Botani 

KPB 

 c. Skrining 

fitokimia 

      √    Laboratorium Botani 

KPB 

 d. Uji 

aktivitas 

antibakteri  

      √ √   Laboratorium 

Mikrobiologi KPB 

5. Tahap 

Penyelesaian 

           

 a.  Pengolahan 

Data&Analisis 

Data 

        √   

 b. Penyusunan 

laporan Akhir 

         √ STIKes Karya Putra 

Bangsa 

 c. Pengumpulan 

laporan Akhir 

         √ STIKes Karya Putra 

Bangsa 
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BAB IV 

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

 

4.1. Determinasi Tanaman 

Determinasi tanaman pepaya dilakukan di Materia Medika, Batu. Hasil 

determinasi menunjukkan bahwa sampel yang digunakan adalah tanaman pepaya 

(Carica Papaya Lin.) dengan kunci determinasi sebagai berikut 1b-2b-3b-4b-6b- 

7b-9b-10b-11b-12b-13b-14a-15a-109b-119b-120b-121b-124b-125a-126a-1. 

Determinasi tanaman dapat dilihat di Lampiran 1. 

 

4.2. Uji Kadar Air Simplisia 

Uji kadar air simplisia dilakukan tujuannya untuk mengetahui besarnya 

kandungan air pada simplisia, terkait dengan kemurnian dan kontaminasi yang 

mungkin terjadi (Depkes RI, 2000). Kadar air pada simplisia tidak lebih dari 10% 

(Depkes RI, 2008).  Kadar air yang melebihi 10% dapat mengakibatkan mudah 

ditumbuhi mikroorganisme dan kadar air yang kurang dari 10% menyebabkan sel 

dalam keadaan mati, enzim tidak aktif sehingga bakteri dan jamur tidak tumbuh 

(Dyah, 2018). 

Tabel 4.1. Uji kadar air serbuk Carica Papaya Linn. 

Sampel Bobot Awal Bobot Akhir Hasil 

Batang Pepaya 

(Carica Papaya 

Linn.) 

10,01 g 9,23 g 7,79% 

Keterangan: A= bobot awal simplisia sebelum dioven 

                    B= bobot akhir simplisia setelah dioven 

Rumus Uji Kadar air (%) =   x 100% (Depkes RI, 2000). 

Hasil uji kadar air (Tabel 4.1.) memenuhi persyaratan yaitu 7,79%. Kadar 

air yang sesuai dengan syarat dapat mencegah pertumbuhan mikroorganisme 

sehingga simplisia batang pepaya dapat bertahan lama dalam penyimpanan. 

Perhitungan kadar air serbuk batang pepaya dapat dilihat pada Lampiran 4. 
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4.3. Uji Rendemen Ekstrak dan Fraksi 

Proses soxhletasi dilakukan menggunakan etanol 96% dengan sirkulasi 

sebanyak 4 kali dan hasil ekstrak kentalnya dilakukan uji rendemen. Uji rendemen 

ekstrak bertujuan untuk mengetahui banyaknya kandungan bioaktif pada tanaman. 

Rendemen ekstrak dihitung berdasarkan perbandingan antara berat akhir ekstrak 

dengan berat awal ekstrak dikalikan 100% (Febria et al., 2017). Porses dilanjutkan 

dengan fraksinasi yang bertujuan untuk mengetahui sifat kepolaran dari senyawa 

yang akan dipisahkan (Relani, 2016).  

Tabel 4.2. Uji Rendemen Ekstrak Batang Pepaya 

Sampel Bobot Simplisia Bobot Ekstrak Hasil 

Batang Pepaya (Carica 

Papaya Linn.) 

220 g 11,87 g 5,39% 

Hasil rendemen yang dihasilkan (Tabel 4.2.) yaitu sebesar 5,39%. Menurut 

Cahyadi et all, (2018) kualitas ekstrak berbanding terbalik dengan jumlah 

rendemen yang dihasilkan, semakin tinggi nilai rendemen semakin rendah mutu 

yang didapatkan sehingga ekstrak batang pepaya yang dihasilkan sudah 

memenuhi persyaratan. Perhitungan rendemen ekstrak batang pepaya dapat dilihat 

pada Lampiran 4.  

Tabel 4.3. Uji Rendemen Fraksi Batang Pepaya 

Sampel Bobot Ekstrak Bobot Fraksi Hasil 

Fraksi  

Aquadestilata  

Fraksi  DCM  

Fraksi n-heksan  

5 g 

 

5 g 

5 g 

3,26 g 

 

0,11 g 

0,30 g 

65,32% 

 

2,32% 

6,06% 

Hasil rendemen dari ketiga fraksi berbeda. Menurut Febria et al. (2017) 

semakin besar rendemen yang dihasilkan semakin banyak komponen bioaktif 

yang terkandung didalamnya. Hasil rendemen fraksi (Tabel 4.3.) yang paling baik 

yaitu pada fraksi aquadestilata sebesar 65, 32% sehingga dapat dikatakan bahwa 

hasil tersebut memenuhi persyaratan. Pelarut yang berbeda dapat melarutkan 

senyawa yang berbeda sehingga jumlah fraksi yang dihasilkan juga berbeda 

(Oeiyano et al., 2019). Hal ini dikarenakan kekuatan kepolaran antar pelarut 

berbeda, diketahui aquadestilata lebih polar dibandingkan pelarut lainnya 

sehingga senyawa yang polar akan cenderung larut didalam fraksi aquadestilata 
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dan senyawa yang kurang polar akan laut dalam pelarut lainnya (Obenu, 2019). 

Perhitungan rendemen fraksi batang pepaya dapat dilihat pada Lampiran 4. 

 

4.4. Skining Fitokimia 

Skrining fitokimia pada ekstrak dan fraksi batang pepaya bertujuan untuk 

memastikan keberadaan seyawa metabolit sekunder yang terkandung didalam 

batang papaya (Huda et al., 2019). Senyawa yang diuji yaitu flavonoid, saponin 

dan tanin. 

Tabel 4.4.  Uji Skrining Fitokimia Ekstrak dan Fraksi Batang Pepaya 

Golongan 

Senyawa 

Pereaksi Perubahan Warna Hasil 

Flavonoid 

Saponin 

Tanin 

Mg + HCl Pekat 

Fraksi+Aquadest 

Etanol 70%+FeCl3 1% 

Jingga Orange 

Busa 

Hijau Kehitaman 

+ 

+ 

+ 
Keterangan: (+) = terdapat senyawa, (-) = tidak terdapat senyawa 

 
(a1) 

 
(a2) 

 
(a3) 

 
(b1) 

 
(b2) 

 
(b3) 

Gambar 4.1. Uji Skrining  
 

Keterangan: a1= Uji Ektrak Flavonoid  b1= Uji Fraksi Flavonoid 

       a2= Uji Ektrak Saponin   b2= Uji Fraksi Saponin 

       a3= Uji Ektrak Tanin   b3= Uji Fraksi Tanin 
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4.4.1. Uji Flavonoid 

Hasil dari uji flavonoid pada ekstrak dan fraksi (Gambar 4.1.) yaitu (+) 

mengandung flavonoid dengan ditunjukan adanya perubahan warna menjadi 

jingga orange. Menurut Huda et al. (2019) terbentuknya warna merah, orange, 

atau hijau pada lapisan etanol menunjukkan adanya flavonoid. Warna jingga 

orange pada lapisan etanol terjadi akibat reduksi dengan Mg dan HCL pekat 

sehingga membentuk senyawa komplek yang berwarna merah (Oktaviana, 2018).  

4.4.2. Uji Saponin 

Hasil dari uji saponin (Gambar4.1.) yaitu (+) mengandung saponin dengan 

ditunjukan adanya busa yang stabil. Terbentuknya busa yang stabil menunjukkan 

positif terdapat saponin (Alamsyah et al., 2014). Busa yang ditimbulkan pada 

ekstrak dan fraksi batang papaya karena adanya kombinasi struktur senyawa 

penyusun saponin yaitu sapogenin non polar dan rantai polar yang larut dalam air 

sehingga membentuk busa (Latifah, 2016).  

4.4.3. Uji Tanin 

Hasil positif mengandung tanin ditunjukkan dengan terbentuknya warna 

hitam kebiruan atau hijau (Huda et al., 2019). Hasil dari uji tanin (Gambar 4.1.) 

yaitu (+) mengandung tanin dengan ditunjukkan dengan adanya perubahan warna 

menjadi hijau kehitaman. Terbentuknya senyawa hijau kehitaman pada ekstrak 

dan fraksi batang pepaya dikarenakan tanin membentuk senyawa komplek dengan 

ion Fe3+ (Harborne, 2006). 

 

4.5. Uji Identifikasi Bakteri 

Identifikasi bakteri bertujuan untuk megetahui bakteri yang digunakan 

adalah bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 yang berasal dari UESBE 

Laboratorium Iso Universitas Setia Budi yang sudah bersertifikat dengan 

menggunakan metode pewarnaan, koagulasi, katalase dan goresan. Sertifikat 

bakteri dapat dilihat pada Lampiran 2. 

Uji Pewarnaan Gram bertujuan untuk megelompokkan bakteri menjadi 2 

yaitu bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif. Hasil uji pewarnaan bakteri 
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Staphylococcus aureus ATCC 25923 dapat dinyatakan positif apabila berwarna 

ungu, berbentuk bulat dan bergerombol seperti buah anggur ketika diamati di 

bawah mikroskop (Anggraini, 2018). Uji koagulase bertujuan untuk mengetahui 

kemampuan bakteri menghasilkan enzim koagulase. Koagulase merupakan 

protein ekstraseluler yang dihasilkan oleh S.aureus ATCC 25923. Hasil uji 

koagulasi bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 dapat dinyatakan positif 

apabila terdapat gumpalan plasma atau clot pada dasar tabung (Krishna, 2013). 

 
Uji Pewarnaan 

 
Uji Koagulasi 

 
Uji Katalase 

 
Uji Goresan 

Gambar 4.2. Uji Identifikasi Bakteri 

Uji Katalase bertujuan untuk membedakan antara staphylococcus dan 

streptococcus, dimana kelompok staphylococcus bersifat katalase positif.  Semua 

galur staphylococcus adalah katalase positif. Hasil uji katalase dapat dinyatakan 

positif apabila terdapat gelembung udara (Suhartanti et al., 2010). Hasil goresan 

bertujuan untuk pengamatan morfologi bakteri S.aureus ATCC 25923 

menggunakan Vogel Johnson Agar (VJA). Hasil goresan positif ditunjukkan 

dengan adanya koloni dengan warna hitam dan medium di sekitar koloni 

berwarna kuning. Koloni warna hitam karena bakteri S.aureus ATCC 25923 dapat 

mereduksi tellurit dan medium di sekitar koloni berubah menjadi kuning karena 

bakteri S.aureus ATCC 25923 dapat memfermentasi manitol menjadi asam 

sehingga warna merah berubah menjadi kuning (Jawetz et al., 2012). 

 

4.6. Uji Aktivitas Antibakteri Fraksi Batang Pepaya 

Uji aktivitas antibakteri fraksi batang pepaya dilakukan untuk mengetahui 

adanya aktivitas antibakteri fraksi batang pepaya terhadap bakteri Staphylococcus 

aureus ATCC 25923. Metode yang digunakan yaitu metode difusi dan dilusi. 
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4.6.1. Uji Difusi 

Uji difusi bertujuan untuk melihat ada daya hambat dalam fraksi batang 

pepaya, dengan ditandai terbentuknya daerah jernih di sekitar cakram (Anggraini, 

2018). Kontrol positif yang digunakan adalah kapsul klindamisin 0,01% 

sedangkan kontrol negatif yang digunakan adalah pelarut yang sesuai dengan 

masing-masing fraksi. 

 
Fraksi Aquadestilata 

 
Fraksi Diklorometana 

 
Fraksi n-Heksan 

Gambar 4.3. Uji Aktivitas Antibakteri Fraksi Batang Pepaya 

Tabel 4.5.  Diameter Zona Hambat Uji Difusi 

Sampel Diameter Zona 

Hambat (mm) 

Rata-rata ± 

Standart Deviasi 

Replikasi 

1 2 3 

Ekstrak 5% 16 17 16 16,33 ± 0,47 

Ekstrak 10% 18 18 18 18,00 ± 0,00 

Ekstrak 15% 20 20 20 20,00 ± 0,00 

Kontrol Positif Ekstrak 27 27 27 27,00 ± 0,00 

Kontrol Negatif Ekstrak 0 0 0 0 ± 0,00 

Fraksi Aquadestilata 5% 20,3 20,6 21 20,63 ± 0,28 

Kontrol Positif Aquadestilata 26,6 27,3 27,3 27,06 ± 0,32 

Kontrol Negatif Fraksi Aquadestilata 0 0 0 0 ± 0,00 

Fraksi Diklorometana 5% 18 18 17,6 17,86 ± 0,18 

Kontrol Positif Fraksi Diklorometana 27 26,6 27,3 26,96 ± 0,28 

Kontrol Negatif Fraksi Diklorometana 0 0 0 0 ± 0,00 

Fraksi n-Heksan 5% 15 15 16 15,33 ± 0,47 

Kontrol Positif Fraksi n-Heksan 26,6 26 27 26,53 ± 0,41 

Kontrol Negatif  Fraksi n-Heksan 0 0 0 0 ± 0,00 
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Gambar 4.4. Rata-rata Diameter Zona Hambat 

Berdasarkan hasil pengujian aktivitas antibakteri (Tabel 4.5.) ekstrak dan 

fraksi batang papaya memiliki aktivias antibakteri terhadap Staphylococus aureus 

ATCC 25923 ditunjukkan dengan adanya daerah jernih disekitar kertas cakram. 

Hasil zona hambat semua kontrol negatif memiliki rata-rata sebesar 0±0,00 mm. 

Hal ini menunjukkan bahwa aktivitas antibakeri yang dihasilkan berasal dari 

aktivitas fraksi batang papaya. Hasil dari klindamisin 0,01% yang digunakan 

sebagai kontrol positif, semua memiliki zona hambat yang masuk dalam kategori 

sangat kuat. Klindamisin bekerja sebagai antibakterial dengan mengahambat 

sintesis protein bakteri (Muchtaromah, 2016).  

Hasil zona hambat pada fraksi aquadestilata (Gambar 4.4.) memiliki rata-

rata 20,63±0,28 mm masuk dalam kategori sangat kuat, fraksi diklorometana 

memiliki zona hambat rata-rata 17,86±0,18 mm masuk dalam kategori kuat dan 

fraksi n-heksan memiliki zona hambat rata-rata 15,33±0,47 mm masuk dalam 

kategori kuat. Hasil dari masing-masing sampel menunjukkan data yang berbeda-



54 
  

  
 

beda sehingga dilakukan uji normalitas data untuk mengetahui apakah data 

tersebut berdistribusi normal. Nilai uji normalitas data menggunakan Shapiro Wilk 

didapatkan hasil nilai p = 0,000 (p ≤0,05) yang berarti data tidak berdistribusi 

normal. Ketidaknormalan data tersebut dikarenakan perbedaan variansi data yang 

yang jauh. Pengujian dilanjutkan pada uji nonparametrik Kruskal Wallis. Hasil uji 

normalitas data dapat dilihat pada Lampiran 7. Hasil uji Kruskal Wallis 

didapatkan nilai p = 0,000 (p ≤0,05) yang berarti terdapat perbedaan bermakna 

pada diameter zona hambat terhadap Staphylococcus aureus ATCC 25923 dari 

kelompok perlakuan ekstrak dan fraksi batang pepaya. Hasil Kruskal Wallis dapat 

dilihat pada Lampiran 7.  

Tabel 4.6.  Hasil Uji Mann Whitney  

Kelompok Perlakuan Analisis  dengan Uji Mann Whitney 

Fraksi 

Aquadestilata 

Fraksi 

Diklorometana 

 Fraksi n-

Heksan 

Ekstrak 

5% 

Fraksi Aquadestilata  0,046* 0,046* 0,046* 

Fraksi 

Diklorometana  

0,046*  0,043* 0,043* 

Fraksi n-Heksan 0,046* 0,043*  0,099 

Ekstrak 5% 0,046* 0,043* 0,099  
Keterangan:* p≤ 0,05 

Pengujian dilanjutkan uji Mann Whitney untuk mengetahui adanya 

perbedaan bermakna antara dua kelompok perlakuan. Uji aktivitas antibakteri 

fraksi batang papaya yang memiliki zona hambat paling aktif adalah pada fraksi 

aquadestilata (Gambar 4.3.) yang ditandai dengan diameter zona hambat paling 

besar. Fraksi aquadestilata memiliki zona hambat paling besar dibandingkan 

dengan fraksi diklorometana dan fraksi n-heksan. Berdasarkan uji Mann Whitney 

nilai Asymp.Sig fraksi aquadestilata sebesar p= 0,046 yang berarti fraksi 

aquadestilata berbeda bermakna dengan kedua fraksi lainnya. Hal ini karena 

fraksi aquadestilata diduga mampu menarik senyawa-senyawa yang bersifat polar 

seperti flavonoid, saponin dan tanin (Gazali et al., 2019). Menurut Tiwari et al. 

(2011) mekanisme kerja flavonoid sebagai antibakteri yaitu dengan membentuk 

ikatan kompleks dinding sel bakteri dan mengikat adesin dan mekanisme kerja 

tanin yaitu mengganggu transport protein pada lapisan dalam sel bakteri sehingga 
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menyebabkan kematian pada bakteri. Menurut Godstime et al. (2014) mekanisme 

kerja dari saponin sebagai antibakteri yaitu mengubah permeabilitas dinding sel 

bakteri dan menyebarkan toksisitas pada jaringan bakteri sehingga morfologi sel 

menjadi berubah dan sel megalami pelisisan. Komponen bioaktif seperti 

flavonoid, tannin dan saponin rusak pada suhu diatas 60oC (Wayan, 2017). 

Fraksi diklorometana memiliki zona hambat yang lebih besar dibandingkan 

fraksi n-heksan dan berdasarkan uji Mann Whitney nilai Asymp.Sig fraksi 

diklorometana yaitu p= 0,043 yang berarti fraksi diklorometana berbeda bermakna 

dengan fraksi n-heksan. Hal ini diduga karena fraksi diklorometana mampu 

menarik senyawa-senyawa bersifat lebih semipolar dalam batang pepaya, akan 

tetapi jika dibandingkan dengan fraksi aquadestilata, fraksi diklorometana 

memiliki zona hambat yang lebih kecil. Hal ini terjadi karena diklorometana 

bersifat mudah menguap sehingga tidak mampu bekerja secara optimum. Menurut 

Aziz et al. (2016) mengatakan bahwa proses penguapan dapat berpengaruh 

terhadap pelarut diklorometana. Fraksi n-heksan memiliki zona hambat yang 

paling kecil dibandingkan dengan fraksi lainnya hal ini dikarenakan fraksi n-

heksan bersifat nonpolar sehingga diduga hanya menarik senyawa-senyawa yang 

bersifat nonpolar dalam fraksi batang papaya (Romandanu et al., 2014). 

Tabel 4.7.  Uji Mann Whitney Ekstrak & Fraksi Yang Mendekati Kontrol Positif 

Kelompok Rata-rata Asymp.Sig. 

Ekstrak 5% 16,33 0,034* 

Fraksi Aquadestilata  20,63 0,046* 

Fraksi Diklorometana 17,86 0,046* 

Fraksi n-Heksan 15,33 0,046* 

Keterangan:* p≤ 0,05 

Analisis statistik juga dilanjutkan untuk mengetahui perbedaan antara 

ekstrak dan fraksi dengan klindamisin 0,01%. Hasil uji Mann Whitney (Tabel 4.7.) 

menunjukkan bahwa kontrol positif klindamisin 0,01% berbeda bermakna dengan 

ekstrak 5% dan semua fraksi. Hal ini dibuktikan dengan tidak satupun nilai 

Asymp.Sig yang p˃ 0,05 (semua nilai p≤ 0,05) hal ini dikarenakan klindamisin 

merupakan suatu bahan kimia yang telah terbukti dapat membunuh atau 
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menghambat pertumbuhan bakteri sehingga untuk menyetarakan zona hambat 

fraksi dengan antibiotik klindamisin dibutuhkan konsentrasi fraksi batang papaya 

lebih tinggi. Hasil uji Mann Whitney dapat dilihat pada Lampiran 7. 

4.6.2. Uji Dilusi 

Hasil uji difusi fraksi teraktif dilanjutkan uji dilusi cair. Uji dilusi cair 

merupakan suatu metode yang bertujuan untuk mengukur Konsentrasi Hambat 

Minimum (KHM) dari fraksi aquadestilata batang papaya (Pratiwi, 2008). Uji 

dilusi ini dilakukan dengan menggunakan metode visual dan spektrofotometer 

Uv-Vis.  

 
(a) 

 
(b) 

Gambar 4.5. Hasil Uji Dilusi 

Keterangan: (a) = Konsentrasi 5%; 2,5%; 1,25%; 0,625%; 0,312% 

       (b) = Konsentrasi 0,156%; 0,078%; 0,039%; 0,019%; 0,009% 

 

Hasil pengamatan (Gambar 4.5.) nilai KHM secara visual dari fraksi 

aquadestilata yaitu pada konsentrasi 1,25%. Pada pengamatan ini memiliki 

kekurangan karena mata manusia tidak dapat membedakan sel bakteri mati dan sel 

bakteri yang hidup sehingga dapat bersifat subjektif. Pengujian dilanjutkan 

menggunakan spektrofotometrer Uv-Vis pada panjang gelombang 343 nm 

(Lolongan et al.,2016).  Pada konsentrasi 5% dan diikuti konsentrasi 1,25% 

sampai 0,312% terjadi penurunan nilai absorbansi. Pada konsentrasi 0,156% 

sampai akhir terjadi kenaikan nilai absorbansi sehingga hasil nilai KHM dapat 

ditetapkan pada konsentrasi 0,312% ditandai dengan penurunan nilai absorbansi 

yang paling akhir. Pada konsentrasi 2,5% terjadi kenaikan nilai absorbansi. 

Konsentrasi 2,5% merupakan konsentrasi yang lebih tinggi dari pada konsentrasi 

1,25% yang seharusnya dapat menghambat bakteri. Kenaikan nilai absorbansi 

tidak sepenuhnya terjadi karena pertumbuhan bakteri, tetapi dapat dipengaruhi 
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oleh kepekatan konsentrasi yang lebih tinggi, sehingga dapat memengaruhi 

penyerapan cahaya oleh sel bakteri yang mati. Kekurangan menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis yaitu cahaya yang diserap tidak dapat membedakan 

antara sel-sel bakteri mati dan yang hidup (Warokka et al., 2016). Tabel 

pengamatan secara visual dan spektrovotometer Uv-Vis dapat dilihat pada 

Lampiran 6. 
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 BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1. Kesimpulan 

Berdasarkan hasil dan pembahasan dalam penelitian ini dapat diambil 

kesimpulan sebagai berikut:  

1. Fraksi aquadestilata, diklorometana dan n- heksan batang papaya 

memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 yang ditandai dengan adanya zona hambat pada media 

2. Fraksi aquadestilata batang pepaya memiliki zona hambat paling aktif 

sebagai antibakteri terhadap Staphylococcus aureus ATCC 25923 dengan 

diameter zona hambat sebesar 20 mm karena fraksi aquadestilata mampu 

menarik senyawa-senyawa yang bersifat polar 

3. Kadungan kimia yang masih aktif dalam fraksi batang papaya yaitu 

saponin, flavonoid dan tanin sebagai antibakteri terhadap Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 dan nilai KHM fraksi aquadestilata yaitu 0,312% 

5.2. Saran 

1. Perlu dilakukann penelitian lebih lanjut tentang isolasi senyawa dalam 

fraksi teraktif batang papaya.  

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang senyawa yang masih aktif 

dalam fraksi teraktif  batang papaya menggunakan Kromatografi Lapis 

Tipis 

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang uji aktivitas menggunakan 

metode Konsentrasi Bunuh Minimum 
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Lampiran 1. Hasil Determinasi Carica papaya L. 

Lampiran 2. Dokumentasi Penelitian 

1. Pembuatan Ekstrak dan Fraksi 

    

Pengambilan 

Batang pepaya 

Pengecilan 

Ukuran Partikel 

Pengayakan 

Simplisia 

Proses Soxhletasi 
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Proses Pengentalan Ekstrak Kental 

Batang Pepaya 

Fraksinasi Batang 

Pepaya 

Fraksi Kental 

Batang Pepaya 

2. Skrining Fitokimia 

‘  

Sebelum 

perlakuan 

Uji Flavonoid 

 
Sesudah 

perlakuan 

Uji Flavonoid 

 
Sebelum 

perlakuan 

Uji Saponin 

 
Sesudah 

perlakuan 

Uji Saponin 

 
Sebelum 

Perlakuan 

Uji Tanin 

 
Sesudah 

perlakuan 

Uji Tanin 

3. Pembuatan Suspensi Bakteri 

 

0,5 Mc Farland 
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4. Identifikasi Bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 
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5. Uji Aktivitas Fraksi Batang Pepaya 

 
Fraksi Aquadestilata 

Replikasi I 

 
Fraksi Aquadestilata 

Replikasi II 

 
Fraksi Aquadestilata 

Replikasi III 

 
Fraksi Diklorometana 

Replikasi I 

 
Fraksi Diklorometana 

Replikasi II 

 
Fraksi Diklorometana 

Replikasi III 

 
Fraksi n-Heksan 

Replikasi I 

 
Fraksi n-Heksan 

Replikasi II 

 
Fraksi n-Heksan 

Replikasi III 
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6. Uji KHM Menggunakan Metode Dilusi 

 
5%-0,312% 

 
0,156%-0,009% 

 
K(+) & K (-) 

 
Spektrofotometer Uv-

Vis N4S 

 

Lampiran 3. Perhitungan Pembuatan Media Pertumbuhan Bakteri 

1. Pembuatan Nutrient Broth (NB) 

Gram =  X Volume 

                      =   X 10 mL 

                      = 0,08 g 

2. Pembuatan Nutrient Agar (NA) 

Gram =  X Volume 

                      =  X Volume 

                      = 0,2 g 

3. Perhitungan Larutan Stok Dilusi 

Konsentrasi 5%  = 5 g/100 mL 

Konsentrasi 5%   = 0,5 g/10 mL 

Konsentrasi 2,5%  = V1 x C1 = V2 x C2 

    = 0,5 x (50%) = 1 x C2 

  C2  = 2,5% 

Konsentrasi 1,25%  = V1 x C1 = V2 x C2 

    = 0,5 x (25%) = 1 x C2 

  C2  = 1,25% 
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Konsentrasi 0,625%  = V1 x C1 = V2 x C2 

    = 0,5 x (0,625%) = 1 x C2 

  C2  = 0,625% 

Konsentrasi 0,312%  = V1 x C1 = V2 x C2 

    = 0,5 x (0,625%) = 1 x C2 

  C2  = 0,312% 

Konsentrasi 0,156%  = V1 x C1 = V2 x C2 

    = 0,5 x (0,312%) = 1 x C2 

  C2  = 0,156% 

Konsentrasi 0,078%  = V1 x C1 = V2 x C2 

    = 0,5 x (0,156%) = 1 x C2 

  C2  = 0,078% 

Konsentrasi 0,039%  = V1 x C1 = V2 x C2 

    = 0,5 x (0,078%) = 1 x C2 

  C2  = 0,039% 

Konsentrasi 0,019%  = V1 x C1 = V2 x C2 

    = 0,5 x (0,039%) = 1 x C2 

  C2  = 0,019% 

Konsentrasi 0,009%  = V1 x C1 = V2 x C2 

    = 0,5 x (0,019%) = 1 x C2 

  C2  = 0,009% 

Lampiran 4. Perhitungan Hasil 

1. Penetapan Kadar Air Simplisia 

Sampel Bobot Awal Bobot Akhir Hasil 

Batang Pepaya 

(Carica 

Papaya 

Lin.) 

10,01 g 9,23 g 7,79% 
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x 100% 
Bobot ekstrak 

Bobot simplisia 
Rumus % Rendemen = 

x 100% 
Bobot fraksi 

Bobot ektrak 
Rumus % Rendemen = 

 

Kadar air =  x 100% 

                = 7,79% 

2. Rendemen Batang Pepaya 

 Rendemen Ekstrak 

Sampel Bobot 

Simplisia 

Bobot Ekstrak Hasil 

Batang Pepaya 

(Carica Papaya 

Lin.) 

220 g 11,87 g 5,39% 

 

 Rendemen Ekstrak =  x 100% 

                                          = 5,39% 

 Rendemen Fraksi 

Sampel Bobot Ekstrak Bobot Fraksi Hasil 

Fraksi  

Aquadest 

Batang Pepaya 

Fraksi  DCM 

Batang Pepaya 

Fraksi n-

heksan Batang 

Pepaya 

5 g 

 

5 g 

 

5 g 

3,26 g 

 

0,11 g 

 

0,30 g 

65,32% 

 

2,32% 

 

6,06% 

Rendemen Fraksi Aquadestilata =  x 100% 

                                                    = 65,32% 

Rendemen Fraksi Diklorometana =  x 100% 

                                                      = 2,32% 

Bobot awal 
Rumus % Kadar Air = 

Bobot awal−Bobot akhir 
x 100%
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Rendemen Fraksi n-Heksan =  x 100% 

                                             = 6,06% 

Lampiran 5. Hasil Orientasi Klindamisin 

Sampel Zona Hambat (mm) 

Konsentrasi 0,0025% 

Konsentrasi 0,005% 

Konsentrasi 0,01% 

26 

18 

13 

 

Lampiran 6.Hasil Uji Dilusi 

1. Hasil Pengamatan Secara Visual 

Nomor 

Tabung 

Konsentrasi Fraksi 

Batang pepaya 

Hasil 

Replikasi I Replikasi II Replikasi III 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

K(-) 

5% 

2,5% 

1,25% 

0,625% 

0,312% 

0,156% 

0,078% 

0,039% 

0,019% 

0,009% 

K(+) 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
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2. Hasil pengujian Menggunakan metode Spektrofotometer Uv-Vis 

 

Fraksi 

(%) 

Hasil Absorbansi 

(nm) 

Ket. 

Replikasi I Replikasi II Replikasi III Rata-rata 

(a) (b) (a) (b) (a) (b) (a) (b) 

5% 0,505 0,216 0,612 0,051 0,560 0,065 0,553 0,332 Turun 

2,5% 0,101 4,000 0,278 0,233 0,405 0,325 0,261 1,159 Naik 

1,25

% 

0,456 0,253 0,489 0,103 0,370 0,385 0,438 0,247 Turun 

0,625

% 

0,325 0,238 0,270 0,208 0,118 0,090 0,237 0,178 Turun 

0,312

% 

0,231 0,148 0,350 0,385 0,284 0,172 0,288 0,235 Turun 

0,156

% 

0,347 0,533 0,388 0,507 0,296 0,512 0,343 0,517 Naik 

0,078

% 

0,291 0,389 0,472 0,434 0,496 0,501 0,419 0,441 Naik 

0,039

% 

0,191 0,215 0,267 0,275 0,322 0,455 0,260 0,315 Naik 

0,019

% 

0,214 0,475 0,210 0,366 0,259 0,382 0,227 0,407 Naik 

0,009

% 

0,550 0,769 0,132 0,294 0,870 0,567 0,517 0,543 Naik 

K(+) 1,021 4,000 1,256 1,343 1,289 1,463 1,188 2,268 Naik 

K(-) 1,430 1,395 1,433 1,405 1,416 1,387 1,426 1,395 Turun 

Keterangan: (a) : Perlakuan sebelum inkubasi 

       (b) : Perlakuan sesudah inkubasi 

 

Lampiran 7. Hasil Analisis 

1. Tabel Input Uji Aktivitas Antibakteri 
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2. Uji Normalitas 

 

3. Uji Kruskal Wallis 

 

4. Uji Mann Whitney 

a. Kontrol Positif Fraksi Aquadestilata dan Kontrol Negatif  Fraksi 

Aquadestilata 
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b. Kontrol Positif Fraksi Aquadestilata dan Fraksi Aquadestilata 

 

c. Kontrol Negatif Fraksi Aquadestilata dan Fraksi Aquadestilata 

 

d. Kontrol Positif Fraksi Diklorometana dan Kontrol Negatif  Fraksi 

Diklorometana 
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e. Kontrol Positif Fraksi Diklorometana dan Fraksi Diklorometana 

 

f. Kontrol Negatif Fraksi Diklorometana dan Fraksi Diklorometana 

 

g. Kontrol Positif Fraksi n-heksan dan Kontrol Negatif  Fraksi n-heksan 
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h. Kontrol Positif Fraksi n-heksan dan Fraksi n-heksan 

 

i. Kontrol Negatif Fraksi n-heksan dan Fraksi n-heksan 

 

j. Kontrol Positif Ekstrak 5% dan Kontrol Negatif Ekstrak 5% 

 

k. Kontrol Positif Ekstrak 5% dan Ekstrak 5% 
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l. Kontrol Negatif Ekstrak 5% dan Ekstrak 5% 

 

m. Fraksi Aquadestilata dan Fraksi Diklorometana 

 

n. Fraksi Aquadestilata dan Fraksi n-heksan 

 

o. Fraksi Aquadestilata dan Ekstrak 5% 
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p. Fraksi Diklorometana dan Fraksi n-heksan 

 

q. Fraksi n-heksan dan Ekstrak 5% 
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Lampiran 8. Alur Prosedur Kerja 

1. Pembuatan Fraksi Batang Pepaya 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Batang pepaya 

 

Serbuk Batang pepaya 

 

Filtrat 

 

Ampas 

 
Ekstrak Kental 

 

Fraksi Aquadest 

 

Fraksi n-Heksan 

 

Fraksi Aquadest 

 

 

 

Fraksi Diklorometana 

 

Uji Aktivitas Antibakteri Terhadap Bakteri S.aureus 

 

Dicuci, dikeringkan dalam oven 

suhu 50oC diblander dan diayak 

dengan ayakan 80 mesh 

Disoxhletasi dengan etanol 

96% 

Dipekatkan dengan waterbatt suhu 50oC 

Dipekatkan 

dengan 

suhu 50oC 

 

Dipekatkan 

dengan 

suhu 50oC 

 

Dipekatkan 

dengan 

suhu 50oC 

 

Dilarutkan dengan Aquadest + 

n-heksan dalam corong pisah. 

Replikasi 3x 
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2. Pengujian Antibakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 

 

  

 

 

 

3. Pembuatan Suspensi Bakteri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak batang 

Pepaya 
Fraksi Aquadestilata 

Fraksi Diklorometana 

Fraksi n-Heksan 
Orientasi Zona 

Hambat 

Konsentrasi 

5%,10%,15% 

Didapatkan Fraksi 

Teraktif 

Pengukuran Zona 

Hambat Konsentrasi 

5% 

Uji Dilusi 

Menentukan KHM 

 

Biakan Bakteri 

S.aureus 

Disetarakan dengan 

0.5 Mc Farland 

Uji Difusi Uji Dilusi 

Diambil biakan bakteri 

menggunakan Use dan 

diinkubasi selama 24 jam pada 

suhu 37oC 
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4. Pengujian Fraksi Batang Pepaya 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

K- F 

K+ 

Zona Hambat 

Suspensi bakteri yang sudah 

disetarakan dengan Mc Farland 

S.aureus digoreskan 

pada media NA 

Kertas cakram ditetesi dengan antibakteri 

dan dimasukkan pada media sesuai fraksi. 

Diinkubasi selama 24 jam 

K+= Kontrol Positif    K- = Kontrol Negatif 

F = Fraksi Batang Pepaya sesuai fraksi 
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5. Penentuan nilai KHM 

 

 

 

 

         

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

5 

0,5 mL 

1 11 12 2 3 8 7 6 4 9 10 

0,5 mL 
Dibuang 

1 mL   0,5 mL 

Media NB 

Seluruh tabung dilakukan inkubasi pada suhu 37oC selama 24 

jam dan diamati kekeruhan tabung 

Dilanjutkan uji Spektrofotometer Uv-Vis untuk menentukan 

KHM 

Suspensi S.aureus 

Fraksi 

Aquadest 

Batang 

Pepaya 
0,5 mL 

1 mL 
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6. Proses Analisis Data 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan:        = Alur analisi data secara umum 

                           = Alur analisis data yang digunakan dalam penelitian ini 

Pengumpulan Data 

Uji Normalitas 

 

Homogenitas 

 

Uji Kruskal Wallis (Jika 

data tidak normal) 

 One Way Anova (Jika 

Data Normal) 

 

Hasil Analisis 

 

Uji Mann Whitney 

 


