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ABSTRACT

TOTAL PHENOLIC CONTENT, ANTIOXIDANT, AND
ANTIBACTERIAL TEST ETHYL ACETATE FRACTION OF
RAMBUTAN LEAVES (Nephelium lappaceum L.) USING THE Ultrasound-
Assisted Extraction METHOD

By
SUCI AINU SELLA

Background: In most cases, secondary metabolite compounds produced by plants
are used as targets for compound isolation in experiments to obtain certain
pharmacological effects. Rambutan leaves (Nephelium lappaceum L.) have
various pharmacological properties, including antibacterial and antioxidant
properties. The pharmacological properties of plants have been proven to be
influenced by the secondary metabolite compounds contained. Phenolic
compounds and flavonoids are compounds known to have antibacterial and
antioxidant activity. Many factors influence the type and amount of compounds in
the extract, such as method, solvent, temperature and extraction time. The
Ultrasound-Assisted Extraction method is used as a means of increasing the
efficiency of extracting desired compounds and is often used in the extraction of
thermolabile natural materials.

Method: This research began with extraction of rambutan leaves using the
Ultrasound-Assisted Extraction method and then continued with multilevel
fractionation to obtain the ethyl acetate fraction. The resulting ethyl acetate
fraction was tested for the secondary metabolite compounds contained, total
phenolic content, total flavonoid content, antioxidant activity using the DPPH
method, and antibacterial inhibitory power against the bacteria Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa using the cylindrical diffusion method.
Result: The secondary metabolite compounds contained in rambutan leaves are
saponins, alkaloids, phenolics, flavonoids, tannins and triterpenoids. Total
phenolic content 324,41 mg GAE/g. Total flavonoid content 145,82 mg QE/qg.
Effective consentration (1Cso) value 19,056 mg/L. The diameter of the inhibition
zone against Staphylococcus aureus bacteria at concentrations of 20%, 10%, 5%,
and 2.5% were 16.33 mm, 11.33 mm, 8 mm, and 4.16 mm, respectively. The
diameter of the inhibition zone against Pseudomonas aeruginosa bacteria starts at
a concentration of 20%, diameter of inhibition 7 mm.

Conclusion: The ethyl acetate fraction of rambutan leaves has good antioxidant
and antibacterial activity.

Keywords: Phenolic, flavonoid, antioxidant, antibacterial, rambutan leaves



ABSTRAK

PENGUJIAN TOTAL FENOLIK, ANTIOKSIDAN, DAN ANTIBAKTERI,
FRAKSI ETIL ASETAT DAUN RAMBUTAN (Nephelium lappaceum L.)
MENGGUNAKAN METODE Ultrasound-Assisted Extraction

Oleh
SUCI AINU SELLA

Latar Belakang: Senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan tanaman pada
sebagian besar kasus dijadikan target isolasi senyawa pada suatu percobaan untuk
mendapatkan efek farmakologis tertentu. Daun rambutan (Nephelium lappaceum
L.) memiliki berbagai sifat farmakologis di antaranya sebagai antibakteri dan
antioksidan. Sifat farmakologis tanaman telah terbukti dipengaruhi oleh senyawa
metabolit sekunder yang terkandung. Senyawa fenolik dan flavonoid merupakan
senyawa yang dikenal memiliki aktivitas antibakteri dan antioksidan. Banyak
faktor yang mempengaruhi jenis dan jumlah kandungan senyawa dalam ekstrak
seperti metode, pelarut, suhu, dan waktu ekstraksi. Metode Ultrasound-Assisted
Extraction digunakan sebagai sarana meningkatkan efisiensi ekstrak senyawa
yang diinginkan dan sering digunakan dalam ekstraksi bahan alam yang
thermolabile.

Metode: Penelitian ini diawali dengan ekstraksi daun rambutan menggunakan
metode Ultrasound-Assisted Extraction lalu dilanjutkan dengan fraksinasi
bertingkat untuk mendapatkan fraksi etil asetat. Fraksi etil asetat yang dihasilkan
diuji senyawa metabolit sekunder yang terkandung, kadar total fenolik, kadar total
flavonoid, aktivitas antioksidan metode DPPH, dan daya hambat antibakteri
terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa metode
difusi silinder.

Hasil: Senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam daun rambutan adalah
saponin, alkaloid, fenolik, flavonoid, tanin, dan triterpenoid. Kadar total fenolik
324,41 mg GAE/g. Kadar total flavonoid 145,82 mg QE/g. Nilai 1C5019,056
mg/L. Diameter zona hambat terhadap bakteri Staphylococcus aureus pada
konsentrasi 20%, 10%, 5%, dan 2,5% berturut-turut 16,33 mm, 11,33 mm, 8
mm, dan 4,16 mm. Diameter zona hambat terhadap bakteri Pseudomonas
aeruginosa dimulai pada konsentrasi 20% yaitu 7 mm.

Simpulan: Fraksi etil asetat daun rambutan memiliki aktivitas antioksidan dan
antibakteri yang baik.

Kata kunci: Fenolik, flavonoid, antioksidan, antibakteri, daun rambutan
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tumbuhan secara alami menghasilkan senyawa metabolit primer untuk
mendukung pertumbuhannya dan senyawa metabolit sekunder untuk
bertahan hidup menyesuaikan lingkungan ekologinya (Teoh, 2016).
Terdapat lebih dari 50.000 senyawa metabolit sekunder yang telah diketahui
dengan beberapa di antaranya menunjukkan potensi yang menjanjikan
sebagai zat aktif ramuan obat dan obat modern untuk meningkatkan
kesehatan manusia. Senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan tanaman
pada sebagian besar kasus dijadikan target isolasi senyawa pada suatu
percobaan untuk mendapatkan efek farmakologis tertentu seperti antioksidan
dan antibakteri serta efek farmakologis lainnya (Rusu et al., 2023; Teoh,
2016).

Beberapa penelitian telah dilakukan untuk mengidentifikasi komponen
gabungan dan sifat farmakologis rambutan (Nephelium lappaceum L.).
Senyawa geranin merupakan senyawa metabolit sekunder yang
menunjukkan kemampuan antioksidan yang kuat dalam tanaman rambutan
(Nephelium lappaceum L.) (Herndndez-Hernandez et al., 2019; Mendez-
Flores et al., 2018; Tsong et al., 2021). Studi sebelumnya telah menunjukkan
bahwa bahan kimia fenolik hadir di kulit buah rambutan. Senyawa fenolik
ini secara luas diakui sebagai zat bioaktif yang memiliki sifat farmakologis
seperti antibakteri, antikanker, antidiabetik, dan antiparasit yang luar biasa

(Mendez-Flores et al., 2018). Biji rambutan juga menunjukkan beberapa



aktivitas biologis, termasuk sifat antioksidan, antiproliferatif, antiinflamasi,

antiviral, dan antibakteri (Herndndez-Hernandez et al., 2019).

Hingga saat ini telah banyak agen antibakteri yang ditemukan untuk
melawan berbagai infeksi bakteri yang menyerang manusia. Meskipun telah
banyak penemuan agen antibakteri baru, bakteri patogen oportunistik salah
satunya Staphylococcus aureus, dan Pseudomonas aeruginosa  kerap
mengalami evolusi dan peningkatan jumlah bakteri yang resistensi terhadap
antibiotik. Hal ini menunjukkan bahwa penemuan alternatif pengganti
antibiotik masih sangat dibutuhkan (Heinzinger et al., 2023; Torres et al.,
2021). Penemuan senyawa antioksidan juga menarik secara ilmiah dan
penting untuk diperhatikan pada saat ini dikarenakan banyaknya manfaat
dalam pengaplikasian antioksidan di berbagai aspek farmakologi, kosmetik,
teknologi makanan, dan obat-obatan (Zehiroglu & Ozturk Sarikaya, 2019).

Berdasarkan kajian yang dilakukan oleh Barbosa-Pereira et al (2013)
kandungan ekstrak bergantung pada pemilihan pelarut serta kualitas sampel
bahan dan untuk memastikan produksi ekstrak memiliki sifat antioksidan
yang baik dan memenuhi standar untuk pengaplikasian di berbagai sektor
pangan, kosmetik dan obat-obatan sangat penting untuk melanjutkan ekstrak
ke proses purifikasi. Prosedur lanjutan ini bertujuan untuk menghilangkan
komponen inert dan komponen vyang tidak diinginkan sehingga
meningkatkan efektivitas antioksidan ekstrak sembari meminimalisir atribut
bau, warna, serta rasa yang tidak diinginkan (Joshua et al., 2020). Purifikasi
ekstrak atau pemurnian ekstrak dapat dilakukan dengan melanjutkan
ekstraksi ke tahap fraksinasi. Fraksinasi merupakan proses pemisahan
senyawa yang banyak digunakan dalam berbagai bidang seperti industri
farmasi, makanan, dan minyak. Biasanya fraksinasi digunakan untuk
memisahkan sampel menjadi beberapa fraksi yang berbeda (Al-Haj Ibrahim,
2019).



1.2

1.3

Berdasarkan uraian tersebut peneliti tertarik untuk melakukan penelitian

terkait besar kadar total senyawa fenolik terkandung, aktivitas antioksidan

dan antibakteri dari fraksi daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) pada

bakteri patogen Staphylococcus aureus, dan Pseudomonas aeruginosa.

Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah:

a.

Rendemen dari ekstrak dan fraksi etil asetat hasil ekstraksi daun
rambutan (Nephelium lappaceum L.) menggunakan metode Ultrasound-
Assisted Extraction.

Kandungan kimia dari fraksi etil asetat hasil ekstraksi daun rambutan
(Nephelium lappaceum L.) menggunakan metode Ultrasound-Assisted
Extraction.

Kadar total fenolik dari fraksi etil asetat hasil ekstraksi daun rambutan
(Nephelium lappaceum L.) menggunakan metode Ultrasound-Assisted
Extraction.

Aktivitas antioksidan dari fraksi etil asetat hasil ekstraksi daun rambutan
(Nephelium lappaceum L.) menggunakan metode Ultrasound-Assisted
Extraction.

Daya hambat antibakteri dari fraksi etil asetat hasil ekstraksi daun
rambutan (Nephelium lappaceum L.) menggunakan metode Ultrasound-

Assisted Extraction.

Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Adapun tujuan umum penelitian ini adalah mengetahui kadar total
senyawa fenolik, aktivitas antioksidan dan daya hambat antibakteri
dari fraksi etil asetat hasil ekstraksi daun rambutan (Nephelium

lappaceum L.) menggunakan metode Ultrasound-Assisted Extraction.



1.3.3 Tujuan Khusus

Berikut merupakan tujuan khusus penelitian ini:

a.

Mengetahui rendemen dari ekstrak dan fraksi etil asetat hasil
ekstraksi daun rambutan (Nephelium lappaceum L.)
menggunakan metode Ultrasound-Assisted Extraction.
Mengetahui kandungan kimia dari fraksi etil asetat hasil ekstraksi
daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) menggunakan metode
Ultrasound-Assisted Extraction.

Mengetahui kadar total fenolik dari fraksi etil asetat hasil
ekstraksi daun rambutan (Nephelium lappaceum L.)
menggunakan metode Ultrasound-Assisted Extraction.
Mengetahui aktivitas antioksidan dari fraksi etil asetat hasil
ekstraksi daun rambutan (Nephelium lappaceum L.)
menggunakan metode Ultrasound-Assisted Extraction.
Mengetahui daya hambat antibakteri dari fraksi etil asetat hasil
ekstraksi  daun rambutan (Nephelium lappaceum L.)

menggunakan metode Ultrasound-Assisted Extraction.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Bagi Peneliti

Diharapkan hasil penelitian ini akan meningkatkan wawasan,

informasi, dan minat peneliti dalam bidang farmasi bahan alam.

1.4.2 Bagi Peneliti lain

Diharapkan hasil penelitian ini dapat menjadi referensi untuk

penelitian lanjutan dan dasar untuk mengembangkan pengobatan

antibakteri alami serta pengembangan antioksidan berbasis daun

rambutan (Nephelium lappaceum L.).
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2.1 Rambutan (Nephelium lappaceum L.)

211

212

Taksonomi

Berdasarkan taksonomi yang dimilikinya, rambutan (Nephelium
lappaceum L.) diklasifikasikan sebagai berikut (Sukmandari et al.,
2017)

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Super divisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Subkelas : Rosidae

Orde : Sapindales

Family : Sapindaceae

Genus : Nephelium L.

Spesies : Nephelium lappaceum L.
Morfologi

Tanaman Rambutan (Nephelium lappaceum L.) ini merupakan
anggota famili Sapindaceae yang berasal dari daerah tropis termasuk
Indonesia, Cina, India, Australia, Malaysia, Meksiko, dan Thailand.

Asal muasal kata rambut dalam buah rambutan mengacu pada kulit



buah rambutan yang menyerupai “rambut” yang diambil dari bahasa
Melayu-Indonesia. Tanaman rambutan, umumnya dapat tumbuh
hingga ketinggian 12-20 meter. (Hegde et al., 2023). Daun dari
tanaman rambutan mempunyai 2-4 pasang petiolate atau tangkai daun
yang berselang-seling, dan bentuk daun menyirip. Ukuran daun
berkisar antara 5-28 cm dengan bentuk bulat telur hingga elips.
Tulang rusuk daunnya memiliki panjang 7-30 cm dan lebar 3-10 cm,
dengan tepi yang lengkap, sedangkan tangkai daunnya tebal dan
panjang 0,5-1 cm. Bunganya tergolong apetalous dan berukuran kecil
yaitu 2,5-5 mm. Tanaman rambutan bisa bersifat hermafrodit, jantan,
atau betina (Tripathi & Karunakran, 2013).

Buah rambutan memiliki kulit kasar, kemerahan, oranye, atau kuning
yang dilapisi rambut berdaging. Daging buah (aril) yang menempel
pada biji memiliki ketebalan 0,4-0,8 cm, transparan, berair, asam,
subasam, atau manis. Bijinya cukup lunak dan berukuran 2-3 cm
dengan bentuk lonjong pipih serta memiliki warna coklat mengkilap.
(Tripathi & Karunakran, 2013).

Gambar 1. Daun dan Buah Rambutan (Nephelium lappaceum L.) (Li et al., 2018)



2.1.3

214

Kandungan Senyawa

Tanaman rambutan (Nephelium lappaceum L.) mengandung berbagai
fitokonstituen seperti karbohidrat, alkaloid, steroid dan sterol,
glikosida, flavonoid, triterpenoid, tanin, protein dan asam amino serta
unsur esensial dalam kulitnya seperti Mn, Fe, Zn, Mg, K, Na, Ca.
Pada biji rambutan ditemukan asam lemak seperti oleat, arakidonat,
palmitat, stearat, gondoat, behenat, dan palmitoleat. Daging buah
rambutan ditemukan mengandung berbagai komposisi kimiawi seperti
protein, karbohidrat, kalsium, vitamin C, dan zat besi. Kulit rambutan
mengandung senyawa fenolik dan memiliki aktivitas antioksidan yang
tinggi (Monrroy et al.,, 2020; Nethaji et al., 2015; Perumal et al.,
2021).

Aktivitas Biologis

Berdasarkan kajian dan penelitian sebelumnya rambutan Nephelium
lappaceum L. diketahui memiliki sejumlah sifat farmakologis sebagai
berikut: Kulit rambutan memiliki sifat antioksidan yang dapat
menangkal radikal bebas yaitu senyawa geraniin yang merupakan
salah satu antioksidan potensial (Widowati et al., 2015). Radikal bebas
yang dapat menyebabkan kerusakan sel oksidatif dapat distabilkan
dengan antioksidan (Tsong et al., 2021) Kulit buah rambutan memiliki
sifat antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan aktif
Salmonella typhi berdasarkan uji pada ekstrak etanol kulit rambutan,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis, dan Pseudomonas
aeruginosa pada ekstrak air, eter, dan metanol. Komponen fenolik
primer yang ditemukan dalam ekstrak metanol kulit rambutan adalah
geraniin, ellagic acid, quercetin, rutin, dan chorilagin. Biji buah
rambutan juga memiliki sifat antibakteri untuk menghambat
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Streptococcus pyogenes , dan Pseudomonas aeruginosa (Phuong et



al., 2020). Kandungan fitokimia dalam tanaman rambutan seperti
flavonoid, tanin, polifenol, kuersetin, katekin, dan epigallocatechin
gallate mencegah penyerapan glukosa, yang pada gilirannya
merangsang pelepasan insulin sehingga menurunkan kadar glukosa
darah. Kapasitas geraniin untuk menghentikan pembentukan
menyebabkan kemampuannya menurunkan kadar glukosa darah
(Muhtadi et al., 2015).

Pada tikus yang diberi aloksan, ekstrak etanol kulit buah rambutan dan
durian dapat menurunkan kadar glukosa darah. Ekstrak etanol kulit
buah rambutan mengandung epigallocatechin gallate, quercetin, dan
geraniin, yang semuanya menunjukkan aktivitas antihiperglikemia
(Muhtadi et al., 2016). Berdasarkan kajian oleh Khaizil et al. (2013)
ekstrak kulit rambutan ditemukan memiliki dampak antiproliferatif
pada garis sel MDA-MB0231 dan MG-63 setelah inkubasi 72 jam.
Molekul polifenol yang terkandung dalam ekstrak dipercaya memiliki
sifat antikanker dinilai dengan kemampuan untuk menetralkan
Reactive Oxygen Species (ROS). Meskipun ROS dapat diturunkan
dengan antioksidan alami atau sintetik, pengurangan ROS yang tinggi

dapat mencegah kanker (Hegde et al., 2023).

2.2 Ekstraksi

2.2.1 Definisi

Ekstraksi merupakan suatu proses awal dalam pemisahan bahan alam
yang diinginkan dari bahan baku dengan melarutkan bahan dalam
pelarut tertentu yang pada prosesnya dipengaruhi oleh berbagai faktor,
termasuk karakteristik pelarut yang digunakan, ukuran partikel bahan
baku, rasio solvent dengan zat padat, suhu di mana ekstraksi
dilakukan, dan durasi proses ekstraksi (Q.-W. Zhang et al., 2018).

Ekstraksi mengacu pada proses mengisolasi komponen aktif biologis
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dari tanaman dengan menggunakan pelarut spesifik dan mengikuti
protokol yang ditetapkan. Tujuan utama dari proses ekstraksi adalah
untuk secara efektif mengisolasi metabolit tumbuhan yang larut,
sementara pada saat yang sama menghilangkan mark seluler yang
tidak larut atau residu sehingga dihasilkannya produk ekstrak tanaman
(NN Azwanida, 2015). Produk ekstraksi tanaman obat pada umumnya
dijadikan sebagai obat herbal atau obat tradisional yang dapat
langsung dikonsumsi, atau dibuat untuk tujuan eksperimen (Abubakar
& Haque, 2020).

Salah satu jenis ekstraksi yang paling umum adalah ekstraksi
menggunakan pelarut. Ada dua jenis ekstraksi: ekstraksi padatan
cairan (solid-liquid extraction) dan ekstraksi cair-cair (liquid-liquid
extraction). Dalam ekstraksi padat-cair, pelarut tertentu digunakan
untuk mengekstraksi senyawa metabolit yang terkandung dalam bahan
padat mentah, yang dapat berupa bagian atau seluruh tanaman.
Ekstraksi padat-cair merupakan pengambilan atau pemisahan senyawa
metabolit terkandung dari bahan padat mentah yang dapat berupa
suatu bagian atau keseluruhan tanaman menggunakan pelarut tertentu.
Ekstraksi padat-cair secara tradisionalnya telah dinilai memiliki
efisiensi ekstraksi yang rendah dan beberapa modifikasi telah
diterapkan untuk meningkatkan kinerjanya seperti pemberian energi
tambahan pada proses ekstraksi seperti gelombang mikro dan
ultrasonik  dengan  tujuan  meningkatkan  Kinerja  dengan
memungkinkan pengurangan waktu ekstraksi dan pengurangan

konsumsi pelarut organik (Priego-Capote, 2021; Wardani, 2022).

Ekstraksi cair-cair merupakan pengambilan atau pemisahan senyawa
metabolit terlarut yang terkandung dalam suatu jenis pelarut dengan
dicampurkannya jenis pelarut lain yang satu sama lain tidak dapat
bercampur dengan baik (immiscible) sehingga senyawa yang ingin
dipisahkan dapat tertarik ke dalam jenis pelarut yang baru
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ditambahkan tersebut. Ekstraksi cair-cair disebut juga sebagai metode
fraksinasi (Wardani, 2022).

Metode Ultrasound-Assisted Extraction

Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) dikenal sebagai ekstraksi
ultrasonik atau sonikasi, kerja ekstraksi ini melibatkan penggunaan
energi  gelombang ultrasonik  untuk  memfasilitasi  proses
ekstraksi. Teknik Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) digunakan di
berbagai bidang untuk meningkatkan efisiensi ekstraksi senyawa yang
diinginkan dengan menggunakan radiasi suara frekuensi tinggi (lebih
dari 20 kHz) untuk menghancurkan dinding sel tanaman dan
meningkatkan area permukaan yang terkena zat obat, sehingga pelarut
lebih mudah memasuki dan metabolit sekunder terkandung dalam
ekstrak kasar akan keluar (Abubakar & Haque, 2020; Altemimi et al.,
2017).

Water Bath ——=

mi!

w— Transducers —:

Ultrasonic
Generator

Gambar 2. Diagram Skema Ultrasound-Assisted Extraction (Sanjaya et al., 2022)

Penggunaan ultrasonik pada saat ekstraksi menyebabkan kavitasi yang
meningkatkan disolusi larut, difusi, dan transfer panas sehingga
meningkatkan efisiensi ekstraksi. Keuntungan lain dari Ultrasound-
Assisted Extraction (UAE) adalah kemampuannya untuk mengurangi

jumlah pelarut dan energi yang digunakan, serta suhu dan waktu
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ekstraksi yang lebih singkat. Ultrasound-Assisted Extraction
(UAE) sering digunakan dalam proses ekstraksi berbagai bentuk
bahan alam karena cocok untuk ekstraksi bahan kimia yang
thermolabile dan tidak stabil (Barba et al., 2016; Chemat et al., 2017,
Q.-W. Zhang et al., 2018).

Metode Fraksinasi

Fraksinasi adalah metode yang digunakan untuk memisahkan ekstrak
tanaman menjadi fraksi yang berbeda. Selain itu, fraksi dapat dibagi
menjadi bagian (jenis fraksi) yang mengandung berbagai zat fraksi
terlarut yang dapat digunakan untuk memperoleh bahan kimia murni
terkandung. Fraksinasi menurut Sarker et al (2006) dilakukan dengan
beberapa metode yaitu metode ekstraksi cair-cair, kromatografi
kolom,  kromatografi cair vakum, solid-phase extraction, size-
exclution chromatography (Abubakar & Haque, 2020; Hamuel, 2012;
Wardani, 2022).

Fraksinasi dengan metode ekstraksi cair-cair adalah pemisahan suatu
kelompok senyawa terlarut dalam ekstrak yang telah dilarutkan dalam
suatu jenis pelarut dengan menambahkan jenis pelarut lain yang
memiliki tingkat polaritas yang berbeda dan tidak saling bercampur
antar keduanya. Pada proses fraksinasi disarankan untuk
menambahkan pelarut dalam urutan meningkatnya polaritas saat
melakukan fraksinasi yang membutuhkan banyak pelarut (Abubakar
& Haque, 2020; Hamuel, 2012). Dalam proses fraksi, pelarut yang
dipilih dimasukkan dalam urutan yang sesuai dengan naiknya
polaritas. Proses fraksinasi ini dapat dimulai dengan pelarut n-hexane,
yang memiliki polaritas terendah, dan berakhir dengan pelarut air,
yang memiliki polaritas tertinggi (Abubakar & Haque, 2020). Pada

umumnya fraksinasi dengan metode ini dapat dilakukan dengan
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menggunakan corong pisah (separating funnel) seperti yang terlihat

pada Gambar 3.

Analyte with
solvent

Separating Funnel
Lower density liquid
Higher density liquid

Add immiscible
solvent

Funnel tap

Beaker

Gambar 3. Mekanisme Ekstraksi Cair-Cair Menggunakan Corong Pisah
(Targuma et al., 2021)

Keberadaan dua jenis pelarut dengan sifat yang berbeda meliputi
polaritas dan massa jenisnya dalam suatu corong pisah menyebabkan
terbentuknya dua fase atau lapisan atas dan bawah. Fase yang
terbentuk didapat dari percampuran ekstrak yang telah dilarutkan
dengan penambahan jenis pelarut yang lain dengan cara dikocok dan
kemudian di diamkan beberapa saat. Lapisan atas akan menunjukkan
pelarut dengan masa jenis yang lebih rendah dan sebaliknya, lapisan
bawah akan menunjukkan pelarut yang memiliki massa jenis yang
lebih besar. Peran corong pisah adalah memudahkan pemisahan antara
kedua fase atau lapisan yang terbentuk dengan mudah (Wardani,
2022).

2.2.4 Pemilihan Pelarut

Pemilihan pelarut dipengaruhi oleh beberapa aspek, termasuk tingkat
ekstraksi, rentang senyawa Yyang diekstrak, metode pengolahan

ekstrak, dan efisiensi biaya dari pelarutan ekstraksi dan senyawa
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sasaran. Karakteristik yang diinginkan dari pelarut ekstraksi meliputi
atribut seperti toksisitas minimal, penguapan mudah pada suhu
rendah, solubilitas yang menguntungkan dari molekul yang diingini,
dan volatilitas yang memadai. Perbedaan jenis polaritas pelarut akan
dapat menarik senyawa yang berbeda. Tanaman terdiri dari berbagai
macam bahan kimia bioaktif yang memiliki berbagai polaritas.
Penggunaan pelarut polar seperti air, etanol, dan metanol umumnya
digunakan dalam ekstraksi senyawa polar, begitu pun untuk pelarut
semi polar seperti etil asetat untuk ekstraksi senyawa semi polar dan
pelarut non polar seperti dan n-heksan untuk ekstraksi senyawa non
polar (Abubakar & Haque, 2020; Altemimi et al., 2017; Y. Zhang et
al., 2022).

Menurut prinsip hukum kesamaan dan intermisibilitas pelarut (like
dissolves like), jenis pelarut yang memiliki nilai polaritas mendekati
polaritas zat aktif akan meningkatkan efektivitas ekstraksi, sedangkan
pelarut dengan nilai polarisasi yang jauh berbeda secara signifikan
dari zat aktif akan mendapatkan hasil ekstraksi yang tidak optimal (Y.
Zhang et al., 2022). Pada proses fraksinasi untuk mengisolasi senyawa
terkandung pada ekstrak tanaman, pelarut yang akan digunakan dipilih
dengan cara mengikuti tingkat polaritas suatu pelarut, biasanya
dimulai dengan pelarut paling non polar seperti n-heksan, dan berakhir
dengan pelarut yang lebih polar seperti air (Abubakar & Haque, 2020;
Sahira Banu & Cathrine, 2015). Untuk keperluan pengujian fitokimia,
pelarut alkohol khususnya etanol dan metanol lebih disukai dan lebih
umum digunakan pada ekstraksi tanaman (Y. Zhang et al., 2022).
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2.3 Senyawa Metabolit Sekunder

2.3.1 Definisi

Metabolit sekunder dari tumbuhan adalah senyawa organik dengan
konfigurasi kiral yang benar untuk melakukan aktivitas biologis,
namun tidak terlibat langsung dalam fungsi utama seperti
pertumbuhan normal, perkembangan, atau reproduksi tumbuhan,
Mereka menyediakan mekanisme pertahanan terhadap berbagai faktor
biotik dan abiotik dan merupakan molekul yang relatif kecil yang
menunjukkan keragaman struktural dan kimia. (Krause & Tobi, 2013;
Torgbo et al., 2022).

Berbeda dengan metabolit primer yang hadir di seluruh kerajaan
tanaman, metabolit sekunder terbatas pada hanya beberapa jenis
tanaman saja. Meskipun metabolit sekunder tidak secara langsung
terlibat dalam perkembangan tanaman, produk sampingan dari
molekul metabolit sekunder membantu spesies beradaptasi untuk
bertahan hidup. Tanaman harus beradaptasi dan melindungi diri
mereka sendiri untuk hidup dalam sistem biologis alami karena
mereka tidak dapat hanya bergerak menjauh dari predator.
(Dhaniaputri et al., 2022; Isah, 2019).

Metabolit sekunder secara luas dapat diklasifikasikan menjadi asam
fenolik sederhana, terpen, flavonoid, xanthone, stilbenes, dan lignan
atau polifenol yang lebih kompleks yang mencakup tanin
terkondensasi dan terhidrolisis. Senyawa ini berpotensi menjadi bahan
aktif dalam obat resep dan non-resep dan kosmetik serta suplemen
makanan dan produk kesehatan alami. Aktivitas antimikroba dan
antibiofilm dari senyawa fenolik yang berasal dari tanaman terhadap
berbagai mikroorganisme, serta toksisitas dan keamanan yang rendah,
telah dilaporkan (Torgbo et al., 2022).
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2.3.2 Senyawa Fenolik

Senyawa fenolik ialah bagian dari metabolit sekunder yang sebagian
besar ditemukan pada spesies tumbuhan dan menunjukkan banyak
variasi struktural. Senyawa fenolik memiliki struktur kimia dengan
satu (fenol) atau lebih (polifenol) cincin aromatik yang digabungkan
menjadi satu gugus hidroksil atau lebih (Alara et al., 2021). Senyawa
fenolik dan polifenol ini adalah salah satu senyawa paling penting
yang ada pada tumbuhan dimana setiap kelompoknya memberikan
mekanisme aksi yang berbeda yang berkaitan dengan karakteristik
struktural senyawa yang dimiliki sehingga memungkinkan senyawa
tersebut untuk memberikan sifat antioksidan (Vuolo et al., 2019;

Wardani, 2022).

Berdasarkan jumlah cincin fenol dan hubungan struktural antara
cincin pada senyawa fenolik, senyawa fenolik dapat dikelompokkan
dan diklasifikasikan sebagai fenol sederhana, asam fenolat, flavonoid,
xanton, stilben, dan lignan. Berdasarkan jumlah atom karbon yang
dimiliki, senyawa fenolik diklasifikasikan sebagaimana pada tabel
berikut (Vuolo et al., 2019).

Tabel 1. Klasifikasi Kelas Utama Senyawa Fenolik

Jumlah Kerangka Kelas Contoh
atom dasar
karbon
6 Cs Fenol sederhana Katekol, hidrokuinon
Benzokuinon 2,6-
Dimetoksibenzokuinon
7 Cs-C1 Asam fenolat p-hidroksibenzoat,
salisilat
8 Ce-Co Asetofenon 3-asetil-6-
Asam fenil asetat metoksibenzaldehid p-
hidroksi fenil asetat
9 C6-Cs Asamhidroksi sinamat  kafeat, ferulat
Fenilpropana Mirisitin, eugenol
kumarin Umbelliferon, aeskuletin
isokumarin Bergenin
Kromon Eugenin
10 Ce-Cs Naptokuinon Juglone, plumbagin
13 Ce- C1-Cs Xanthone Mangiferin
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14 Cs- C2-Cs Stilbenes Asam lunularat
Antarakuinon Emodin

15 Cs- C3-Cs Flavonoida kuersetin, sianidin
Isoflavonoid Genistein

18 (C6-C3)2 Lignans Pinoresinol
Neoligan Eusiderin

30 (C6-C3-Cs)2.  Biflavonoid Amentoflavon

Hinokiflavon

(Sumber : Wardani, 2022)

Senyawa fenolik asam galat merupakan senyawa fenolik golongan
asam fenolat stabil yang umumnya digunakan sebagai senyawa
pembanding untuk penetapan kadar total senyawa fenolik suatu
sampel tanaman dengan pereaksi Folin-Ciocelteu menggunakan
spekrtofotometer UV-Vis (Wardani, 2022). Senyawa fenolik yang
terkandung dalam larutan dapat bereaksi dengan Folin-Ciocelteu
dalam suasana basa membentuk kompleks senyawa molybdenum-blue
sehingga berubahnya warna larutan yang mengandung senyawa
fenolik tersebut menjadi biru. Semakin pekat warna biru yang
dihasilkan menggambarkan tingginya kadar senyawa fenolik yang
terkandung (Pallawagau et al., 2019; Wardani, 2022).

OH 0

+ H0 + H3PO,MoO3); —> + Hg(PMo;;,04)

Kompleks

Reagen Folin-Ciolcalteu
Molybdenum-blue

Senyawa fenol 0

Kuinon

Gambar 4. Reaksi Senyawa Fenol dan Folin-Ciocalteu (Wardani, 2022)

2.4 Radikal Bebas

2.4.1 Definisi

Radikal bebas merupakan senyawa atau partikel kecil yang memiliki

elektron tanpa pasangan dalam orbital molekuler atau atom mereka.
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Radikal bebas dikenal juga sebagai ROS (Reactive Oxygen Species)
yang mencakup berbagai jenis oksigen, termasuk hidrogen peroksida.
Produksi hidrogen peroksida terjadi di dalam sel selama aktivitas
seperti pernapasan dan respon imunitas sel. Fungsi hidrogen peroksida
adalah sebagai oksidatif yang kuat. ROS pada penelitian sebelumnya
telah dikaitkan dengan perkembangan kanker karena telah terbukti
bahwa sel kanker telah mengandung ROS, peningkatan ROS dapat
membahayakan tubuh dengan berbagai cara. (Baliyan et al., 2022; Ye
etal., 2015).

Antioksidan

Antioksidan adalah zat kimia yang memiliki kemampuan untuk
menghambat dan menghentikan proses oksidasi dari molekul lain.
Oksidasi adalah proses kimia yang memiliki potensi untuk
menghasilkan Reactive Oxygen Species (ROS). Kerusakan yang
disebabkan oleh ROS dapat dikurangi dengan menggunakan
antioksidan, hal ini dikarenakan potensi antioksidan untuk
menyumbangkan elektron yang dapat menetralisir produksi radikal
bebas. Antioksidan berguna dalam menurunkan dan mencegah
kerusakan lebih lanjut melalui respons radikal bebas. Antioksidan,
seperti thiols atau asam askorbat dapat secara efektif mengakhiri
reaksi rantai radikal bebas (Salehi et al., 2018).

Beberapa jenis tanaman memproduksi metabolit sekunder seperti
polifenol dan flavonoid yang menunjukkan sifat antioksidan (Baliyan
et al., 2022). Antioksidan tanaman umumnya termasuk dalam tiga
kategori utama: 1) vitamin terutama asam askorbat dan alfa tokoferol
asetat, 2) polifenol termasuk flavonoid, asam fenolik, stilben, dan
lignan, dan 3) terpenoid (Abeyrathne et al., 2022; Jideani et al., 2021)
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2.4.3 DPPH

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) merupakan molekul senyawa
radikal stabil yang dapat larut dalam metanol dan ditandai dengan
warna ungu tua dengan serapan maksimum pada 515 nm. Untuk
mengukur aktivitas antioksidan, uji aktivitas antioksidan dengan
DPPH telah banyak digunakan pada senyawa murni dan ekstrak dari
tanaman. Antioksidan dalam sampel uji akan bereaksi dengan DPPH
dengan memberikan elektron atau atom hidrogen. Akibatnya, DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) akan direduksi menjadi DPPH-H (2,2-
difenil-1-hidrazin) atau DPPH-R yang merupakan hidrazin analog
tersubstitusi. Reaksi ini ditandai dengan berubahnya warna larutan
antioksidan yang dicampurkan dengan DPPH dari warna ungu
menjadi kehilangan warna (bening) atau menjadi warna kuning pucat
yang berikutnya diamati dengan pengujian menggunakan
spektrofotometer UV-Vis (Mfotie Njoya, 2021).

" H L
N—N + Antioxidant-OH ——— gum N—N + Antioxidant-O

DPPH (Violet) DPPHH (Yellow)

Gambar 5. Reaksi antara DPPH dan antioksidan (Sukandiarsyah et al., 2023).

Pada pengujian aktivitas antioksidan menggunakan DPPH, diperlukan
perhitungan persentase konsentrasi efektif (ICsp). Besar nilai 1Cso
digunakan sebagai tolak ukur tingkat kemampuan suatu antioksidan
mereduksi radikal bebas dengan memasukkan 50 pada nilai y dalam
persamaan regresi y = ax+b sehingga diketahui besar nilai konsentrasi
efektif yang dimiliki sampel tersebut (Katrin & Bendra, 2015).
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Sampel uji yang memiliki nilai 1Cso kurang dari 50 mg/L dianggap
memiliki tingkat aksi antioksidan yang sangat kuat. Jika nilai 1Cso
masuk dalam rentang 50-100 mg/L maka tergolong memiliki tingkat
aksi antioksidan yang kuat, sedangkan jika 1Cso sampel masuk dalam
rentang 101-250 mg/L tergolong antioksidan sedang, jika 1Cso sampel
masuk dalam rentang 250-500 mg/L tergolong memiliki aksi
antioksidan lemah (Sari, 2019).

2.5 Bakteri Staphylococcus aureus

2.5.1 Definisi

Staphylococcus aureus adalah mikroorganisme yang berkolonisasi
secara presisten pada populasi manusia, dan tinggal di saluran hidung
dan di tempat lain seperti tenggorokan, kulit, selangkangan, aksila,
dan usus pada sekitar 20-30% populasi manusia  (Foster &
Geoghegan, 2015; Howden et al., 2023). Kolonisasi adalah kejadian
pertumbuhan bakteri yang tidak menunjukkan gejala infeksi,
meskipun tidak berbahaya namun merupakan faktor risiko
berkembangnya infeksi berikutnya (sering disebabkan oleh strain
kolonisasi), yang dapat berkisar dari infeksi ringan pada kulit dan
jaringan lunak hingga infeksi invasif yang serius, termasuk
osteomielitis dan artritis septik, bakteremia atau septikemia,
pneumonia, dan endokarditis. Infeksi Staphylococcus aureus dapat
bersifat akut, berulang, atau kronis dan persisten (Howden et al., 2023;
Tong et al., 2015).

Staphylococcus aureus ini ditandai dengan sifat oportunisnya yang
menyebabkan morbiditas dan mortalitas besar secara global
dikarenakan memiliki kemampuan untuk berkembang dan berpotensi
menyebabkan infeksi yang berkisar dari superficial hingga invasif, di
bawah kondisi lingkungan yang beragam, termasuk atmosfer aerobik

dan anaerobik dan dapat menimbulkan risiko yang signifikan bagi
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kehidupan seseorang. Walau telah menjadi permasalahan yang
diperhatikan secara global, bakteri ini memiliki sejarah evolusi yang
sangat panjang dan kejadian infeksi MRSA yang tidak mudah untuk
diatasi hingga saat ini. Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
atau MRSA, telah dikenal menyebabkan infeksi parah kepada individu
yang dirawat di rumah sakit, dan juga tidak terkecuali pada anak-anak
dan orang dewasa yang sehat di luar rumah sakit (Foster &
Geoghegan, 2015; Howden et al., 2023; Murray et al., 2021).

Pada uji kehadiran bakteri Staphylococcus aureus dalam plasma,
suspensi sel Staphylococcus aureus akan mengalami koagulasi karena
ikatan koagulase dengan faktor serum yang sebabkan konversi
fibrinogen menjadi fibrin sehingga terjadi pembentukan trombus.
Karakteristik berupa produksi enzim koagulase oleh Staphylococcus
aureus yang ditemukan pada manusia berfungsi sebagai alat tes
diagnostik yang penting. Hal ini dikarenakan, spesies Staphylococcus
lainnya tidak memiliki kemampuan untuk menghasilkan koagulase
secara kolektif (disebut sebagai staphylococcus- koagulase negatif).
Adanya perbedaan ini penting secara signifikan karena staphylococcus
negatif koagulasis menunjukkan virulensi yang lebih rendah dalam

sebabkan infeksi opportunistik (Murray et al., 2021).

Klasifikasi

Berdasarkan klasifikasi yang dimilikinya, Staphylococcus aureus
diklasifikasikan sebagai berikut (Foster & Geoghegan, 2015; Mir et
al., 2022)

Filum : Firmicutes
Kelas : Bacilli
Orde : Bacillales

Family . Staphylococcaceae
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Genus : Staphylococcus

Spesies : Staphylococcus aureus

Gambar 6. Bakteri Staphylococcus aureus pada Pewarnaan Gram (Jahan et al.,
2015)

2.5.3 Morfologi

Staphylococcus aureus adalah jenis coccus gram-positif yang
memiliki bentuk khas. Menurut bahasa Yunani, Staphyle memilki arti
bentuk anggur, dan coccus memiliki arti bulat atau bola, sedangkan
aureus diartikan sebagai warna emas seperti matahari. Dalam sampel
klinis, bakteri ini biasanya diamati sebagai sel individu, pasangan,
atau rantai pendek. Koloni mikroskopiknya berbentuk seperti buah
anggur. Staphylococcus aureus menghasilkan pigmen berwarna
kuning dan ukurannya berkisar dari 0,5 hingga 1,5 um dalam diameter

(Murray et al., 2021; Radji, 2009).

2.5.4 Patogenesis

Staphylococcus dapat memasuki tubuh melalui saluran pernafasan,
tusukan jarum dan folikel rambut. Pada lesi manusia, Staphylococcus
dapat ditemukan dalam peradangan yang membengkak dan

menyakitkan (furunkel) atau abses lokal lainnya, yang dapat
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menyebabkan nekrosis jaringan. Frunkel disebabkan oleh infeksi
Staphylococcus aureus yang menginvasi bagian dalam folikel rambut.
Infeksi bakteri Staphylococcus aureus ini lebih sering terjadi di ketiak,
leher, wajah, dan anus, meskipun dapat terjadi di seluruh tubuh
(Chylen Setiyo & Jamilatur, 2020).

2.5.5 Tatalaksana

Pengobatan yang diberikan untuk bakteri Staphylococcus aureus yang
sensitif terhadap metisillin MSSA adalah penisilin anti-stafilococus
atau cefazolin. Obat ini telah menunjukkan keunggulan Klinis sebagai
antibiotik spektrum luas dan juga memberikan perlindungan terhadap
Staphylococcus  aureus.  Sedangkan  untuk  infeksi bakteri
Staphylococcus aureus yang resisten terhadap MRSA diberikan terapi
pengobatan dengan vancomycin atau daptomycin menyesuaikan
kondisi Klinis nya (Lam & Stokes, 2023).

2.6 Bakteri Pseudomonas aeruginosa

2.6.1 Definisi

Pseudomonas aeruginosa umumnya menunjukkan resistensi terhadap
beberapa kategori antibiotik dan obat-obatan terapeutik dan
disinfektan, membuatnya tidak mudah mengelola infeksi yang
disebabkan oleh bakteri ini. Bakteri ini menunjukkan persyaratan diet
yang rendah, toleransi terhadap suhu yang luas yaitu 4°C hingga
42°C. Bakteri patogen ini kerap disebut sebagai mikroorganisme
"oportunis” karena infeksi yang jarang terjadi pada individu yang
sehat. Dari sudut pandang Klinis, individu yang paling berisiko adalah
mereka dengan sistem kekebalan tubuh yang rusak, seperti pasien
yang didiagnosis dengan fibrosis kista (CF), kanker, AIDS, individu
dengan perangkat medis yang berada di dalam rumah, mereka yang
telah mengalami luka bakar dan luka mata, dan individu dengan luka
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diabetes yang tidak sembuh (Diggle & Whiteley, 2020; Murray et al.,
2021).

Klasifikasi

Berdasarkan Klasifikasi kingdom yang dimilikinya, Pseudomonas
aeruginosa diklasifikasikan sebagai berikut (Diggle & Whiteley,
2020);

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gamma Proteobacteria
Orde : Pseudomonadales
Family : Pseudomonadaceae
Genus : Pseudomonas

Spesies  : Pseudomonas aeruginosa

Gambar 7. Bakteri Pseudomonas aeruginosa pada Pewarnaan Gram (Wilson MG &
Pandey S, 2023)

Morfologi

Pseudomonas aeruginosa adalah bakteri heterotrophic, motile, gram-
negatif bakteri berbentuk batang sekitar 1-5um panjang dan 0.5-

1.0um lebar. Bakteri patogen ini dapat tumbuh secara aerob
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(menggunakan oksigen) melalui respirasi aerob dan juga respirasi
anaerob (tidak menggunakan oksigen) dengan memiliki nitrat sebagai
akseptor dari elektron terminal. Pada pertumbuhan anaerobik
Pseudomonas aeruginosa dengan arginin sangat lambat karena
kemampuan fermentasi yang mendukung pertumbuhan tersedia
terbatas (Diggle & Whiteley, 2020).

Patogenesis

Pseudomonas aeruginosa memiliki banyak faktor virulensi, termasuk
adhesin, toksin, dan enzim. Bakteri patogen ini tergolong
opportunistik dan dapat tumbuh di berbagai jenis lingkungan alam.
Pasien dengan neutropenic atau imunocompromised akan rentan
terhadap infeksi Pseudomonas aeruginosa, dan juga pasien dengan
fibrosis Kkista, pasien dengan luka terbakar, dan individu yang

menerima antibiotik spektrum luas (Murray et al., 2021).

Tatalaksana

Pseudomonas aeruginosa  memiliki resistensi alami terhadap
sejumlah antibiotik karena sifat yang dimilikinya. Penggunaan
kombinasi beta-laktam/beta-lactamase-inhibitor (BL/BLI) seperti
piperacillin-tazobactam dengan tindakan antipseudomonal seperti
ceftazidime, cefepime, dan cefoperazone biasanya merupakan pilihan
pertama untuk obat beta-laktam untuk Pseudomonas aeruginosa.
Salah satu antibiotik beta-laktam untuk mengatasi Pseudomonas
aeruginosa adalah cefepime dan carbapenems, seperti meropenem,
imipenem, dan doripenem, adalah obat kedua lini untuk sepsis

Pseudomonas aeruginosa (Zakhour et al., 2022).
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2.7 Metode Uji Antibakteri

2.7.1

2.7.2

Definisi

Pengujian daya hambat antibakteri dapat dimanfaatkan untuk
pengembangan obat baru, epidemiologi dan memprediksikan hasil
intervensi terapeutik. Kegagalan pengobatan antibiotik karena
meningkatnya resistensi bakteri menyebabkan penemuan antibakteri
baru untuk mengobati infeksi hingga saat ini masih menjadi tugas
yang sangat penting. Bahkan di masa Kkini, penemuan produk
antibakteri alami berbahan dasar tanaman dan sebagai salah satu

sumber senyawa obat baru sangat dibutuhkan.

Kemampuan daya hambat antibakteri in-vitro suatu ekstrak atau
senyawa obat murni dapat diuji dan dievaluasi menggunakan berbagai
prosedur laboratorium. Metode-metode pengujian ini dapat digunakan
untuk analisis daya hambat antibakteri. Metode difusi cakram,
bersama dengan metode dilusi agar adalah teknik yang paling umum

dan mendasar untuk digunakan.

Metode Difusi

Terdapat tiga metode difusi yang umum digunakan meliputi metode
difusi cakram kertas, metode difusi silinder, dan metode difusi lubang

atau sumuran (Rahmawati, 2019).

1) Difusi Cakram Kertas
Berdasarkan protokol uji antibakteri menggunakan cakram kertas
yang dikenal secara luas, cawan agar diinokulasi dengan inokulum
standar dari mikroorganisme uji. Selanjutnya, cakram Kkertas
bundar dengan diameter kira-kira 6 mm, yang berisi zat uji dengan
konsentrasi yang telah ditentukan, ditempatkan secara hati-hati

pada permukaan media agar. Cawan petri ditempatkan dalam
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inkubator dan diberi kondisi lingkungan yang optimal. Dalam
prosedur eksperimental, zat antibakteri dalam cakram kertas yang
akan diamati meresap ke dalam media agar. Selanjutnya akan
terjadi penghambatan proses pertumbuhan dan perkecambahan
dari mikroorganisme yang diteliti dengan terlihatnya bagian tak
keruh di sekeliling cakram kertas. Setelah itu, lebar diameter zona
dimana terjadi penghambatan pertumbuhan dinilai secara
kuantitatif (Balouiri et al., 2016).

Difusi Sumuran Agar

Metode ini mirip dengan prosedur yang digunakan pada difusi
cakram. Agar di dalam cawan petri yang telah padat diinokulasi
dengan bakteri dengan dilubangi sesuai tempat yang telah
ditentukan, lalu lubang yang telah dibuat diisi dengan zat
antibakteri uji, lalu diinkubasi. Setelah diinkubasi dengan metode
yang sesuai menggunakan antibakteri uji, selanjutnya dapat
dihitung zona hambatan yang muncul di sekeliling lubang
(Balouiri et al., 2016; Rahmawati, 2019).

Difusi Silinder

Metode ini menggunakan alat tambahan berupa pencadangan
silinder yang akan diletakkan di permukaan media agar yang telah
diinokulasi. Agar padat yang telah diinokulasi dengan bakteri
dilubangi lalu kemudian diisi dengan zat antibakteri uji, lalu
diinkubasi. Setelah inkubasi selesai, pencadangan silinder diangkat
dan daerah yang menghambat perkembangan mikroba diukur.
(Rahmawati, 2019).
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Gambar 8. Difusi Silinder (Abdelaziz et al., 2012)

Kekuatan daya hambat antibakteri pada metode difusi cakram, difusi
sumuran dan difusi silinder diukur berdasarkan diameter zona hambat
antibakteri berupa zona jernih yang dihasilkan dengan dihitung
dengan rumus sebagai berikut:

(Dv —Dc) — (D h— Dc)
2

diameter =

Dengan Dv sebagai diameter vertikal zona hambat, Dh sebagai
diameter horizontal zona hambat, dan Dc sebagai diameter cakram,
sumuran, atau silinder. Kategori kekuatan daya hambat bakteri untuk
diameter < 5 mm tergolong lemah, 6-10 mm (sedang), 11-20 mm

(kuat), dan > 21 mm (sangat kuat) (Winastri et al., 2020).

Metode Dilusi

Metode dilusi dapat dilaksanakan dengan menggunakan dua
metodologi operasional, yaitu teknik pengenceran pembenihan cair
dan teknik pengenceran agar. Tujuan utama penggunaan pendekatan
dilusi adalah untuk menilai aktivitas antibakteri secara kuantitatif.
Protokol pengujian metode dilusi umumnya melibatkan pelarutan zat
antibakteri dengan media agar atau cairan penyemaian (kaldu).
Selanjutnya bakteri yang akan diuji diinokulasi ke dalam media yang

telah disiapkan, dilanjutkan dengan inkubasi semalaman.
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Istilah MBC (minimum bactericidal concentration) mengacu pada
konsentrasi terendah dari agen antibakteri untuk menghentikan
pertumbuhan bakteri pada agar, misal pemberian agen antibakteri
konsentrasi 8 pg/mL didapati masih adanya pertumbuhan bakteri,
pada konsentrasi 16 pg/mL juga masih menunjukkan adanya
pertumbuhan bakteri dengan pengurangan koloni bakteri dan
selanjutnya pada 32 pg/mL tidak lagi tumbuh koloni bakteri, sehingga
dapat disimpulkan bahwa pada konsentrasi 32 pug/mL adalah MBC
dari agen antibakteri tersebut (Balouiri et al., 2016; Rahmawati,
2019).

1) Dilusi Pembenihan Cair
Metode ini terbagi menjadi dua jenis berdasarkan besar volume
pengencerannya Yyaitu mikrodilusi volume vyang digunakan
berkisar 0,05 mL sampai dengan 1 mL dan volume yang
digunakan dalam makrodilusi lebih dari 1 mL. Secara umum,
konsentrasi pengenceran yang dibuat dua kali lipat dari
konsentrasi agen antibakteri misalnya 4, 8, 16, 32, dan 64 pg/mL,

di dalam media pembenihan cair (Rahmawati, 2019).

2) Dilusi Agar
Metode ini melibatkan berbagai konsentrasi agen antibakteri yang
akan ditambahkan ke media agar cair, umumnya konsentrasi
dibuat dua kali lipat dari konsentrasi agen antibakteri (Rahmawati,
2019).
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Kerangka teori pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

Daun Rambutan (Nephelium lappaceum L.)

Senyawa Metabolit Sekunder

Kandungan:

Flavanoid, Fenolik, Tannin,
Saponin, Dan Terpenoid

Sifat Antioksidan Sifat Antibakteri Alami
| Berpotensi Sebagai
Penetralisir Radikal Alternatif Agen
Bebas Penyebab Antibakteri
Kerusakan Sel Oksidatif |
[ Bakteri Patogen
Berpotensi Untuk Men,t_!alamll Resistensi
Pengembangan Agen | |
Antioksidan Berbahan Gram positif Gram negatif
Dasar Tanaman I

Staphylococeus aureus Pseudomonas aeruginosa

Gambar 9. Kerangka Teori

2.9 Kerangka Konsep

Kerangka konsep pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

Variabel Bebas

Variabel Terikat

\ 4

Fraksi etil asetat daun
rambutan (Nephelium
lappaceum L.) hasil
ekstraksi menggunakan
metode Ultrasound-Assisted

Aktivitas antioksidan fraksi etil asetat hasil
Ultrasound-Assisted Extraction daun
rambutan (Nephelium lappaceum L.)

Extraction

Daya hambat antibakteri fraksi etil asetat
hasil Ultrasound-Assisted Extraction daun
rambutan (Nephelium lappaceum L)
terhadap bakteri Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli

Gambar 10. Kerangka Konsep
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BAB 111
METODE PENELITIAN

Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental skala laboratorium.
Ekstraksi daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) dilakukan
menggunakan metode Ultrasound-Assisted Extraction dengan pelarut
metanol yang berikutnya dilanjutkan dengan purifikasi dengan melakukan
fraksinasi bertingkat dengan pelarut n-heksan, etil asetat dan metanol.
Pengukuran total fenolik yang dilakukan pada penelitian ini menggunakan
metode Folin-Ciocalteu dan asam galat sebagai standar pembanding untuk
menghitung kadar total fenolik pada masing-masing fraksi daun rambutan
(Nephelium lappaceum L.). Pengujian daya hambat antibakteri pada
penelitian ini menggunakan metode difusi silinder untuk dapat mengukur
diameter zona hambat fraksi etil asetat daun rambutan (Nephelium
lappaceum L.) pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan
Pseudomonas aeruginosa. Pada penelitian ini metode uji DPPH digunakan
bersama dengan perhitungan persentase ICso untuk selanjutnya dapat
menentukan besar aktivitas antioksidan pada masing-masing fraksi daun

rambutan (Nephelium lappaceum L.).

Tempat dan Waktu Penelitian

3.2.1 Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di beberapa tempat yaitu Laboratorium

Botani, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas
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Lampung untuk melakukan determinasi tanaman, Laboratorium Kimia
Farmasi Analisa, Fakultas Kedokteran, Universitas Lampung untuk
ekstraksi dan fraksinasi sampel, serta pengujian meliputi uji fitokimia,
uji total fenolik, dan uji aktivitas antioksidan, dan di Laboratorium
Terpadu Sentra Inovasi Teknologi (LTSIT) Universitas Lampung
untuk uji aktivitas antibakteri fraksi hasil ekstraksi daun rambutan
(Nephelium lappaceum L.) terhadap bakteri Staphylococcus aureus

dan bakteri Pseudomonas aeruginosa.

Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan November — Januari 2024.

3.3 ldentitas Variabel Penelitian

3.3.1

3.3.2

Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah fraksi etil asetat hasil
Ultrasound-Assisted  Extraction daun rambutan  (Nephelium

lappaceum L.).

Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah aktivitas antioksidan fraksi
etil asetat hasil Ultrasound-Assisted Extraction daun rambutan
(Nephelium lappaceum L) dan daya hambat antibakteri fraksi etil
asetat hasil Ultrasound-Assisted Extraction daun rambutan
(Nephelium lappaceum L) terhadap bakteri Staphylococcus aureus

dan Pseudomonas aeruginosa.
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No Variabel Definisi Cara Ukur Hasil Ukur Skala
1. Fraksi etil Merupakan - Fraksi etil Kategori
asetat daun fraksi etil asetat daun
rambutan asetat dan rambutan
(Nephelium fraksi metanol (Nephelium
lappaceum yang didapat lappaceum
L) dengan L.)
melakukan
fraksinasi
bertingkat dari
hasil
Ultrasound-
Assisted
Extraction
daun rambutan
(Nephelium
lappaceum L.)
2. Kadar total Kadar total Menghitung kadar Kadar total Rasio
fenolik fenolik total fenolik yang fenolik
terkandung terkandung pada (mg/GAE/qg)
pada fraksi etil ~ fraksi etil asetat daun
asetat daun rambutan (Nephelium
rambutan lappaceum L.)
(Nephelium menggunakan
lappaceum L.) metode Folin
Ciaocalteu dengan
larutan asam galat
sebagai pembanding
3. Aktivitas Aktivitas Menghitung Nilai ICsp Rasio
antioksidan antioksidan konsentrasi efektif (mg/L)
yang dimiliki (ICs0) menghambat
oleh fraksi etil  radikal bebas dari
asetat daun fraksi etil asetat daun
rambutan rambutan (Nephelium
(Nephelium lappaceum L.)
lappaceum L.) menggunakan
metode uji DPPH
dan menggunkaan
asam askorbat
sebagai kontrol
positif
4. Dayahambat Daya hambat Menggunakan Diameter Rasio
antibakteri antibakteri metode difusi silinder zona hambat
yang dimiliki untuk menghitung (mm)

oleh fraksi etil
asetat daun
rambutan
untuk
menghambat
pertumbuhan
bakteri

diameter zona
hambat di sekeliling
silinder sampel fraksi
etil asetat daun
rambutan (Nephelium
lappaceum L.)
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3.5 Alat dan Bahan Penelitian

3.5.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah handscoon, masker,
jas laboratorium, erlenmeyer, gelas kimia, gelas ukur, plastik wrap,
gunting, kertas saring, rak dan tabung reaksi, labu ukur, batang
pengaduk, corong kaca, kaca arloji, neraca analitik, kertas perkamen,
kertas aluminium, pipet volume, bulb filler, pipet tetes, tip, mikro
pipet, hot plate, kapas, jarum ose, cawan petri, lampu bunsen, lidi
steril, lilin, korek api, penggaris, pinset, Ultrasound bath, corong
pisah dan statif, rotary evaporator, labu alas bulat, laminar air flow,

oven, autoklaf, inkubator, spektrofotometer UV-Vis dan kuvet.

3.5.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun rambutan
(Nephelium lappaceum L.), pelarut metanol 96%, pelarut metanol pro
analisis, akuades, n-heksan, etil asetat, HCI pekat, H.SOs pekat,
pereaksi Mayer, pereaksi Wagner, FeCls, perekasi Lc Bourchart,
kloroform, NaNO: 5%, asam asetat glasial 5%, serbuk DPPH, serbuk
asam askorbat, asam galat, Na>COs, reagen Folin-Ciocalteu, media
Nutrient Agar, DMSO (Dimethylsulfoxide) 5%, media Trypticase Soy
Broth, larutan standar 0,5 Mc Farland, NaCl 0,9%, antibiotik
amoksisillin, dan bakteri biakan (Staphylococcus aureus dan

Pseudomonas aeruginosa).

3.6 Prosedur Penelitian

3.6.1 Determinasi Tanaman Rambutan (Nephelium lappaceum L.)

Determinasi tanaman adalah proses penetapan suatu tanaman dengan

tujuan mengetahui kebenaran spesies sampel dari tanaman yang
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dilakukan determinasi (Ekayani et al.,, 2021). Determinasi atau
identifikasi tanaman rambutan (Nephelium lappaceum L.) dilakukan
di Laboratorium Botani Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan

Alam Universitas Lampung.

Preparasi Sampel Daun Rambutan

Persiapan sampel bahan tanaman untuk tujuan analisis melibatkan
beberapa langkah penting. Langkah pertama adalah pencucian di awal
untuk menghilangkan bahan pengotor yang tidak di inginkan.
Berikutnya dilakukan pengeringan untuk menghambat proses
metabolisme yang terjadi dan enzim tanaman dapat bekerja dengan
baik. Pengeringan secara alami dapat dilakukan dengan dianginkan di
udara terbuka atau ruangan semi terbuka yang memiliki sirkulasi
udara bebas namun tidak terpapar sinar matahari langsung.
Berikutnya dilakukan penggilingan sampel menjadi serbuk untuk
tujuan homogenisasi sampel yang berikutnya dapat dilanjutkan

dengan pengayakan (Krakowska-Sieprawska et al., 2022).

Pembuatan Ekstrak dan Fraksi Daun Rambutan

1) Metode Ultrasound-Assisted Extraction

Ekstraksi ini dilakukan dengan melakukan perendaman campuran
serbuk simplisia daun rambutan dengan pelarut metanol 96%
dengan perbandingan ekstrak dan pelarut sebesar 1:7 dengan lama
waktu ekstraksi 30 menit pada frekuensi 40 kHz dan suhu 40°C
menggunakan Ultrasound bath. Setelah selesai, lakukan
penyaringan dengan kertas saring dan pisahkan filtrat yang
terkumpul dan lakukan pemekatan filtrat hingga diperoleh ekstrak
kental (Mendez-Flores et al., 2018).
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2) Metode Fraksinasi

Fraksinasi  dilakukan dengan perbandingan pelarut 1:1
menggunakan corong pisah dengan memasukkan ekstrak kental
daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) dalam 100 mL
metanol-air dan 100 mL n-heksan ke dalam corong pisah. Corong
pisah di tutup rapat dan dikocok hingga homogen dan didiamkan
hingga terpisah menjadi dua lapisan. Pisahkan fraksi n-heksan dan
fraksi metanol ke dalam wadah yang terpisah lalu masukkan
kembali residu fraksi metanol ke dalam corong pisah, ulangi
hingga fraksi n-heksan yang di dapat jernih untuk mendapatkan
fraksi n-heksan. Selanjutnya fraksi metanol di fraksinasi
menggunakan etil asetat dengan cara yang serupa dengan proses
fraksi yang melibatkan n-hexane sehingga didapat fraksi etil asetat
dan fraksi metanol. Ketiga fraksi yang telah didapat selanjutnya
dilakukan pemekatan pada rotary evaporator (Eso et al., 2019).

3.6.4 Perhitungan Rendemen Ekstrak dan Fraksi Daun Rambutan

Rendemen adalah perbandingan berat bahan mentah (simplisia) yang
menghasilkan ekstrak, dan nilai rendemen dapat menunjukkan jumlah
senyawa aktif yang terkandung dalam tanaman (Senduk et al., 2020).
Dihitung rendemen ekstrak metanol dan fraksi etil asetat daun

rambutan dengan rumus berikut (Evelina M et al., 2020):

bobot ekstrak yang dihasilkan
yang (8 X 100%

Rendemen Ekstrak (%) =
(%) berat simplisia yang digunakan (g)

bobot fraksi yang dihasilkan (g)

Rendemen Fraksi (%) = X 100%

berat ekstrak yang digunakan (g)



37

3.6.5 Uji Fitokimia Fraksi Daun Rambutan

Penelitian ini melakukan pengujian fitokimia untuk memastikan
kandungan senyawa metabolit aktif yang terkandung dalam daun

rambutan (Nephelium lappaceum L.) (Kancherla et al., 2019).

1) Uji Alkaloid

a. Uji Mayer
Tambahkan beberapa tetes pereaksi mayer pada 1 mL ekstrak

dalam tabung reaksi dan terbentuknya endapan berwarna
kekuningan atau putih mengindikasi adanya senyawa alkaloid
(Kancherla et al., 2019).

b. Uji Dragendorff
Tambahkan 1 mL pereaksi dragendorff pada 2 mL ekstrak
dalam tabung reaksi dan terbentuknya warna jinga kemerahan
mengindikasi adanya senyawa alkaloid (Kancherla et al.,
2019).

2) Uji Saponin
Uji forth: Tambahkan 2 mL akuades pada 1 mL ekstrak di dalam
tabung reaksi lalu kocok hingga homogen. Terbentuknya buih
atau lapisan busa mengindikasikan adanya saponin (Perumal et
al., 2021).

3) Uji flavonoid
Uji Zink Hidroklorida: Tambahkan 100 mg serbuk zink pada 1
mL ekstrak di dalam tabung reaksi, lalu tambahkan 8 mL H2SO4
pekat. Dihasilkannya warna merah mengindikasikan adanya
flavonoid (Shaikh & Patil, 2020).
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4) Uji fenolik dan tanin
Uji FeCl: Tambahkan 2 mL larutan FeCl 5% pada 1 mL ekstrak
dalam tabung reaksi dan warna biru tua menunjukkan adanya

senyawa fenolik dan tanin (Nortjie et al., 2022).

5) Uji fitosterol
Uji Salkowski: Tambahkan beberapa tetes kloroform ke dalam 1
mL ekstrak dalam tabung reaksi lalu disaring. Filtratnya kemudian
dicampur dengan beberapa tetes H.SOs pekat, dikocok dan
didiamkan beberapa menit. Terbentuknya warna kuning keemasan

menunjukkan adanya fitosterol (Marami et al., 2021).

6) Uji terpenoid
Uji Salkowski: Tambahkan 2 mL kloroform dan 3 mL asam sulfat
pekat dengan hati-hati pada 5 mg ekstrak dalam tabung reaksi.
Terbentuknya warna merah bata mengindikasikan adanya
senyawa terpenoid (Nortjie et al., 2022).

3.6.6 Pengukuran Total Fenolik Fraksi Daun Rambutan

Pengukuran total fenolik yang terkandung dalam penelitian ini
dilakukan menggunakan metode Folin-Ciocalteu dan asam galat
sebagai standar. untuk mengetahui berapa kandungan total fenolik
yang terdapat pada fraksi etil asetat daun rambutan (Nephelium
lappaceum L.) seperti yang telah dilakukan olen Rahman et al.,
(2021) dengan modifikasi.

1) Pembuatan larutan induk asam galat 100 mg/L
a. Pada pembuatan larutan induk asam galat 100 mg/L timbang
10 mg serbuk asam galat dengan seksama larutkan dengan 1
mL metanol pro analisis dalam labu ukur 100 mL, kemudian

ditambahkan akuades sampai tanda batas.
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b. Pembuatan larutan Na2COs, 7,5%
Sebanyak 7,5 g serbuk Na.COgz yang telah ditimbang dengan
seksama dilarutkan dengan 80 mL akuades dilanjutkan dengan
pemanasan hingga larut sepenuhnya lalu didiamkan selama 24
jam kemudian saring larutan tersebut menggunakan kertas
saring dan masukkan dalam labu ukur 100 mL, cukupkan

dengan akuades sampai tanda batas.

2) Analisis kadar total fenolik masing-masing fraksi daun rambutan
menggunakan spektrofotometer UV- Vis
a. Penetapan panjang gelombang maksimal
Panjang gelombang maksimal asam galat didapat dengan
pengukuran absorbansi larutan blangko. Larutan blangko asam
galat dibuat dengan memasukkan 300 ul larutan induk asam
galat ke dalam labu ukur 10 mL lalu tambahkan 0,5 mL reagen
Folin-Ciocalteu, 2 mL larutan Na.COs 7,5%, dan 5 mL
akuades. Selanjutnya lakukan inkubasi selama 60 menit pada
suhu kamar, setelahnya tambahkan akuades sampai tanda batas

dan homogenkan larutan.

b. Penetapan kurva baku asam galat
Kurva baku asam galat dihasilkan dari pengukuran beberapa
konsentrasi larutan asam galat. Larutan asam galat dibuat
berdasarkan pengenceran larutan induk asam galat 100 mg/L
dengan seri konsentrasi 1, 2, 3, 4, dan 5 mg/L. Siapkan labu
ukur 10 mL untuk tiap seri konsentrasi. Pipet 1 mL larutan
asam galat 1 mg/L ke dalam labu ukur 10 mL lalu tambahkan
0,5 mL reagen Folin-Ciocalteu, 2 mL larutan Na.COz 7,5%,
dan 5 mL akuades. Selanjutnya lakukan inkubasi selama 60
menit pada suhu kamar, setelahnya tambahkan akuades sampai
tanda batas dan homogenkan larutan. Lakukan hal yang sama

pada pembuatan larutan seri konsentrasi asam galat lainnya
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yang akan dibuat. Lakukan pengukuran absorbansi pada
kelima seri konsentrasi larutan asam galat yang telah dibuat
pada panjang gelombang absorbansi maksimum asam galat
yang diketahui. Setelah nilai absorbansi tiap seri konsentrasi
diketahui maka kurva baku dapat dibuat dengan persamaan

regresi linier y = bx+a.

c. Penetapan kadar total fenolik fraksi daun rambutan
Penetapan kadar total fenolik dilakukan pada etil asetat
diperoleh dengan menghitung milligram ekivalen asam galat
per gram yang terkandung pada ekstrak (GAE/g). Pada
penelitian ini larutan induk fraksi etil asetat yang akan
digunakan dibuat dengan 50 mg fraksi dilarutkan dengan 50
mL metanol 80%. Pipet 100 ul larutan fraksi ke dalam labu
ukur 10 mL lalu tambahkan 0,5 mL reagen Folin-Ciocalteu, 2
mL larutan Na.COs 7,5%, dan 5 mL akuades. Selanjutnya
lakukan inkubasi selama 60 menit pada suhu kamar,
setelahnya tambahkan akuades sampai tanda batas dan
homogenkan larutan. Lakukan pengujian absorbansi tiap
larutan fraksi etil asetat diuji menggunakan spektrofotometer
UV-Vis dengan panjang gelombang maksimum asam galat
yang diketahui dengan 3 kali pengulangan sampel uji.
Setelahnya dapat dihitung total kadar senyawa fenolik
(GAE/g) yang terkandung pada fraksi etil asetat daun

rambutan.

3.6.7 Uji Antioksidan Fraksi Daun Rambutan

Uji antioksidan fraksi daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) pada
penelitian ini dilakukan dengan mengukur absorbansi DPPH dalam
sampel menggunakan spektrofotometer UV-Vis untuk berikutnya

dapat mengetahui aktivitas antioksidan yang terdapat pada fraksi etil
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asetat daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) dengan

menggunakan larutan asam askorbat sebagai kontrol positif dan

larutan DPPH tanpa sampel sebagai kontrol negatif (Rahman et al.,
2021).

1)

2)

3)

Pembuatan larutan DPPH 0,4 mM

Larutan radikal stabil DPPH dibuat 0,4 mM sebanyak 50 mL.
Sebanyak 7,88 mg serbuk DPPH (BM 394,32 g/mol) ditimbang
dengan seksama, masukkan pada labu ukur 50 mL cukupkan
dengan metanol pro hingga tanda batas untuk membuat larutan
stok. Kemudian letakkan larutan DPPH dalam wadah gelap untuk
menghindari larutan dari cahaya untuk menghindari kerusakan
(Rahman et al., 2021).

Pembuatan larutan blangko dan penentuan panjang gelombang
maksimum DPPH

Larutan blangko dibuat menggunakan larutan DPPH sebanyak 1
mL dan ditambahkan pelarut metanol pro analisis hingga 4 mL
dan dihomogenkan dan dipindahkan ke tabung reaksi dan lapisi
bagian luar tabung reaksi dengan kertas aluminium dan simpan
dalam ruang gelap selama 30 menit untuk tujuan inkubasi.
Tentukan panjang gelombang maksimum DPPH larutan blangko
dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis (Rahman et al.,
2021).

Pembuatan larutan kontrol positif dari asam askorbat 1000 mg/L

Antioksidan jenis asam askorbat digunakan sebagai standar atau
pembanding untuk analisis antioksidan pada penelitian ini dengan
membuat beberapa konsentrasi standar asam askorbat. Pada
penelitian ini larutan asam askorbat induk 1000 mg/L dibuat
dengan menimbang dengan seksama 10 mg serbuk asam askorbat

lalu dimasukkan dalam labu ukur 10 mL, cukupkan dengan



4)

5)
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metanol pro analisis hingga tanda batas, tutup labu ukur dan kocok
hingga homogen. Berikutnya dilakukan pengenceran menjadi
beberapa seri konsentrasi yaitu 2, 4, 6, 8 dan 10 mg/L. Tiap seri
konsentrasi tersebut di pipet 1 mL ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan 1 mL larutan DPPH 0,4 mM dan metanol 3 mL dan
homogenkan. Tiap tabung reaksi diberi label dan permukaannya
dilapisi dengan kertas aluminium. Simpan tabung reaksi tersebut
dalam ruangan gelap selama 30 menit untuk inkubasi (Rahman et
al., 2021).

Pembuatan larutan sampel uji

Larutan sampel fraksi etil asetat daun rambutan dibuat dari larutan
induk 1000 mg/L dengan melarutkannya menggunakan metanol
pro analisis sehingga didapat larutan induk pada labu ukur.
Berikutnya dibuat 5 seri konsentrasi larutan sampel dari larutan
induk fraksi etil asetat daun rambutan dengan konsentrasi 20, 40,
60, 80, dan 100 mg/L. Untuk perlakuannya adalah dengan
mempipet sebanyak 1 mL larutan sampel fraksi ke dalam tabung
reaksi dan ditambahkan 1 mL larutan DPPH 0,4 mM dan metanol
pro analisis sebanyak 3 mL dan homogenkan. Tiap tabung reaksi
diberi label dan permukaannya dilapisi dengan kertas aluminium.
Simpan tabung reaksi tersebut dalam ruangan gelap selama 30

menit untuk inkubasi.

Pengukuran absorbansi menggunakan Spektrofotometri UV-Vis
Pengukuran absorbansi larutan uji telah dilakukan inkubasi
dilakukan menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang

gelombang maksimal DPPH.

Perhitungan nilai ICsp larutan sampel uji
ICso adalah besar konsentrasi efektif suatu sampel uji untuk

antioksidan dalam kemampuannya untuk hambat aktivitas
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antioksidan sebanyak 50% berdasarkan daya inhibisi atau daya

hambat dalam persen, Rumus :

absorbansi kontrol—absorbansi sampel

% inhibisi = x 100%

absorbansi kontrol

Absorbansi kontrol adalah absorbansi 1 mL DPPH 0,4 mM dan 3
mL metanol pro analisis dan Absorbansi sampel adalah

absorbansi dari larutan yang diujikan.

3.6.8 Uji Daya Hambat Antibakteri Fraksi Daun Rambutan

Uji daya hambat antibakteri fraksi etil asetat daun rambutan

(Nephelium lappaceum L.) ini dilakukan dengan mengukur diameter

zona hambat yang dihasilkan fraksi etil asetat daun rambutan. Uji

daya hambat antibakteri pada penelitian ini memiliki prosedur sebagai
berikut:

1)

2)

Sterilisasi Alat dan Bahan

Semua alat berbahan dasar kaca yang akan digunakan seperti
tabung reaksi, erlenmeyer dan gelas kimia disterilisasi
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit dengan
tekanan 1 atm, dan alat berbahan dasar logam menggunakan oven
pada suhu 180°C selama 2-3 jam. Sedangkan, untuk alat lain
seperti jarum ose dan pinset disterilkan menggunakan alkohol 70%
dan setelahnya lakukan pemijaran di atas lampu bunsen (Alina et
al., 2017; Armaleni et al., 2019)

Pembuatan Media Nutrient Agar (NA)

Media nutrient agar pada penelitian ini dibuat berdasarkan Alina
et al (2017) yaitu 23 g serbuk nutrient agar disuspensikan dengan
1 L akuades. Larutan nutrient agar dipanaskan dan diaduk
menggunakan magnetic stirrer diatas hot plate hingga tersuspensi

sempurna. Steriliasai media agar yang telah dihasilkan



3)

4)

5)
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menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C. Siapkan
cawan petri steril dan tuangkan media agar steril yang barusaja
dibuat dan biarkan memadat (Alina et al., 2017).

Peremajaan Bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas
aeruginosa

Peremajaan bakteri adalah proses penumbuhan bakteri uji dalam
cawan petri yang telah berisi media agar yang telah dibuat.
Pertama sterilisasi ose dengan pemijaran di atas api bunsen.
Lakukan pemijaran cawan petri yang berisi media nutrient agar
menggunakan api bunsen dan pijarkan mulut tabung stok kultur
bakteri dengan api bunsen lalu ambil biakan bakteri
Staphylococcus aureus atau Pseudomonas aeruginosa dari stok
kultur menggunakan ose dan goreskan dengan hati-hati bakteri
dari ose secara zig-zag di atas permukaan nutrient agar.
Berikutnya lakukan pemijaran kembali mulut tabung stok bakteri
dan pinggiran cawan petri berisi biakan bakteri yang telah dibuat
dengan api Bunsen untuk tujuan Sterilisasi. Lakukan inkubasi
cawan petri berisi biakan bakteri dalam inkubator selama 24 jam
dengan suhu 37°C (Misna & Diana, 2016).

Pembuatan Inokulum Bakteri

Siapkan inokulum dengan memasukkan satu koloni bakteri yang
telah diremajakan ke dalam tabung steril berisi 5 mL Tryptic Soy
Broth (TSB). Setelah itu, inkubasi selama dua jam di dalam
inkubator pada suhu 37°C. Untuk bakteri Pseudomonas
aeruginosa, lakukan hal yang sama (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2012).

Pembuatan Larutan Mc Farland 0,5
Larutan Mc Farland 0,5 pada penelitian ini dibuat dengan

melarutkan 0,05 mL larutan BaCl, 1% dengan 9,95 mL larutan
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H>SOs 1% dan dikocok hingga homogen. Larutan Mc Farland
digunakan dalam penelitian ini sebagai standar kekeruhan suspensi
bakteri (Rosmania & Yanti, 2020).

Pembutan Suspensi bakteri

Suspensi bakteri dibuat dengan pipet 300 pl inokulum bakteri
dengan mikropipet pada larutan 5 mL Tryptic Soy Broth (TSB) di
dalam tabung reaksi. Bandingkan tingkat kekeruhan bakteri hingga
sesuai dengan standar kekeruhan larutan Mc Farland yang telah
dibuat yaitu Mc Farland 0,5 yang setara dengan 1 x 108 CFU/mL
suspensi bakteri (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2012).

Pembuatan Larutan Uji

Fraksi etil asetat daun rambutan dilarutkan  dengan
dimethylsulfoxide (DMSQO) 5%. Kontrol positif yang digunakan
adalah amoksisilin 0,1% dan kontrol negatif yang digunakan
adalah DMSO 5% berdasarkan Alina et al.,, (2017) dengan

modifikasi.

Diameter Zona Hambat

Uji daya hambat fraksi daun rambutan terhadap Staphylococcus
aureus dan Pseudomonas aeruginosa dilakukan menggunakan
metode difusi silinder. Permukaan media nutrient agar dalam
cawan petri dituangkan 100 pl suspensi bakteri dengan teknik
aseptis, berikutnya ratakan dan diamkan selama 5 menit. Berikan
penanda pada cawan petri yang akan digunakan untuk
memudahkan pengujian. Selanjutnya letakkan enam silinder steril
di atas permukaan media nutrient agar yang telah diberi suspensi
bakteri menggunakan pinset sesuai posisi yang telah ditandai.
Tuangkan 100 pl larutan uji fraksi etil asetat daun rambutan (2,5%
; 5% ; 10% ; 20%), amoksisilin 0,1% sebagai kontrol positif, dan
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pelarut DMSO 5% sebagai kontrol negatif. Cawan petri uji
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam di dalam inkubator.
Hasil dapat diamati setelah inkubasi selesai. Sebelum pengamatan
angkat silinder menggunakan pinset, selanjutnya ukur diameter
daerah bening di sekeliling yang menandakan tidak adanya
pertumbuhan bakteri. Perlakuan ini diulang sebanyak 3 Kali.
(Irmayanti & Harnis, 2022)
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Gambar 11. Alur Penelitian
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3.8 Pengolahan dan Analisis Data

Data yang terkumpul dalam penelitian ini akan diolah menggunakan
perangkat lunak Statistical Packages for Social Science (SPSS) untuk
menganalisis data dengan tujuan memudahkan peneliti dalam menggunakan
statistik (Ahyar et al., 2020). Penelitian ini menggunakan analisis bivariat
untuk mengetahui aktivitas antibakteri fraksi etil asetat daun rambutan hasil
fraksinasi bertingkat yang dihasilkan melalui ekstraksi menggunakan
metode Ultrasound-Assisted Extraction. Pengujian normalitas distribusi data
dan homogenitas digunakan untuk mengawali analisis data daya hambat
antibakteri. Uji statistik One Way ANOVA digunakan jika data daya hambat
antibakteri memiliki distribusi normal, dan uji statistik Kruskal-Wallis

digunakan jika data tidak terdistribusi normal.



BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa:

1.

Ekstrak daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) yang di ekstraksi
menggunakan metode Ultrasound-Assisted Extraction memiliki
persentase rendemen sebesar 55,77%. Fraksi etil asetat daun rambutan
dari fraksinasi bertingkat menghasilkan persentase rendemen sebesar
18%.

Fraksi etil asetat daun rambutan (Nephelium Ilappaceum L.)
mengandung senyawa metabolit sekunder seperti saponin, alkaloid,
flavonoid, fenol, tanin, dan triterpenoid.

Fraksi etil asetat daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) memiliki
kadar total fenolik sebesar 324,41 mg GAE/g dan kadar total flavonoid
sebesar 145,82 mg QE/g.

Fraksi etil asetat daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) memiliki
nilai 1Cso sebesar 19,056 mg/L sedangkan asam askorbat sebagai
pembanding memiliki nilai 1Csp sebesar 10,998 mg/L.

Fraksi etil asetat daun rambutan (Nephelium lappaceum L.)
menunjukkan daya hambat antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus
aureus pada tiap konsentrasi uji (20%, 10%, 5%, dan 2,5%) dan
Pseudomonas aeruginosa pada konsentrasi uji 20%.
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5.2 Saran
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka penulis menyarankan:

1. Perlu dilakukannya penelitian lebih lanjut terkait daun rambutan
(Nephelium lappaceum L.) menggunakan metode ekstraksi atau
fraksinasi yang berbeda.

2. Perlu dilakukannya perhitungan kadar senyawa metabolit sekunder lain
yang terkandung dalam sampel agar dapat diketahui jumlah senyawa
metabolit sekunder secara lebih spesifik.

3. Perlu dilakukannya identifikasi lebih lanjut seperti gugus fungsi yang
terkandung terkait daun rambutan (Nephelium lappaceum L.)
menggunakan spektrofotometer FTIR.

4. Perlu dilakukannya peningkatan konsentrasi fraksi etil asetat daun
rambutan (Nephelium lappaceum L.) yang digunakan dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa agar dapat
mengetahui konsentrasi yang paling efektif dalam menghambat
pertumbuhan bakteri ini.

5. Perlu dilakukan pengujian lainnya seperti antikanker, antidiabetes, dan

antiinflamasi.
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