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ABSTRACT

ACTIVITY OF ANTIOXIDANT AND ANTIBACTERIAL OF METHANOL
EXTRACT OF OIL PALM LEAVES (ELAEIS GUINEENSIS FOLIA
JACQ) USING ULTRASOUND ASSISTED EXTRACTION

By

NADIA MUTIARA HATI

Background: Indonesia is a country abundant in natural resources, and almost all
types of plants can thrive in its territory. One of them is the oil palm leaf (Elaeis
guineensis folia Jacq), which contains compounds such as terpenoids, steroids,
alkaloids, flavonoids, glycosides, tannins, and saponins. Additionally, this plant is
known among communities for its beneficial properties in treating skin infections.
Previous studies have been limited to conventional extraction methods, with no
research utilizing modern extraction methods. This study aims to investigate the
potential antioxidant and antibacterial activities of methanol extract from oil palm
leaves (Elaeis guineensis folia Jacq).

Methods: Laboratory-scale experimental research was conducted. Oil palm leaf
extraction was performed using the ultrasound-assisted extraction method.
Subsequently, total phenolic content was measured using the Folin-Ciocalteu
method, total flavonoid content was measured using the AIClz method, antioxidant
activity was tested using DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), and antibacterial
activity was tested using the cylinder diffusion method.

Results: The results of this study showed that the methanol extract of oil palm
leaves had a total phenolic content of 529.44 mg GAE/gr, total flavonoid content of
103.15 mg QE/gr, an ICso value of 187.14 ppm, and produced a zone of inhibition
diameter of 0 mm,

Conclusion: The extract of oil palm leaves (Elaeis guineensis folia Jacq) had lower
total phenolic and flavonoid content compared to some other studies, exhibited
weak antioxidant effects, and showed no antibacterial effects against both test
bacteria.

Keywords: Antibacterial, oil palm leaf, ultrasound-assisted extraction, antioxidant



ABSTRAK

AKTIVITAS ANTIOKSIDAN DAN ANTIBAKTERI EKSTRAK
METANOL DAUN KELAPA SAWIT (ELAEIS GUINEENSIS FOLIA
JACQ) MENGGUNAKAN METODE ULTRASOUND
ASSISTED EXTRACTION

Oleh

NADIA MUTIARA HATI

Latar Belakang : Indonesia merupakan negara dengan kekayaan alam yang
melimpah dan hampir segala jenis tumbuhan dapat tumbuh di wilayah negara ini.
Salah satunya ialah daun kelapa sawit (Elaeis guineenis folia Jacq) mengandung
senyawa-senyawa terpenoid, steroid, alkaloid, flavonoid, glikosida, tanin dan
saponin dan juga tanaman ini dikalangan masyarakat memiliki manfaat yang dapat
digunakan untuk pengobatan infeksi kulit. Penelitian sebelumnya terbatas pada
metode ekstraksi konvensional dan belum ada penelitian yang menggunakan
metode ekstraksi modern. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi
aktivitas antioksidan dan aktivitas antibakteri dari ekstrak metanol daun kelapa
sawit (Elaeis guineenis folia Jacq).

Metode: Penelitian eksperimental skala laboratorium. Ekstraksi daun kelapa sawit
dilakukan dengan metode ultrasound assisted extraction. Selanjutnya, dilakukan
pengukuran total fenolik dengan metode Folin-Ciocalteu, pengukuran total
flavonoid dengan metode AICIs, uji aktivitas antioksidan dengan menggunakan
DPPH (2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl) dan uji aktivitas antibakteri dengan metode
difusi silinder.

Hasil: Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak daun rambutan metode
memiliki kadar total fenolik sebesar 529,44 mg GAE/gr, total flavonoid sebesar
103,15 mg QE/gr, nilai 1Csp sebesar 187,14 ppm serta menghasilkan diameter zona
hambat sebesar 0 mm.

Simpulan: Ekstrak daun kelapa sawit (Elaeis guineenis folia Jacq) memiliki kadar
total fenolik dan total flavonoid yang lebih rendah dibandingkan beberapa
penelitian lain, memiliki efek antioksidan dengan kategori lemah dan belum
terdapat efek antibakteri terhadap kedua bakteri uji

Kata kunci: Antibakteri, daun kelapa sawit, ultrasound assisted extraction,
antioksidan
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Hampir semua spesies tumbuhan di seluruh dunia dapat tumbuh subur di
Indonesia, negara yang kaya akan sumber daya alam. Kelapa sawit atau Elaeis
guineensis folia Jacq adalah salah satunya (Idawati et al., 2023). Budidaya
kelapa sawit menghasilkan jumlah limbah yang besar dalam bentuk batang dan
daun kelapa sawit. Bahkan di berbagai daerah yang banyak perusahaan dan
perkebunan kelapa sawit, banyak yang tidak memanfaatkan daun kelapa sawit
tersebut, hanya dijadikan bahan buangan atau limbah (Zumaro et al., 2021).
Bahan limbabh ini, terutama daun kelapa sawit, mengandung senyawa fitokimia
metabolit sekumder seperti steroid, terpenoid, alkaloid, flavonoid, glikosida,
tanin, dan saponin. Sehingga banyak digunakan dan terkenal karena sifat
farmakologisnya yaitu sebagai antioksidan, antibakteri, seperti obat untuk
merawat luka, kanker, dan penyakit kardiovaskular dan ginjal (Zain et al.,
2020).

Antioksidan alami dapat ditemukan dalam berbagai bagian tumbuhan,
termasuk daun, batang, akar, kayu, buah, biji, bunga, bahkan kulit kayu dan
serbuk sari. Karena mereka adalah bahan alami yang memiliki aktivitas
antioksidan, bagian-bagian ini dianggap sebagai sumber antioksidan alami.
Dikenal sebagai senyawa antioksidan alami, senyawa-senyawa seperti vitamin
A, vitamin C, vitamin E, karotenoid, fenolik, dan polifenolik termasuk
golongan flavonoid, turunan asam sinamat (seperti asam kafeat, asam ferulat,
asam klorogenat, dan lain-lain), tokoferol, kuomarin, dan asam-asam organik
polifungsional. Flavon, isoflavon, flavonol, katekin, dan kalkon adalah contoh
flavonoid lainnya yang memiliki aktivitas antioksidan. Flavonoid melakukan
banyak hal, seperti membersihkan radikal bebas dari tubuh, membantu sel-sel



bekerja dengan baik, dan mengurangi dampak zat beracun pada tubuh. Karena
mengandung senyawa antioksidan, ekstrak tanaman sering digunakan untuk
menghambat dan menetralisir reaksi oksidasi yang melibatkan radikal bebas,
baik yang berasal dari dalam maupun luar tubuh. Mikronutrien seperti asam
folat, karotenoid, antosianin, vitamin A, C, E, dan polifenol juga memiliki
kemampuan untuk memerangi radikal bebas atau oksidan, sehingga dapat
digunakan sebagai pengganti antioksidan sintetis. Jumlah penelitian tentang
berbagai bagian tumbuhan yang mengandung antioksidan untuk melawan dan
bahkan menghentikan radikal bebas sedang meningkat, menunjukkan bahwa
penelitian sedang berfokus pada penemuan sumber antioksidan alami yang
lebih banyak (Nurkhasanah et al., 2023).

Daun kelapa sawit (Elaeis guineensis folia Jacq) adalah jenis tanaman yang
memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi (Zumaro et al., 2021). Selain itu,
tanaman ini dianggap berguna dalam pengobatan infeksi kulit. Infeksi adalah
salah satu penyakit paling umum yang menyerang masyarakat saat ini,
khususnya di negara-negara yang berkembang seperti Indonesia. Bakteri
adalah salah satu faktor yang berkontribusi terhadap penyakit menular. Bakteri
patogen yang lebih berbahaya yang menyebabkan penyakit endemik dan
sporadik seperti bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus (Katrin et
al., 2015).

Staphylococcus aureus merupakan agen utama yang menyebabkan penyakit
pada manusia. Kebanyakan orang pernah mengalami infeksi Staphylococcus
aureus pada seumur hidupnya, mulai dari luka kecil, infeksi kulit, atau
keracunan makanan hingga infeksi yang berpotensi fatal. Sedangkan Bakteri
Escherichia coli merupakan bakteri yang umum ditemukan di usus besar
manusia sebagai mikrobioma normal. Kemampuannya untuk menyebabkan
infeksi usus primer, seperti diare serta mampu menyebabkan infeksi pada
jaringan tubuh selain usus (Khairunnida et al.,2020). Seiring dengan
meningkatnya infeksi bakteri, penggunaan antibiotik untuk mengobatinya juga
akan meningkat. Pada saat yang sama, bahaya bakteri menjadi resisten terhadap

antibiotik meningkat seiring dengan penggunaan antibiotik yang terus



menerus, sehingga mendorong para peneliti untuk mencari sumber bahan obat

lain untuk digunakan sebagai agen antibakteri alternatif (Al Alim et al., 2022).

Daun kelapa sawit (Elaeis guineensis folia Jacq) kemungkinan juga memiliki
aksi terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dengan sifat
antibakterinya. Namun, belum ada laporan sebelumnya yang menunjukkan
bahwa daun kelapa sawit memiliki kemampuan mencegah bakteri endofit
berbahaya. Menurut penelitian Harmileni et.al (2023) Daun kelapa sawit
digunakan untuk secara efektif mengisolasi delapan isolat bakteri endofit
melalui pengujian. Bakteri gram positif ditemukan pada tujuh isolat sedangkan
bakteri gram negatif ditemukan pada satu isolat. Dua jenis isolat diidentifikasi
melalui analisis morfologi meliputi basil dan kokus. Pengujian menggunakan
zona hambat 13 mm, pengujian antibakteri menunjukkan bahwa satu isolat
(IDS18) menunjukkan aktivitas antibakteri yang kuat terhadap S. aureus tetapi
tidak terhadap E. coli. Sementara itu, tidak ada aktivitas terhadap S. aureus
namun aktivitas sedang terhadap E. coli pada lima isolat (IDS1, IDS10, IDS11,
IDS14, dan IDS 16). Berdasarkan temuan penelitian, bakteri endofit daun
kelapa sawit mampu menghasilkan zat antibiotik. Studi tambahan diperlukan
untuk mengoptimalkan pembentukan bahan kimia bioaktif yang bersifat
antibakteri dan untuk karakterisasinya.

Antibakteri, khususnya antibiotik sudah lama digunakan untuk mengatasi
infeksi bakteri. Namun belakangan ini, resistensi antibiotik yang disebabkan
oleh keragaman genetik telah membuat mikroba berbahaya menjadi lebih
umum. Masalah terapeutik yang besar muncul ketika bakteri berbahaya
mengembangkan resistensi terhadap banyak obat. Kesulitan lain termasuk
toksisitas terapi antibiotik pada jaringan inang juga terkait dengan hal ini.
Penelitian menunjukkan bahwa masalah resistensi antibiotik yang
berhubungan dengan infeksi bakteri tidak dapat diselesaikan dengan
pengembangan obat antibakteri saat ini (Mahmood et al., 2019). Oleh karena
itu, pencarian agen antibakteri baru harus dicari dan diteliti lagi dari obat baru

atau tanaman obat baru. Tanaman obat dapat berperan sebagai sumber asli



senyawa-senyawa baru yang memiliki nilai terapeutik dan juga dapat
digunakan dalam pengembangan obat baru (Harmileni et al., 2023).

Berdasarkan uraian diatas, penelitian mengenai daun kelapa sawit masih sangat
sedikit sehingga penelitian ini dapat menjadi rujukan atau referensi baru
mengenai pengujian sifat antioksidan dan antibakteri ekstrak metanol daun
kelapa sawit (Elaeis guineensis folia Jacq) terhadap bakteri Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli menggunakan metode ultrasound assited

extraction.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah tersebut dihasilkan dengan memperhatikan konteks tersebut

di atas, yaitu :

1. Berapa rendemen ekstrak pada ekstrak metanol daun kelapa sawit (Elaeis
guineensis folia Jacq) yang diekstraksi menggunakan metode ultrasound
assisted extraction ?

2. Apa saja metabolit sekunder yang terkandung pada ekstrak metanol daun
kelapa sawit (Elaeis guineensis folia Jacq) yang diekstraksi menggunakan
metode ultrasound assisted extraction ?

3. Berapa kadar total fenolik pada ekstrak metanol daun kelapa sawit (Elaeis
guineensis folia Jacq) yang diekstraksi menggunakan metode ultrasound
assisted extraction ?

4. Berapa kadar total flavonoid pada ekstrak metanol daun kelapa sawit
(Elaeis guineensis folia Jacq) yang diekstraksi menggunakan metode
ultrasound assisted extraction ?

5. Bagaimana aktivitas antioksidan yang ada pada ekstrak metanol daun
kelapa sawit (Elaeis guineensis folia Jacq) yang diekstraksi menggunakan
metode ultrasound assisted extraction ?

6. Bagaimana aktivitas antibakteri ekstrak metanol daun kelapa sawit (Elaeis
guineensis folia Jacq) yang diekstraksi menggunakan metode ultrasound
assisted extraction terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan

Escherichia coli ?



1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut, yang didasarkan pada rumusan

masalah tersebut di atas :

1.3.1 Tujuan Umum

Untuk mengetahui kadar total fenolik, kadar total flavonoid, aktivitas

antioksidan, dan antibakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli

ekstrak metanol daun kelapa sawit (Elaeis guineensis folia Jacq).

1.3.2 Tujuan Khusus

Adapun tujuan khusus dari penilitian ini yaitu :

1.

Untuk mengetahui kandungan fitokimia (senyawa metabolit
sekunder) yang terkandung dalam daun kelapa sawit (Elaeis
guineensis folia Jacq) yang diekstraksi menggunakan metode
ultrasound assisted extraction.

Untuk mengetahui kadar total fenolik yang terkandung dalam daun
kelapa sawit (Elaeis guineensis folia Jacq).

Untuk mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak metanol daun
kelapa sawit (Elaeis guineensis folia Jacq).

Untuk mengetahui diameter hambat bakteri aktivitas antibakteri
pada ekstrak metanol daun kelapa sawit (Elaeis guineensis folia
Jacq) ultrasound assisted extraction terhadap pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

Untuk mengetahui konsentrasi hambat minimum pada ekstrak
metanol daun kelapa sawit (Elaeis guineensis folia Jacq) ultrasound
assisted extraction terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus

aureus dan Escherichia coli.



1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Bagi Peneliti

Hasil penelitian ini akan memberikan pengetahuan ilmiah kepada
peneliti, meningkatkan kemampuan pemecahan masalah, dan
membentuk suatu bentuk disiplin ilmu berdasarkan pengetahuan yang

dipelajari peneliti.

1.4.2 Bagi Institusi

Hasil penelitian ini diharapkan menambah referensi penelitian dan dapat
meningkatkan penelitian dibidang agromedicine sehingga menunjang

visi Fakultas Kedokteran Universitas Lampung.

1.4.3 Bagi Masyarakat

Hasil penelitian ini diharapkan dapat dijadikan sumber informasi untuk
masyarakat mengenai potensi aktivitas antioksidan dan antibakteri
ekstrak metanol daun kelapa sawit (Elaeis guineensis folia Jacq) yang

diekstraksi menggunakan metode ultrasound assisted extraction.
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2.1 Kelapa Sawit

2.1.1 Definisi Kelapa Sawit

Afrika Barat, khususnya Nigeria adalah rumah asli tanaman kelapa sawit
(Elaeis guineensis folia Jacq). Tetapi karena hutan di Brazil memiliki
keanekaragaman spesies yang lebih besar dibandingkan hutan di Afrika,
sebagian besar orang percaya bahwa kelapa sawit berasal dari Brazil.
Faktanya, kelapa sawit tumbuh lebih subur dibandingkan di negara-
negara asal kelapa sawit, seperti Indonesia, Malaysia, Thailand, dan
Papua Nugini. Kelapa sawit tidak hanya memainkan peran penting dalam
pertumbuhan ekonomi Indonesia, tetapi juga mampu menciptakan
lapangan pekerjaan dan menghasilkan devisa untuk negara. Mentega,
minyak goreng, kue dan kue kering, sabun, kosmetik, dan biodiesel
adalah beberapa barang yang dihasilkan sebagai pengembangan kelapa
sawit (Sihombing et.al, 2018).

Salah satu tanaman perkebunan kelapa sawit (Elaeis guineensis folia
Jacq), menawarkan masa depan yang sangat cerah bagi industri baik di
pasar domestik maupun internasional. Produsen minyak sawit terbesar di
dunia, yang menyumbang hampir 44% produksi dunia kini berada di
Indonesia, dimana perkebunan kelapa sawit tumbuh dengan pesat
(Widians et.al, 2020).

2.1.2 Morfologi Kelapa Sawit

Daun tanaman kelapa sawit (Elaeis guineensis folia Jacq) mewakili

sejenis daun dengan bentuk majemuk. Seperti halnya daun tanaman



kelapa, minyak sawit juga memiliki daun yang mirip. Panjangnya rusuk
daun tengah 6,5 - 9 meter dan memiliki jumlah anak daun 380 helai per
pelepah, dan panjang anak daun dapat mencapai 120 sentimeter (Risza
S.,1995 ). Waktu yang diperlukan untuk pelepah mulai tumbuh sampai
tua adalah 7 tahun, dan setiap pohon dapat memiliki hingga 60 pelepah.
Ketika pelepah daun menyusut, populasi pohon kelapa sawit yang dapat
ditanam per satuan luas juga ikut menyusut, sehingga produktivitas
menjadi lebih tinggi (Gultom, 2020).

Terpenoid, steroid, alkaloid, flavonoid, glikosida, tanin, dan saponin
ditemukan pada daun kelapa sawit (Zumaro et al., 2021). Komposisi gizi
pelepah daun kelapa sawit adalah sebagai berikut: bahan kering 54,78
persen, protein kasar 5,3%, hemiselulosa 21,1%, selulosa 27,9%, serat
kasar 31,09%, abu 4,48%, BETN 51,87%, lignin 16,9%, dan silika 0,6%
(Rizali et al., 2018).

2.1.3 Taksonomi Kelapa Sawit

Menurut (Risza S., 1995) taksonomi tanaman kelapa sawit:

Sub-famili : Palminae

Kelas : Angiospermeae

Ordo : Palmales

Famili : Palmaceae

Genus : Elaeis

Spesies : Elaeis guineensis folia Jacq
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-

Gambar 1 Kelapa Sawit (Dokumentasi Pribadi)



2.1.4 Manfaat Kelapa Sawit

Limbah daun kelapa sawit yang dihasilkan harus diolah agar tidak
menimbulkan dampak negatif terhadap lingkungan. Upaya mengurangi
volume limbah daun kelapa sawit dapat dilakukan dengan mengubahnya
menjadi produk antibakteri. Selain itu, tanaman ini dapat menyediakan
senyawa Kimia antibakteri. Senyawa antibakteri yang dihasilkan dari
tumbuhan merupakan sebagian besar metabolit sekunder tumbuhan.
Daun kelapa sawit (Elaeis guineensis folia Jacq) digunakan sebagai
antioksidan yang dapat melindungi kulit. Selain itu, dianggap bermanfaat
dalam pengobatan infeksi kulit karena mengandung zat yang diketahui
berperilaku sebagai metabolit sekunder dan bertindak sebagai antibakteri
untuk mengobati gangguan infeksi (Haryati et al., 2015 dan Zumaro et
al., 2021).

2.2 Bakteri Escherichia coli

2.2.1 Definisi dan Morfologi Bakteri Escherichia coli

Di usus besar manusia, bakteri Escherichia coli adalah bakteri patogen
yang umum yang membantu penguraian sisa makanan. Ciri-ciri biokimia
bakteri Escherichia coli mampu memfermentasi berbagai karbohidrat,
termasuk laktosa, sukrosa, dan manitol yang menghasilkan produksi
indol. Menjadi patogen jika bakteri ini ditemukan di peritoneum, selaput
otak, saluran empedu, sistem saluran kemih, atau jaringan paru-paru.
Bakteri E. Coli yang dikeluarkan melalui tinja dapat mencemari tanah
dan area alami lainnya. Karena menyangkut air minum, bakteri ini sering

digunakan sebagai penanda kebersihan air (Rollando, 2019).

Mampu melakukan metabolisme anaerobik fakultatif, bakteri
Escherichia coli adalah bakteri gram negatif berbentuk batang berukuran
panjang sekitar 2um, diameter 0,7um, dan lebar 0,4um. Koloni bundar,
halus, cembung dengan tepi jelas atau nyata yang dibentuk oleh bakteri

ini. Bakteri Escherichia coli merupakan golongan bakteri yang termasuk
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dalam kelompok Enterobacteriaceae. Hidup pada suhu 20-40°C dan
suhu optimumnya 37°C, karena setiap kelompok bakteri Escherichia coli
menyebabkan penyakit dengan cara yang berbeda. Kelompok bakteri
Escherichia coli dikategorikan berdasarkan sifat virulensinya yang khas.
Strain bakteri Escherichia coli termasuk ETEC (Enterotoxigenic
Escherichia coli), EAEC (Enteroagregative Escherichia coli), EIEC
(Enteroinvasif Escherichia coli), dan EHEC (Enterohemorragic
Escherichia coli) (Rollando,2019) .

2.2.2 Taksonomi Bakteri Escherichia coli

Menurut (Sutiknowati, 2016) taksonomi bakteri Escherecia coli sebagai
berikut:

Kingdom : Eubacteria

Phylum : Proteobacteria
Class : Gammaproteobacteria
Order : Enterobacteriales
Family : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia
Spesies : Escherichia coli
v r'. ,,”' .;J,g\"vw
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Gambar 2 Escherichia coli (Khakim & Rini, 2018)
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2.3 Bakteri Staphylococcus aureus

2.3.1 Definisi dan Morfologi Bakteri Staphylococcus aureus

Berbentuk bulat dan berdiameter 0,8-1,0 um, bakteri Staphylococcus
aureus merupakan bakteri gram positif yang dikategorikan dari
anaerobik fakultatif hingga aerobik hingga bergerak berkelompok,
terkadang menyerupai benang anggur. Kulit, hidung, tenggorokan, dan
saluran pencernaan manusia sering kali dipenuhi bakteri Staphylococcus
aureus. Menurut Rollando (2019), bakteri ini sering ditemukan pada
kulit, folikel rambut, dan rongga hidung. Karena kemampuannya
menyebabkan infeksi, bakteri Staphylococcus aureus berdampak buruk.
Penyakitnya termasuk diare, malaria, dan pustula atau bisul disebabkan
oleh bakteri bakteri Staphylococcus aureus. Udara, debu, sampah, air,
makanan, dan peralatan makan merupakan sumber infeksi yang
potensial. Kapasitasnya untuk bereproduksi dan penyebaran jaringan
yang luas memungkinkan bakteri Staphylococcus aureus menyebabkan
penyakit. Bakteri berkembang biak dengan menggunakan sumber daya
yang tersedia bagi inang untuk mereplikasi dirinya sendiri. Luka kronik
bahkan kematian disebabkan oleh bakteri yang menginfeksi inangnya
(Seko et al., 2021).

Bakteri Staphylococcus aureus menghasilkan enzim katalase. Hal ini
yang membedakannya dengan Streptococcus. Bakteri jenis ini
berkembang pesat pada suhu 37°C dan mampu memfermentasi
karbohidrat, termasuk manitol, membentuk asam laktat, sehingga bakteri
tersebut dapat dideteksi menggunakan media mannitol salt agar. Suhu
kering dan hangat (50°C selama 30 menit) dan larutan NaCl 9% cocok
untuk pertumbuhan S. aureus. Menurut Rollando (2019), koloni yang
tumbuh pada medium padat sederhana mempunyai diameter 1-2 mm,
bentuk bulat, tepi tidak terputus, warna putih sampai kuning keemasan,
permukaan meninggi melengkung, dan permukaan halus lembab dan
tekstur buram. Antibiotik, yang mempunyai kemampuan untuk menekan

atau membasmi kuman Staphylococcus aureus, sering digunakan dalam
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pengobatan penyakit menular yang disebabkannya. Amoksisilin adalah
antibiotik yang paling umum digunakan (Fatimah et al., 2016).
2.3.2 Taksonomi Bakteri Staphylococcus aureus

Bakteri Staphylococcus aureus taksonominya sebagai berikut dalam
volume 4 Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, edisi kedua
(Krieg et al., 2011):

Kingdom : Monera

Divisi : Firmicutes

Kelas : Firmibacteria

Bangsa : Eubacteriales

Suku : Micrococcaceae
Genus : Staphylococcus

Jenis . Staphylococcus aureus

Gambar 3 Staphylococcus aureus (Malelak et al., 2015)
2.4 Simplisia
2.4.1 Pengertian Simplisia

Simplisia adalah bahan alam yang telah dikeringkan yang digunakan
pengobatan dan belum mengalami pengolahan. Tergantung pada
situasinya, pengeringan dapat dilakukan di dalam oven pada suhu tidak
lebih dari 60°C di udara atau di bawah sinar matahari. Sejumlah faktor,
termasuk stabilitas komponen, kontaminasi, dan kandungan kimia,

dipengaruhi oleh metode yang digunakan untuk memanen dan
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menyiapkan simplisia. Variasi komposisi senyawa bagaimanapun dapat
diminimalkan, dikendalikan, dan dipertahankan dalam produk olahan

(Departemen Indonesia, 2017).

2.4.2 Proses Pembuatan Simplisia

Tahapan berikut sering disertakan dalam pembuatan simplisia:

1. Pengumpulan bahan baku atau tanaman : kualitas tanaman dan bahan
baku simplisia dipengaruhi oleh banyak variabel, antara lain umur
tanaman sebagian pada saat panen, bagian tanaman, waktu panen, dan

lingkungan tumbuh.

2. Sortasi basah : proses ini melibatkan menghilangkan bagian yang tidak
diinginkan dari tanaman sebelum dikeringkan, membiarkan kotoran atau
kontaminan asing lainnya dipisahkan dan dijadikan komponen yang

dapat digunakan sebelum dicuci.

3. Pencucian : Bahan simplisia dibersihkan dari kotoran dan kontaminan
lainnya. Dicuci dengan air bersih. Untuk menghindari hilangnya
komponen nutrisi tanaman, pencucian dilakukan dalam waktu sesingkat

mungkin.

4. Perajangan : dilakukan prosedur pengepakan, penggilingan, dan
pengeringan menjadi lebih sederhana. Tanaman dibiarkan utuh dan

dijemur selama 1 hari sebelum dipotong.

5. Pengeringan : dapat mengeringkan apa pun dengan tiga cara berbeda:
di dalam oven, di udara, atau di bawah sinar matahari langsung. Sampai

kadar air < 10%, proses pengeringan ini diulangi.

6. Sortasi kering : tujuannya adalah untuk menghilangkan benda asing
dari simplisia kering, seperti potongan tanaman yang tidak diinginkan

dan kontaminan lainnya.
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7. Pengepakan ,penyimpanan dan pemeriksaan mutu : Simplisia dapat
rusak pada saat disimpan. Oleh karena itu, digunakan wadah tidak
beracun yang tidak bereaksi dengan isinya untuk mencegah terjadinya
reaksi dan variasi warna, bau, rasa, dan aspek lain dari simplisia
(Wahyuni R, et.al , 2014).

Untuk memastikan bahan mentah homogen dan, pada akhirnya, efek
farmakologis tanaman, salah satu pendekatan untuk mengatur kualitas
tanaman adalah dengan melakukan standarisasi dasar tanaman.
Parameter yang berkaitan dengan mutu simplisa meliputi susut
pengeringan, kadar air, kadar abu, kadar abu tidak larut asam, kadar
ekstrak larut air, dan kadar ekstrak larut etanol. Untuk melengkapi data
yang tersedia, dilakukan uji determinasi dasar sensorik, mikroskopis,

makroskopis, dan kimia (Mayasari, et.al, 2018).

2.5 Metabolit Sekunder

Dalam hal inovasi pencarian dan penciptaan obat-obatan baru atau dalam
memajukan berbagai tujuan industri, senyawa metabolit sekunder
menyediakan pasokan molekul yang tidak ada habisnya. Selain itu juga untuk
tujuan mengidentifikasi bahan kimia alami yang mempunyai nilai tambah pada
sediaan obat, sebagai langkah awal (Rohama & Zainuddin, 2021). Mencari
tahu komponen kimia apa yang ada dalam ekstrak tumbuhan dapat dilakukan
melalui proses yang disebut skrining fitokimia. Reagen seperti flavonoid,
alkaloid, tanin, saponin, terpenoid, dan lain-lain ditemukan melalui skrining
fitokimia. Mulai dengan menambahkan reagen pendeteksi ke dalam tabung
reaksi yang berisi ekstrak tumbuhan yang ingin di uji. Menurut Putri dan Lubis
(2020), modifikasi yang dilakukan pada ekstrak akan mengetahui komposisi
senyawa yang ada pada ekstrak tumbuhan tersebut. Melalui proses ekstraksi,
bahan kimia bioaktif yang dihasilkan oleh metabolisme sekunder dapat
dikumpulkan (Hidayah et al., 2016).
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Gambar 4 Jalur utama metabolit sekunder (Jamloki et al., 2021)

Fenolik

Fenol adalah metabolit sekunder yang terbesar dalam tumbuhan (Septiani
et al., 2018). Menurut Putri et.al (2020), modifikasi yang dilakukan pada
ekstrak akan mengetahui komposisi senyawa yang ada pada ekstrak
tumbuhan tersebut. Melalui prosedur ekstraksi, bahan kimia bioaktif

yang dihasilkan oleh metabolisme sekunder dapat dikumpulkan.

Senyawa fenolik merupakan kelompok senyawa terbesar yang berperan
sebagai antioksidan alami pada tumbuhan. Senyawa fenolik memiliki
satu (fenol) atau lebih (polifenol) cincin fenol, yaitu gugus hidroksi yang
terikat pada cincin aromatis sehingga mudah teroksidasi dengan
menyumbangkan atom hidrogen pada radikal bebas. Kemampuannya
membentuk radikal fenoksi yang stabil pada reaksi oksidasi

menyebabkan senyawa fenolik sangat potensial sebagai antioksidan.



16

Senyawa fenolik alami umumnya berupa polifenol yang membentuk
senyawa eter, ester, atau glikosida, antara lain flavonoid, tanin, tokoferol,
kumarin, lignin, turunan asam sinamat, dan asam organik polifungsional
(Dhurhania & Novianto, 2019).

Dalam tumbuhan, kategori senyawa ini memiliki berbagai peranan,
seperti:

1. Membentuk struktur dinding sel (misalnya lignin).

2. Berperan sebagai pigmen dalam bunga (seperti antosianin).

3. Mengatur pertumbuhan tumbuhan (contohnya flavonol).

4. Berfungsi sebagai mekanisme pertahanan (seperti flavonoid).

5. Memiliki peran dalam menghambat atau merangsang perkecambahan
(misalnya fenol sederhana).

6. Memberikan aroma tertentu (seperti vanilin atau metil salisilat)
(Julianto, 2019).

Penetapan kadar total fenol menggunakan pereaksi folin-ciocalteau
dalam teknik spektrofotometer Uv-Vis. Dalam lingkungan basa, bahan
kimia  fenolik  mengubah  fosfomolibdat-fosfotungstat  untuk
menghasilkan senyawa kompleks biru yang dapat dideteksi secara
spektrofotometri. Kandungan fenolik tanaman diukur dalam miligram
asam galat (3,4,5 asam trihidroksibenzoat) atau GAE (galic acid
equivalent), yang setara dengan satu gram sampel. Kandungan fenolik
total ekstrak dihitung menggunakan pembanding asam galat dengan
beberapa kali perubahan konsentrasi (Mukhriani et al., 2019 dan Sari et
al., 2017).

OH

Gambar 5 Senyawa Fenol (Pramiastuti et al., 2018)

Apabila antioksidan enzimatis sebagai sistem pertahanan tubuh tidak lagi

memadai untuk menangkal radikal bebas, maka akan mengakibatkan
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terjadinya stres oksidatif. Pada kondisi stress oksidatif, kelebihan radikal
bebas akan bereaksi dengan lemak, protein, dan asam nukleat seluler
sehingga memicu peroksidasi lipid membran sel, kerusakan protein
maupun asam nukleat yang dapat mengakibatkan hilangnya fungsi
seluler secara total. Oleh karena itu, tubuh memerlukan asupan
antioksidan untuk mengatasi stres oksidatif (Dhurhania & Novianto,
2019).

Senyawa fenolik, yang dihasilkan oleh tumbuhan sebagai tanggapan
terhadap stres lingkungan, berperan sebagai perlindungan terhadap sinar
UV-B serta mencegah kematian sel untuk menjaga keutuhan DNA dari
dimerisasi dan kerusakan. Komponen dalam senyawa ini memiliki peran
yang signifikan dalam pencegahan dan pengobatan berbagai gangguan
kesehatan seperti arteriosklerosis, disfungsi otak, diabetes, dan kanker,
dan lain sebagainya (Hanin & Pratiwi, 2017). Senyawa fenolik memiliki
kecenderungan dan kemampuan bereaksi dengan ROS (Reactive Oxygen
Species) yang dapat memberikan efek antioksidan dan mampu
menghilangkan sifat radikalnya sehingga tidak berbahaya lagi terhadap
sel manusia (Gultom et al., 2021).

Senyawa fenolik merupakan jenis senyawa yang mengandung gugus
hidroksil dan umumnya ditemukan dalam jumlah yang besar di dalam
tanaman. Keanekaragaman struktural senyawa ini bervariasi, mulai dari
fenol sederhana hingga yang kompleks, termasuk juga komponen yang
telah mengalami polimerisasi. Polifenol, salah satu jenis senyawa
fenolik, memiliki banyak gugus fenol dalam strukturnya dan memiliki
rentang kelarutan yang beragam. Selain itu, polifenol juga menunjukkan
berbagai fungsi biologis, seperti perlindungan terhadap stres oksidatif
dan penyakit degeneratif dengan cara yang cukup signifikan. Senyawa
ini mungkin memiliki efek tidak langsung dalam mengaktifkan sistem
pertahanan endogen melalui modulasi sinyal seluler. Efek yang
dihasilkan dalam tubuh manusia setelah terpapar senyawa fenolik

menegaskan nilai penting senyawa tersebut dalam produk makanan.
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Senyawa ini membawa sejumlah manfaat kesehatan yang beragam,
termasuk sifat antioksidan, antikarsinogenik, antimikroba, dan lainnya
(Diniyah & Lee, 2020).

Metode analisis total fenolik adalah teknik laboratorium yang digunakan
untuk mengukur total kandungan fenolik dalam suatu sampel. Fenolik
merupakan senyawa kimia yang memiliki gugus fenol, yang ditemukan
dalam berbagai jenis makanan, minuman, dan tumbuhan. Kandungan
fenolik dalam suatu sampel sering kali berkorelasi dengan aktivitas
antioksidan dan potensi manfaat kesehatan dari sampel tersebut. Salah
satu metode yang umum digunakan untuk analisis total fenolik adalah
metode Folin-Ciocalteu. Metode ini didasarkan pada reaksi fenol dengan
reagen Folin-Ciocalteu, yang menghasilkan warna biru pada kondisi
asam. Kadar fenolik dalam sampel kemudian dapat dihitung berdasarkan
absorbansi warna biru yang dihasilkan, yang dapat diukur menggunakan

spektrofotometer (Adamczyk et al.,2018)

2.5.2 Flavonoid

Flavonoid merupakan kelompok polifenol dan diklasifikasikan
berdasarkan struktur kimia serta biosintesisnya (Seleem et al., 2017).
Flavonoid memiliki struktur dasar yang terdiri dari dua gugus aromatik
yang digabungkan oleh jembatan karbon (C6-C3-C6). Senyawa
flavonoid juga hadir dalam berbagai makanan dan minuman yang berasal
dari tumbuhan, termasuk buah, sayuran, teh, kakao, dan anggur.
Flavonoid ini terbagi menjadi beberapa subgrup, seperti kalkon, flavon,
flavonol, dan isoflavon, yang masing-masing berasal dari sumber yang
beragam dan memiliki karakteristik unik (Panche et al., 2016). Perbedaan
struktur, terutama substitusi karbon pada gugus aromatik sentral dengan
berbagai aktivitas farmakologi, menentukan pembagian kelompok
flavonoid (Hepni et al., 2019).

Flavonoid, sebuah jenis senyawa metabolit sekunder yang tergolong

dalam kategori senyawa fenol, memiliki struktur benzena yang
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dilengkapi dengan gugus OH. Senyawa ini ditemukan secara melimpah
di alam, tersebar di berbagai bagian tumbuhan seperti akar, kayu, kulit,
daun, batang, buah, dan bunga. Umumnya, flavonoid dapat ditemukan
pada tumbuhan yang lebih berkembang. Sebanyak 5-10% dari senyawa
metabolit sekunder pada tumbuhan terdiri dari flavonoid. Flavonoid
merupakan turunan kimia dari 2-phenyl-benzyl-y-pyrone yang dibuat
melalui jalur biosintesis fenilpropanoid. Peran flavonoid meliputi
memberikan warna, rasa, dan aroma pada biji, bunga, dan buah. Namun,
mereka cenderung teroksidasi dengan mudah saat terpapar suhu tinggi
dan tidak stabil terhadap panas (Susila Ningsih et al., 2023).

Di lingkungan alamiah, senyawa flavonoid dapat diekstraksi dari
berbagai tumbuhan dan tersebar di seluruh jaringan tanaman. Tumbuhan
memanfaatkan flavonoid untuk mendukung pertumbuhan dan
melindungi diri dari plak. Kelompok senyawa fenolik dengan bobot
molekul yang relatif kecil, flavonoid sering dianggap sebagai pigmen
dalam bunga tumbuhan angiospermae. Flavonoid bukanlah komponen
yang hanya terbatas pada bagian bunga, melainkan juga tersebar di
seluruh tubuh tanaman (Khoirunnisa & Sumiwi, 2019)

Flavonoid adalah jenis senyawa yang diproduksi oleh tanaman sebagai
bagian dari polifenol. Fungsi utama flavonoid adalah sebagai
antioksidan, membantu menangkap radikal bebas dan menghambat
oksidasi lipid (Zuraida et al., 2017). Flavonoid mempunyai aktivitas
antioksidan, antibakteri, antivirus, dan anti kanker (Ngibad, 2023).
Flavonoid pada umumnya terdapat pada semua bagian tumbuhan
termasuk buah, akar, daun, dan kulit luar batang.Senyawa flavonoid
adalah salah satu senyawa bahan penyusun imunitas tubuh yang
berfungsi sebagai aktivitas antioksidan dalam menangkap radikal bebas

dalam tubuh (Sampepana et al., 2020).
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Gambar 6 Struktur Dasar Flavonoid (Noer,2018)

Kelompok terbesar dari senyawa fenolik adalah flavonoid. Setiap
tumbuhan umumnya mengandung satu atau lebih senyawa kelompok
flavonoid dan memiliki komposisi kandungan flavonoid yang khas.
Flavonoid terdapat hampir di semua bagian tumbuhan, seperti daun, akar,
kulit tepung sari, nektar, bunga, buah dan biji. Senyawa flavonoid
memiliki aktivitas antioksidan yang dapat meningkatkan pertahanan diri
dari penyakit yang diinduksi oleh radikal bebas. Aktivitas antioksidan
pada senyawa flavonoid diketahui memiliki potensi untuk mencegah
terjadinya penumpukan lemak sehingga mampu mengatasi masalah
obesitas yang menjadi penyebab penyakit DM (Diabetes Melitus). Selain
itu senyawa flavonoid juga diketahui dapat mengurangi risiko terjadinya
penyakit jantung dan kanker (Hanin & Pratiwi, 2017). Flavonoid juga
memiliki kemampuan dalam menangkal radikal bebas. Selain itu, juga
mampu melakukan penghambatan oksidasi lipid (Sampepana et al.,
2020).

Flavonoid memiliki dampak yang signifikan dalam meningkatkan
kesehatan secara menyeluruh dan merupakan komponen esensial dalam
berbagai produk nutrasetika, farmasi, obat-obatan, serta produk
kosmetik. Kehadirannya sangat penting karena flavonoid menawarkan
berbagai aktivitas positif, termasuk sebagai antioksidan, antiinflamasi,
anti mutagenik, dan sifat anti kanker, sambil juga memiliki kemampuan
untuk mengatur aktivitas enzim seluler kunci. Selain itu, flavonoid juga
dikenal sebagai inhibitor kuat untuk beberapa jenis enzim, seperti
xanthine oxidase (XO), cyclooxygenase (COX), lipoxygenase, dan

phosphoinositide 3-kinase (Khoirunnisa & Sumiwi, 2019).
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Salah satu metode yang umum digunakan untuk analisis total flavonoid
adalah metode aluminium chloride (AICI3). Metode ini didasarkan pada
pembentukan kompleks antara flavonoid dengan aluminium chloride
dalam suasana asam, yang kemudian dapat diukur secara
spektrofotometri untuk menentukan kandungan flavonoid total dalam
sampel (Tchinda et al., 2019).

2.6 Antioksidan

2.6.1 Radikal Bebas

Radikal bebas adalah molekul yang sangat reaktif dan tidak stabil dengan
satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan pada orbital terluarnya.
Dalam upaya untuk stabil, mereka akan bereaksi dengan atom atau
molekul di sekitarnya untuk memperoleh pasangan elektron. Radikal
bebas dengan reaktivitas tinggi dapat memulai reaksi berantai dalam satu
formasi, menghasilkan bahan kimia yang menyimpang dan memulai
reaksi berantai yang dapat membahayakan sel-sel vital tubuh. Dengan
memanfaatkan antioksidan, radikal bebas dapat dilawan. Senyawa
antioksidan yang berasal dari asupan luar atau yang ditemukan secara
alami dalam tubuh sebagai mekanisme pertahanan alaminya disebut
antioksidan alami (Tristantini et al., 2016). Antioksidan yang terbentuk
secara biologis adalah bahan kimia antioksidan yang tertelan secara
eksternal atau muncul secara alami di dalam tubuh sebagai mekanisme
pertahanan normal. Sementara antioksidan sintetik adalah senyawa yang
disintesis secara kimiawi, tanaman dengan kandungan polifenol yang

tinggi adalah salah satu sumber antioksidan (Tukiran et al., 2020).

2.6.2 Definisi Antioksidan

Antioksidan adalah zat kecil atau senyawa yang dibuat oleh tubuh,
memiliki kemampuan untuk menghambat atau mencegah radikal bebas
memasuki tubuh agar tidak berbahaya bagi sel-sel tubuh. Radikal bebas

yang terlalu banyak terpapar di dalam tubuh, tubuh tidak memiliki cukup
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antioksidan. Oleh karena itu, diperlukan antioksidan dari luar tubuh.
Manusia boleh mengonsumsi makanan tersebut sebagai sumber
antioksidan karena makanan termasuk buah-buahan, sayur-sayuran, dan
rempah-rempah diketahui mengandung antioksidan (Septian Then et al.,
2022).

2.6.3 Metode Pengujian Antioksidan
1. Metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Radikal bebas 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) sering
digunakan sebagai model untuk menilai kemampuan menangkap
radikal bebas. Dengan pengaturan penyimpanan yang tepat dan
penyimpanan kering, DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) stabil
untuk jangka waktu yang lama. Hal ini menjadikannya reagen yang
ideal untuk pengujian radikal bebas. 515-520 nm adalah kisaran
nilai serapan DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). Radikal
bebas stabil pada suhu kamar. DPPH berinteraksi dengan
antioksidan, terutama dengan membawa elektron atau atom
hidrogen dari senyawa antioksidan ke DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl). Perpasangan elektron dari radikal DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) menyebabkan perubahan warna
larutan dari berwarna ungu menjadi kuning mengkilat, dan serapan
panjang  gelombang  tertinggi DPPH  (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) akan berkurang (ldawati, et al.,, 2023 dan
Tristantini et al., 2016).

Proses oksidasi dan reduksi mendasari pengoperasian metode
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). Radikal bebas DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) disintesis dan larut dalam zat
polar seperti metanol dan etanol. Dalam mekanisme donor atom
hidrogen dan donor elektron, DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) yang bersifat radikal akan mengambil atom
hidrogen dari senyawa antioksidan untuk memperoleh pasangan
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elektron. Untuk menguji aktivitas antioksidan,DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) adalah pendekatan yang paling
mudah, terjangkau, cepat, dan sensitif. Pelarut DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) harus selalu segar, namun selain itu,

pendekatan ini sangat rentan terhadap kondisi lain (Aryanti,

2021).
NO, NO;
O;N NG; O,N NO,
N 4+ AH —= NH + A

Gambar 7 Mekanisme reaksi radikal DPPH(2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl) dengan
antioksidan (AH) (Hidayat, 2017).

Kategori Nilai Kekuatan Antioksidan

Nilai 1Cso (mg/L) Kekuatan Antioksidan
<50 Sangat Kuat
50-100 Kuat
100-150 Sedang
150-200 Lemah
>200 Sangat Lemah

Tabel 1. Kekuatan Antioksidan (Zumaro et al., 2021).

2. Keuntungan Metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
Sebagai teknik analisis untuk sampel konsentrasi rendah, metode
DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) memiliki keuntungan
karena bersifat langsung, cepat, terjangkau, tidak rumit, dan
sensitif. Sampel padat, cair, dan khusus untuk komponen
antioksidan tertentu semuanya dapat diolah dengan pendekatan
antioksidan menggunakan DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) (Kurniawati et.al , 2021).
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3. Kekurangan Metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
Radikal hanya dapat larut dalam pelarut organik, yang

merupakan kelemahan metode ini (Kurniawati et.al , 2021).

2.7 Antibakteri

Antibakteri adalah senyawa yang mempunyai kemampuan menghambat
pertumbuhan  mikroorganisme  patogen (efek bakteriostatik) atau
menghancurkan bakteri (efek bakterisida) bila terkena antibiotik.
Meningkatnya kasus bakteri patogen yang resistan terhadap obat telah
mempercepat pencarian sumber senyawa antibakteri baru melalui
pengembangan metode penggunaan bahan farmasi alami dengan aktivitas
antibakteri. Antibiotik alami adalah antibiotik yang berasal dari
mikroorganisme (Febrina et al., 2018). Bakteriostatik, yang menghentikan
pertumbuhan bakteri dan bakterisida, yang membunuh kuman, adalah dua
kategori antibakteri berdasarkan cara kerjanya. Ketika aktivitas antibakteri
meningkat melebihi Kadar Hambat Minimal (KHM), aktivitas antibakteri
dapat berubah dari aktivitas bakteriostatik menjadi bakterisida (Rollando
,2019).

2.7.1 Metode Pengujian Antibakteri

Metode difusi dan dilusi sering digunakan untuk mengevaluasi tindakan
agen antibakteri. Sifat antibakteri suatu senyawa dapat dinilai secara
kuantitatif dan kualitatif dengan menggunakan metode dilusi dan khusus

secara kuantitatif dengan menggunakan metode difusi (Sari et al., 2021).

2.7.2 Metode Difusi

Metode ini adalah suatu metode untuk menguji daya antibakteri
berdasarkan berdifusinya zat antimikroba dalam media padat dengan
pengamatan pada daerah pertumbuhan. Untuk zat antimikroba yang biasa
digunakan yang larut dan tidak larut. Ada tiga jenis metode difusi
berdasarkan komponennya: metode difusi silinder, cakram, dan difusi
sumur. Piringan (disk) yang berisi zat antimikroba ditempatkan pada
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permukaan media yang terinfeksi mikroorganisme uji untuk melakukan
uji Disk Diffusion (Kirby-Bauer test). Zat antibakteri akan meresap ke
dalam media agar selama masa inkubasi. Kecepatan difusi melewati
media agar tidak secepat kecepatan ekstraksi senyawa antimikroba dari
disk. Oleh karena itu, konsentrasi komponen antimikroba turun secara
logaritmik seiring bertambahnya jarak dari disk, dengan konsentrasi
tertinggi terjadi paling dekat dengan disk. Ketika zona penghambatan
berkembang di sekitar disk selama inkubasi, ini merupakan indikator
yang baik mengenai efisiensi agen antimikroba. Sensitivitas suatu
senyawa meningkat seiring dengan lebarnya zona hambatnya
(Rollando,2019).

1. Metode Difusi Silinder
Metode silinder melibatkan penempatan silinder aluminium di atas
media agar yang telah diinokulasi dengan bakteri. Setiap silinder
ditempatkan untuk berdiri di atas media agar, kemudian diisi
dengan larutan uji dan diinkubasi selama 24 jam, menghasilkan
zona jernih di sekitar silinder. Langkah terakhir adalah menguji
aktivitas antibakteri, di mana zona jernih di sekitar silinder diamati
setelah 24 jam. Zona hambat kemudian diukur diameternya
menggunakan jangka sorong (Kapitan, 2017).

2. Kelebihan dan Kekurangan Metode Difusi Silinder
Keunggulan dari metode ini adalah keterlihatan jumlah zat yang
dimasukkan ke dalam mediumnya, namun kelemahannya adalah
tingkat risiko yang tinggi karena kemungkinan silinder jatuh dari

media tersebut.

Gambar 8 Metode Difusi Silinder (Balouiri et.al ., 2016)
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2.8 Ekstraksi

Ekstraksi adalah pemisahan dua zat atau lebih melalui penggunaan pelarut yang
tidak saling campur. Dua jenis ekstraksi: ekstraksi cair-cair dan ekstraksi padat-
cair. Ekstraksi padat-cair dipengaruhi oleh waktu ekstraksi, suhu yang
digunakan, pengadukan, dan jumlah pelarut. Pelarut difusi ke pori-pori padatan
atau ke dinding sel, kemudian pelarutan padatan oleh pelarut di dalam dinding
sel, dan akhirnya larutan ditransfer dari pori-pori ke larutan ekstrak (Arsa et.al
, 2020).

2.8.1 Pelarut Ekstraksi

Memilih pelarut yang tepat memerlukan pertimbangan cermat terhadap
sejumlah kriteria, karena merupakan salah satu elemen kunci dalam
proses ekstraksi. Memilih jenis pelarut yang tepat memerlukan
pertimbangan dua faktor utama: pelarut tersebut harus mudah larut dan
aman atau tidak beracun. Pelarut ekstraksi harus memiliki tingkat
kelarutan yang tinggi, memungkinkan ekstrak yang diinginkan dapat
larut, menghindari perubahan susunan kimiawi bagian penyusun ekstrak,
dan memiliki suhu didih yang cukup berbeda dari kedua komponen (Arsa
et.al , 2020).

Ada tiga jenis pelarut yang digunakan untuk ekstraksi tanaman yaitu :

1. Pelarut polar: air, etanol, metanol, dan sebagainya.

2. Pelarut semipolar: etil asetat, diklorometan, dan sebagainya.

3. Pelarut non polar: n-heksan, petroleum eter, kloroform, dan
sebagainya (Mukhriani, 2014).

2.8.1.1 Metanol

Metanol memiliki gugus hidroksil (-OH), yang menjadikannya
polar; dan mengandung gugus metil (-CHs), yang membuatnya
non-polar. Struktur kimia zat ini adalah CH3OH. Metanol adalah
zat yang sangat polar. (Ramdani et al., 2017). Metanol ini

merupakan senyawa alkohol dengan rantai karbon pendek yang
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akan lebih mudah untuk terbakar sempurna dan melepaskan
karbon monoksida yang lebih sedikit dengan kata lain metanol
adalah pelarut yang relatif mudah menguap, sehingga mudah
dihilangkan setelah proses ekstraksi. Pelarut ini memiliki
keuntungan dalam berbagai aplikasi, seperti dalam analisis
instrumental di laboratorium (Permana et al., 2021). Hasil
penelitian tentang uji risiko bakar dari biofuel, seperti metanol
dan etanol, menunjukkan bahwa kedua bahan tersebut memiliki
kemampuan untuk terbakar dengan sangat bersih sehingga sulit
terlihat oleh pengamat pada siang hari. Oleh karena itu, beberapa
insiden kebakaran yang disebabkan oleh bahan-bahan alkohol
telah dianalisis, dan diperlukan upaya untuk mengurangi risiko
kebakaran tersebut. Upaya tersebut dapat mencakup pengetahuan
tentang keselamatan, penggunaan alat pelindungan tubuh, dan
penggunaan bahan pendingin yang cepat untuk mengatasi potensi
bahaya kebakaran yang terkait dengan penggunaan metanol
(Asrori et al., 2020).

Gambar 9 Metanol (Pubcem,2023)

2.8.2 Metode Ekstraksi

Memisahkan kandungan senyawa aktif tanaman adalah salah satu cara
untuk mendapatkan manfaat dari kandungan bahan alam. Teknik
ekstraksi adalah metode yang paling umum untuk mendapatkan

kandungan senyawa aktif pada suatu tanaman. (Sudarwati et.al , 2019).

Metode ekstraksi yang paling efektif didasarkan pada sifat bahan dan zat
yang akan diekstraksi. Sebelum memilih teknik, tujuan kstraksi harus

ditentukan. Ada beberapa tujuan ekstraksi yaitu senyawa bioaktif yang
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tidak diketahui, senyawa yang diketahui ada pada organisme, dan
sekelompok senyawa dalam organisme yang berhubungan secara
struktural (Mukhriani, 2014).

Metode ekstraksi tradisional atau konvensional dan kontemporer atau
modern adalah dua dari beberapa jenis teknik ekstraksi yang tersedia.
Soxhlet, refluks, dan maserasi adalah contoh teknik ekstraksi tradisional.
Metode ekstraksi kontemporer atau modern termasuk Supercritical Fluid
Extraction (SFE), Ultrasound Assisted Extraction (UAE), dan
Microwave Assisted Extraction (MAE) (Azwanida, 2015 dan Suhendar
et al., 2020).

1. Ultrasound Assisted Extraction

Ultrasound Assisted Extraction atau metode ultrasonik adalah teknik
gelombang ultrasonik yang beroperasi pada rentang frekuensi 20
kHz — 2000 kHz. Permeabilitas dinding sel dan kontak permukaan
antara pelarut dan sampel ditingkatkan dengan aksi mekanis kavitasi
ultrasonik, yang merupakan proses menciptakan gelembung kecil
dalam cairan. Senyawa dapat dilepaskan dengan lebih mudah dan
pelarut dapat masuk ke dalam sel tumbuhan dalam jumlah yang lebih
besar karena perubahan fisik dan kimia pada dinding sel tumbuhan
(Azwanida, 2015). Ditempatkan di dalam wadah ultrasonic adalah
wadah yang menampung sampel bubuk. Proses ini menciptakan
rongga pada sampel dengan memberikan tekanan mekanis pada sel.
Peningkatan kelarutan senyawa dalam pelarut dan peningkatan hasil

ekstraksi mungkin disebabkan oleh cedera sel (Mukhriani, 2014 ).

2. Kelebihan dan Kelemahan UAE (Ultrasound Assisted
Extraction)
Kelebihan dan kelemahan atau keterbatasan dari UAE adalah
manfaat UAE ramah lingkungan dan ekonomis terletak pada
pengurangan waktu ekstraksi dan konsumsi pelarut sedikit sehingga

dapat meningkatkan efisiensi dan kualitas ekstrak. Namun,
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penerapan energi ultrasonik pada senyawa aktif ekstrak berpotensi
merusak molekul tanaman (Azwanida, 2015).

Instrumen atau komponen alat ultrasound assisted extraction
Generator adalah osilator elektronik atau mekanik yang kokoh, kuat,
andal, dan dapat beroperasi dengan atau tanpa beban untuk alat
pengekstraksi. Water bath ultrasonic yang umum digunakan untuk
dispersi padat ke dalam pelarut dan untuk menghilangkan gas dari
larutan. Wadah baja tahan karat berisi air dan satu atau lebih
transduser yang ditempatkan di bawahnya digunakan untuk
merendam bejana yang menampung kombinasi bahan atau sampel
dalam teknik water bath ultrasonic (Mandal et al., 2015).

Gambar 10 Ultrasound-Assisted Extraction (Dokumentasi Pribadi)
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2.10 Kerangka Konsep

Adapun kerangka konsep penelitian ini dengan judul Aktivitas Antioksidan
dan Antibakteri Ekstrak Metanol Daun Kelapa Sawit (Elaeis guineensis folia

Jacg) Menggunakan Metode Ultrasound Assisted Extraction

Variabel Terikat

> Kandungan fitokimia
Variabel Bebas ( \
> Kadar total fenolik
Ekstrak metanol daun kelapa r )
sawit (Elaeis guineensis folia —> Kadar total flavonoid
Jacq) N g
—> Kadar antioksidan ]
Diameter zona hambat
bakteri Staphylococcus

aureus (+) dan Escherichia
coli (-)

Gambar 12 Kerangka Konsep
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3.1 Desain Penelitian

Penelitian eksperimental berbasis skala laboratorium merupakan penelitian
yang digunakan. Memanfaatkan teknik Ultrasound Assisted Extraction,
ekstrak metanol diekstraksi dari daun kelapa sawit (Elaeis guineensis folia
Jacq) untuk penelitian ini. Uji aktivitas antioksidan, aktivitas antibakteri, dan
total fenolik adalah uji yang dilakukan dalam penelitan ini. Jumlah senyawa
fenolik dalam ekstrak daun kelapa sawit (Elaeis guineensis folia Jacq)
ditentukan dengan teknik folin ciocalteu untuk pengukuran total fenolik. Untuk
mengetahui diameter zona hambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli dilakukan dan uji aktivitas antibakteri menggunakan
metode difusi silinder. Untuk melihat kuat lemahnya antioksidan dilakukan uji
antioksidan dengan teknik DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl).

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

3.2.1 Tempat Penelitian
Uji penelitian ini akan dilaksanakan di berbagi tempat yaitu
Laboratorium Biologi Fakultas Matematika dan 1lmu Pengetahuan Alam
Universitas Lampung untuk mendeterminasi  jenis tanaman,
Laboratorium Kimia Farmasi Fakultas Kedokteran Universitas Lampung
untuk melakukan pembuataan ekstraksi, uji skrining fitokimia, uji kadar
total fenolik, uji kadar total flavonoid dan uji antioksidan dan
Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi Universitas

Lampung untuk uji aktivitas antibakteri.
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3.2.2 Waktu Penelitian

Penelitian ini akan dilakukan pada bulan november 2023 sampai januari
2024,

3.3 Sampel dan Preparasi Sampel

3.3.1 Sampel

Sampel penelitian menggunakan daun kelapa sawit yang diambil dari
perkebunan yang terletak di Dusun Sriagung, Kelurahan Komering
Agung, Kecamatan Gunung Sugih, Kabupaten, Lampung Tengah,
Lampung. Sampel yang dipilih adalah daun kelapa sawit yang diambil di

pagi hari yang masih segar dan berkualitas baik.

3.3.2 Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan merupakan daun kelapa sawit (Elaeis guineensis
folia Jacq) yang memiliki yang masih segar dan berkualitas baik yang
diambil di daerah lampung tengah. Sampel daun kelapa sawit dipisahkan
dari tangkai atau pelepah kemudian menggunakan air bersih yang
mengalir, 2 kilogram sampel dibersihkan. Selanjutnya sampel tersebut
dipotong kecil-kecil. Sampel kemudian ditutup dengan kain hitam dan
dibiarkan kering di bawah sinar matahari. Penjemuran dicukupkan saat
daun kelapa sawit yang sudah bisa diremah dan mudah hancur.
Selanjutnya digunakan blender atau alat pengolah untuk menggiling
simplisia kering hingga menjadi bubuk. Kemudian ayak serbuk granul

dengan ayakan. Serbuknya disimpan ditempat yang sejuk dan kering.

3.4 Bahan dan Alat Penelitian

3.4.1 Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu: daun kelapa sawit
(Elaeis guineensis folia Jacq), pelarut metanol, metanol p.a, magnesium
sulfat heptahidrat yang terkonsentrasi, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH), air destilasi, AlClz,asam asetat, FeCls, ferrosianida, larutan
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asam galat, reagen Folin-Ciocalteu, Amoxicillin, NaCl 0,9%, Na>Cos,
HCL, larutan umum bakteri gram positif (Staphylococcus aureus) dan
bakteri gram negatif (Escherichia coli) dalam bentuk mikroorganisme
diberikan oleh Laboratorium Terpadu dan Pusat Inovasi Teknologi
Universitas Lampung, bersama dengan 0,5 Mc Farland dan 5% DMSO
(Dimethylsulfoxide) .

3.4.2 Alat Penelitian

Alat -alat yang diperlukan dalam penelitian ini antara lain gelas beker,
gelas ukur, labu ukur, batang pengaduk, erlenmeyer, corong, rak dan
tabung reaksi, neraca analitik, gunting, kertas saring, kertas perkamen,
aluminium foil, plastik wrap, blender, pipet volume, pipet tetes, tip,
mikro pipet, kapas lidi steril, jarum ose, cawan petri, lampu bunsen,
pinset, penggaris, ultrasonic bath, rotary evaporator, autoklaf,

inkubator, oven, laminar air flow, dan spektrofotometer UV-Vis.

3.5 Prosedur Penelitian

3.5.1 Determinasi Tanaman

Determinasi daun kelapa sawit (Elaeis guineensis folia Jacq) dilakukan
di Laboratorium Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam Universitas Lampung.

3.5.2 Pengekstrakan Daun Kelapa Sawit Dengan Metode Ultrasound
Assisted Extraction

Ekstraksi senyawa metabolit sekunder daun kelapa sawit (Elaeis
guineensis folia Jacq) dilakukan dengan cara ekstraksi ultrasonik
menggunakan pelarut metanol yang telah dievaporasi sehingga
konsentasinya menjadi tinggi atau murni. Sebanyak 30 gram serbuk daun
kelapa sawit ditambahkan pelarut sebanyak 200 mL. Kemudian
dilakukan ekstraksi ultrasonik pada suhu 40°C selama 30 menit. Hasil

ekstrak dari pelarut metanol disaring menggunakan corong buchner
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memisahkan filtrat dan residu. Filtrat pelarut ditampung pada
erlenmeyer, kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator. Hasil
kemudian dihitung menggunakan rumus berikut setelah ekstrak yang
dihasilkan ditimbang :

berat ekstrak

%Rend = x 1009
/oRendemen berat serbuk sampel o

3.5.3 Analisis Kualitatif Fitokimia

Menambahkan reagen ke setiap tabung yang berisi ekstrak daun kelapa
sawit dan kemudian memantau perubahan pada sampel merupakan
proses penyaringan fitokimia.

Identifikasi Golongan Senyawa :

1. Identifikasi Flavonoid
Sebanyak 2 mL larutan ekstrak menambahkan sedikit bubuk
magnesium dan 1 mL HCI (asam klorida) konsentrat di sepanjang sisi
tabung rekasi. Munculnya warna magenta menunjukkan hasil tes
positif (Shaikh & Patil, 2020).

2. ldentifikasi Alkaloid

Ditambahkan 1 mL HCI 2 N, 6 mL air suling, dan 2 mL larutan
ekstrak. Campuran dipanaskan selama dua menit, didinginkan, lalu
disaring. Reagen Mayer, Wagner, dan Dragendrof digunakan untuk
menguji filtrat untuk mengetahui adanya senyawa alkaloid. Dipartisi
menjadi tiga tabung reaksi, masing-masing menerima 1 mL reagen
setelah 4 mL filtrat ditambahkan. Satu tabung reagen per tabung
ditambahkan. Endapan putih atau kuning yang dihasilkan dengan
penambahan pereaksi Mayer menunjukkan adanya alkaloid. Jika
muncul endapan coklat dengan penambahan reagen Wagner,
terdeteksi adanya alkaloid. Endapan jingga terjadi ketika reagen
Dragendrof diterapkan, yang meliputi alkaloid (llling et al., 2017).
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3. ldentifikasi Steroid
Prosedur tersebut melibatkan larutan sampel dengan kloroform,
diikuti dengan penambahan asam asetat anhidrat dan asam sulfat
pekat. Sampel mengalami perubahan warna menjadi hijau kebiruan
yang artinya sampel mengandung senyawa steroid (Wahyuni &
Karim, 2020).

4. ldentifikasi Saponin
Setelah ditambahkan beberapa tetes HCI kuat, 2 mL larutan ekstrak
lalu ditambah dengn air destilasi. Terciptanya busa yang persisten
dalam waktu + 15 menit menandakan pengujian berhasil (Illing et al.,
2017).

5. Identifikasi Tanin
Larutan FeCls 1% ditambahkan ke dalam 1 mL larutan ekstrak. Jika
terjadi perubahan warna biru tua atau hitam kehijauan maka adanya

senyawa tannin dalam sampel. (Lumowa et.al , 2018).

3.5.4 Penetapan Kadar Fenolik Total

Salah satu metodologi untuk menentukan konsentrasi keseluruhan
senyawa fenolik dalam suatu sampel adalah teknik Folin-Ciocalteu.
Senyawa fenol memiliki berbagai sifat biokimia, seperti berperan sebagai
antioksidan, mencegah kanker, mengurangi mutasi, dan berpotensi
memengaruhi ekspresi gen. Di dalam kelas senyawa fenol, fitokimia
merupakan yang paling penting dan diperlukan dalam sebagian besar
aktivitas antioksidan dalam tanaman dan produk turunannya. Dalam
teknik ini, kita menggunakan FCR (Folin-Ciocalteu Reagen), juga
dikenal sebagai teknik GAE (Gallic Acid Equivalence), yang merupakan
uji kolorimetri in vitro untuk senyawa fenolik dan polifenolik yang

terbuat dari fosfotungstat dan fosfomolibdat (Baliyan et al., 2022).
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3.5.4.1 Pembuatan Reagen

1. Pembuatan larutan induk asam galat (100 ppm)
Larutkan 10 mg asam galat dengan 5 mL metanol p.a dalam
labu ukur 100 mL, campuran larutan tersebut ditambahkan
dengan aqudest hingga tanda batas lalu dihomogenkan
(Pramiastuti et al., 2018).

2. Pembuatan larutan Na2COz3 7,5%
Sebanyak 80 mL aqudest dan 7,5gram Na>COs dicampur
hingga bubuk Na,COgz larut sempurna. Lalu biarkan selama
sehari penuh atau 24 jam. Kemudian saring dan encerkan

dengan 100 mL aqudest (Pramiastuti et al., 2018).

3.5.4.2 Tahapan Penentuan Kadar Total Fenolik

1. Penentuan panjang gelombang maksimum

Larutan asam galat konsentrasi 300 uL ditambah 0,5 mL
reagen folin- ciocalteu dimasukan ke dalam labu ukur,
kemudian digojog dan diamkan selama 3 menit.
Ditambahkan 2 mL larutan Na,COs 7,5%, dan ditambah
aqudest sampai tanda batas digojog kembali dan di inkubasi
pada suhu kamar selama 60 menit. Absorbansinya kemudian
diukur antara panjang gelombang 600 dan 850 nm
(Pramiastuti et al., 2018).

2. Pembuatan kurva baku asam galat dengan reagen folin-
ciocalteu
Larutan asam galat dengan konsentrasi berikut 1 ppm, 2 ppm,
3 ppm, 4 ppm, dan 5 ppm dimasukan ke dalam labu ukur 10
mL setiap tabung diikuti dengan penambahan 0,5 mL reagen
folin-ciocalteau. Setiap larutan mendapat 2 mL larutan
Na>COs 7,5%, ditambahkan aquadest sampai tanda batas dan
inkubasi pada suhu kamar selama 60 menit. Semua larutan

diukur absorbansinya pada panjang gelombang absorbansi
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maksimum, kemudian dibuat kurva kalibrasi hubungan
antara konsentrasi asam galat dengan nilai absorbansi
(Pramiastuti et al., 2018).

3. Penetapan kadar total fenolik

Sebanyak 50 mg ekstrak daun kelapa sawit dilarutkan dengan
pelarut metanol sampai volume 50 mL. Lalu ambil dengan
memipet 200 pL larutan ekstrak lalu masukan kedalam labu
ukur 10 mL, ditambah 0,5 mL reagen folin-ciocalteau
,tambah 2 mL larutan Na2COs 7,5%, dan di tambah aquadest
sampai tanda batas lalu di inkubasi selama 60 menit.
Absorbansi larutan ekstrak diukur dengan spekrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang absorbansi maksimum. Dan
lakukan pengukuran sebanyak 3 Kkali pengulangan
(Pramiastuti et al., 2018).

3.5.5 Penetapan Kadar Total Flavonoid
Analisis kuantitatif total flavonoid ekstrak daun kelapa sawit

1. Pembuatan larutan induk uji

Pembuatan larutan induk kuesertin, ditimbang sebanyak 10 mg
larutan baku standar kuersetin dan dilarutkan dalam metanol p.a
dalam labu ukur 100 mL dan ditambahkan aquadest sampai tanda
batas. Selanjutnya membuat larutan induk AICI; 10% dengan
menimbang 10gr AICls lalu di larutkan metanol p.a dalam labu ukur
100 ml dan ditambahkan aqudest sampai tanda batas.

Kemudian buatlah Asam asetat 12,5ml dalam labu ukur 250ml dan

ditambahkan aqudest sampai tanda batas

2. Penentuan panjang gelombang maksimum kuersetin
Panjang gelombang maksimum untuk kuersetin ditentukan dengan
menjalankan larutan kuersetin pada rentang panjang gelombang 400
- 450 nm. Panjang gelombang puncak ini kemudian digunakan untuk

menilai serapan dari sampel ekstrak metanol daun kelapa sawit.
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3. Pembuatan kurva baku standar kuersetin
Larutan kuesertin dengan konsentrasi berikut 15 ppm, 30 ppm, 45
ppm, 60 ppm, dan 75 ppm dimasukan ke dalam labu ukur 10 mL
setiap tabung diikuti dengan penambahan 1,5 mL AIClz dan
ditambahkan asam asetat sampai tanda batas lalu di inkubasi selama
15 menit pada ruang gelap. Semua larutan diukur absorbansinya
pada panjang gelombang absorbansi maksimum, kemudian dibuat
kurva kalibrasi hubungan antara konsentrasi kuarsetin dengan nilai

absorbansi

4. Penetapan kadar flavonoid total ekstrak metanol daun kelapa
sawit
Buatlah larutan baku sampel dengan menimbang sebanyak 50 mg
ekstak sampel dan dilarutkan dengan metanol p.a dalam labu ukur
50 mL dan dtambahkan aquadest sampai tanda batas. Siapkan 3 labu
ukur 10 mL kemudian pipet 1,5 mL sampel , dan pipet 1,5 mL AICl3
dan ditambahkan asam asetat sampai tanda batas lalu di inkubasi
selama 15 menit pada ruang gelap. Selanjutnya abbsorbansi
ditentukan menggunakan spektrofotometri uv-vis pada panjang
gelombang maksimum. Sampel dibuat dalam tiga kali pengulangan

dan diperoleh nilai rata-rata absorbansinya

3.5.6 Pengukuran Aktivitas Antioksidan

Dalam penelitian ini, DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) digunakan
sebagai metode untuk menguji sifat antioksidan dari ekstrak daun kelapa

sawit.

1. Pembuatan larutan stok DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
0,4mM
Sebanyak 0,04 gram DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
ditimbang dengan seksama lalu masukan ke dalam labu ukur 50 mL,

kemudian ditambahkan metanol p.a sampai tanda batas. Lalu larutan
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dihomogenkan. Labu ukur ditutup dengan kertas alumunium agar

terhindar dari cahaya (Julizan et al., 2019).

Pembuatan larutan blangko dan pengujian panjang gelombang
maksimum DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Buatlah larutan blangko DPPH dari 1 ml larutan dpph stok kedalam
tabung reaksi lalu dihomgekan dan dilapisi kertas alumunium foil
lalu di masukan kedalam ruangan gelap dan inkubasi selama 30
menit, lalu ukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis
pada panjang gelombang maksimum DPPH (Hartanto et. al, 2018).

Pembuatan larutan asam askorbat

Larutan induk asam askorbat 100 ppm dibuat dengan menimbang
sebanyak 10 mg asam askorbat kemudian dilarutkan dalam labu
ukur 100 mL dengan metanol sampai tanda batas. Larutan
dihomogenkan hingga terlarut sempurna. Selanjutnya dibuat
beberapa seri konsentrasi larutan yaitu 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm,
dan 10 ppm dari larutan induk. Pipet 1 ml dari konsentrasi larutan
tersebut kedalam masing-masing tabung reaksi, tambahkan 1 ml
larutan DPPH 0,4 mM dan 2 ml metanol lalu dihomgenkan dan
dilapisi kertas alumunium foil. Kemudian di masukan kedalam

ruangan gelap dan inkubasi selama 30 menit (Julizan et al., 2019).

Pembuatan larutan uji sampel

Larutan induk uji sampel 1000 ppm dibuat dengan ekstrak metanol
daun kelapa sawit ditimbang sebanyak 100 mg kemudian dilarutkan
dalam labu ukur 100 mL dengan metanol sampai tanda batas.
Kemudian larutan dihomogenkan. Lalu buat beberapa seri
konsentrasi yaitu 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400 ppm, dan 500
ppm. Pipet 1 ml dari konsentrasi larutan tersebut kedalam masing-
masing tabung reaksi, tambahkan 1 ml larutan DPPH 0,4 mM dan 2

ml metanol lalu dihomgenkan dan dilapisi kertas alumunium foil.



41

Kemudian di masukan kedalam ruangan gelap dan inkubasi selama
30 menit (Julizan et al., 2019).

5. Hitung persen hambatan atau % inhibisi
Absorbansi setiap larutan uji diukur menggunakan spektrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang maksimum DPPH. Setelah
mendapatkan nilai absorbansi, persentase hambatan atau % inhibisi
dihitung untuk setiap larutan dengan menggunakan rumus tertentu.
Setelah nilai % aktivitas hambatan diperoleh, nilai ICso dicari
(Hartanto & Sutriningsih, 2018).

Rumus berikut digunakan untuk menghitung persentase inhibisi
aktivitas antioksidan :
(Ac — As)

% Inhibisi = e X 100%

Keterangan:
Ac : absorbansi kontrol / blanko;
As : absorbansi bahan uji / sampel (Baliyan et al., 2022).

Sementara itu nilai 1Cso dihasilkan dari persamaan linear, y = a + bx,
yang terbentuk dari data persentase inhibisi dari berbagai
konsentrasi. Dalam persamaan tersebut, nilai x adalah konsentrasi
zat yang diukur, sedangkan nilai y adalah nilai 50 yang menunjukan
50% inhibisi yang diberikan dari sampel yang diuji (Pramiastuti et
al., 2018).

3.5.7 Aktivitas Antibakteri Dengan Uji Difusi Silinder

1. Sterilisasi Alat dan Bahan
Alat-alat yang diperlukan dibersihkan dengan benar sebelum

dikeringkan di luar dan kemudian dibungkus dengan kertas yang
tahan panas. Dalam autoclave yang diatur pada suhu 121°C selama
15 menit, peralatan yang akan digunakan disterilkan. Alkohol 70%
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digunakan untuk mendisinfeksi peralatan yang tidak tahan panas.
Pemanasan langsung dalam api bunsen hingga memijar menyala

mensterilkannya (Klau et al., 2021).

Pembuatan Media Peremajaan Bakteri

Tabung erlenmeyer berisi 23 gram nutrient agar diisi dengan 1 liter
aquadest, dilarutkan, dan dipanaskan hingga mendidih sambil
dihomogenisasi di atas hot plate. Ini mengisi cawan petri steril
dengan media. Selama 15 menit pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm,
autoklaf media untuk mensterilkannya. Setelah media memadat dan
dapat digunakan untuk menghidupkan kembali bakteri, media

disimpan pada suhu kamar (Klau et al., 2021).

Larutan Standard Mc Farland
Pencampuran 0,05 mL larutan BaCl> 1% dengan 9,95 mL larutan

H>SOs 1% menghasilkan baku kekeruhan sebesar 0,5 unit Mc
Farland (Ariami, 2017).

Pembuatan Inokulum Standar

Inokulum standar, yaitu stok bakteri sebesar 108 CFU/mL, yang
setara dengan standar 0,5 McFarland, ditetapkan untuk stok bakteri
ini, menggunakan pengukuran spektrofotometri UV-Vis. Hingga
berkembang, koloni diinkubasi setiap 24 jam sekali. Kemudian
ambil kurang lebih 3-5 koloni dengan kawat ose, masukan ke dalam
4-5 mL MHB. Biarkan pada suhu 37°C selama 2 hingga 6 jam. Ini
dikumpulkan dan dianalisis dalam spektrometri satu kali setiap jam
sampai serapannya konstan atau sesuai dengan serapan inokulum

referensi (Rostinawati et al.,2018).

Pembuatan Suspensi Bakteri
Suspensi bakteri didapatkan dengan mencampur maing-masing

beberapa koloni bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus
aureus yang sudah dibiakkan dengan NaCl 0,9% sampai
didapatkan kekeruhan yang sama dengan kekeruhan larutan
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standar McFarland 0,5. Apabila sudah didapatkan kekeruhan yang
sama, maka menunjukkan bahwa masing-masing konsentrasi
suspensi bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus adalah
1,5x 108 CFU/mL (Klau et al., 2021).

Pembuatan Larutan Uji
Pada penelitian ini ekstrak daun kelapa sawit dilarutkan dalam

dimetilsulfoksida (DMSO) 5% dengan berbagai konsentrasi. Ekstrak
daun kelapa sawit dengan kosentrasi 1,25 mg/mL dibuat dengan
melarutkan 1,25 mg ekstrak dalam 1 mL DMSO 5%, ekstrak daun
kelapa sawit konsentrasi 1,5 mg/mL dibuat dengan melarutkan 1,5
mg ekstrak dalam 1 mL DMSO 5%, ekstrak daun kelapa sawit
konsentrasi 1,75 mg/mL dibuat dengan melarutkan 1,75 mg ekstrak
dalam 1 mL DMSO 5%, dan ekstrak daun kelapa sawit konsentrasi
2 mg/mL dibuat dengan melarutkan 2 mg ekstrak dalam 1 mL
DMSO 5%. Kontrol positif adalah amoxicillin 2 mg/mL dan kontrol
negatif adalah pelarut DMSO 5% .

Uji Diameter Zona Hambat

Dengan menggunakan metode difusi silinder, kemampuan ekstrak
daun kelapa sawit dalam menghambat S. aureus dan E. coli dinilai.
Tahapannya termasuk menambahkan 100 pL suspensi bakteri secara
aseptik ke permukaan media NA dalam cawan petri dan
meratakannya dengan glass spreader. Selanjutnya, rendam kertas
cakram dalam dalam ekstrak daun kelapa sawit (1,25 mg/mL; 1,5
mg/mL; 1,75 mg/mL; 2 mg/mL), amoxicillin 2 mg/mL sebagai
kontrol positif, dan DMSO 5%. pelarut sebagai kontrol negatif
selama 15 menit. Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan
menggunakan metode silinder, dengan cara meletakkan silinder
yang terbuat dari alluminium di atas media agar yang telah
diinokulasi bakteri. Tiap silinder ditempatkan sedemikian rupa
sehingga berdiri diatas media agar, kemudian silinder diisi dengan

larutan yang akan diuji dan diinkubasi selama 24 jam dan terlihat
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adanya zona bening disekitar silinder. Zona bening tersebut
kemudian diukur diameternya menggunakan jangka sorong (Tenda
etal., 2017).

Tiga kali uji antimikroba ini dilakukan. Aktivitas zona
penghambatan antimikroba terbagi dalam empat jenis : lemah (<5
mm), sedang (5 — 10 mm), kuat (>10 - 20 mm), sangat kuat (>20- 30
mm). Aktivitas daya hambat antimikroba dinyatakan berdasarkan
zona bening yang dihasilkan. Diameter zona hambat pertumbuhan

bakteri diukur dalam satuan mm (Datta et al., 2019).

3.6 Variabel Penelitian

3.6.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak metanol daun kelapa
sawit (Elaeis guineensis folia Jacq).

3.6.2 Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah mengetahui apa saja
metabolit sekunder pada daun kelapa sawit, serta kandungan total
fenolik, kadar total flavonoid dan kandungan aktivitas antioksidan yang
diukur menggunakan parameter nilai 1Cso (semakin rendah nilai 1Cso
maka aktivitas antioksidan semakin tinggi). Sebagai metrik untuk
menilai adanya penghambatan pertumbuhan bakteri (Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli), diameter zona hambat senyawa uji
ditentukan oleh adanya area bening di sekitar senyawa uji yang ada di
dalam media agar.

3.7 Analisis Data
Pada penelitian ini, analisis data digunakan untuk mengetahuikadar total
fenolik, kadar total flavonoid, aktivitas antioksidan, dan aktivitas antibakteri
ekstrak daun kelapa sawit menggunakan metode ultrasound assisted

extraction.
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Analisis datanya sebagai berikut yaitu :

1. Pengukuran total fenolik
Analisa penetapan kadar tortal fenolik yang terkandung dalam suatu sampel
dengan metode folin ciocalteu dan spektrofotometri UV-Vis.

2. Pengukuran total flavonoid
Analisa kadar total flavonoid dengan menghitung total flavonoid yang
terkandung dalam sampel. Metode yang digunakan adalah kolorimetri dan
spektrofotometri UV-Vis.

3. Uji aktivitas antioksidan
Hasil penghitungan dalam eksperimen pengujian aktivitas antioksidan
menggunakan metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
menghasilkan persentase inhibisi, yang kemudian digunakan untuk
membentuk kurva konsentrasi terhadap persentase inhibisi. Dari kurva ini,
dilakukan perhitungan persamaan regresi y = a + bX. Nilai ICso digunakan
untuk menentukan konsentrasi ekstrak metanol daun kelapa sawit yang
diperlukan untuk menangkap 50% dari radikal DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl).

4. Uji aktivitas antibakteri
Uji statistik yang digunakan mencakup uji One Way ANOVA (untuk data
yang terdistribusi normal) dan uji alternatifnya, yaitu uji Kruskal-Wallis
(untuk data yang tidak terdistribusi normal). Nilai P kurang dari 0,05
menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan antara variabel independen

dan variabel dependen, dan sebaliknya.



3.8 Diagram Alur Penelitian

3.8.1 Pembuatan Ekstrak Menggunakan Metode Ultrasound Assisted
Extraction

Sebanyak 30 gram simplisia daun kelapa sawit
dicampur dengan pelarut metanol sebanyak 200
mL

\4
Kemudian dilakukan ekstraksi ultrasonik pada
suhu 40°C selama 30 menit

A4
Hasil ekstrak dari disaring menggunakan
corong buchner menghasilkan filtrat dan residu.

\4

Kemudian filtrat dipekatkan dengan rotary
evaporator

|

Diperoleh ekstrak kental daun kelapa sawit

A4

Ekstrak yang dihasilkan kemudian ditimbang
dan dihitung rendemennya

Lakukan skrining fitokimia

. v v v

Kadar total Kadar total

Antioksidan fenolik flavonoid Antibakteri

Gambar 13 Bagan Pembuatan Ekstraksi
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3.8.2 Pengukuran Total Fenolik
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1. Pembuatan Reagen

!

'

Larutan Induk Asam Pembuatan Larutan
Galat (200 ppm) Na2Coz 7,5%

!

2. Tahapan Penentuan Kadar Total Fenolik

.

Larutan asam galat konsentrasi 300 pL ditambah
reagen folin- ciocalteu dan larutan Na>,Coz 7,5%,
lalu di inkubasi Absorbansi kemudian diukur
antara panjang gelombang 600 dan 850 nm.

v

Larutan asam galat dengan konsentrasi berikut 1,
2, 3, 4, dan 5 ppm ditambah reagen folin-
ciocalteau dan larutan Na,CO3z 7,5%. Semua
larutan diukur absorbansinya, kemudian dibuat
kurva kalibrasi hubungan antara konsentrasi asam
galat dengan nilai absorbansi.

v

Sebanyak 50 mg ekstrak dilarutkan dengan pelarut
metanol p.a dalam labu ukur 50 mg. Tambahkan
dengan memipet 200 pL larutan ekstrak ditambah
reagen folin-ciocalteau dan larutan Na2CO3 7,5%.
Absorbansi larutan ekstrak diukur dengan
spekrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
absorbansi maksimum.

'

Lakukan 3 kali pengulangan

Penentuan panj_ang
gelombang maksimum
Pembuatan kurva baku

—>
asam galat
Penetapan kadar total
—>

fenolik

Gambar 14 Bagan Pengukuran Total Fenolik



3.8.3 Pengukuran Total Flavonoid

Buatlah semua larutan induk uji flavonoid

y

Lakukan uji panjang gelombang maksimum
kuersetin

A4

Kemudian buat kurva baku kuesertin dengan
seri konsentrasi berikut 15 ppm, 30 ppm, 45
ppm, 60 ppm, dan 75 ppm

'

Diukur absorbansi semua larutan kuesertin
dengan spektrometri uv-vis

'

Lakukan uji penetapan kadar flavonoid total
ekstrak metanol daun kelapa sawit

A4

Diukur absorbansi semua larutan kuesertin
dengan spektrometri uv-vis

Lakukan 3 kali pengulangan

Gambar 15 Bagan Penetapan Kadar Total Flavonoid
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3.8.4 Pengukuran Aktivitas Antioksidan

Pembuatan larutan stok DPPH 0,4mM dengan dibuat
Sebanyak 0,04gram DPPH masukan ke labu ukur,
ditambahkan metanol dan lapisi dengan alumunium foil.

'

Buatlah larutan blangko DPPH dari 1 ml larutan dpph
stok kedalam tabung reaksi dilapisi alumunium foil lalu
dan inkubasi, kemudian diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
maksimum DPPH

\4

Larutan induk asam askorbat 100 ppm dibuat dengan
menimbang sebanyak 10 mg asam askorbat kemudian
dilarutkan dalam labu ukur. Dibuat seri konsentrasi
larutan yaitu 2, 4, 6, 8, dan 10 ppm.

'

Larutan induk uji sampel 1000 ppm dibuat dengan
ekstrak ditimbang sebanyak 100 mg kemudian dilarutkan
dalam labu ukur. Lalu buat beberapa seri konsentrasi
yaitu 100, 200, 300, 400, dan 500 ppm.

y

Lakukan 3 kali pengulangan

!

Untuk mengukur absorbansi setiap larutan uiji,
spektrofotometer UV-Vis digunakan pada panjang
gelombang maksimum DPPH.

|

Setelah nilai absorbansinya diketahui, persen hambatan
atau inhibisi dihitung.

Gambar 16 Bagan Pengukuran Aktivitas Antioksidan
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3.8.5 Pengujian Aktivitas Antibakteri

Sterilisasi Alat dan Bahan

v

Larutkan 23gram Nutrient agar dalam 1 L aquades.
Panaskan hingga mendidih sambil dihomogenkan

v

Lalu buat standar larutan kekeruhan 0,5 unit
McFarland dari H,SO4 1% dan BaCl, 1%.

v

Lakukan Inokulum Standarn dengan gunakan
inokulum standar, 108 CFU/mL /0,5 McFarland,
lalu ukur dengan spektrofotometri UV-Vis. Kemudian
inkubasi koloni selama 24 jam.

v

Lakukan pembuatan Suspensi Bakteri dengan
mencampur masing- masing koloni bakteri E. coli
dan S. aureus dengan NaCl 0,9%.

v

Buatlah larutan uji dengan menggunakan ekstrak
daun kelapa sawit dengan konsentrasi berbeda dalam
DMSO 5%. Dengan konsentrasi ekstrak: 1,25
mg/mL; 1,5 mg/mL; 1,75 mg/mL; 2 mg/mL.

v

Tuangkan suspensi bakteri ke media NA dalam
cawan petri lalu letakkan plat silinder ke media NA.
Ukur zona hambat dengan penggaris.

v

Lakukan uji antibakteri sebanyak 3 kali
pengulangan.

Gambar 17 Bagan Uji Antibakteri
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3.9 Etika Penelitian

Etika penelitan merujuk pada tingkah laku atau perlakuan yang ditunjukkan
oleh peneliti terhadap subjek yang ditelitinya. Penelitian ini telah di setujui
secara etis oleh Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas Lampung
sebagai institusi tempat penelitian dengan No.253/UN26.18/PP.05.02.00/2024.

Surat keterangan persetujuan etik ini terlampir dalam Lampiran 1.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian penentuan kadar total fenolik, penentuan kadar

total flavonoid, uji aktivitas antioksidan, dan uji aktivitas antibakteri ekstrak

metanol daun kelapa sawit (Elaeis guineensis folia Jacq) dengan metode

ultrasound assisted extraction diperoleh hasil sebagai berikut:

1.

Ekstrak daun kelapa sawit (Elaeis guineensis folia Jacq) dengan metode
ultrasound assisted extraction menggunakan pelarut metanol memiliki
persentase rendemen sebesar 4,79 %.

Ekstrak daun kelapa sawit (Elaeis guineensis folia Jacq) dengan metode
ultrasound assisted extraction menggunakan pelarut metanol mengandung
senyawa metabolit sekunder seperti saponin, alkaloid, flavonoid, steroid,
dan tanin.

Kadar total fenolik ekstrak metanol daun kelapa sawit (Elaeis guineensis
folia Jacq) sebesar 105,89 mg GAE/g.

Kadar total flavonoid ekstrak metanol daun kelapa sawit (Elaeis guineensis
folia Jacq) sebesar 211,05 mg QE/qg.

Nilai aktivitasa antioksidan ekstrak metanol daun kelapa sawit (Elaeis
guineensis folia Jacq) dinyatakan sebagai 1Cso sebesar 187,14 ppm.
Ekstrak daun kelapa sawit (Elaeis guineensis folia Jacq) dengan metode
ultrasound assisted extraction menggunakan pelarut metanol dengan
konsentrasi 1,25 mg/mL; 1,5 mg/mL; 1,75 mg/mL; 2 mg/mL belum
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan

Escherichia coli.
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5.2 Saran

Diperlukan penelitian tambahan atau lebih lanjut untuk menguji kandungan
total fenolik dan total flavonoid, serta menguji aktivitas antioksidan dan
antibakteri dari ekstrak metanol daun kelapa sawit (Elaeis guineensis folia
Jacq). Penelitian ini disarankan untuk meningkatkan seri konsentrasi
antibakteri dari penelitian ini guna memastikan pencapaian hasil yang optimal
dan menghasilkan ekstrak sampel yang lebih banyak, serta mempertimbangkan
kemungkinan fraksinasi agar hasil yang diperoleh dapat dioptimalkan secara
lebih baik.
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