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ABSTRACT 

DETERMINATION OF TOTAL ALKALOID CONTENT AND TEST OF 

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF A COMBINATION OF AVOCADO 

LEAF FRACTIONS (Persea americana Mill.) AND PAPAYA  

LEAVES (Carica papaya L.) AGAINST Staphylococcus  

aureus AND Pseudomonas aeruginosa 

 

 

Created By 

Umniyah Tsabitah Zahrani 

 

 

Background: The use of antibiotics to treat bacterial infections is often followed 

by the incidence of antibiotic resistance which can complicate treatment. This study 

aims to determine the total alkaloid content and antibacterial activity of a 

combination of avocado leaf fractions and papaya leaves against Staphylococcus 

aureus and Pseudomonas aeruginosa bacteria. 

Methods: This study used a laboratory experimental design on n-hexane, ethyl 

acetate, and water fractions with a fraction concentration of 400 mg/mL and a 

combination of 2:2, 2:1, 1:2, 2:0, and 0:2 (w/w) ratios. Total alkaloid levels were 

measured using the bromocresol green complex method, while antibacterial activity 

tests were carried out using the disc diffusion method. Data on total alkaloid levels 

and inhibition zone diameters were analyzed using the One-Way ANOVA test and 

the Pearson correlation test. 

Results: The study produced an ethyl acetate fraction with the highest alkaloid 

content of 1.937% w/w and showed antibacterial activity against Staphylococcus 

aureus of 7.78 mm and Pseudomonas aeruginosa of 7.25 mm. The water fraction 

with the highest alkaloid content of 0.518% w/w only showed weak inhibition 

against Staphylococcus aureus of 1.67 mm, while the n-hexane fraction with an 

alkaloid content of 0.982% w/w did not show antibacterial activity. Analysis of the 

total alkaloid content and inhibition zone diameter data showed differences between 

fraction variables and there was a relationship between the total alkaloid content 

and the inhibition zone diameter indicated by a negative correlation coefficient. 
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Conclusions: The single papaya leaf ethyl acetate fraction had better results in 

terms of total alkaloid content, which was 1.937% w/w. The single avocado leaf 

ethyl acetate fraction had better results in terms of antibacterial testing on 

Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. 

 

Key Words: Antibacterial, Avocado leaf, Papaya leaf, Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa. 



 

ABSTRAK 

PENETAPAN KADAR ALKALOID TOTAL DAN UJI AKTIVITAS 

ANTIBAKTERI KOMBINASI FRAKSI DAUN ALPUKAT (Persea  

americana Mill.) DAN DAUN PEPAYA (Carica papaya L.)  

TERHADAP Staphylococcus aureus DAN  

Pseudomonas aeruginosa 

 

 

Oleh 

Umniyah Tsabitah Zahrani 

 

 

Latar Belakang: Penggunaan antibiotik untuk mengatasi penyakit infeksi bakteri 

seringkali diikuti dengan adanya kejadian resistensi antibiotik yang dapat 

mempersulit pengobatan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadar alkaloid 

total dan aktivitas antibakteri kombinasi fraksi daun alpukat dan daun pepaya 

terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa. 

Metode: Penelitian ini menggunakan desain eksperimental laboratorium  pada 

fraksi n-heksan, etil asetat, dan air dengan konsentrasi fraksi 400 mg/mL dan 

kombinasi perbandingan 2:2, 2:1, 1:2, 2:0, dan 0:2 (b/b). Kadar alkaloid total diukur 

menggunakan metode kompleks bromocresol green, sedangkan uji aktivitas 

antibakteri dilakukan dengan metode difusi cakram. Data kadar alkaloid total dan 

diameter zona hambat dianalisis menggunakan uji One-Way ANOVA dan uji 

korelasi Pearson. 

Hasil: Pada penelitian dihasilkan fraksi etil asetat dengan kadar alkaloid tertinggi 

sebesar 1,937 %b/b serta menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap 

Staphylococcus aureus sebesar 7,78 mm dan Pseudomonas aeruginosa sebesar 7,25 

mm. Fraksi air dengan kadar alkaloid tertinggi sebesar 0,518 %b/b hanya 

menunjukkan daya hambat lemah terhadap Staphylococcus aureus sebesar 1,67 

mm, sementara fraksi n-heksan dengan kadar alkaloid sebesar 0,982 %b/b, tidak 

menunjukkan aktivitas antibakteri. Analisis data kadar alkaloid total dan diameter 

zona hambat menunjukkan adanya perbedaan antar variabel fraksi dan terdapat 
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hubungan antara kadar alkaloid total dengan diameter zona hambat ditandai dengan 

nilai koefisien korelasi negatif. 

Kesimpulan: Fraksi etil asetat daun pepaya tunggal memiliki hasil yang lebih baik 

dalam hal kadar alkaloid total yaitu sebesar 1,937 %b/b. Adapun fraksi etil asetat 

daun alpukat tunggal memiliki hasil yang lebih baik dalam hal pengujian antibakteri 

pada Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa. 

 

Kata Kunci: Antibakteri, Daun alpukat, Daun pepaya, Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Penyakit infeksi merupakan suatu keadaan timbulnya penyakit yang 

diakibatkan adanya infeksi dari mikroorganisme patogen seperti bakteri, virus, 

parasit, dan jamur di dalam tubuh (Ayen, et al., 2017). Penyakit infeksi 

merupakan salah satu masalah utama terkait kesehatan di masyarakat baik yang 

terjadi di negara maju maupun negara berkembang. Dalam beberapa tahun 

terakhir, angka kejadian terjadinya penyakit infeksi semakin meningkat dengan 

kasus kematian mencapai 3,5 juta orang setiap tahunnya (Anwar, et al., 2023). 

Saat ini salah satu penyebab infeksi yang masih menjadi perhatian di negara 

berkembang adalah karena adanya infeksi bakteri patogen (Savitri, et al., 

2019).  

Bakteri patogen adalah bakteri yang menimbulkan penyakit pada hospes atau 

inang yang diinfeksi (Kanan, 2019). Staphylococcus aureus dan Pseudomonas 

aeruginosa merupakan dua jenis bakteri patogen yang sering ditemukan secara 

bersamaan pada luka infeksi (Jenul, et al, 2023). Kedua bakteri tersebut 

merupakan penyebab paling umum dari terjadinya berbagai jenis infeksi, 

termasuk infeksi luka kronis, infeksi kulit, infeksi saluran pernapasan, dan 

infeksi sistemik (Deleon, 2014). Infeksi bakteri Staphylococcus aureus dan 

Pseudomonas aeruginosa secara bersamaan dapat mengakibatkan kondisi 

pasien yang terinfeksi menjadi lebih buruk jika dibandingkan dengan kasus 

infeksi tunggal. Hal tersebut dapat diakibatkan karena adanya faktor 

resistensinya terhadap antibiotik (Hotterbeekx, et al., 2017; Deleon, 2014).  
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Penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri dapat diobati dengan pemberian 

antibiotik (Mandagi, et al., 2022). Penggunaan antibiotik untuk mengatasi 

penyakit infeksi bakteri seringkali diikuti dengan adanya kejadian resistensi 

antibiotik yang dapat mempersulit pengobatan (Gupta & Birdi, 2017). 

Resistensi antibiotik merupakan keadaan ketika bakteri menjadi kebal terhadap 

efek antibiotik sehingga mengakibatkan pengobatan yang diberikan menjadi 

tidak efektif (Kemenkes, 2022). Data WHO 2024 memaparkan bahwa kejadian 

resistensi antibiotik diperkirakan telah mengakibatkan 4,95 juta kematian pada 

tahun 2019. Adapun kejadian tersebut sebagian besar terjadi di negara-negara 

berpenghasilan rendah dan menengah (Olaru, et al, 2023). Oleh karena itu, 

penting untuk menemukan alternatif pengobatan penyakit infeksi bakteri yang 

lebih efektif, salah satunya dengan eksplorasi kandungan senyawa aktif dari 

tanaman obat berkhasiat di Indonesia (Gupta & Birdi, 2017). 

Indonesia memiliki banyak jenis tanaman obat berkhasiat yang telah banyak 

dimanfaatkan sebagai obat untuk berbagai penyakit (Anwar, et al., 2023). 

Seiring dengan perkembangan zaman, masyarakat lebih menyukai penggunaan 

obat tradisional untuk menghindari penggunaan obat kimia (Manik, 2014). Hal 

ini diakibatkan adanya kepercayaan yang berkembang di masyarakat bahwa 

pengobatan penyakit berbasis bahan alam menjadi lebih ekonomis, efek 

samping pengobatan yang relatif rendah, serta keberadaanya yang mudah 

didapat (Nor, 2018). Terdapat dua tanaman obat berkhasiat yang telah banyak 

diketahui dan telah diteliti khasiatnya sebagai antibakteri diantaranya adalah 

tanaman alpukat (Persea americana Mill.) dan tanaman pepaya (Carica 

papaya L.).  

Daun tanaman alpukat (Persea americana Mill.) memiliki kandungan senyawa 

metabolit sekunder antara lain adalah saponin, alkaloid, tanin, flavonoid, 

polifenol, dan quersetin (Rauf, 2017). Penelitian terkait pemanfaatan daun 

alpukat yang telah dilakukan sebelumnya menunjukkan bahwa ekstrak etanol 

daun alpukat terbukti mengandung senyawa alkaloid dengan kandungan 

sebesar 1,87 mg/g (Tuldjanah, et al, 2022). Selain itu, ekstrak daun alpukat 

juga terbukti memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Pseudomonas 
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aeruginosa pada konsentrasi 500 mg/mL dengan diameter zona hambat sebesar 

10.87 mm (Nasri, 2022). Sementara itu, hasil uji aktivitas antibakteri kombinasi 

ekstrak daun alpukat dan daun mengkudu terhadap bakteri Staphylococcus 

aureus menunjukkan adanya aktivitas antibakteri tertinggi pada konsentrasi 

100 % dengan diameter zona hambat sebesar 19,2 mm (Khafipah, 2022). 

Selain tanaman alpukat, terdapat juga tanaman pepaya (Carica papaya L.) yang 

telah lama digunakan sebagai obat untuk beberapa penyakit seperti malaria, 

jerawat, diare, dan sakit gigi (A’yun, et al., 2015). Senyawa metabolit sekunder 

yang terkandung dalam ekstrak daun pepaya antara lain alkaloid, saponin, 

flavonoid, dan tanin (Nor, et al., 2018). Penelitian yang dilakukan Alzanando 

(2022) terhadap ekstrak daun pepaya menunjukkan hasil adanya kandungan 

senyawa alkaloid total sebesar 165,689 mg/g. Hasil penelitian lain juga 

menginformasikan bahwa terdapat aktivitas antibakteri ekstrak daun pepaya 

terhadap bakteri Staphylococcus aureus pada konsentrasi 60 % dengan 

diperolehnya diameter zona hambat terbesar yaitu 16,333 mm (Putri & 

Trimulyono, 2023). Sementara itu, hasil penelitian kombinasi 30 % ekstrak 

daun pepaya dengan 70 % daun sirih yang telah dilakukan sebelumnya terbukti 

memiliki daya hambat terhadap bakteri Staphylococcus aureus dengan rata-

rata diameter zona hambat sebesar 12,17 mm (Zulyani, et al., 2022).  

Beberapa penelitian terkait masing-masing tanaman alpukat dan tanaman 

pepaya maupun kombinasinya telah dilakukan, namun penelitian terkait 

penetapan kadar alkaloid total serta uji aktivitas antibakteri dari kombinasi 

fraksi dari daun alpukat dan daun pepaya terhadap bakteri Staphylococcus 

aureus dan Pseudomonas aeruginosa masih sangat terbatas. Dengan demikian, 

penelitian ini bertujuan untuk mengetahui jumlah kadar alkaloid total serta 

gambaran uji aktivitas antibakteri dari kombinasi fraksi dari daun alpukat dan 

pepaya terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa. 

Diharapkan dengan adanya hasil penelitian ini dapat memberikan informasi 

yang lebih komprehensif terkait potensi tanaman alpukat dan pepaya sebagai 

alternatif dihasilkannya senyawa antibakteri yang dapat bermanfaat dalam 

pengobatan penyakit infeksi bakteri. 
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1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah yang dapat diambil dari uraian latar belakang di atas adalah 

sebagai berikut: 

1. Bagaimana gambaran hasil skrining fitokimia dan jumlah kadar alkaloid 

total dengan variasi perbandingan yang terkandung dalam kombinasi 

fraksi n-heksan, etil asetat, dan air dari daun alpukat (Persea americana 

mill.) dan daun pepaya (Carica papaya L.)? 

2. Bagaimana gambaran aktivitas antibakteri dari kombinasi fraksi n-heksan, 

etil asetat, dan air dari daun alpukat (Persea americana mill.) dan daun 

pepaya (Carica papaya L.) dengan variasi perbandingan terhadap 

pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas 

aeruginosa? 

3. Apakah terdapat hubungan antara kadar alkaloid total dengan aktivitas 

antibakteri dari kombinasi fraksi n-heksan, etil asetat, dan air dari daun 

alpukat (Persea americana mill.) dan daun pepaya (Carica papaya L.) 

dengan variasi perbandingan terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan 

Pseudomonas aeruginosa? 

 

 

1.3  Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan Umum 

Penelitian ini memiliki tujuan umum untuk mengetahui jumlah kadar 

alkaloid total dan aktivitas antibakteri dari kombinasi fraksi n-heksan, etil 

asetat, dan air dari daun alpukat (Persea americana mill.) dan daun 

pepaya (Carica papaya L.) terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan 

Pseudomonas aeruginosa. 

1.3.2 Tujuan Khusus 

Adapun tujuan khusus penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mengetahui jumlah kadar alkaloid total yang terkandung dalam 

kombinasi fraksi n-heksan, etil asetat, dan air dari daun alpukat 

(Persea americana mill.) dan daun pepaya (Carica papaya L.). 
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2. Mengetahui gambaran aktivitas antibakteri dari kombinasi fraksi n-

heksan, etil asetat, dan air dari daun alpukat (Persea americana 

mill.) dan daun pepaya (Carica papaya L.) terhadap pertumbuhan 

bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa. 

3. Mengetahui ada atau tidaknya hubungan antara jumlah kadar 

alkaloid total dengan aktivitas antibakteri fraksi n-heksan, etil asetat, 

dan air dari daun alpukat (Persea americana mill.) dan daun pepaya 

(Carica papaya L.) terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan 

Pseudomonas aeruginosa. 

 

1.4  Manfaat Penelitian 

1.4.1 Manfaat Bagi Institusi 

Penelitian ini diharapkan dapat berkontribusi dalam mendukung peran 

institusi dalam mengembangkan potensi pemanfaatan bahan alam 

khususnya terkait pemanfaatan kombinasi fraksi daun alpukat (Persea 

americana mill.) dan daun pepaya (Carica papaya L.) sebagai obat 

antibakteri. 

1.4.2 Manfaat Bagi Peneliti 

Penelitian ini diharapkan dapat menjadi dasar untuk pengembangan 

penelitian selanjutnya terkait peluang pengembangan obat baru yang 

berasal dari informasi aktivitas antibakteri kombinasi fraksi daun alpukat 

(Persea americana mill.) dan daun pepaya (Carica papaya L.) terhadap 

pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas 

aeruginosa. 

1.4.3 Manfaat Bagi Masyarakat 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi dan pengetahuan 

kepada masyarakat bahwa kombinasi fraksi daun alpukat (Persea 

americana mill.) dan daun pepaya (Carica papaya L.) dapat digunakan 
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sebagai pengobatan alternatif penyakit infeksi yang diakibatkan oleh 

bakteri. 

1.5  Batasan Penelitian 

Batasan penelitian digunakan agar tidak terjadi penyimpangan atau pelebaran 

pokok rumusan masalah sehingga dapat memfokuskan penelitian. Batasan 

dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Parameter penelitian ini hanya berfokus pada pengujian kandungan total 

alkaloid dan hasil nilai zona hambat yang terbentuk dari pemberian variasi 

rasio konsentrasi kombinasi fraksi n-heksan, etil asetat, dan air dari daun 

alpukat dan daun pepaya. 

2. Metode penetapan kadar alkaloid total yang dilakukan dalam penelitian ini 

hanya berfokus dengan penggunaan metode kompleks bromocresol green 

(BCG) secara spektrofotometri UV-Vis. 

3. Metode pengujian aktivitas antibakteri yang dilakukan dalam penelitian ini 

hanya berfokus dengan penggunaan metode difusi cakram. 

 

 

  



 

BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA  

2.1 Tanaman Daun Alpukat 

2.1.1 Klasifikasi Daun Alpukat 

 

Gambar 2.1 Tanaman Daun Alpukat  
(Setiyanto, et al., 2021) 

 

Menurut Damayanti (2022), tanaman alpukat memiliki klasifikasi 

taksonomi sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 

Divisi : Spermatophyta 

Subdivisi : Angiospermae 

Kelas : Dicotyledoneae 

Ordo : Ranales 

Family : Lauraceae 

Genus : Persea 

Spesies : Persea americana Mill 
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2.1.2 Morfologi Daun Alpukat 

Pohon alpukat memiliki tinggi 3-10 m, berakar tunggang, batang 

berkayu, bulat, warnanya coklat, bercabang banyak, serta ranting 

berambut halus. Daun tunggal, dengan tangkai  yang  panjangnya  1-

5,5  cm,  letaknya  berdesakan  di  ujung  ranting,  bentuknya jorong  

sampai  bundar  telur  memanjang,  tebal  seperti  kulit,  ujung  dan  

pangkal  ranting, bentuknya jorong sampai bundar telur memanjang, 

tebal seperti kulit, ujung dan pangkal runcing, serta bertulang 

menyirip. Ukuran daun (bervariasi dengan) panjang (sekitar) 10-20 

cm, lebar 3-10 cm, daun muda  berwarna  kemerahan  dan  berambut  

rapat,  daun  tua  berwarna  hijau  gundul,  serta memiliki rasa pahit 

Tanaman alpukat merupakan pohon berukuran sedang dengan banyak 

cabang dan ditanam karena buahnya yang lezat dan bergizi 

(Damayanti, 2022). Alpukat diklasifikasikan sebagai tanaman hijau 

sepanjang tahun (evergreen), tetapi beberapa varietas tanaman alpukat 

dapat kehilangan daunnya untuk sementara waktu sebelum berbunga 

(Riswanda, et al., 2023). 

2.1.3 Khasiat Daun Alpukat 

Daun alpukat memiliki banyak kandungan yang terdapat di dalamnya 

antara lain vitamin E, mineral, zat besi yang berguna sebagai 

pembentukan sel darah merah, flavonoid, tanin, alkaloid, saponin, 

polifenol, quersetin, asam lemak yang bersifat tidak jenuh sebagai 

antioksidan kuat, serta kandungan kalium dan zat filantik yang dapat 

membantu melancarkan air seni. Daun alpukat merupakan salah satu 

terapi pengobatan yang memiliki kandungan flavonoid untuk 

mencegah penyumbatan pada pembuluh darah, antioksidan yang 

dapat menangkal radikal bebas dalam tubuh, dapat dijadikan obat anti 

inflamasi, meningkatkan sistem imun dalam tubuh, dan dapat 

mencegah terjadinya osteoporosis (Arwanda, 2021). Bagian daun 

alpukat sering digunakan sebagai pengobatan untuk beberapa 

penyakit. Daun alpukat mengandung beberapa senyawa yang dapat 
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dapat dimanfaatkan untuk mengobati beberapa jenis penyakit seperti 

batu ginjal, menurunkan tekanan darah, radang tenggorokan, sebagai 

anti diuretik, anti hipoglikemia, dan anti bakteri (Rauf, 2017). 

Pengujian ekstrak daun alpukat pada konsentrasi 500 mg/mL terbukti 

memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Pseudomonas 

aeruginosa dengan diameter zona hambat sebesar 10.87 mm (Nasri, 

2022). 

2.2 Tanaman Daun Pepaya (Carica papaya L.) 

2.2.1 Klasifikasi Daun Pepaya 

 

Gambar 2.2 Tanaman Daun Pepaya  
(Sudarwati & Fernanda, 2019) 

Menurut Habtemariam (2019), tanaman alpukat memiliki klasifikasi 

taksonomi sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 

Divisi : Magnoliophyta 

Kelas : Magnoliopsida  

Ordo : Violales 

Family : Caricaceae 

Genus : Carica L. 

Spesies : Carica papaya L 

2.2.2 Morfologi Daun Pepaya 

Tanaman pepaya termasuk dalam famili Caricaceae dan merupakan 

spesies yang secara ekonomi dianggap penting dari genus Carica. 
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Tanaman ini berasal dari Amerika dan benihnya dibawa hingga ke negara 

tropis dan subtropis di berbagai penjuru dunia (Hewajulige & Dhenkey, 

2016). Tanaman pepaya dapat menumbuhkan daun baru secara konsisten 

sekitar 2 daun baru setiap minggunya. Jumlah daun berperan penting 

dalam pertumbuhan buah pepaya dan kandungan gula yang terdapat di 

dalamnya. Daun tanaman pepaya berbentuk daun tunggal yang besar dan 

juga kokoh. Permukaan pada daun pepaya memiliki jari-jari yang 

panjang dan bergerigi dengan ujung tangkai daun yang sedikit runcing 

serta daunnya biasanya memiliki warna hijau tua. Daun pepaya memiliki 

rentang lebar antara 50-70 cm dengan panjang hingga 90 cm dan dapat 

berbentuk lobus kedalam serta seringkali terlipat (Zhou, 2020).  

2.2.3 Khasiat Daun Pepaya  

Kandungan yang terdapat pada daun pepaya antara lain flavonoid, 

saponin, tanin, triterpenoid, steroid, alkaloid karpain, karikaksantin, 

violaksantin, pseudokarpain, papain, glikosida, vitamin C dan E, kolin, 

dan karposid. Daun pepaya juga memiliki kandungan berupa suatu 

glukosinolat yang dapat disebut sebagai benzil isotiosianat. Selain itu, 

terdapat mineral yang terkandung dalam daun pepaya yaitu kalium, zat 

besi, magnesium, zink, tembaga, dan mangan (A’yun, et al., 2015; 

Waruwu, 2021).  

Kandungan senyawa kimia atau metabolit sekunder yang terdapat dalam 

daun pepaya dapat berperan sebagai aktivitas farmakologi. Beberapa 

penelitian sebelumnya telah melakukan identifikasi terhadap tanaman 

daun pepaya sebagai antibakteri, antimalaria, antiinflamasi, dan antihama 

(Waruwu, 2021). Selain itu, tanaman daun pepaya juga digunakan dalam 

pengobatan tradisional untuk mengatasi masalah pencernaan seperti 

konstipasi (sembelit), infeksi saluran kemih, dan masalah hati. Daun 

pepaya juga memiliki sifat diuretik yang dapat membantu mempercepat 

proses pembuangan racun dari dalam tubuh serta dapat meningkatkan 

fungsi hati (Hanifah, 2023). Penelitian Putri dan Trimulyono (2023) 
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menunjukkan terdapat aktivitas antibakteri ekstrak daun pepaya 

konsentrasi 60 % terhadap bakteri Staphylococcus aureus dengan 

diperolehnya diameter zona hambat terbesar yaitu 16,333 mm. 

2.3 Senyawa Metabolit Sekunder 

2.3.1 Definisi 

Metabolit sekunder merupakan senyawa yang membantu tanaman 

sehingga dapat bertahan hidup dalam lingkungan. Metabolit sekunder 

pada tanaman dapat dikategorikan menjadi terpenoid seperti saponin; 

fenolik seperti contohnya flavon, lignin, isoorientin, tanin, flavonoid, dan 

gliserollin; dan senyawa nitrogen seperti sinigrin dan dhurrin. Metabolit 

sekunder yang berbeda memiliki metabolisme yang berbeda pula 

sehingga dapat berkontribusi terhadap penekanan dalam pertumbuhan 

dan perkembangan (Khayri, 2023). Senyawa metabolit sekunder yang 

diperoleh dari suatu tanaman penghasil metabolit sekunder dapat 

dimanfaatkan dan dikembangkan sebagai obat-obatan, pengaroma 

makanan, bahan baku kosmetik dan lain sebagainya yang diperlukan oleh 

industri. Senyawa fitokimia yang terdapat pada suatu tanaman dapat 

diperoleh melalui metode ekstraksi menggunakan pelarut yang sesuai 

sehingga mempengaruhi kandungan senyawa metabolit sekunder yang 

diekstrak (Waruwu, 2021). 

2.3.2 Flavonoid 

  

Gambar 2.3 Struktur Umum Flavonoid  
(Sarian, 2017) 

Flavonoid adalah kelompok metabolit sekunder pada tumbuhan yang 

memiliki struktur polifenol, dan banyak dijumpai dalam buah-buahan, 
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sayuran, serta beberapa jenis minuman (Khoirunnisa, 2019). Senyawa ini 

merupakan turunan dari 2-phenyl-benzyl-γ-pyrone dan disintesis melalui 

jalur fenilpropanoid. Subkelas yang terdapat pada flavonoid yaitu 

diantaranya flavanols, flavanon, flavon, isoflavon, anthocyanidins, dan 

flavonol. Umumnya subkelas flavonol terdapat dalam bentuk glikosida 

dengan bentuk umum seperti kaemferol, kuersetin dan mirisetin. 

Pembagian yang terdapat pada subkelas flavonoid tersebut didasarkan 

pada sifat-sifat strukturalnya (Alfaridz, 2022; Arifin, 2018). 

Flavonoid termasuk dalam senyawa fenolik yang dapat menyebabkan 

denaturasi protein sebagai substansi penting dalam struktur bakteri. 

Komponen sel yang terdenaturasi seperti protein akan mengganggu 

proses metabolisme bakteri sehingga terjadi lisis yang akan 

menyebabkan kematian bakteri tersebut. Selain itu, flavonoid juga 

memiliki fungsi dalam menghambat DNA gyrase dan menghambat 

aktivitas enzim ATPase bakteri sehingga mencegah pertumbuhan bakteri 

(Nor, et al., 2018). Dalam bidang kesehatan, senyawa flavonoid memiliki 

efek farmakologi berupa antibakteri, antioksidan, anti inflamasi dan anti 

diabetes (Alfaridz, 2022). 

 

2.3.3 Fenolik 

 

Gambar 2.4 Struktur Fenol 
(Alara, et al., 2021) 

Senyawa dengan lebih banyak atau satu cincin aromatik yang 

digabungkan dengan satu atau lebih gugus hidroksil biasa disebut dengan 

fenolik. Senyawa fenolik ini merupakan metabolit sekunder tumbuhan 

yang paling umum dengan lebih dari 8000 struktur yang telah diketahui 

(Alara, et al., 2021). Senyawa fenolik adalah senyawa dengan gugus 
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hidroksil dan paling banyak ditemukan pada tanaman. Fenolik memiliki 

jenis struktural yang bervariasi baik berupa fenol sederhana dan 

kompleks ataupun fenol dengan komponen yang terpolimerisasi. 

Senyawa fenolik memiliki banyak manfaat dalam bidang kesehatan 

seperti diantaranya yaitu sebagai antioksidan, antikarsinogenik, 

antimikroba dan lain sebagainya (Diniyah, 2020). Fenol sebagai senyawa 

antibakteri memiliki mekanisme dengan mendenaturasi protein sel 

melalui ikatan hidrogen yang terbentuk antara fenol dan protein sehingga 

menyebabkan kerusakan pada struktur protein (Hidayatullah, 2023). 

2.3.4 Tanin 

 

Gambar 2.5 Struktur Asam Elagat (Tanin Terhidrolisis) 
(Shirmohammadli, 2018) 

Tanin merupakan kelompok senyawa kompleks yang tersebar luas di 

berbagai jenis tumbuhan dan hampir dimiliki oleh semua spesies 

tumbuhan. Senyawa ini umumnya ditemukan pada bagian spesifik 

tanaman seperti buah, daun, batang, serta kulit kayu. (Sunani & 

Hendriani, 2023).  Secara umum tanin dapat diklasifikasikan menjadi 

tanin terhidrolisis dan tanin terkondensasi. Tanin terhidrolisis adalah 

campuran fenol sederhana seperti contohnya yaitu asam elagat atau asam 

galat. Seperti namanya, tanin terhidrolisis dapat dihidrolisis oleh 

asam/basa lemah sehingga menghasilkan asam fenolik dan karbohidrat 

(Shirmohammadli, 2018). Sedangkan Tanin terkondensasi mengandung 

polimer flavonoid yang merupakan jenis senyawa fenol. Dalam dunia 

medis, tanin dikenal memiliki beragam manfaat terapeutik termasuk 

aktivitas antibakteri, antidiare, antioksidan, dan berfungsi sebagai zat 

astringen. (Sunani & Hendriani, 2023). Tanin bekerja sebagai antibakteri 
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dengan menghambat enzim reverse transcriptase dan DNA 

topoisomerase sehingga sel bakteri tidak dapat terbentuk (Saptowo, 

2022). 

2.3.5 Alkaloid 

 

Gambar 2.6 Struktur Kafein 
(Roberts, 2016) 

Alkaloid merupakan kelompok senyawa metabolit sekunder dengan 

kandungan nitrogen tertinggi yang ditemukan pada jaringan tumbuhan 

dan hewan. Mayoritas senyawa ini berasal dari tumbuhan, terutama 

anggota kelompok angiospermae (Ningrum, 2016). Secara alami, 

alkaloid umumnya terdapat dalam konsentrasi rendah sehingga 

memerlukan proses isolasi dari campuran senyawa kompleks dalam 

jaringan tumbuhan. Struktur kimia alkaloid ditandai dengan sistem cincin 

heterosiklik yang mengandung atom nitrogen sebagai heteroatom. Unsur 

penyusun utamanya meliputi karbon, nitrogen, hidrogen, dan oksigen 

meskipun beberapa jenis alkaloid tidak mengandung oksigen. 

Keberadaan atom nitrogen dalam struktur lingkar ini memberikan sifat 

basa pada senyawa tersebut (Maisarah, 2023).  

Senyawa alkaloid dapat dibagi menjadi isoquinolines, pyrroles, 

pyridines, quinolines, indoles, dan sepuluh jenis alkaloid lainnya 

berdasarkan struktur kimianya yang berbeda. Beberapa penelitian 

sebelumnya yang dilakukan secara in vivo dan klinis telah melaporkan 

bahwa alkaloid memiliki berbagai aktivitas farmakologi beberapa 

diantaranya yaitu sebagai antikanker, antivirus, antiinflamasi, dan 

aktivitas antibakteri (Yan, et al., 2021). Alkaloid memiliki potensi 

sebagai antibakteri dengan cara mengganggu komponen yang 
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membentuk peptidoglikan pada sel bakteri. Hal ini mengakibatkan 

dinding sel tidak terbentuk dengan sempurna, yang pada akhirnya 

menyebabkan kematian sel bakteri tersebut (Tjandra, et al., 2020). 

2.3.6 Saponin 

 

Gambar 2.7 Struktur Saponin Steroid 
(Putri, et al., 2023) 

Nama 'saponin' berasal dari kata Latin 'sapo' yang artinya yaitu sabun, 

dan berkaitan dengan kemampuan ekstrak tanaman yang mengandung 

saponin untuk membentuk busa sabun ketika diaduk dalam air 

(Timilsena, 2023). Saponin dapat dibagi menjadi dua kelompok, yaitu 

antara lain steroid saponin yang dapat dijumpai pada rumput dan 

triterpenoid saponin yang terdapat pada tanaman kedelai. Berbagai 

macam sifat biologis yang dapat ditemukan pada senyawa saponin antara 

lain seperti kemampuan hemolitik, antibakteri, antimoluska, aktivitas 

antivirus, aktivitas sitotoksik atau antikanker, efek hipokolesterolemia, 

dan antiprotozoa (Putri, et al., 2023). Saponin sebagai antibakteri bekerja 

dengan menurunkan tegangan permukaan sehingga mengakibatkan 

naiknya permeabilitas atau kebocoran sel bakteri dan mengakibatkan 

senyawa intraseluler akan keluar (Saptowo, 2022). 

2.3.7 Terpenoid  

 

Gambar 2.8 Struktur Asam Ursolat (Pentacyclic Triterpenes) 
(Ghani, 2020) 
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Terpenoid adalah senyawa yang berasal dari satuan isoprena atau 

senyawa terpen. Hal tersebut dikarenakan ketika dalam keadaan alami, 

terpenoid umumnya diperkaya dengan gugus hidrokarbon, glikosida, 

eter, alkohol, keton, aldehid, asam karboksilat dan ester. Selain itu, 

terpenoid juga dianggap sebagai kelompok senyawa bioaktif alami 

terbesar (Azalia, et al., 2023). Terpenoid terdapat di alam dan memiliki 

beragam efek biologis termasuk diantaranya yaitu aktivitas antimikroba, 

antidiabetik, dan antimalaria. Terdapat sekitar 200 jenis triterpenoid 

dengan karakteristik berbeda, yang secara biologis sebagian besar aktif 

sebagai agen antioksidan, antivirus, antitumor, dan antiinflamasi (Ghani, 

2020). Terpenoid yang terkandung dalam tanaman memiliki kemampuan 

antibakteri dengan cara menghambat pembentukan lipid dan mengubah 

struktur membran sel dengan menghambat sintesis ergosterol (Attamimi, 

2022). 

2.3.8 Steroid 

 

Gambar 2.9 Struktur Umum Steroid 
(Gomes, et al., 2023) 

Steroid termasuk dalam golongan senyawa organik baik alami atau 

sintetis dengan struktur molekul dasarnya dapat terdiri dari 17 atom 

karbon yang terikat dalam empat cincin menyatu dimana tiga cincin 

adalah satu cincin siklopentana dan sikloheksana (Gomes, et al., 2023). 

Senyawa steroid memiliki struktur yang sangat beragam karena adanya 

gugus fungsi yang teroksidasi dan terikat pada cincin sehingga terjadi 

oksidasi cincin karbon. Steroid digunakan untuk mengobati penyakit 

yang diakibatkan oleh kelebihan atau kekurangan hormon, penyakit 

berbahaya dan kondisi lain seperti radang sendi dan alergi (Nasrudin, et 

al., 2017). Adapun mekanisme kerja steroid sebagai antibakteri 
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disebabkan oleh kemampuan steroid untuk berinteraksi dengan membran 

fosfolipid sel yang bersifat permeabel terhadap senyawa lipofilik 

menyebabkan penurunan integritas membran dan perubahan morfologi 

membran sel, yang akhirnya mengakibatkan terjadinya lisis 

(Hidayatullah, 2023). 

2.4 Ekstraksi dan Fraksinasi 

2.4.1 Ekstraksi 

Ekstraksi tanaman obat adalah proses yang melibatkan pemisahan zat 

aktif tanaman atau metabolit sekunder dari bahan yang inert atau tidak 

aktif dengan menggunakan pelarut dan prosedur ekstraksi standar yang 

sesuai. Jenis metode ekstraksi yang telah diketahui hingga saat ini sangat 

beragam, baik dengan cara dingin maupun panas. Ekstraksi cara dingin 

dapat dilakukan dengan metode maserasi dan juga perkolasi, sedangkan 

ekstraksi cara panas metode yang dapat dilakukan yaitu dengan sokletasi, 

refluks, infusa, digesti, dan dekok (Samudra, 2022). Metode ekstraksi 

dapat dipilih secara tepat bergantung pada sifat bahan tanaman, pelarut 

yang digunakan, suhu, pH pelarut, dan rasio pelarut terhadap sampel serta 

tujuan penggunaan produk akhir (Abubakar & Haque, 2022). 

Salah satu metode ekstraksi yang umum dan sederhana dalam 

penggunaannya adalah dengan metode maserasi. Maserasi merupakan 

metode ekstraksi yang menerapkan prinsip pencapaian kesetimbangan 

konsentrasi dengan cara merendam bahan dalam pelarut (Fauziyah, et al., 

2022). Prinsip ekstraksi dengan metode maserasi yaitu suatu proses 

ketika larutan penyari yang mengandung senyawa aktif berdifusi ke 

dalam sel tumbuhan. Difusi tersebut mengakibatkan timbulnya tekanan 

osmosis yang berada di dalam sel menjadi berbeda dengan keadaan di 

luar sel. Sehingga senyawa dengan polaritas yang sama dengan pelarut 

kemudian akan tergeser keluar akibat adanya perbedaan tekanan osmosis 

antara bagian dalam dan sel. Proses pada metode maserasi dilakukan 

dengan menempatkan serbuk tanaman dengan pelarut yang sesuai ke 
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dalam wadah yang inert dan tertutup rapat serta disimpan pada suhu 

kamar (Mukhriani, 2014). Keuntungan utama ekstraksi dengan metode 

maserasi antara lain adalah peralatan dan prosedurnya sederhana serta 

tidak melalui proses pemanasan sehingga bahan alam tidak akan terurai 

atau rusak (Samudra, 2022).  

2.4.2 Fraksinasi 

Fraksinasi adalah proses pemisahan ekstrak tanaman menjadi berbagai 

fraksi. Proses ini kemudian dapat memisahkan fraksi-fraksi menjadi 

bagian yang terdiri dari sejumlah senyawa. Beberapa pelarut yang 

diperlukan dalam proses fraksinasi harus ditambahkan sesuai urutan 

tingkatan polaritas pelarut. Teknik fraksinasi pada umumnya dapat 

dilakukan dengan metode cair-cair, metode ini melibatkan pemisahan 

menggunakan pelarut yang tidak dapat bercampur satu sama lain. Hal 

tersebut mengakibatkan senyawa yang memiliki sifat polar akan larut 

dalam pelarut polar, senyawa yang memiliki sifat non polar akan larut ke 

dalam pelarut non polar, dan senyawa yang memiliki sifat semi polar 

akan larut ke dalam pelarut semi polar. Fraksinasi dengan metode cair-

cair dilakukan dengan cara pengocokan dan memiliki prinsip pemisahan 

yang didasarkan pada perbedaan tingkat polaritas dan perbedaan bobot 

jenis antara kedua fraksi (Makalunsenge, 2022). 

2.4.3 Pemilihan Pelarut 

Pelarut yang digunakan untuk mengekstrak tanaman obat disebut juga 

sebagai menstruum. Pemilihan jenis pelarut dapat bergantung pada 

bagian tanaman yang akan diekstraksi, jenis tanaman, sifat senyawa 

bioaktif, dan ketersediaan pelarut. Secara umum pemilihan pelarut harus 

didasarkan pada prinsip like dissolve like, yaitu pelarut polar seperti air, 

metanol, dan etanol digunakan untuk ekstraksi senyawa polar, sementara 

itu pelarut nonpolar seperti contohnya heksana dan diklorometana 

digunakan dalam ekstraksi senyawa non polar (Jibhkate, 2023).  
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Menurut polaritasnya, pelarut yang digunakan dalam ekstraksi dapat 

diklasifikasikan dari yang paling tidak polar yaitu n-heksana hingga yang 

paling polar yaitu air. Selama fraksinasi, pelarut yang dipilih tersebut 

dapat ditambahkan sesuai dengan urutan peningkatan polaritas, dimulai 

dari yang paling tidak polar hingga pelarut dengan tingkat polaritas 

tertinggi (Abubakar & Haque, 2020). Adapun tingkat polaritas pelarut 

dijelaskan pada Tabel 2.1. 

Tabel 2.1. Tingkat Polaritas Pelarut (Abubakar & Haque, 2020) 

Jenis Pelarut Polaritas 

n-Heksana 

Petroleum eter 

Dietil eter 

Etil asetat 

Kloroform 

Diklorometana 

Aseton 

n-Butanol 

Etanol 

Metanol 

Aquades 

0,009 

0,117 

0,117 

0,228 

0,259 

0,309 

0,355 

0,586 

0,654 

0,762 

1,000 

a. Etanol 70 % 

Etanol merupakan jenis pelarut volatil untuk senyawa organik dan 

dapat melarutkan senyawa polar dan nonpolar sehingga dapat larut 

dengan air. Keunggulan etanol sebagai pelarut yaitu dapat 

melarutkan ekstrak dalam jumlah yang besar, memiliki perbedaan 

massa jenis yang signifikan sehingga dapat memisahkan zat terlarut 

dengan mudah. Selain itu, etanol bersifat non toksik, tidak korosif 

tidak eksplosif jika berada di udara, dan dapat diperoleh dengan 

mudah (Utomo, 2016). Seringkali etanol digunakan sebagai pelarut 

dikarenakan kelarutannya yang relatif tinggi dan memiliki sifat inert 

sehingga dapat tidak bereaksi dengan komponen yang lain.  
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Selain itu, salah satu kelemahan dengan menggunakan etanol 

sebagai pelarut yaitu harganya yang mahal (Prawitasari & Yuniwati, 

2019). Salah satu pelarut yang dapat digunakan dalam proses 

ekstraksi adalah etanol dengan konsentrasi 70 %. Pemilihan pelarut 

etanol 70 % sebagai pelarut dalam proses maserasi didasarkan atas 

proses penyarian yang optimal sehingga diharapkan dapat 

mengandung banyak senyawa aktif yang di dalamnya (Hasanah, 

2020).  

b. N-Heksan 

Pelarut n-heksan adalah pelarut non-polar yang stabil, mudah 

menguap dan secara selektif dapat melarutkan serta mengekstrak 

dalam jumlah besar (Hastuti, 2018). Adapun kelebihan dari n-heksan 

yaitu proses recovery dapat dilakukan dengan proses penguapan 

pada temperatur didih yang lebih rendah dibandingkan pelarut 

organik lainnya dikarenakan n-heksan memiliki titik didih yang 

lebih rendah dari pelarut organik lainnya. Selain itu, n-heksan juga 

memiliki harga yang relatif lebih murah dan mudah untuk 

didapatkan (Kurniasih, et al., 2023). 

N-heksan merupakan cairan tak berwarna yang sangat mudah 

menguap dan telah terbukti memiliki efek buruk pada kesehatan 

manusia. Karena sifat n-heksan yang mudah menguap, paparan 

utamanya adalah melalui inhalasi, diikuti oleh paparan secara oral 

dan kontak kulit pada tingkat yang lebih rendah. Heksana dapat 

digunakan untuk mengekstraksi senyawa bioaktif yang bersifat non-

polar seperti alkaloid, terpenoid, hidrokarbon aromatik, kumarin 

atau asam lemak (Cravotto, 2022). 

c. Etil Asetat 

Etil asetat adalah molekul aromatik bersifat semipolar dengan rumus 

kimia CH3COOCH2CH3, yang dapat menarik analit polar maupun 
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non-polar. Pelarut etil asetat merupakan pelarut semipolar yang 

umum digunakan dikarenakan harganya yang murah dan aman 

digunakan serta sangat cocok untuk mengekstraksi senyawa yang 

terdapat pada tumbuhan (Farah, 2019). Etil asetat merupakan bagian 

ester dari etanol dan asam asetat yang dapat digunakan sebagai 

pelarut dalam tinta, resin, dan sebagai perekat. Pelarut ini sering 

disingkat sebagai Et OAc, sebutan Et mewakili gugus etil dan OAc 

mewakili gugus asetat. Pelarut etil asetat baik digunakan dalam 

proses ekstraksi karena dapat dengan mudah diuapkan, bersifat tidak 

higroskopis dan memiliki toksisitas yang rendah (Amelia, 2021). 

d. Aquades (Air) 

Aquades merupakan pelarut paling polar dan dapat digunakan dalam 

ekstraksi berbagai senyawa polar (Abubakar & Haque, 2020). 

Aquades atau air kondensat merupakan air murni karena merupakan 

air suling tanpa kotoran dan sering digunakan dalam laboratorium. 

Aquades biasa digunakan sebagai pelarut ataupun untuk 

membersihkan peralatan laboratorium dari kontaminan. Air murni 

diperoleh dengan cara destilasi atau penyulingan yang bertujuan 

untuk memperoleh cairan murni dari cairan yang telah 

terkontaminasi zat terlarut atau bercampur dengan cairan lain yang 

memiliki titik didih berbeda (Khotimah, 2017). 

Aquades memiliki kelebihan yaitu dapat melarutkan berbagai zat, 

tidak mudah terbakar, tidak beracun, murah, mudah didapat, dan 

sangat polar (Abubakar & Haque, 2020). Pelarut aquades memiliki 

sifat yang netral dan tidak berbahaya serta baik untuk digunakan 

dikarenakan sangat minim kandungan kadar mineral. Kelemahan 

aquades yaitu pada proses evaporasi (penguapan) yang lebih lama 

dibandingkan dengan pelarut lainnya karena memiliki titik didih 

yang lebih tinggi (Prawitasari & Yuniwati, 2019). 
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2.5 Bakteri Uji 

2.5.1 Staphylococcus aureus 

a. Klasifikasi 

 

Gambar 2.10 Staphylococcus aureus (CDC, 2024) 

Staphylococcus aureus berdasarkan klasifikasi yang dimilikinya 

dapat diklasifikasikan sebagai berikut (Sahli, 2023) 

Domain : Bacteria 

Filum  : Firmicutes 

Class  : Bacilli 

Ordo  : Bacillales 

Famili  : Staphylococcaceae 

Genus  : Staphylococcus 

Species  : Staphylococcus aureus 

b. Morfologi 

Staphylococcus sp. merupakan sel yang memiliki bentuk bulat 

(spheres) atau kokus dengan diameter 0,4 hingga 1,2 μm dengan 

rata-rata 0,8 μm. Hasil pewarnaan dari perbenihan padat 

menunjukkan susunan bakteri dalam kelompok yang mirip dengan 

buah anggur, sedangkan hasil pewarnaan perbenihan cair 

menunjukkan terbentuknya bakteri yang muncul secara tunggal, 
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berpasangan, atau berantai pendek. Staphylococcus sp. membelah 

sepanjang dua sumbu memanjang sehingga tersusun secara 

bergerombol (Anas, 2022). 

Staphylococcus aureus dapat menghasilkan enzim katalase yang 

membedakannya dengan Streptococcus. Bakteri ini merupakan 

kelompok bakteri yang dapat memfermentasi karbohidrat termasuk 

diantaranya manitol dan menghasilkan asam laktat sehingga pada 

suhu 37ºC dapat diidentifikasi dan tumbuh dengan cepat. Bakteri ini 

memungkinkan untuk bertahan pada kondisi kering dan panas pada 

suhu 50ºC selama kurun waktu 30 menit dan dalam larutan NaCl 9 

%. Pada medium padat koloni yang terbentuk berbentuk bulat, 

memiliki diameter 1-2 mm, warna putih sampai kuning keemasan, 

tepi yang utuh, kenaikan permukaan melengkung, tekstur halus, 

opaque, dan basah (Rollando, 2019). 

2.5.2 Pseudomonas aeruginosa 

a. Klasifikasi 

 

Gambar 2.11 Pseudomonas aeruginosa (CDC, 2024) 

Pseudomonas aeruginosa berdasarkan klasifikasi yang dimilikinya 

dapat diklasifikasikan sebagai berikut (USDA, 2020) 

Domain : Bacteria 

Filum  : Proteobacteria 

Class  : Gamma Proteobacteria 

Ordo  : Pseudomonadales 
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Famili  : Pseudomonadaceae 

Genus  : Pseudomonas 

Species  : Pseudomonas aeruginosa 

b. Morfologi 

Pseudomonas aeruginosa adalah bakteri gram negatif yang 

berbentuk basil (batang) dengan ukuran lebar 0,5-0,8 µm dan 

panjang 1,5-3,0 µm, bergerak dengan menggunakan flagel, dan 

bersifat aerob. Bakteri ini memiliki sifat berupa patogen oportunistik 

dimana dapat menyebabkan infeksi pada mata, telinga (otitis 

eksternal), tulang, kulit, saluran pencernaan, sistem saraf pusat, 

jantung (endocarditis), saluran kemih, sistem peredaran pada darah, 

dan sistem pernafasan (septikemia dan bakterimia) (Beslar, 2022). 

Bakteri ini biasanya ditemukan dalam biofilm dan menyerang 

permukaan dalam bentuk planktonik. Pseudomonas aeruginosa 

adalah bakteri aerob obligat yang tumbuh dengan optimal pada suhu 

37°C dan dapat beradaptasi pada suhu tinggi hingga 42°C. Selain itu, 

bakteri ini juga memiliki resistensi terhadap kadar garam yang 

tinggi, antiseptik, serta beberapa jenis antibiotik (Rollando, 2019).  

2.6 Antibiotik 

2.6.1 Definisi 

Antibiotik adalah jenis obat yang digunakan untuk mengobati dan 

mencegah infeksi yang disebabkan oleh bakteri. Obat ini berfungsi 

dengan cara membunuh bakteri atau menghambat pertumbuhannya di 

dalam tubuh. Antibiotik merupakan komponen yang secara alami 

maupun sintetis dapat membunuh bakteri. Ada banyak jenis antibiotik 

yang dapat mempengaruhi bakteri dengan cara berbeda dan biasanya 

tidak dapat bekerja langsung terhadap virus. Antibiotik yang dihasilkan 

oleh bakteri atau organisme eukariotik termasuk tanaman, biasanya 

dibentuk untuk membunuh bakteri lain dan melindungi diri (Muntasir, et 

al., 2022). 
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2.6.2 Ciprofloxacin 

Antibiotik dapat dikelompokkan menjadi tiga berdasarkan mekanisme 

kerjanya yaitu antibiotik yang menargetkan dinding sel bakteri, antibiotik 

yang menghalangi produksi protein baru, antibiotik yang menargetkan 

DNA atau replikasi DNA (Anggita, 2022). Ciprofloxacin merupakan 

antibiotik yang berasal dari golongan fluorokuinolon dalam kelompok 

antibiotik yang menargetkan DNA atau replikasi DNA. Golongan 

Fluorokuinolon adalah antibiotik yang sangat efektif, memiliki spektrum 

aksi yang luas dan banyak digunakan baik pada manusia maupun hewan. 

Fluorokuinolon bekerja melalui target yang berbeda dibandingkan 

kelompok antimikroba lainnya, sehingga memberikan keuntungan dalam 

memerangi berbagai jenis patogen  yang resisten terhadap beberapa obat 

(Tjaboali, 2015). 

 

Gambar 2.12 Struktur kimia Ciprofloxacin  
(Butera & Broderick, 2014) 

Ciprofloxacin dapat digunakan untuk mengatasi infeksi yang disebabkan 

oleh berbagai mikroorganisme baik dari bakteri aerobik gram positif dan 

aerobik gram negatif. Infeksi yang dapat diobati tersebut termasuk 

infeksi pernapasan tertentu, infeksi saluran kemih, beberapa penyakit 

menular seksual, septikemia, dan demam tifoid (Butera & Broderick, 

2014). Mekanisme kerja ciprofloxacin adalah dengan menghambat kerja 

enzim DNA gyrase yang berperan dalam pembelahan sel bakteri 

sehingga dapat menghentikan pertumbuhan bakteri atau bakteriostatik 

(Muslim, 2020). 
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2.7 Metode Uji 

2.7.1 Metode Penetapan Kadar Alkaloid Total 

Penentuan kadar alkaloid total dapat dilakukan dengan mudah dan 

sensitif menggunakan metode spektrofotometri tampak dengan 

Bromocresol Green (BCG), tanpa memerlukan instrumen yang 

kompleks. Bromocresol Green (BCG) akan bereaksi secara selektif 

dengan alkaloid yang mengandung atom nitrogen (Salamah & Ningsih, 

2017). Senyawa alkaloid dapat diidentifikasi dengan menggunakan 

spektrofotometri UV-Vis berdasarkan terbentuknya produk berwarna 

kuning yang dapat digunakan untuk mengukur kadar alkaloid total. 

Dalam penetapan kadar ini, kafein dapat digunakan sebagai standar 

karena merupakan senyawa golongan alkaloid. Alkaloid sendiri 

merupakan senyawa bahan alam yang mengandung nitrogen dan 

memiliki sifat seperti amina (Mierza, et al., 2022). Adapun reaksi 

alkaloid dengan BCG membentuk produk berwarna kuning ditunjukkan 

pada Gambar 2.13. 

 

Gambar 2.13 Struktur dan Resonansi Bromocresol Green  
(Salamah & Ningsih, 2017) 

2.7.2 Metode Pengujian Aktivitas Antibakteri 

Bakteri dapat bertahan hidup di bawah pengaruh kondisi lingkungan 

yang buruk ataupun ekstrim. Oleh karena itu, untuk menjamin keamanan 

dan kualitas produk, uji aktivitas antibakteri harus dilakukan pada produk 

atau sediaan farmasi. Beberapa metode yang dapat digunakan untuk 

mengamati aktivitas antibakteri adalah dengan difusi, dilusi dan broth 

microdilusi. Metode difusi biasa digunakan untuk menguji sensitivitas 

mikroba terhadap suatu antibiotik yang terdiri dari difusi cakram dan 

difusi sumuran. Sedangkan metode dilusi biasa digunakan untuk 
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menentukan KHM dan KBM yang terdiri atas dilusi cair dan agar solid. 

Broth mikrodilusi juga efektif digunakan untuk menentukan Konsentrasi 

Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) 

pada kelompok bakteri anaerob (Nurul, 2023).  

Dalam pengujian antibakteri, digunakan kelompok kontrol sebagai 

pembanding dalam uji. Kontrol positif yang dapat digunakan dalam 

pengujian antibakteri berupa ciprofloxacin sedangkan kontrol negatif 

yang digunakan berupa Carboxy Methyl Cellulose (CMC). Kontrol 

positif dalam hal ini adalah antibiotik digunakan untuk mengukur pada 

perbandingan berapa sampel memiliki daya hambat yang sama terhadap 

pertumbuhan bakteri (Yolandari, 2022). CMC dapat dipilih sebagai 

kontrol negatif dikarenakan larutan CMC memiliki sifat inert yang 

berarti tidak mempunyai efek terhadap bakteri sehingga tidak 

mempengaruhi hasil uji antibakteri (Ramadheni, 2018). Penilaian zona 

hambat diklasifikasikan berdasarkan kategori diameter zona hambatnya. 

Diameter 5 mm menunjukkan daya hambat yang lemah, 6-10 mm 

menunjukkan kekuatan daya hambat yang sedang, 11-20 mm 

menunjukkan daya hambat yang kuat, dan 21 mm atau lebih 

menunjukkan daya hambat yang sangat kuat (Katili, 2020).  

a. Metode Difusi 

1. Difusi Cakram 

Salah satu metode pengujian antibakteri yang paling umum 

adalah metode difusi cakram Kirby Bauer. Sampel pengujian 

antibakteri yang akan diuji dibiarkan menyerap pada kertas 

cakram dan kemudian ditempelkan pada media agar yang telah 

dihomogenkan dengan bakteri untuk selanjutnya diinkubasi 

sampai terlihat zona hambat di area di sekitar cakram (Novita, 

2016). Tujuan pengujian difusi cakram adalah untuk 

meningkatkan fleksibilitas dalam memilih obat yang akan diteliti. 

Metode difusi cakram memiliki banyak keuntungan diantaranya 
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yaitu mudah untuk dilakukan, tidak memerlukan peralatan 

khusus, sederhana, cepat, dan relatif murah (Amelia, 2021; Katili, 

2020). Selain itu, metode difusi cakram dapat digunakan untuk 

menguji banyak sampel dan hasilnya dapat diinterpretasikan 

dengan mudah (Balouiri, et al., 2016). 

2. Difusi Sumuran 

Prinsip metode uji antibakteri difusi sumuran yaitu dengan 

dibuatnya lubang pada agar yang telah diinokulasi dengan 

bakteri, kemudian larutan diteteskan pada lubang sumuran 

tersebut. Kelebihan metode difusi sumuran yaitu lebih mudah 

mengukur luas zona hambat yang terbentuk karena isolat 

beraktivitas selain di permukaan atas nutrien agar tetapi juga di 

bawah nutrien (Allow, 2022). Pengujian antibakteri dengan 

metode difusi sumuran memiliki kelemahan yaitu jika terdapat 

sisa agar dalam sumuran maka dapat mengganggu pengujian dan 

juga jika lubang sumuran yang digunakan memiliki besar yang 

tidak sama maka akan menyebabkan hasil menjadi tidak stabil 

(Nurul, 2023; Fatimah, 2021).  

b. Metode Dilusi 

Metode dilusi bekerja dengan prinsip pencampuran antimikroba 

dalam jumlah yang berbeda ke dalam medium bakteriologis yang 

solid atau cair. Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) dapat dihitung 

dengan metode dilusi dengan melihat kekeruhan pada tabung uji 

(Hasriyani, 2020). Kelebihan metode dilusi adalah dapat 

menentukan tingkat resistensi secara kuantitatif, sementara 

kekurangan metode ini adalah membutuhkan proses pengerjaan 

yang kompleks (Rahmah, 2024). 

1. Dilusi Cair 
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Pengujian antibakteri dengan metode dilusi cair melibatkan 

pembuatan seri pengenceran agen antimikroba pada medium cair 

yang ditambahkan dengan mikroba uji (Fitriana, 2019). 

Keuntungan metode dilusi cair adalah bahan uji lebih mudah 

berinteraksi dengan bakteri karena suspensi bakteri tersebar 

merata, yang membuat metode menjadi lebih peka (Hasriyani, 

2020).  

2. Dilusi Agar Solid 

Untuk melakukan dilusi padat, mikroba uji diinokulasikan ke 

dalam media agar yang mengandung agen antimikroba (Fitriana, 

2019). Keuntungan dari metode ini adalah bahwa satu konsentrasi 

agen antimikroba yang diuji dapat digunakan untuk menguji 

berbagai mikroba uji (Etikasari, 2017). 

c. Metode Broth Microdilusi 

Broth Microdilution (BMD) adalah metode yang dapat digunakan 

untuk menguji kelompok bakteri anaerob. Metode ini memiliki 

beberapa kelebihan, termasuk pemeriksaan hasil yang akurat, 

penggunaan instrumen yang lebih sederhana, penghematan waktu, 

dan sensitifitas dan kepekaan yang lebih tinggi daripada metode 

dilusi agar dan difusi cakram. Broth Microdilution (BMD) memiliki 

kelebihan dalam pemeriksaan hasil KHM, tetapi tidak dapat 

digunakan sebagai kontrol kualitas untuk menentukan KHM 

terhadap bakteri (Nurul, 2023). 
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2.8 Kerangka Teori 

 

Gambar 2.14 Kerangka teori 

2.9 Kerangka Konsep 

 

Gambar 2.15 Kerangka konsep 

Kadar alkaloid 

total Kombinasi fraksi n-heksan, etil 

asetat, dan air dari daun alpukat 

(Persea americana Mill.) dan daun 

pepaya (Carica papaya L.) dengan 

rasio perbandingan 2:2, 2:1, 1:2, 

2:0, dan 0:2 
Diameter zona 

hambat 

Variabel bebas Variabel terikat 
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2.10 Hipotesis 

1. H0: Tidak ada perbedaan diameter zona hambat pertumbuhan bakteri 

Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa dari pemberian rasio 

perbandingan 2:2, 2:1, 1:2, 2:0, dan 0:2 kombinasi fraksi daun alpukat dan 

daun pepaya. 

H1: Ada perbedaan diameter zona hambat pertumbuhan bakteri 

Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa dari pemberian rasio 

perbandingan 2:2, 2:1, 1:2, 2:0, dan 0:2 kombinasi fraksi daun alpukat dan 

daun pepaya. 

2. H0: Tidak ada hubungan antara peningkatan kadar alkaloid total dengan 

aktivitas antibakteri dari kombinasi fraksi n-heksan, etil asetat, dan air dari 

daun alpukat (Persea americana mill.) dan daun pepaya (Carica papaya 

L.) terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa 

H1: Ada hubungan antara peningkatan kadar alkaloid total dengan 

aktivitas antibakteri dari kombinasi fraksi n-heksan, etil asetat, dan air dari 

daun alpukat (Persea americana mill.) dan daun pepaya (Carica papaya 

L.) terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa  



 

BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1  Desain Penelitian 

Penelitian ini dilakukan menggunakan desain eksperimental laboratorium 

dengan metode berupa Post-test Only Control (Rancangan Posttest dengan 

kelompok kontrol). Desain ini dilakukan dengan diukurnya pengaruh 

perlakuan (intervensi) pada kelompok eksperimen dengan cara 

membandingkan kelompok tersebut dengan kelompok kontrol. Dalam hal ini, 

kelompok eksperimental atau yang diberikan perlakuan yaitu berupa 

kombinasi fraksi n-heksan, etil asetat, dan air dari daun alpukat dan daun 

pepaya dengan berbagai variasi perbandingan. Sementara itu, kelompok 

kontrol atau kelompok yang tidak diberi perlakuan dalam penetapan kadar 

alkaloid total berupa kafein, sedangkan dalam pengujian aktivitas antibakteri 

diberikan ciprofloxacin 5 µg/mL sebagai kontrol positif dan CMC 1 % 

sebagai kontrol negatif. 

3.2  Tempat dan Waktu Penelitian 

3.2.1 Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Botani Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung untuk 

melakukan proses determinasi, Laboratorium Farmasetika dan Kimia 

Farmasi, Jurusan Farmasi, Fakultas Kedokteran Universitas Lampung 

pada proses ekstraksi, fraksinasi, dan uji penetapan kadar alkaloid total, 

serta Laboratorium Kesehatan Daerah Bandar Lampung untuk 

melakukan uji antibakteri. 
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3.2.2 Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan sejak bulan Oktober 2024 sampai dengan 

bulan Februari 2025. 

3.3  Variabel Penelitian 

3.3.1 Variabel Bebas  

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah fraksi n-heksan, etil asetat, 

dan air dari kombinasi daun alpukat (Persea americana Mill.) dan daun 

pepaya (Carica papaya L.) dengan rasio perbandingan 2:2, 2:1, 1:2, 2:0, 

dan 0:2 yang digunakan untuk mengukur kadar alkaloid total dan 

aktivitas antibakteri pada Staphylococcus aureus dan Pseudomonas 

aeruginosa. 

3.3.2 Variabel Terikat  

Variabel terikat yang diteliti dalam penelitian ini adalah kadar alkaloid 

total dan diameter zona hambat (clear zone) yang terbentuk dari 

pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas 

aeruginosa. 

3.3.3 Variabel Kontrol  

Variabel kontrol yang digunakan dalam pengujian kadar alkaloid total 

adalah kafein. Sedangkan variabel kontrol yang digunakan dalam 

pengujian antibakteri berupa kontrol positif dan kontrol negatif. Adapun 

kontrol positif yang digunakan yaitu antibiotik ciprofloxacin dan kontrol 

negatif yang digunakan yaitu larutan CMC. 
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3.4  Definisi Operasional 

Definisi operasional penelitian ini dijelaskan pada Tabel 3.1 berikut. 

Tabel 3.1 Definisi Operasional 

Variabel Definisi Alat Ukur Hasil Ukur Skala 

Variabel Bebas    

Variasi rasio 

perbandingan 

fraksi dari 

kombinasi daun 

alpukat dan daun 

pepaya. 

Kombinasi fraksi n-heksan, 

etil asetat, dan air dari 

kombinasi daun alpukat 

dan daun pepaya dengan 

variasi rasio perbandingan 

Neraca 

analitik 

Fraksi kombinasi daun 

alpukat dan daun 

pepaya dengan rasio 

perbandingan 2:2, 2:1, 

1:2, 2:0, dan 0:2  

 

Interval 

Variasi 

penggunaan 

pelarut 

Pelarut yang digunakan 

dalam proses fraksinasi 

yaitu n-heksan, etil asetat, 

dan air 

Gelas ukur Masing-masing 

pelarut sebanyak 100 

mL dalam tiap 

fraksinasi 

Rasio 

Variabel Terikat    

Kadar alkaloid 

total 

Jumlah kadar alkaloid total 

yang terdapat dalam 

kombinasi fraksi dari daun 

alpukat dan daun pepaya. 

Spektrofot-

ometri UV-

VIS 

Jumlah kadar alkaloid 

yang dinyatakan 

sebagai Caffeine 

Equivalent  

Rasio 

Zona Hambat 

Pertumbuhan 

Bakteri 

Zona hambat ditandai 

dengan area bening di 

sekitar sumuran pada 

media pertumbuhan 

bakteri, yang menunjukkan 

tidak adanya pertumbuhan 

bakteri. Ukuran zona 

hambat berbanding lurus 

dengan kemampuan 

senyawa tersebut dalam 

menghambat pertumbuhan 

bakteri 

Jangka 

sorong 

Terbentuknya zona 

bening disekitar 

cakram disk dengan 

keterangan diameter 

zona hambat: 

≤ 5 mm (lemah) 

6-10 mm (sedang) 

11-20 mm (kuat) 

≥ 21 mm (sangat kuat) 

 

Rasio 

Variabel Kontrol    

Kafein Kafein merupakan 

kelompok alkaloid yang 

berasal dari bahan alam dan 

digunakan sebagai standar 

penetapan kadar alkaloid 

total 

Gelas ukur Larutan kafein dengan 

seri konsentrasi 

Rasio 

Ciprofloxacin Ciprofloxacin merupakan 

agen antibakteri spektrum 

luas yang efektif melawan 

bakteri Gram positif dan 

Gram negatif 

Neraca 

analitik 

Larutan ciprofloxacin 

dengan konsentrasi 5 

µg/mL sebagai kontrol 

positif  

Rasio 
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CMC CMC merupakan polimer 

sintetis yang tidak memiliki 

aktivitas biologis yang 

signifikan sehingga tidak 

diharapkan untuk 

menghambat pertumbuhan 

bakteri 

Neraca 

analitik 

Larutan CMC dengan 

konsentrasi 1 % 

sebagai kontrol negatif 

Rasio 

  

3.5 Alat dan Bahan Penelitian 

3.5.1 Alat Penelitian 

Peralatan yang digunakan pada penelitian yaitu pisau, botol kaca 

berwarna coklat, erlenmeyer, pipet tetes, labu ukur, gelas kimia, gelas 

ukur, batang pengaduk, mikropipet, chopper/blender, oven, corong, 

kertas saring, neraca analitik, alumunium foil, rotary evaporator, 

waterbath, Spektrofotometer UV-Vis, cawan petri, jarum ose, tabung 

reaksi, lampu spiritus, autoclave, rak tabung reaksi, jangka sorong, 

penjepit kayu, hot plate. 

3.5.2 Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan dalam penelitian yaitu daun alpukat dan daun 

pepaya yang diperoleh dari daerah Kalianda Kabupaten Lampung 

Selatan, etanol 70 %, aquades, BCG (Bromocresol Green), kafein, 

Na2CO3 (natrium karbonat), metanol, FeCl3, HCl, asam sulfat pekat, 

pereaksi mayer, n-heksan, etil asetat, kloroform, media pertumbuhan 

bakteri, kultur murni Staphylococcus aureus ATCC 25923, kultur 

murni Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, antibiotik 

ciprofloxacin, CMC, NaCl 0,9 %. 

3.6 Prosedur Penelitian 

Detail tahapan yang dilakukan pada penelitian ini meliputi determinasi 

tanaman, pembuatan simplisia, pembuatan ekstrak, pembuatan fraksi, skrining 

fitokimia, pembuatan larutan uji dan kontrol, serta pengujian antibakteri. 
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3.6.1 Determinasi Tanaman 

Determinasi tanaman bertujuan untuk memastikan identitas tumbuhan 

yang digunakan dalam penelitian, mencegah kesalahan pengumpulan, 

dan menghindari kontaminasi dengan spesies lain. Proses ini merupakan 

langkah awal krusial sebelum melanjutkan ke tahapan penelitian 

berikutnya. Determinasi dilakukan di Laboratorium Botani Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung. 

3.6.2 Pembuatan Simplisia 

Dikumpulkan masing-masing 8 kilogram daun alpukat dan daun pepaya 

segar, dan dilakukan sortasi basah kemudian dibersihkan dengan air yang 

mengalir untuk menghilangkan kotoran dari daun. Setelah itu, daun 

dikeringkan di bawah sinar matahari dan kemudian dilakukan 

pengeringan kembali dengan menggunakan oven. Setelah semua daun 

alpukat dan pepaya kering sepenuhnya, daun disortasi kembali untuk 

selanjutnya dibuat menjadi serbuk dan disimpan dalam wadah tertutup. 

3.6.3 Pembuatan Ekstrak 

Pembuatan ekstrak daun alpukat (Persea americana Mill.) dan daun 

pepaya (Carica papaya L.) dilakukan dengan metode maserasi 

menggunakan pelarut etanol 70 %. Perbandingan yang digunakan dalam 

penggunaan pelarut dengan simplisia dalam maserasi adalah 1:5. 

Simplisia serbuk daun alpukat dan daun pepaya masing-masing sebanyak 

1,5 kg dimasukkan ke dalam bejana maserasi. Kemudian ditambahkan 

etanol 70 % sebanyak 7,5 L dan didiamkan pada suhu kamar (28º-32ºC) 

dengan waktu kurang lebih tiga hari sambil sesekali diaduk (tiap 24 jam). 

Setelah tiga hari, filtrat disaring menggunakan kertas saring untuk 

memisahkan antara filtrat dengan ampasnya. Selanjutnya dilakukan 

proses remaserasi dari ampas hasil maserasi dengan menambahkan 

kembali pelarut sebanyak 7,5 L. Remaserasi dilakukan selama 2x24 jam 

dengan pengadukan yang dilakukan tiap 24 jam. Sementara itu, filtrat 

yang diperoleh kemudian dipekatkan menggunakan rotary evaporator 
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dan diuapkan menggunakan waterbath untuk menguapkan sisa pelarut 

sampai diperoleh ekstrak kental kemudian ditimbang hasil ekstrak etanol 

kental tersebut (Utami, 2021). 

Sampel memenuhi syarat bahwa rendemen dikatakan baik jika nilainya 

lebih dari 10 % (Santi, 2023). Rendemen dari ekstrak daun alpukat dan 

daun pepaya masing-masing dapat dihitung dengan rumus sebagai 

berikut (Abbas, et,al., 2021): 

% Rendemen ekstrak = 
𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑝𝑒𝑟𝑜𝑙𝑒ℎ

𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑏𝑎ℎ𝑎𝑛 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘
 x 100 %  

 

3.6.4 Pembuatan Fraksi  

Metode fraksinasi dilakukan dengan metode cair-cair pada ekstrak etanol 

daun alpukat dan daun pepaya. Sebanyak 20 g ekstrak ditimbang dengan 

neraca analitik, kemudian terlebih dahulu dilarutkan dengan etanol 10 

mL dan ditambahkan aquades (polar) sebanyak 100 mL, kemudian 

dimasukkan ke dalam corong pisah. Sampel difraksinasi dengan 

perbandingan 1:1 menggunakan pelarut n-heksan (non polar) sebanyak 

100 mL. Campuran dikocok sampai tercampur seluruhnya dan 

didiamkan dalam corong pisah hingga terbentuk lapisan antara fraksi n-

heksan dan fraksi air. Lapisan fraksi n-heksan dipisahkan dari lapisan air 

dilakukan fraksinasi secara berulang hingga didapatkan fraksi yang 

jernih (Sugiarti, 2020).  

Setelah pemisahan selesai, fraksi air yang didapatkan difraksinasi 

kembali dengan perbandingan 1:1 menggunakan etil asetat (semi polar) 

sebanyak 100 mL. Campuran dikocok sampai tercampur seluruhnya dan 

didiamkan dalam corong pisah hingga terbentuk lapisan antara air dan 

etil asetat. Proses dilakukan secara berulang hingga didapatkan fraksi 

yang jernih. Selanjutnya seluruh fraksi yang terbentuk diuapkan dengan 

rotary evaporator dan dilakukan pemekatan menggunakan waterbath 

sehingga didapatkan fraksi kental. 
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Fraksi yang telah dipekatkan kemudian dihitung nilai rendemen 

fraksinya dengan menggunakan rumus sebagai berikut (Fauzi, 2017): 

% Rendemen Fraksi = 
𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑓𝑟𝑎𝑘𝑠𝑖

𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘
 x 100 % 

 

3.6.5 Skrining Fitokimia 

Skrining fitokimia merupakan metode yang digunakan untuk 

mengidentifikasi senyawa bioaktif yang terkandung di dalam sampel 

bahan alam (Hoswari, et al., 2023). Uji fitokimia yang dilakukan berupa 

uji alkaloid, flavonoid, tanin, fenolik, saponin, dan terpenoid/steroid. 

a. Uji Flavonoid 

Pengujian flavonoid pada fraksi dilakukan dengan mencampurkan 2 

mL fraksi dengan 0,1 g serbuk magnesium dan 2 tetes HCl pekat 

kemudian dikocok. Penambahan serbuk magnesium dapat 

perubahan warna larutan fraksi menjadi warna merah bata (Putri & 

Lubis, 2020). 

b. Uji Fenolik 

Uji fenolik dilakukan dengan mereaksikan sebanyak 5 mL fraksi 

dengan 3-4 tetes FeCl3 10 % Terjadinya perubahan warna hitam 

kebiruan hingga hitam pekat menunjukkan adanya kandungan fenol 

(Wardhani, 2018). 

c. Uji Tanin 

Pengujian tanin dilakukan mencampurkan sebanyak 2 mL fraksi 

dengan 3 tetes FeCl3 1 % dan dikocok. Adanya senyawa tanin pada 

fraksi ditandai dengan adanya perubahan larutan fraksi menjadi hijau 

kehitaman dan disertai terbentuknya endapan (Putri & Lubis, 2020). 
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d. Uji Alkaloid 

Pengujian alkaloid dilakukan dengan mencampurkan sebanyak 1 mL 

fraksi dengan 5 tetes reagen dragendroff dan dikocok. Hasil alkaloid 

ditunjukkan dengan adanya endapan jingga jika direaksikan dengan 

pereaksi dragendroff (Kafelau, et al., 2022). 

e. Uji Saponin 

Pengujian saponin pada fraksi dilakukan pada tabung reaksi yang 

berbeda. Sebanyak 2 mL fraksi dicampurkan dengan 5 mL aquades 

panas dan kemudian dikocok. Hasil uji saponin dikatakan positif 

ketika sampel membentuk busa (Kafelau, et al., 2022). 

f. Uji Terpenoid dan Steroid 

Uji terpenoid dan steroid pada fraksi dilakukan di tabung reaksi yang 

terpisah. Pengujian ini dilakukan dengan mencampurkan 1 mL fraksi 

dengan 3 mL kloroform, 2 mL asam asetat anhidrat, dan 2 mL asam 

sulfat pekat, yang ditambahkan melalui dinding tabung. Hasil 

pengujian ditandai dengan munculnya warna hijau atau biru untuk 

triterpenoid serta merah atau ungu untuk steroid (Ningsih, 2020). 

3.6.6 Penetapan Kadar Alkaloid Total 

Penetapan kadar alkaloid total kombinasi fraksi daun alpukat dan daun 

pepaya mengacu pada metode kompleks Bromocresol green secara 

spektrofotometri UV-Vis menyesuaikan dari penelitian oleh  Saputri & 

Besthar (2023) dengan tahapan sebagai berikut. 

1. Pembuatan Larutan Bromocresol green (BCG) 10-4 M 

Bromocresol green (BCG) sebanyak 6,98 mg dilarutkan dengan 

mencampurkannya ke dalam 3 mL NaOH 2 N dan 5 mL aquades. 

Campuran ini dipanaskan pada suhu 50-60°C selama 15 menit 

hingga larut sempurna, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 
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100 mL dan ditambahkan aquades hingga volume mencapai tanda 

batas. 

2. Pembuatan Dapar Fosfat pH 4,7 

Dapar Phospat pH 4,7 dibuat dengan mencampur natrium fosfat 

(Na2HPO4) 0,2 M (2,84 g dalam 100 mL aquades) dengan asam 

sitrat (C6H8O7) 0,2 M (3,84 g dalam 100 mL aquades) hingga 

dihasilkan pH 4,7. 

3. Pembuatan Kurva Standar Kafein 

Larutan baku kafein dengan konsentrasi 100 ppm disiapkan dengan 

menimbang 10 mg kafein dan dilarutkan dalam aquades. Setelah 

larut, larutan dipindahkan ke labu ukur 100 mL dan aquades 

ditambahkan hingga tanda batas. 

4. Penentuan Operating Time 

Sebanyak 0,9 mL larutan induk kafein 100 ppm diambil, kemudian 

dicampurkan dengan 5 mL dapar fosfat dan 5 mL larutan BCG. 

Campuran ini diekstraksi dua kali dengan 5 mL kloroform, dan fase 

kloroformnya dikumpulkan. Fase kloroform tersebut kemudian 

dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL, ditambahkan kloroform 

hingga mencapai volume 10 mL, dan dikocok hingga homogen. 

Setelah itu, ditentukan waktu yang dibutuhkan untuk mencapai 

serapan yang stabil. 

5. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum 

Analisis dimulai dengan mencampurkan 0,9 mL larutan induk kafein 

100 ppm dengan 5 mL dapar fosfat dan 5 mL larutan BCG. 

Campuran diekstraksi dua kali dengan 5 mL kloroform, dan fase 

kloroform dikumpulkan. Fase kloroform ditempatkan dalam labu 

ukur 10 mL, diencerkan dengan kloroform hingga mencapai tanda 

batas, dan dihomogenkan. Setelah didiamkan selama waktu 
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operating time yang telah ditentukan, absorbansi diukur pada 

rentang panjang gelombang 250-700 nm. 

6. Pembuatan Seri Kurva Baku  

Kurva baku dibuat menggunakan konsentrasi 3, 6, 9, 12, dan 15 ppm 

(Wulandari, 2022). Untuk mencapai konsentrasi tersebut, larutan 

induk 100 ppm dipipet sebanyak 0,3, 0,6, 0,9, 1,2, dan 1,5 mL, lalu 

masing-masing dicampur dengan 5 mL dapar fosfat pH 4,7 dan 5 

mL larutan bromocresol green (BCG) 10⁻⁴ M. Campuran diekstraksi 

dua kali dengan 5 mL kloroform, fase kloroform diambil, 

dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL, ditambahkan kloroform 

hingga tanda batas, dan dihomogenkan. Setelah didiamkan selama 

operating time, serapan diukur menggunakan spektrofotometer UV-

Vis pada panjang gelombang maksimum. 

7. Pembuatan Larutan Uji 

Larutan uji penetapan kadar alkaloid total dibuat berdasarkan 

kombinasi fraksi daun alpukat dan daun pepaya dengan rasio 

perbandingan sebesar 2:2, 2:1, 1:2, 2:0, 0:2. Pembuatan larutan uji 

dijabarkan pada tabel 3.2 berikut. 

Tabel 3.2 Larutan Uji Penetapan Kadar Alkaloid Total 

Fraksi 
Rasio 

Perbandingan 

Komposisi Perbandingan (mg) 

Daun Alpukat Daun Pepaya 

n-heksan  2:2 

2:1 

1:2 

2:0 

0:2 

3 

4 

2 

6 

- 

3 

2 

4 

- 

6 

etil asetat 2:2 

2:1 

1:2 

2:0 

0:2 

3 

4 

2 

6 

- 

3 

2 

4 

- 

6 

air 2:2 3 3 
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2:1 

1:2 

2:0 

0:2 

4 

2 

6 

- 

2 

4 

- 

6 

 

8. Penetapan Kadar Alkaloid Total 

Larutan sampel dibuat dengan menimbang 6 mg setiap kombinasi 

fraksi dan dilarutkan dalam 3 mL HCl 2 N kemudian disaring. 

Selanjutnya, ditambahkan 5 mL dapar fosfat pH 4,7 dan 5 mL larutan 

bromocresol green (BCG) 10⁻⁴ M. Campuran dikocok, dan 

kompleks yang terbentuk diekstraksi dua kali dengan 5 mL 

kloroform. Lapisan kloroform diambil, dimasukkan ke dalam labu 

ukur 10 mL, ditambahkan kloroform hingga tanda batas, dan 

didiamkan selama operating time. Serapan diukur menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum. 

Prosedur ini diulang tiga kali untuk setiap sampel. Kadar alkaloid 

total ditentukan dengan mencari nilai regresi linear dan koefisien 

variasinya, lalu dihitung menggunakan rumus y = bx + a. 

3.6.7 Uji Aktivitas Antibakteri 

Uji aktivitas pemberian kombinasi fraksi daun alpukat dan daun pepaya 

terhadap zona hambat pada Staphylococcus aureus dan Pseudomonas 

aeruginosa menggunakan metode difusi agar cakram yang mempunyai 

beberapa tahapan sebagai berikut. 

1. Sterilisasi Alat 

Peralatan yang digunakan dalam uji antibakteri dicuci dan 

dikeringkan secara menyeluruh, kemudian disterilkan menggunakan 

metode yang sesuai. Autoklaf digunakan untuk mensterilkan 

peralatan yang tidak tahan panas pada suhu 121°C selama ±20 menit. 

Oven digunakan untuk mensterilkan peralatan tahan panas pada suhu 

170°C selama ±2 jam. Adapun ose dan pinset disterilkan dengan 

membakarnya di atas api Bunsen. 
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2. Pembuatan Media Agar Miring 

Nutrient agar (NA) ditimbang sebanyak 0,46 g, lalu dilarutkan dalam 

20 mL aquades dalam beaker glass. Campuran kemudian dipanaskan 

di atas hotplate sambil terus diaduk hingga mendidih. Dalam kondisi 

hangat (40°C-45°C), dituangkan larutan sebanyak kurang lebih 5 mL 

pada masing-masing tabung reaksi yang telah disterilkan 

sebelumnya lalu ditutup dengan alumunium foil. Untuk membuat 

agar miring, NA yang telah disterilkan diposisikan miring 45° 

kemudian ditunggu hingga mengeras (Ramadheni, 2018). 

3. Peremajaan Kultur Bakteri 

Pada penelitian, bakteri uji yang digunakan adalah bakteri 

Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa. Satu koloni 

biakan murni bakteri masing-masing bakteri diambil dengan ose 

steril dari kultur murninya, kemudian diinokulasikan dalam media 

agar miring dan diinkubasikan pada suhu 37°C selama 24 jam. 

Perlakuan yang sama dilakukan pada masing-masing jenis bakteri 

uji (Ramadheni, 2018). 

4. Pembuatan Suspensi Bakteri 

Dalam tabung reaksi steril, bakteri uji hasil peremajaan agar miring 

sebanyak satu ose dengan disuspensikan dalam NaCl fisiologis 0,9 

%. Setelah dihomogenkan, tingkat kekeruhan diukur dengan 

membandingkan kekeruhan standar 0,5 Mc Farland, yang setara 

dengan 1,5 x CFU/mL. 

5. Pembuatan Media Mueller Hinton Agar (MHA) 

Media MHA disiapkan dengan melarutkan 19 g MHA dalam 500 

mL aquades, lalu dipanaskan hingga berwarna kuning jernih. 

Larutan kemudian disterilkan dalam autoklaf selama 15-20 menit 

pada 121°C dan tekanan 2 atm, dengan penutup aluminium foil. 

Setiap cawan petri diisi dengan 15-20 mL media MHA steril dan 

dibiarkan memadat (Afnidar, 2014).  
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6. Pembuatan Larutan Uji 

Larutan uji yang dibuat berdasarkan kombinasi fraksi daun alpukat 

dan daun pepaya dengan rasio perbandingan sebesar 2:2, 2:1, 1:2, 

2:0, 0:2. CMC digunakan sebagai pelarut dengan konsentrasi yang 

digunakan sebesar 1 %. Pembuatan larutan uji antibakteri dengan 

konsentrasi 400 mg/mL dijabarkan pada Tabel 3.3. 

Tabel 3.3 Pembuatan Larutan Uji Antibakteri 

Fraksi Rasio Perlakuan 

Komposisi Rasio Fraksi (mg) 

CMC   1 

% (mL) 
Daun Alpukat Daun Pepaya 

N-heksan  

2:2 

2:1 

1:2 

2:0 

0:2 

Kombinasi fraksi 2:2 

Kombinasi fraksi 2:1 

Kombinasi fraksi 1:2 

Fraksi tunggal 

Fraksi tunggal 

200 

266,7 

133,3 

400 

- 

200 

133,3 

266,7 

- 

400 

1 

1 

1 

1 

1 

Etil asetat 

2:2 

2:1 

1:2 

2:0 

0:2 

Kombinasi fraksi 2:2 

Kombinasi fraksi 2:1 

Kombinasi fraksi 1:2 

Fraksi tunggal 

Fraksi tunggal 

200 

266,7 

133,3 

400 

- 

200 

133,3 

266,7 

- 

400 

1 

1 

1 

1 

1 

Air 

2:2 

2:1 

1:2 

2:0 

0:2 

Kombinasi fraksi 2:2 

Kombinasi fraksi 2:1 

Kombinasi fraksi 1:2 

Fraksi tunggal 

Fraksi tunggal 

200 

266,7 

133,3 

400 

- 

200 

133,3 

266,7 

- 

400 

1 

1 

1 

1 

1 

7. Pembuatan Larutan Kontrol  

Tablet antibiotik ciprofloxacin 500 mg digunakan sebagai bahan 

untuk membuat larutan kontrol positif. Larutan ciprofloxacin 5 

μg/mL dibuat dengan cara melarutkan serbuk 0,5 mg ciprofloxacin 

dengan 100 mL CMC (Alouw, 2022). Sedangkan untuk larutan 

kontrol negatif CMC konsentrasi 1 % dibuat dengan dilarutkannya 1 

g serbuk CMC dalam 100 mL aquades steril dan dikocok hingga 

larutan homogen (Nugraha, 2022). 
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8. Uji Aktivitas Antibakteri 

Pengujian aktivitas kombinasi fraksi daun alpukat dan daun pepaya 

dilakukan dengan metode difusi agar menggunakan cakram disk. 

Kertas cakram steril direndam dalam masing-masing botol vial yang 

berisi kombinasi fraksi daun alpukat dan daun pepaya dengan rasio 

perbandingan 2:2, 2:1, 1:2, 2:0, dan 0:2. Pada media padat 

disebarkan suspensi bakteri yang telah disesuaikan dengan standar 

0,5 Mc Farland secara merata. 

Media MHA dibagi menjadi 4 bagian yang masing-masing 

diletakkan cakram yang telah direndam dalam kombinasi fraksi daun 

alpukat dan daun pepaya. Selanjutnya media MHA kedua dibagi 

menjadi 2 daerah untuk diletakkan cakram antibiotik ciprofloxacin 

sebagai kontrol positif dan cakram yang berisi CMC sebagai kontrol 

negatif, perlakuan dilakukan dengan pengulangan tiga kali. 

Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam dan diamati 

pertumbuhan bakteri pada setiap konsentrasi. Panjang zona hambat 

yang terbentuk diukur menggunakan jangka sorong dengan satuan 

milimeter (Afnidar, 2014). 

 

9. Penentuan Diameter Zona Hambat 

Diameter zona hambat dapat diukur dengan menggunakan jangka 

sorong, kemudian dihitung dengan menggunakan rumus berikut 

(Rijal, 2024). 

 

D = 
(𝐷𝑣−𝐷𝑐) + (𝐷ℎ−𝐷𝑐)

2
  

Keterangan rumus: 

D : rata-rata diameter zona hambat (mm)  

Dv : diameter vertikal (mm)  

Dh : diameter horizontal (mm)  

Dc : diameter cakram (mm)   
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3.7  Alur Penelitian 

 

Gambar 3.1 Alur Penelitian 

3.8  Analisis Data 

Analisis data penelitian dilakukan dengan menggunakan software IBM SPSS 

Statistik versi 26. Data zona hambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus 

aureus dan Pseudomonas aeruginosa yang diperoleh dari penelitian ini diuji 

normalitas datanya dengan menggunakan uji Shapiro-wilk. Selanjutnya 

dilakukan analisis data untuk mengetahui adanya perbedaan zona hambat 

pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa 

dari pemberian variasi rasio perbandingan bentuk fraksi kombinasi daun 

alpukat dan daun pepaya. Uji statistik dilakukan dengan menggunakan uji 

Oneway Anova jika data terdistribusi normal, atau uji Kruskal-wallis jika data 

tidak terdistribusi normal (Alouw, 2022).  

Pengujian statistik selanjutnya yaitu uji korelasi yang dilakukan untuk 

mengetahui hubungan antara kadar alkaloid total dengan aktivitas antibakteri 
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dari kombinasi fraksi daun alpukat dan daun pepaya terhadap bakteri 

Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa. Apabila setelah uji 

normalitas data terbukti berdistribusi normal maka digunakan uji Pearson. 

Sedangkan jika data tidak berdistribusi normal dan/atau asumsi lain tidak 

terpenuhi, maka uji korelasi yang digunakan adalah dengan Spearman. 

Keseluruhan analisis statistik dalam penelitian ini dilakukan dengan nilai taraf 

kepercayaan 95 % atau p value (α) = 0.05 (Akbar, et al., 2023).  

3.9 Etika Penelitian 

Izin etik penelitian diajukan melalui Komite Etik Penelitian Kesehatan, 

Fakultas Kedokteran Universitas Lampung. Penelitian telah memperoleh 

persetujuan etik dengan nomor 101/UN26.18/PP.05.02.00/2025. Lembar 

persetujuan etik dapat dilihat pada Lampiran 1. 

 

 



 

BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian terkait penetapan kadar alkaloid total dan uji aktivitas 

antibakteri yang telah dilakukan dapat ditarik kesimpulan yaitu:  

1. Hasil penelitian menunjukkan bahwa fraksi daun alpukat (Persea 

americana Mill.) dan daun pepaya (Carica papaya L.) dengan pelarut n-

heksan, etil asetat, dan air secara keseluruhan senyawa metabolit sekunder 

yang teridentifikasi antara lain flavonoid, fenolik, tanin, alkaloid, saponin, 

dan terpenoid. Kadar alkaloid total yang dinyatakan dengan % b/b dengan 

perbandingan 2:2, 2:1, 1:2, 2:0, 0:2 menunjukkan hasil bahwa pada fraksi 

air daun alpukat (Persea americana Mill.) dan daun pepaya (Carica papaya 

L.) mengandung kadar alkaloid total masing-masing perbandingan sebesar 

0,509 % b/b; 0,337 % b/b; 0,362 % b/b; 0,365 % b/b; dan 0,518 % b/b. 

Sementara itu pada fraksi n-heksan diperoleh kadar alkaloid total pada 

masing-masing perbandingan sebesar 0,653 % b/b; 0,834 % b/b; 0,816 % 

b/b; 0,841 % b/b; dan 0,982 % b/b. Sedangkan pada fraksi etil asetat 

diperoleh kadar alkaloid total pada masing-masing perbandingan sebesar 

1,461 % b/b; 1,178 % b/b; 1,703 % b/b; 0,885 % b/b; dan 1,937 % b/b.  

2. Pengujian aktivitas antibakteri kombinasi fraksi daun alpukat (Persea 

americana Mill.) dan daun pepaya (Carica papaya L.) dilakukan terhadap 

bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa dengan 

perbandingan kombinasi 2:2, 2:1, 1:2, 2:0, dan 0:2. Kombinasi fraksi etil 

asetat daun alpukat dan daun pepaya memiliki kemampuan dalam 

menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan 

Pseudomonas aeruginosa ditandai dengan terbentuknya zona hambat 



78 

 

disekitar kertas cakram. Sementara itu, fraksi air hanya memiliki 

kemampuan penghambatan pada bakteri Staphylococcus aureus pada 

perbandingan kombinasi 2:1, 2:0, dan 0:2. Adapun pengujian pada fraksi n-

heksan tidak menghasilkan daya hambat pada kombinasi baik terhadap 

bakteri Staphylococcus aureus maupun Pseudomonas aeruginosa. 

Sementara itu, daya hambat dari fraksi air, etil asetat, dan n-heksan yang 

dihasilkan pada penelitian ini masih kurang efektif jika dibandingkan 

dengan hasil daya hambat kontrol positif ciprofloxacin.  

3. Terdapat hubungan antara kadar alkaloid total dengan aktivitas antibakteri 

dari kombinasi fraksi etil asetat dan fraksi air terhadap Staphylococcus 

aureus yang ditandai dengan nilai koefisien korelasi negatif. Terlihat bahwa 

ketika kadar alkaloid total meningkat akibat peningkatan alkaloid maka nilai 

diameter zona hambat yang dihasilkan akan semakin kecil. Adapun tidak 

terdapat hubungan antara kadar alkaloid total dengan aktivitas antibakteri 

pada fraksi air terhadap Pseudomonas aeruginosa dan fraksi n-heksan.  

5.2 Saran 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, peneliti menyarankan beberapa 

hal sebagai berikut: 

1. Perlu dilakukan standarisasi ekstrak terlebih dahulu agar memastikan 

kualitas ekstrak sudah memenuhi syarat. 

2. Pada penelitian selanjutnya dapat menggunakan pelarut lain pada proses 

fraksinasi dengan menyesuaikan tingkat kepolarannya yang diharapkan 

mendapatkan hasil yang lebih baik. 

3. Perlu dipertimbangkan melakukan pengujian kadar alkaloid total dan 

antibakteri pada tingkat ekstrak. 

4. Perlu dilakukan pertimbangan dalam pemilihan variasi konsentrasi uji 

bakteri, agar diperoleh hasil yang efektif dalam mengukur aktivitas 

antibakteri suatu senyawa. 

5. Pengujian sebaiknya dilakukan dengan lebih hati-hati untuk menghindari 

kesalahan yang dapat mempengaruhi hasil akhir. 
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