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INTISARI

AKTIVITAS ANTIBAKTERI FRAKSI AIR EKSTRAK ETANOL DAUN
KAMBOJA (Plumeria alba L ctv. Kuning) TERHADAP BAKTERI
Escherichia coli DAN Staphylococcus aureus

Berbagai macam tanaman dapat ditemui dan dimanfaatkan sebagai tanaman
obat. Tanaman obat merupakan sumber utama ditemukannya senyawa kimia baru
dengan efek terapeutik. Salah satu tanaman yang dapat dimanfaatkan sebagai
tanaman obat adalah tanaman kamboja (Plumeria alba L ctv. Kuning). Tanaman
kamboja merupakan tanaman tradisional yang dilaporkan memiliki khasiat antara
lain daunnya sebagai pencahar, antigatal, antiinflamasi dan antibakteri. Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri fraksi air ekstrak etanol daun
kamboja kuning (FAEEDKK) terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus
aureus.

Daun kamboja kuning dimaserasi menggunakan etanol 70% hingga
diperoleh ekstrak kental, dilanjutkan fraksinasi secara bertingkat menggunakan n-
heksan, etil asetat dan air secara partisi cair-cair. FAEEDKK diuji aktivitas
antibakteri dengan metode difusi agar dengan seri konsentrasi 10, 15, 20, 25 dan
30% terhadap kedua bakteri. Kontrol positif yang digunakan adalah
kloramfenikol, sedangkan kontrol negatif menggunakan DMSO. Parameter uji
aktivitas antibakteri yang diamati yaitu diameter daerah hambat (DDH) yang
dianalisis secara statistik dengan taraf kepercayaan 95%.

Fraksi air ekstrak etanol daun kamboja kuning memiliki aktivitas antibakteri
terhadap bakteri Escherichia coli dengan rata-rata nilai DDH tiap konsentrasi
secara berturut-turut sebesar (7,78; 7,98; 8,18; 8,35 dan 8§,72) mm dan
Staphylococcus aureus sebesar (8,38; 8,50; 8,87; 9,31 dan 9,53) mm. FAEEDKK
terbukti mengandung senyawa golongan flavonoid dan fenolik.

Kata Kunci : Fraksi air ekstrak etanol daun kamboja kuning, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF CAMBODIA LEAF WATER FRACTION
(Plumeria alba L ctv. Yellow) Againts Escherichia coli AND Staphylococcus
aureus

Various kinds of plants can be found and used as medicinal plants.
Medicinal plants are the main source for the discovery of new chemical
compounds with therapeutic effects. One of the plants that can be used as a
medicinal plant is the frangipani plant (Plumeria alba L ctv. Kuning). Frangipani
plant is a traditional plant that is reported to have properties, including its leaves
as a laxative, anti-itch, anti-inflammatory and antibacterial. This study aims to
determine the antibacterial activity of the water fraction of the ethanol extract of
yellow frangipani leaves (FAEEDKK) against Escherichia coli and Staphylococc
us aureus.

Fractionation of yellow frangipani leaves was macerated using 70%
ethanol to obtain a thick extract, followed by fractionation in stages using n-
hexane, ethyl acetate and water in partitions. FAEEDKK was tested for
antibacterial activity by agar diffusion method with a concentration series of 10,
15, 20, 25 and 30% against both bacteria. The positive control used was
chloramphenicol, while the negative control used DMSO. The antibacterial
activity test parameter observed was the inhibition area diameter (DDH) which
was analyzed statistically with a confidence level of 95%.

The water fraction of the ethanol extract of yellow frangipani leaves has
antibacterial activity against Escherichia coli with an average DDH value for
each concentration of (7.78; 7.98; 8.18; 8.35 and 8.72) mm and Staphylococcus
aureus of (8.38; 8.50; 8.87; 9.31 and 9.53) mm. FAEEDK is proven to contain
flavonoid and phenolic compounds.

Keywords: Water fraction of yellow frangipani leaves, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus.
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BAB I. PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Tanaman kamboja dengan variasi beragam banyak ditemukan di daerah
Bali. Tanaman kamboja merupakan salah satu jenis tanaman yang biasanya
dijadikan tanaman hias. Tanaman kamboja saat ini tidak saja berwarna putih dan
kuning tetapi ada jenis persilangan baru berwarna merah muda, orange, merah,
dan merah tua. Jenis tanaman kamboja diantaranya yaitu Plumeria obtusa,
Plumeria acuminata, Plumeria rubra, Plumeria alba, Plumeria lancifolea,
Plumeria drastic dan Plumeria phagidenica. Plumeria alba dapat menghambat
bakteri Escherichia coli, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus aureus,
dan Streptococcus pyogenes (Candra, dkk., 2020). Tanaman kamboja dengan
warna bunga putih dan kuning termasuk dalam spesies Plumeria alba, sedangkan
kamboja dengan warna bunga orange, merah muda, merah, dan merah tua
termasuk dalam Plumeria rubra (Gilman dan Watson, 1994).

Tanaman kamboja mengandung senyawa agoniadin, plumerid, asam
plumerat lipeol, dan asam serotianat (Dalimartha, 2003). Kamboja merupakan
salah satu tanaman tradisional yang telah banyak dikenal dan digunakan secara
luas. Daun kamboja secara empiris bisa digunakan sebagai anti inflamasi,
antibakteri, dan antioksidan (Gupta, dkk., 2006). Daun kamboja mengandung
senyawa golongan flavonoid dan fenolik, dan senyawa tersebut diketahui
berpotensi sebagai antibakteri.

Bakteri Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif dan merupakan

flora normal yang ditemukan dalam usus besar manusia. Escherichia coli dapat



menyebabkan diare dan infeksi saluran kemih (Radji, 2011). Sementara itu,
bakteri Staphylococcus aureus dapat ditemukan pada permukaan kulit sebagai
flora normal terutama di sekitar hidung, mulut, alat kelamin dan sekitar anus.
Bakteri Staphylococcus aureus juga dapat menyebabkan menyebabkan penyakit
meningitis, endocarditis dan infeksi paru (Radji, 2011).

Penelitian Widodo dkk. (2010) melaporkan bahwa ekstrak etanol daun
kamboja putih (Plumeria acuminate ait) mengandung senyawa golongan alkaloid,
saponin, flavonoid dan polifenol yang mampu menghambat pertumbuhan
Staphylococcus aureus. Penelitian Erikania dan Hariningsih (2014) melaporkan
bahwa ekstrak etanol daun kamboja putih (Plumeria sp) mengandung senyawa
golongan alkaloid, flavonoid, saponin dan ekstrak tersebut mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Escherichia coli. Penelitian Pasaribu dkk. (2013)
melaporkan fraksi air daun kamboja putih mengandung senyawa golongan
alkaloid, steroid dan fenolik serta mampu menghambat pertumbuhan bakteri
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.

Sejauh ini belum ditemukan literatur yang melaporkan tentang uji aktivitas
antibakteri fraksi air daun kamboja kuning. Oleh karena itu, peneliti tertarik
melakukan penelitian ini yang bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri
fraksi air ekstrak etanol daun kamboja kuning terhadap bakteri Escherichia coli
dan Staphylococcus aureus. Penelitian ini dilakukan untuk eksplorasi atau
pengembangan bahan alam dan membuktikan ada atau tidaknya aktivitas
antibakteri pada daun kamboja terhadap bakteri Escherichia coli dan

Staphylococcus aureus.



Daun kamboja kuning masih terbatas laporan penelitiannya, jenis kamboja
lain seperti daun kamboja merah (Plumeria rubra L.) dalam bentuk ekstrak
mengandung senyawa aktif triterpenoid, steroid, flavonoid dan polifenol (Budaya
dkk., 2015).

B. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang, rumusan masalah dalam penelitian ini adalah

1. Apakah fraksi air ekstrak etanol daun kamboja (Plumeria alba L. ctv.
Kuning) mempunyai aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus?

2. Apakah fraksi air ekstrak etanol daun kamboja mengandung senyawa
golongan flavonoid dan fenolik?

3. Apakah ada perbedaan nilai DDH FAEEDKK dari berbagai seri konsentrasi
terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus?

C. Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian sebagai berikut :

1. Mengetahui ada atau tidaknya aktivitas antibakteri fraksi air ekstrak etanol
daun kamboja kuning (Plumeria alba L. ctv. Kuning) terhadap Escherichia
coli dan Staphylococcus aureus.

2. Melakukan skrining kandungan senyawa golongan flavonoid dan fenolik

pada fraksi air ekstrak etanol daun kamboja kuning.

3. Mengetahui ada atau tidaknya perbedaan nilai DDH FAEEDKK dari berbagai

seri konsentrasi terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.



D. Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah bahwa daun
kamboja kuning (Plumeria alba L. ctv. Kuning) memiliki aktivitas antibakteri
secara in vitro, dan memberikan informasi kandungan senyawa flavonoid dan
fenolik yang terdapat didalam fraksi air ekstrak etanol daun kamboja kuning.
E. Tinjauan Pustaka
1. Tanaman Kamboja Kuning (Plumeria alba L. ctv. Kuning)

Tanaman kamboja kuning merupakan tanaman hias berbunga yang berasal
dari Amerika Tengah dan Afrika. Tanaman ini mampu tumbuh dengan baik di
dataran rendah sampai ketinggian 700 meter di atas permukaan laut. Tanaman
kamboja kuning bisa beradaptasi diberbagai tempat, tidak mempunyai iklim
tertentu, biasanya hidup tersebar dan tidak berkelompok dengan tanaman lainnya
(Dalimartha, 2003).

Tanaman kamboja dapat bertahan hidup sampai ratusan tahun karena
merupakan tanaman sekulen yang dapat menyimpan air pada seluruh bagian mulai
dari akar, batang, daun dan bunganya. Tanaman kamboja ini tumbuh terutama di
daerah Bali. Kamboja merupakan salah satu tanaman yang banyak dimanfaatkan
untuk penghias halaman rumah, kantordan tempat-tempat lainnya. Bunga kamboja
saat ini tidak saja berwarna putih dan kuning tetapi ada jenis persilangan baru
berwarna merah muda, oranye dan merah. Tanaman kamboja dengan bunga warna
putih dan kuning termasuk dalam genus Plumeria alba (Dalimartha, 2003). Daun

Kamboja (Plumeria alba L. ctv. Kuning) dapat dilihat pada Gambar 1.



Gambar 1. Daun Kamboja kuning (Plumeria alba L. ctv. Kuning)

Klasifikasi tanaman daun kamboja menurut Gilman dan Watson (1994)

sebagai berikut :

Kingdom : Plantae
Divisio : Magnoliophyta
Classis : Magnoliopsi

SubClassis  : Asteridae

Ordo : Gentianales

Famili : Apocynacecae

Genus : Plumeria

Spesies : Plumeria albal..

Cultivare : Plumeria alba L. ctv. Kuning

Vern. Name  : Daun Kamboja Kuning/nosegaytree

Tanaman kamboja kuning adalah jenis tanaman yang berpohon (perdu)
dengan tinggi bisa mencapai 3-7 meter dan mengandung getah. Batang pokok
tanaman kamboja besar, berkayu keras dan kuat, bercabang-cabang dan tumbuh

membengkok. Struktur morfologi daun kamboja berbentuk daun tunggal, duduk



berkarang dan bergerombol diujung tangkai. Tangkai daunnya panjang dan
helaiannya berbentuk lanset dengan panjang 20-60 cm, lebar 6-12,5cm. Daun
kamboja memiliki ujung yang runcing, pangkalnya menyempit dengan tepi daun
merata. Daun kamboja mempunyai pertulangan daun yang menyirip (Dalimartha,
2003).

Tanaman kamboja kuning mengandung senyawa agoniadin, plumierid, asam
plumerat, lipeol dan asam serotinat. Akar dan daun kamboja kuning mengandung
senyawa saponin, flavonoid, dan polifenol, serta daunnya juga mengandung
alkaloid. Menurut penelitian Pasaribu dkk. (2013) Ekstrak etanol daun kamboja
putih (Plumeria acuminata ait) sudah teridentifikasi mengandung senyawa
alkaloid, steroid dan fenolik. Manfaat daun kamboja untuk obat tradisional bisa
menyembuhkan beberapa macam penyakit seperti melancarkan pencernaan,
mencegah penyakit kulit, bisul, tumit kaki pecah-pecah, bengkak, sakit gigi dan
sebagai antibakteri alami (Ningsih dkk., 2014).

2. Bakteri Escherichia coli

Menurut Garrity (2004), klasifikasi Escherichia coli sebagai berikut :

Kingdom : Eubacteria

Divisi : Gracilicutes

Class : Gammaproteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Spesies : Escherichia coli



Escherichia coli merupakan bakteri gram negatif, berbentuk batang
pendek lurus, tidak memiliki spora, bersifat anaerob fakultatif dan mudah tumbuh
pada medium sederhana. Umumnya, bakteri ini menetap secara normal di lumen
usus inang tetapi apabila daya pertahanan normal pada inang dalam keadaan
lemah maka bakteri tersebut dapat menyebabkan infeksi. Penyakit yang dapat
disebabkan oleh Escherichia coli adalah infeksi saluran kemih, diare dan sepsis
(Pelczar, 2008). Tampilan mikroskopis Escherichia coli dapat dilihat pada

Gambar 2.

Gambar 2. Tampilan mikroskopis Escherichia coli (Stevens, 2009)
3. Bakteri Staphylococcus aureus

Menurut Garrity (2004), klasifikasi Staphylococcus aureus sebagai berikut :

Kingdom : Procaryote

Divisi : Bacteria

Class : Schizomytes

Ordo : Eubacteriales

Famili > Micrococcaceae
Genus : Staphylococcus
Spesies : Staphylococcus aureus



Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram positif, biasanya
tersusun dalam rangkaian tidak beraturan seperti buah anggur. Beberapa
diantaranya tergolong flora normal pada kulit dan selaput mukosa manusia.
Bakteri ini dapat menyebabkan abses, dan bahkan septikimia yang fatal.
Staphylococcus aureus mengandung polisakarida dan protein yang berfungsi
sebagai antigen dan merupakan substansi penting didalam struktur dinding sel,
tidak membentuk spora dan tidak membentuk flagel. Staphylococcus aureus
tumbuh optimal pada suhu 37°C (Jawetz dkk., 1996). Tampilan mikroskopis

bakteri Staphylococcus aureus dapat dilihat pada gambar 3.

R

Gambar 3. Tampilan mikroskopis Staphylococcus aureus (Jawetz dkk., 2005).

4. Uji Aktivitas Antibakteri

Aktivitas antibakteri diukur secara in vitro untuk menentukan potensi agen
antibakteri dalam larutan dan konsentrasinya dalam tubuh atau jaringan. Metode
uji antibakteri dibagi menjadi dua, yaitu difusi dan dilusi. Metode difusi terbagi
menjadi metode disk (cakram), sumuran dan parit. Sementara itu, metode dilusi
dibagi menjadi broth dilution dan agar dilution. Metode yang digunakan dalam

penelitian ini adalah metode difusi cakram yang menggunakan medium padat.



Parameter yang diamati metode difusi agar berupa diameter daerah hambat yang
ditandai adanya zona bening di sekitar disk (Jawetz dkk., 2005).

Prinsip uji metode dilusi adalah melarutkan senyawa antibakteri pada
media agar atau kaldu kemudian ditanami bakteri uji untuk selanjutnya ditentukan
konsentrasi terendah dari senyawa antibakteri yang dapat menghambat atau
membunuh pertumbuhan bakteri (KHM/KBM) setelah dilakukan inkubasi
semalam (Jawetz dkk., 2005).

Metode difusi yang paling luas digunakan dalam uji aktivitas antibakteri
adalah difusi agar. Cakram kertas saring berisi sejumlah tertentu obat ditempatkan
pada permukaan medium padat yang sebelumnya telah diinokulasi bakteri uji
pada permukaannya. Setelah inkubasi, diameter zona hambatan sekitar cakram
digunakan untuk mengukur kekuatan hambatan obat terhadap organisme uji.
Metode difusi dipengaruhi banyak faktor fisik dan kimia, yaitu sifat medium,
kemampuan difusi, ukuran molekul, stabilitas obat serta interaksi obat dan
organisme. Meskipun demikian, standarisasi faktor-faktor tersebut memungkinkan
melakukan uji kepekaan dengan baik (Jawetz dkk., 2005).

Prinsip uji metode difusi adalah menempatkan cakram kertas yang telah
diberikan perlakuan senyawa antibakteri dengan konsentrasi tertentu pada media
yang telah ditanami organisme yang akan diuji secara merata. Penentuan
kepekaan atau aktivitas antibakteri dengan metode difusi dilakukan dengan
mengukur diameter daya hambat yang ditandai adanya zona bening yang
terbentuk di sekitar cakram.Semakin besar diameter daya hambat, maka semakin

kecil nilai konsentrasi hambat minimum dari suatu senyawa (Soleha, 2015).



5. Antibiotik Kloramfenikol

Kloramfenikol merupakan antibiotik yang memiliki kemampuan menghambat
bakteri melalui penghambatan sintesis protein suatu organisme. Obat ini berikatan
dengan subunit 50s ribosom. Kloramfenikol menghambat ikatan asam amino baru
pada rantai peptida yang memanjang dengan menghambat enzim peptidil
transferase. Kloramfenikol bersifat bakteriostatik artinya kemampuan kerjanya
hanya menghambat saja, tidak bisa mematikan bakteri tersebut. Mikroorganisme
resisten  terhadap  kloramfenikol, menghasilkan enzim kloramfenikol
asetiltransferase (Chloramphenicol acetyltransferase) yang merusak aktivitas
obat. Produksi enzim ini biasanya di bawah kontrol plasmid (Radji, 2009).
Struktur kimia kloramfenikol tercantum pada gambar 4 dengan rumus molekul
C11H2CIhN,Os, Berat molekul sebesar 323,13 gram/mol, hablur halus berbentuk
jarum atau lempeng memanjang, putih sampai kelabu atau putih kekuningan, tidak

berbau dan rasa sangat pahit (Depkes RI., 1979).

OH OH
Cl
o~ ©)

Gambar 4. Struktur kimia kloramfenikol (Depkes RI., 1979).

6. Senyawa Flavonoid

Flavonoid merupakan salah satu jenis komponen yang terkandung dalam
tanaman, dan dapat ditemukan pada semua tanaman.Hampir semua bagian
tanaman yaitu daun, akar, kayu, tepung sari, nektar, bunga, buah dan biji dapat

mengandung flavonoid.Senyawa ini merupakan zat warna merah, ungu dan biru
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dan sebagai zat warna kuning yang ditemukan dalam tumbuh-tumbuhan

(Markham, 1988).

Gambar 5.Struktur kimia dasar flavonoid (Markham, 1988)

Senyawa flavonoid ada yang berupa aglikon saja (Gambar 5) dan ada pula
yang berbentuk glikosida (aglikon dan gula). Flavonoid aglikon dibagi dalam
beberapa subgolongan seperti flavon, flavonol, isoflavon, katekin, flavanon,
leukoantosianin, auron, kalkon, dan dihidroflavonol (Parwata, 2016).

Menurut Mursyidi (1990), senyawa flavonoid merupakan senyawa polar,
karena mempunyai gugus hidroksi yang dapat berikatan dengan gula, maka
umumnya larut dalam senyawa polar. Aglikon dari flavonoid yang kurang polar
seperti isoflavon, flavonon, dan flavon yang cenderung larut dalam pelarut seperti
etil asetat, eter dan klorofom. Flavon dan flavonol adalah jenis flavonoid yang
sering ditemukan di alam, flavon mempunyai struktur dari 2-fenilbenzofiran-4-on,
sedangkan flavonol dapat dianggap 3-hidroksiflavon. Struktur dasar kedua

senyawa dapat dilihat pada Gambar 6.

Flavon : R=E
Flavonol : R=0

Gambar 6. Struktur kimia senyawa flavon dan flavonol (Parwata, 2016)
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Flavon memiliki gugus benzopiranon yang dapat bereaksi dengan asam mineral
menghasilkan garam benzopirilium yang berwarna atau disebut garam flavilium
(Parwata, 2016).
7. Senyawa Fenolik

Senyawa fenolik adalah senyawa yang memiliki satu atau lebih gugus
hidroksil yang menempel di cincin aromatik. Beberapa senyawa yang termasuk
dalam kelompok fenolik adalah fenol, saponin, tannin, dan flavonoid. Senyawa
tersebut biasanya berada dalam bentuk glikosida atau ester pada tanaman.
Senyawa fenolik berperan sebagai antibakteri dengan merusak lipid pada

membran plasma mikroorganisme sebagai isi sel bakteri keluar (Pratiwi, 2008).

OH

Gambar 7. Struktur dasar senyawa fenolik (Proestos dan Kokaitis, 2006)
Ciri-ciri senyawa fenolik diantaranya cenderung mudah larut dalam pelarut
polar, bila murni tak berwarna, jika terkena udara akan teroksidasi menimbulkan
warna gelap, membentuk komplek dengan protein, sangat peka terhadap oksidasi
enzim, mudah teroksidasi oleh basa kuat, dan menyerap sinar UV-Vis (Julianto,

2018).
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F. Landasan Teori

Tanaman kamboja kuning (Plumeria alba L. ctv. Kuning) merupakan hasil
persilangan kamboja putih dan kuning dengan taksonomi kultivar kuning yang
termasuk Plumeria alba. Ekstrak etanol daun kamboja putih (Plumeria acuminate
ait) mengandung alkaloid, saponin, flavonoid dan polifenol dan ekstrak tersebut
mampu menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus (Widodo, dkk.,2010).
Fraksi air daun kamboja putih (Plumeria acuminate ait) mampu menghambat
bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus dan fraksi tersebut
mengandung senyawa golongan alkaloid, dan fenolik (Pasaribu, dkk.,2013)

Ekstrak etanol daun kamboja putih (Plumeria sp) yang mengandung
senyawa alkaloid, flavonoid dan saponin serta mampu menghambat pertumbuhan
bakteri Escherichia coli (Erikania dan Hariningsih, 2014).

Penelitian lainnya melaporkan ekstrak etanol daun kamboja merah (Plumeria
rubra L) dan ekstrak etanol daun kamboja putih (Plumeria lancifolia L)
mengandung senyawa triterpenoid, steroid, flavonoid, dan polifenol (Budaya,
dkk.,2015)

Dari beberapa pustaka tersebut, kandungan kimia ekstrak daun kamboja putih
memiliki kemiripan kandungan kimia. Tanaman kamboja putih dan kamboja
kuning merupakan genus plumeria sehingga dimungkinkan kandungan daun
kamboja kuning dan putih memiliki kesamaan diantaranya senyawa golongan
fenolik dan flavonoid. Kedua senyawa tersebut bersifat polar sehingga bisa tersari

dalam pelarut.
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G. Hipotesis
Berdasarkan landasan teori tersebut dapat disusun hipotesis sebagai berikut :
1. Fraksi air ekstrak etanol daun kamboja kuning (Plumeria alba L. ctv. Kuning)
mempunyai aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus.
2. Fraksi air daun kamboja kuning mengandung senyawa golongan flavonoid dan
fenolik.
3. Fraksi air ekstrak etanol daun kamboja kuning tidak ada perbedaan nilai DDH
dari berbagai konsentrasi terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus

aures.
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BAB II. METODE PENELITIAN
A. Bahan dan Alat yang Digunakan

Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan pada penelitian antara lain :
. Bahan tanaman yang digunakan adalah daun kamboja kuning. (Plumeria alba
L. ctv. Kuning).
. Bahan ekstraksi dan fraksinasi yaitu pelarut etanol 70% (teknis), n-heksan
(teknis), etil asetat (teknis) dan aquades.
. Bahan yang digunakan untuk uji fitokimia yaitu fraksi air ekstrak etanol daun
kamboja kuning, serbuk Mg, HCI pekat, dan amil alkohol, sedangkan bahan
untuk uji fenolik adalah FeCl; 5%.
. Bahan uji aktivitas antibakteri antara lain media Nutrien Broth (NB), Nutrien
Agar (NA), suspensi larutan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus
aureus, larutan McFarland 1, Dimetil Sulfoksida (DMSO), dan cakram
kloramfenikol 30 pg/mL.

Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan penelitian antara lain :

. Alat pembuatan simplisia adalah lemari pengering (Memmert), mesin
penyerbuk, moisture balances (Ohaus).

. Alat untuk ekstraksi dan fraksinasi adalah seperangkat alat maserasi, penguap
vakum putar (Heidolph), vacum pump, corong Buchner (Pyrex), corong pisah,
alat-alat gelas (Pyrex), timbangan analitik (Ohaus).

. Alat yang digunakan uji fitokimia uji flavonoid dan fenolik adalah alat-alat
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gelas, corong pisah dan kompor.

d. Alat yang digunakan untuk uji aktivitas antibakteri adalah alat-alat gelas
(Pyrex), autoclave (All American), Laminar Air Flow (Airtech), inkubator
(Binder), mikropipet 5-10 pl (Socorex), mikropipet 100-1000 pl (Socorex),
blue tip, autoclave tape, yellow tip, ose bulat, pinset, dan jangka sorong
(Mitutoyo).

B. Jalannya Penelitian
1. Determinasi Tanaman
Daun kamboja kuning dilakukan determinasi yang bertujuan untuk
membuktikan bahwa tanaman yang digunakan memang benar-benar tanaman
kamboja kuning, sehingga kesalahan pengumpulan bahan penelitian dapat

dihindari. Determinasi terhadap tanaman daun kamboja kuning dilakukan di

laboratorium Ekologi dan Biosistematika Jurusan Biologi Fakultas Matematika

dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Negeri Semarang. Proses determinasi
dilakukan dengan mengamati ciri-ciri tanaman kamboja kuning dengan
mencocokkan kunci determinan pada buku standar Flora of Java Vol 1-1I1 (Backer

dan Brink, 1986).

2. Pengumpulan Bahan Daun Kamboja Kuning

Tanaman kamboja kuning yang memiliki bunga berwarna putih kuning
diperoleh dari tempat pemakaman umum Kedungpane, Ngaliyan, Kota Semarang,

Jawa Tengah.Ciri-ciri daun kamboja kuning yang sesuai dengan syarat penelitian

yaitu warna daun yang masih hijau muda, tidak rusak, tidak memiliki bercak, dan

daun utuh (Depkes RI, 1986).
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3. Pembuatan Serbuk Simplisia Daun Kamboja Kuning

Daun kamboja kuning yang sudah dipanen sebanyak 38,795 kg kemudian
disortasi basah dan diperoleh daun kamboja kuning sebanyak 29,18 kg. Daun
dicuci dan dibilas dengan air bersih yang mengalir untuk menghilangkan
pengotor yang menempel. Daun diangin-anginkan untuk menghilangkan air yang
masil menempel pada daun. Daun kamboja kuning dikeringkan pada suhu 50°C
sampai kering dalam lemari pengering. Simplisia daun disortasi kering dan
diserbuk sampai halus dengan mesin penyerbuk yang sudah dilengkapi dengan
ayakan ukuran 40 mesh dan diukur kadar airnya dengan alat moisture balance
dengan syarat kadar air tidak boleh lebih dari 10%. Serbuk simplisia yang
diperoleh sebanyak 5,34 kg disimpan dalam wadah toples kedap udara dengan
silika gel yang sudah aktif di dalamnya (Depkes RI, 1986).

4. Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Kamboja Kuning (EEDK)

Serbuk simplisia daun kamboja kuning diekstraksi menggunakan metode
maserasi dengan perbandingan antara serbuk dan pelarut yaitu 1:10. Serbuk
sebanyak 1.000 gram dalam pelarut etanol 70% sebanyak 10.000 mL, jumlah
pelarut yang digunakan untuk maserasi selama 3 hari sebanyak 7.500mL. dan
remaserasi selama 2 hari sebanyak 2.500 mL dari total jumlah pelarut etanol 70%.
Pembuatan ekstrak daun kamboja kuning dilakukan sebanyak 3 kali dengan
masing-masing berat serbuk simplisia sebanyak 1.000 gram. Maserat dari masing-
masing tahapan dicampurkan dalam satu = wadahkemudiandipekatkan

menggunakan penguap vakum putardengan suhu 50°C dengan kecepatan 60 rpm
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hingga diperoleh masa ekstrak kental dan kemudian dihitung rendemen

ekstraknya menggunakan rumus berikut (Depkes RI, 2000) :

Bobot ekstrak kental yg diperoleh (g)

Rend =
endemen (%) Bobot serbuk simplisia (g)

X 100%

5. Pembuatan Fraksi Air Ekstrak Etanol Daun Kamboja Kuning

Proses fraksinasi dilakukan dengan menggunakan corong pisah, ekstrak
kental daun kamboja yang digunakan sebanyak 240 gram. Ekstrak kental
sebanyak 10 gram dilarutkan dalam 100 mL akuades. masukkan dalam corong
pisah dan ditambahkan pelarut n-heksan 100 mL campuran larutan digojog satu
arah secara pelan-pelan kemudian didiamkan sejenak hingga terbentuk dua lapisan
karena adanya perbedaan berat jenis dan polaritas. Fase air berada di bagian
bawah karena memiliki berat jenis yang lebih besar daripada n-heksan. Proses ini
dihentikan ketika fase n-heksan menjadi jernih. Lapisan air ditambahkan etil
asetat 100 mL untuk memisahkan senyawa semi polar hingga fase etil asetat
jernih. Lapisan bawah (air) diambil sebagai fraksi air kemudian dipekatkan
dengan penguap vakum putarpada suhu 50°C dengan kecepatan 60 rpm. Fraksi
kental yang diperoleh dimasukkan dalam botol kaca yang terlapisi aluminium foil
untuk mencegah paparan sinar secara langsung dan disimpan dalam desikator
yang sudah berisi silika gel aktif (Depkes RI, 1985)

6. Identifikasi Senyawa Flavonoid dan Fenolik

a. Uji Flavonoid
Fraksi air ekstrak etanol daun kamboja kuning ditimbang sebanyak 0,1
gram dimasukan kedalam tabung reaksi kemudian ditambahkan 10 ml aquades

dipanaskan sampai mendidih selama 5 menit. Filtrat dibagi 2 bagian yakni A dan
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B. Filtrat A sebagai blangko, filtrat B ditambahkan serbuk Mg dan 1 mL HCI
pekat dan 1 mL amil alkohol. Uji flavonoid dikatakan positif dapat ditandai
dengan terbentuknya warna merah, kuning atau jingga (Harborne, 1987).
b.  Uji Fenolik

Uji fenolik fraksi air ekstrak etanol daun kamboja kuning ditimbang
sebanyak 0,1 gram dan dilarutkan dalam 10 mL akuades diaduk hingga larut,
filtrat dibagi 2 bagian yakni A dan B. Filtrat A digunakan sebagai blangko,
sedangkan filtrat B ditambahkan 3 tetes pereaksi FeCl; 5 %. Hasil positif fenolik
jika terbentuk warna hitam, hijau atau hijau kebiruan (Harborne, 1987).
7. Persiapan Uji Aktivitas Antibakteri Fraksi Air Daun Kamboja Kuning
a. Sterilisasi alat

Alat gelas yang akan digunakan dicuci bersih dan ditiriskan kemudian
dibungkus dengan kertas payung kemudian dibungkus dengan metode amplop dan
indikator autoclavetape ditempelkan pada alat gelas tersebut. Setelah itu alat-alat
yang telah dibungkus dimasukkan ke dalam autoclave dengan pengaturan suhu
121°C selama 15 menit (Fitri dkk., 2014).
b. Pembuatan Media Uji

Media Nutrient Agar (NA) ditimbang seberat 20 gram dan dimasukkan ke
dalam erlenmeyer, ditambahkan dengan 1000 mL akuades, lalu dipanaskan di atas
komporhingga mendidih sambil diaduk sampai homogen. Media disterilkan
dengan autoklaf suhu 121°C selama 15 menit, lalu ditunggu hingga suhu hangat.
Media NA yang sudah hangat dituangkan sekitar 25 mL ke dalam cawan petri

steril, kemudian didiamkan sampai memadat. Media Nutrient Broth (NB) dibuat
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dengan cara melarutkan 8 gram serbuk NB dalam 1000 mL akuades, lalu
dipanaskan hingga mendidih, media disterilkan dengan autoklaf suhu 121°C
selama 15 menit. Setelah agak dingin media tersebut disimpa dalam lemari
pendingin hingga waktunya digunakan (Dwidjoseputro, 2005).
¢. Peremajaan Bakteri

Bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus diinokulasikan ke
media NA dengan cara mengambil masing-masing sebanyak 1 jarum ose secara
aseptis lalu digoreskan pada media tersebut. Selanjutnya diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 37°C (Dwidjoseputro, 2005).
d. Pembuatan Larutan 0,5 Mc. Farland I

Asam sulfat sebanyak 99,5 mL dan Bacl2 sebanyak 0,5 mL kemudian
dimasukan kedalam tabung reaksi dan di kocok homogen. Apabila kekeruhan
suspensi bakteri uji sama dengan kekeruhan suspensi standar 0,5 Mc. Farland 1
maka konsentrasi bakteri uji adalah 10® CFU/ml (Sutton, 2011).
e. Pembuatan Suspensi Bakteri

Biakan Staphylococcus aureus dalam media agar diambil secara aseptik
sebanyak 1 ose, dimasukkan dalam 10 mL media NB dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam. Suspensi bakteri tersebut kemudian diencerkan
menggunakan NaCl 0,9% steril hingga kekeruhannya sama dengan larutan standar
0,5 Mc. Farland I(lxlO8 CFU/ml). Pembuatan suspensi bakteri Escherichia coli
dilakukan dengan cara yang sama dengan Staphylococcus aureus (Oonmetta-aree

dkk., 2005).
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f. Pembuatan Larutan Uji

Larutan stok fraksi air ekstrak etanol daun kamboja kuning konsentrasi
30% dibuat dengan menimbang 1,5 gram dilarutkan ke dalam DMSO 100% ad 5
mL. Larutan stok fraksi air tersebut dibuat seri konsentrasi 10%, 15%, 20%, dan
25% b/v. Perhitungan pengenceran konsentrasi dapat dilihat pada lampiran 3.
8. Uji Aktivitas Antibakteri Fraksi Air Daun Kamboja Kuning

Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi agar
menggunakan kertas cakram dengan bakteri uji Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus. Suspensi bakteri Escherichia coli sebanyak 2,5 mL
dicampurkan ke dalam 22,5 mL media NA digojog perlahan agar bakteri
bercampur merata dengan media NA, kemudian dituang ke dalam cawan petri dan
ditunggu hingga media memadat. Larutan uji FAEEDKK dan kontrol negatif
(DMSO 100%) diteteskan sebanyak 10 uL. pada masing-masing kertas cakram
dalam petri kosong steril kemudian didiamkan selama 10 menit untuk memberi
kesempatan larutan uji menyebar secara merata pada kertas cakram. Kertas
cakram yang berisi larutan uji berbagai konsentrasi, kontrol positif (cakram
kloramfenikol 30 pg/disk), kontrol negatif (DMSO 100%) ditempelkan pada
permukaan media yang sudah dicampurkan dengan suspensi bakteri. Pengujian
FAEEDKK terhadap bakteri Staphylococcusaureus dilakukan sama seperti bakteri
Escherichia coli, diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam (Doss dkk,2011).

Skema jalannya penelitian tersaji pada Gambar 8.
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Gambar 8. Skema jalannya penelitian.
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C. Analisis Data

Data diameter daerah hambat (DDH) fraksi air ekstrak etanol daun
kamboja kuning bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus diuji
normalitasnya dengan wuji Shapiro Wilk dan homogenitas variannya
menggunakan uji Levene’s test. Nilai DDH dari FAEEDKK terhadap
Eschericia coli menunjukkan hasil data tidak normal dan tidak homogen
(p<0,05), sedangkan nilai DDH dari FAEEDKK terhadap Staphylococcus
aureus menunjukkan hasil data normal (p>0,05) dan tidak homogen (p<0,05),
selanjutnya kedua bakteri dilakukan pengujian non parametrik menggunakan
uji Kruskall Wallis (p<0,05) dilanjutkan dengan uji Mann Whitney dengan taraf
kepercayaan 95%. Fraksi air ekstrak etanol daun kamboja kuning mempunyai
aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
apabila nilai DDH lebih besar secara signifikan dibanding kontrol negatif pada
kedua masing-masing bakteri dan Fraksi air ekstrak etanol daun kamboja
kuning tidak ada perbedaan nilai DDH dari berbagai konsentrasi terhadap

bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aures.
Fraksi air dikatakan mengandung flavonoid jika menunjukkan perubahan
warna dari coklat menjadi merah jingga pada lapisan amil alkohol dan
mengandung fenolik menunjukan perubahan warna dari coklat menjadi

kehitaman.
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BAB IV. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan
1. Fraksi air ekstrak etanol daun kamboja kuning memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.
2. Fraksi air ekstrak etanol daun kamboja kuning mengandung senyawa
flavonoid dan fenolik
3. Fraksi air ekstrak etanol daun kamboja kuning tidak ada perbedaan nilai DDH
dari berbagai konsentrasi terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphylococc
us aures
B. Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang aktivitas antibakteri FAEEDKK
dengan metode dilusi cair untuk menentukan Konsentrasi Hambat Minimum

(KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM).
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