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INTISARI

AKTIVITAS ANTIBAKTERI FRAKSI AIR DARI EKSTRAK ETANOL
DAUN JOHAR (Cassia siamea Lamk.) DAN IDENTIFIKASI GOLONGAN
SENYAWA AKTIF

Daun johar mengandung metabolit sekunder berupa alkaloid, flavonoid,
saponin, dan tanin. Fraksinasi oleh air digunakan untuk menyari senyawa polar.
Bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dapat digunakan dalam uji
aktivitas antibakteri untuk mewakili profil bakteri Gram positif dan Gram negatif.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas fraksi air ekstrak etanol daun
johar sebagai antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
serta kandungan senyawa aktifnya.

Serbuk daun johar diekstraksi menggunakan metode perkolasi dengan
penyari etanol 96%. Ekstrak yang diperoleh dilakukan fraksinasi bertingkat
dengan pelarut air, n-heksan, etil asetat. Fraksi air dibuat seri konsentrasi 6.000
ug/disk, 7.000 pg/disk, 8.000 pg/disk, 9.000 ug/disk, 10.000 pg/disk. Analisis
data dilakukan secara deskriptif dilihat dari terbentuknya zona jernih disekitar
disk. Uji pendahuluan berupa skrining fitokimia terhadap senyawa flavonoid,
alkaloid, tanin, dan saponin dilanjutkan identifikasi KLT terhadap senyawa
alkaloid, tanin, dan saponin. Pengamatan hasil KLT dilakukan secara deskriptif.

Hasil uji aktivitas antibakteri fraksi air ekstrak etanol daun johar dapat
menghambat Staphylococcus aureus dengan diameter daerah hambat yang
dihasilkan berturut-turut 7,99; 8,3; 9,33; 9,82; 10,67 mm sedangkan pada
Escherichia coli dengan konsentrasi sama memiliki diameter daerah hambat
berturut-turut 7,77; 8,05; 8,15; 8,42; 9,67 mm. Hasil identifikasi secara KLT
fraksi air ekstrak etanol daun johar mengandung alkaloid, tanin, dan saponin.

Kata Kunci : antibakteri, fraksi air, daun johar (Cassia siamea Lamk.),
Staphylococcus aureus, Escherichia coli
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ABSTRACT

ANTIBACTERIAL ACTIVITIES OF WATER FRACTION FROM ETHANOL
EXTRACT OF JOHAR LEAVES (Cassia siamea Lamk.) AND
IDENTIFICATION OF ACTIVE COMPOUNDS

Johar leaves contain secondary metabolites in the form of alkaloids,
flavonoids, saponins, and tannins. The fractionation by water is used to search for
polar compounds. Staphylococcus aureus and Escherichia coli bacteria can be
used in the antibacterial activity test to represent the profile of Gram-positive and
Gram-negative bacteria. This study aims to determine the activity of the
waterfraction of the ethanol extract of johar leaves as an antibacterial against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli and its active compound content.

Johar leaf powder was extracted using the percolation method with a 96%
ethanol filter. The extract obtained was fractionated with water, n-hexane, ethyl
acetate as a solvent. The water fraction is made into a concentration series of
6000 ug/disk, 7000 ug/disk, 8000 ug/disk, 9000 ug/disk, 10000 ug/disk.Data
analysis was carried out descriptively as seen from the formation of a clear zone
around the disc. The precursor test is in the form of phytochemical screening for
flavonoids, alkaloids, tannins, and saponins, indications of TLC against alkaloids,
tannins, and saponins. The observation of the results of TLC was carried out
descriptively.

The results of the antibacterial activity test of the waterfraction of the
ethanol extract of johar leaves can inhibit Staphylococcus aureus with the
resulting inhibition area diameter 7.99; 8.3; 9.33; 9.82;10.67 mm, while the
Escherichia coli with the same concentration had a diameter of the inhibition
zone, respectively 7.77; 8.05; 8.15; 8.42; 9.67 mm. TLC test results by water
fraction of the ethanol extract of johar leaves contain alkaloids, tannins, and
saponins.

Keywords: antibacterial, water fraction, johar leaves (Cassia siamea Lamk.),
Staphylococcus aureus, Escherichia coli
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BAB I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Indonesia  merupakan  negara  besar yang  terkenal  karena
keanekaragamannya, salah  satunya  adalah  keanekaragaman  hayati
(megabiodiversity) (Suhartini, 2009). Banyak dari jenis tumbuhan telah digunakan
oleh nenek moyang bangsa Indonesia sebagai jamu tradisional untuk mengobati
berbagai macam penyakit. Salah satu pemanfaatan tumbuhan sebagai obat
tradisonal adalah sebagai antibakteri pada beberapa jenis penyakit infeksi, seperti
infeksi kulit ringan (Seran, 2020) ataupun infeksi yang dapat menyebabkan diare
(Handayani dan Natasia, 2018).

Infeksi yang menyerang manusia dapat disebabkan oleh bakteri Gram
positif atau bakteri Gram negatif. Salah satu bakteri Gram positif adalah
Staphylococcus aureus yang dapat menyebabkan infeksi kulit seperti impetigo.
Staphylococcus aureus dapat menimbulkan penyakit melalui kemampuan
berkembangbiak dan menyebar luas dalam jaringan dan melalui pembentukan
berbagai zat ekstraseluler. Bakteri Gram negatif salah satunya adalah Escherichia
coli yang dapat menyebabkan diare. Escherichia coli menjadi patogen jika jumlah

bakteri dalam saluran pencernaan meningkat atau berada di luar usus (Jawetz dkk,

2007).
Salah satu tanaman yang dipercaya dapat dijadikan obat tradisional adalah

johar (Cassia Siamea Lamk.). Daun johar dilaporkan banyak digunakan dalam



pengobatan tradisional antara lain sebagai obat malaria, gatal, kudis, kencing
manis, demam, luka dan dimanfaatkan sebagai tonik karena memiliki kandungan
flavonoid dan karotenoid yang cukup tinggi (Heyne, 1987). Berdasarkan
penelitian oleh Fitriah dkk (2017), telah dilakukan uji aktivitas antibakteri dari
ekstrak etanol daun johar terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia
coli dengan senyawa aktif yang terkandung antara lain alkaloid, flavonoid,
saponin, dan tanin. Senyawa aktif yang terkandung dalam daun johar diduga
memiliki potensi sebagai antibakteri, sehingga perlu dilakukan eksplorasi bahan
alam terutama terhadap tanaman johar sebagai skrining awal dalam pemanfaatan

bahan alam yang berperan sebagai antibakteri.

Ekstrak etanol daun johar yang digunakan dalam penelitian tersebut masih
dalam bentuk ekstrak kasar dimana senyawa yang tersari masih cukup kompleks,
sehingga proses fraksinasi dilakukan untuk menyari senyawa sesuai dengan
tingkat kepolarannya. Fraksi air daun bidara menggunakan proses fraksinasi
dengan pelarut yang sama yaitu air dapat menyari senyawa antara lain flavonoid,
saponin, dan tanin (Hidayah dkk., 2020).

Senyawa aktif yang berperan dalam aktivitas biologis tertentu seperti
antibakteri, umumnya tidak hanya berasal dari satu senyawa saja. Oleh karena itu,
identifikasi senyawa secara KLT penting dilakukan untuk mendeteksi senyawa
yang terkandung dalam tumbuhan (Rafi dkk., 2017). Berdasarkan latar belakang
yang menyebutkan bahwa daun johar memiliki aktivitas antibakteri, maka akan

diteliti potensi fraksi air ekstrak etanol daun johar sebagai antibakteri



Staphylococcus aureus dan Escherichia coli serta identifikasi senyawa aktifnya

menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis.

B. Rumusan Masalah
Rumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Apakah fraksi air dari ekstrak etanol daun johar (Cassia siamea Lamk.)
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli?

2. Apakah senyawa aktif yang terkandung dalam fraksi air dari ekstrak etanol

daun johar (Cassia siamea Lamk.) secara Kromatografi Lapis Tipis?

C. Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk:

1. Mengetahui kemampuan fraksi air dari ekstrak etanol daun johar (Cassia
siamea Lamk.) sebagai antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli.

2. Mengetahui adanya senyawa yang terkandung dalam fraksi air dari ekstrak

etanol daun johar (Cassia siamea Lamk.) secara Kromatografi Lapis Tipis.

D. Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat menjadi rintisan pemanfaatan bahan alam

yang berperan sebagai antibakteri dari fraksi air ekstrak etanol daun johar (Cassia

Siamea Lamk.).



E. Tinjauan Pustaka

Tanaman Johar (Cassia siamea Lamk.)

a. Deskripsi Tanaman Johar

Johar memiliki nama ilmiah Cassia siamea Lamk. merujuk pada tanah
asalnya yakni Siam atau Thailand. Johar memiliki tinggi 10-20 m. Batang
berbentuk bulat, tegak, berkayu, dan berwarna putih kotor. Daun majemuk
dan berwarna hijau. Daun menyirip genap dan mempunyai anak daun
berbentuk bulat panjang. Ujung dan pangkal daun membulat, bertepi rata,
panjang daun 3-7,5 cm dan lebar 1-2,5 cm (Badan POM RI, 2008).

Bunga majemuk, berwarna kuning, terletak di ujung batang serta
kelopak bunga berbagi lima, berwarna hijau kekuningan, dengan benang sari
+1 cm, kepala sari berwarna coklat, putik berwarna hijau kekuningan. (Badan
POM RI, 2008). Buah johar berupa polong, pipih dan berbelah dua dengan
panjang 15 cm hingga 20 cm dan lebar kurang lebih 1,5 cm. Polong yang
masih muda berwarna hijau dan ketika sudah tua akan berubah menjadi
cokelat (Heyne, 1987). Tampilan tanaman johar (Cassia siamea Lamk.) dapat

dilihat pada gambar 1.

Gambar 1.Tanaman Johar (Cassia siamea Lamk ) (Indriyani dan Wulandari, 2015)



b. Klasifikasi

Menurut Heyne (1987), tanaman johar diklasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom : Plantae (Tumbuhan)

Subkingdom : Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)
Super Divisi : Spermatophyta (Menghasilkan biji)
Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Kelas : Magnoliosida (Berkeping dua/dikotil)
Sub Kelas : Rosidae

Ordo : Fabales

Famili : Fabaceae (Suku polong-polongan)
Genus : Cassia

Spesies : Cassia siamea, Lamk

¢. Kandungan senyawa

Kandungan kimia dari daun johar antara lain alkaloid, steroid,
triterpenoid, saponin, flavoniod dan tanin (Depkes RI, 1989). Menurut
penelitian yang dilakukan Smith (2009), metabolit sekunder yang telah
ditemukan pada daun johar terdiri dari saponin, antrakuinon, flavonoid,
alkaloid, tanin dan phlobatannin.
d. Khasiat

Daun johar dilaporkan banyak digunakan dalam pengobatan tradisional
antara lain sebagai obat malaria, gatal, kudis, kencing manis, demam, luka
dan dimanfaatkan sebagai tonik karena memiliki kandungan flavonoid dan

karotenoid yang cukup tinggi (Heyne, 1987). Berdasarkan penelitian yang



dilakukan oleh Tenriugi dkk (2018), ekstrak etanol daun johar mempunyai

aktivitas antimikroba terhadap Candida albicans penyebab penyakit kulit.

Tinjauan Mikrobiologi

a. Bakteri Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri flora normal pada kulit,
saluran pernafasan, dan saluran pencernaan makanan pada manusia, selain
itu juga ditemukan di udara dan lingkungan sekitar. Staphylococcus aureus
dapat menimbulkan penyakit melalui kemampuan berkembangbiak dan
menyebar luas dalam jaringan dan melalui pembentukan berbagai zat
ekstraseluler seperti bembentukan koagulase, katalase, eksotoksin, lekosidin,
dan enterotoksin. Bersifat patogen salah satunya dengan menginfeksi
langsung pada luka, misalnya infeksi pada luka pasca operasi (Jawetz dkk,
2007). Tampilan mikroskopis bakteri Stahylococcus aureus dapat dilihat pada

gambar 2.

Gambar 2.Tampilan mikroskopis dari sel bakteri Staphylococcus aureus (Car, 2016)



Bakteri Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram positif yang
berbentuk bola, tidak bergerak, biasanya peka terhadap panas, berdiameter
0,5-1,5 mm, dan tersusun dalam komponen-komponen tidak teratur. Dinding
selnya mengandung dua komponen yaitu peptigoglikon dan asam metabolik
aerob, satu-satu atau berpasangan, dan ditemukan di selaput kulit. Bakteri ini
mengandung polisakarida antigenik dan protein, serta substansi penting
lainnya di dalam struktur dinding sel (Jawetz dkk., 2007). Menurut Todar

(2020), Staphylococcus aureus dikasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Phylum : Firmicutes

Class : Bacilli

Order : Bacillales

Family : Staphylococcaceae
Genus Staphylococcus
Species  : S. aureus

b. Bakteri Escherichia coli

Theodor Escherich pertama kali menggambarkan Escherichia coli pada
tahun 1885, sebagai Bacterium coli commune, yang diisolasi dari kotoran
bayi yang baru lahir. Ia kemudian berganti nama menjadi Escherichia coli,
dan selama bertahun-tahun bakteri itu hanya dianggap sebagai organisme
komensal di usus besar. Baru pada tahun 1935 strain Escherichia coli terbukti

menjadi penyebab terjangkitnya diare pada bayi (Todar, 2020).



Bakteri Escherichia coli adalah salah satu bakteri yang digunakan
sebagai indikator adanya kontaminasi feces dan kondisi sanitasi yang tidak
baik terhadap air, makanan, dan minuman. Escherichia coli menjadi patogen
jika jumlah bakteri dalam saluran pencernaan meningkat atau berada di luar
usus, menghasilkan enterotoksin sehingga menyebabkan terjadinya bebarapa
infeksi yang berasosiasi dengan enteropatogenik kemudian menghasilkan
enterotoksin pada sel epitel. Manifestasi klinik infeksi oleh Escherichia coli

bergantung pada tempat infeksi dan tidak dapat dibedakan dengan gejala
infeksi yang disebabkan oleh bakteri lain (Jawetz, 2007). Tampilan

mikroskopis bakteri Escherichia coli dapat dilihat pada gambar 3.

AccV  Spot Magn
300 kV 3.0 6836x

LN

Gambar 3.Tampilan mikroskopis dari sel bakteri Escherichia coli (Car, 2016)

Bakteri Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif berbentuk
batang pendek, dengan diameter 0,7-1,2 pm, memiliki flagel, membentuk
koloni bulat, cembung, halus dan beberapa strain mempunyai kapsul. Bakteri
Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif dinding selnya

mengandung lapisan peptodoglikan yang tipis, membran luar yang terdiri dari



protein, lipoprotein, fosfolipid, lipopolisakarida dan membran dalam. Selain
itu, dinding sel bakteri Gram negatif mengandung polisakarida dan lebih
rentan terhadap kerusakan mekanik dan kimia. Escherichia col imerupakan
bakteri fakultatif anaerob, kemoorganotropik, mempunyai tipe organisme
fermentasi dan respirasi (Jawetz dkk., 1996). Menurut Todar (2020),

Escherichia coli diklasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gamma Proteobacteria
Order : Enterobacteriales
Family Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Species  : E. coli

c. Antibakteri

Antibakteri adalah obat yang digunakan untuk membasmi bakteri,
khususnya bakteri yang merugikan manusia. Obat-obat yang digunakan untuk
membasmi mikroorganisme penyebab infeksi pada manusia, hewan maupun
tumbuhan harus bersifat toksisitas selektif artinya obat atau zat tersebut harus
bersifat toksik terhadap mikroorganisme penyebab penyakit, tetapi relatif
tidak toksik terhadap jasad inang atau hospes (Djide dan Sartini, 2008).

Berdasarkan daya menghambat atau membunuhnya, antibakteri
dibedakan menjadi dua kelompok, yaitu berspektrum sempit (narrow

spectrum) dan berspektrum luas (broad spectrum). Antibakteri yang



berspektrum sempit yaitu antibakteri hanya dapat bekerja terhadap bakteri
tertentu saja, misalnya hanya terhadap bakteri Gram positif saja atau Gram
negatif saja. Antibakteri yang berspektrum luas dapat bekerja dengan baik
pada bakteri Gram negatif maupun Gram positif (Talaro, 2008).
Kloramfenikol merupakan antibiotik spektrum luas. Kloramfenikol
akan melekat pada subunit 50s ribosom bakteri sehingga menghalangi enzim
peptidil-tranferase. Enzim inilah yang melaksanakan 3 langkah dengan
membentuk ikatan peptida antara asam amino baru yang masih melekat pada
tRNA, dan asam amino terakhir peptida yang sedang berkembang. Hal ini

menyebabkan sintesis protein terhenti seketika (Volk dan Wheeler, 1988).

Ekstraksi

Ekstraksi merupakan proses penarikan zat pokok yang diinginkan dari
bahan mentah obat dengan menggunakan pelarut sesuai (Voigt, 1994).
Pelarut ekstraksi yang digunakan antara air, eter atau campuran etanol dan
air. Ekstraksi menggunakan pelarut dibedakan menjadi dua, yaitu metode
dingin dan panas. Metode dingin terdiri dari maserasi dan perkolasi,
sedangkan metode panas terdiri dari refluks, soxhletasi, digesti, infus dan
dekok. Metode ekstraksi dipilih berdasarkan sifat dari bahan mentah obat dan
daya penyesuaian dengan tiap macam metode ekstraksi dan juga kepentingan
dalam memperoleh ekstrak yang sempurna atau bahkan mendekati sempurna
dari bahan obat. Sifat suatu bahan mentah obat merupakan faktor utama yang
harus dipertimbangkan dalam memilih metode ekstraksi yang sesuai (Ansel,

1989).

10



Perkolasi berasal dari kata ‘percolare’ yang artinya penetesan,
merupakan ekstraksi yang dilakukan dengan penetesan cairan penyari dalam
wadah silinder atau kerucut (perkolator), yang memilki jalan untuk masuk
dan keluar. Bahan penyari yang dimasukkan secara kontinyu dari atas akan
mengalir lambat melintasi simplisia yang umumnya berupa serbuk kasar
secara terus-menerus oleh pelarut. Sebelum perkolasi dilakukan, simplisia
terlebih dahulu direndam menggunakan pelarut dan dibiarkan membengkak
agar mempermudah pelarut masuk ke dalam sel (Voigt, 1994). Perkolasi lebih
baik dibandingkan dengan cara maserasi dikarenakan adanya aliran cairan
penyari menyebabkan pergantian larutan yang terjadi dengan larutan yang
konsentrasinya lebih rendah sehingga meningkatkan derajat perbedaan
konsentrasi dan keberadaan ruangan di antara butir-butir serbuk simplisia
membentuk saluran kapiler tempat mengalir cairan penyari menyebabkan
meningkatnya perbedaan konsentrasi (Depkes RI, 1989).

Pelarut untuk proses ekstraksi akan memberikan efektivitas yang tinggi,
jika memperhatikan kelarutan senyawa bahan alam dalam pelarut tersebut.
Secara umum pelarut-pelarut golongan alkohol merupakan pelarut yang
paling banyak digunakan dalam proses isolasi senyawa organik bahan alam,
karena dapat melarutkan seluruh senyawa metabolit sekunder (Lenny, 2006).
Salah satu pelarut yang umum digunakan adalah etanol karena memiliki
rumus molekul C;HsOH, dimana C,Hs merupakan gugus yang bersifat non

polar dan OH merupakan gugus yang bersifat polar, sehingga pelarut etanol
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dapat menarik kandungan kimia yang bersifat polar maupun non polar

(Mahatriny, 2013).

Fraksinasi

Fraksinasi atau sering disebut partisi cair-cair merupakan proses
pemisahan antara zat cair dengan zat cair. Fraksinasi dilakukan secara
bertingkat berdasarkan tingkat kepolarannya yaitu dari non polar, semi polar,
dan polar. Proses fraksinasi bertujuan untuk menyederhanakan komponen
senyawa dalam ekstrak. Dalam proses penyederhanaan ekstrak, senyawa-
senyawa akan terpisahkan dalam pelarut berdasarkan kepolarannya (Gandjar
dan Rohman, 2007). Senyawa yang memiliki sifat non polar akan larut
dengan pelarut non polar, yang semi polar akan larut dalam pelarut semi polar
dan yang bersifat polar akan larut kedalam pelarut polar (Harborne, 1987).

Teknik pemisahan ini biasanya dilakukan dengan menggunakan corong
pisah. Kedua pelarut yang saling tidak bercampur tersebut dimasukkan ke
dalam corong pisah, kemudian digojok dan didiamkan. Solut atau senyawa
organik akan terdistribusi ke dalam fasenya masing-masing tergantung pada
kelarutannya terhadap fase tersebut dan akan terbentuk dua lapisan, yaitu
lapisan atas dan lapisan bawah yang dapat dipisahkan dengan membuka kunci
pipa corong pisah (Dey, 2012). Ekstrak dipartisi dengan menggunakan
peningkatan polaritas pelarut seperti petrolum eter, n-heksana, klorofom,
dietil eter, etilasetat dan etanol. Pemilihan pelarut umumnya tergantung pada
sifat senyawa, contohnya senyawa yang bersifat nonpolar akan terekstraksi

pada pelarut yang relatif nonpolar seperti n-heksana sedangkan senyawa yang
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semipolar terlarut pada pelarut yang semipolar seperti etil asetat atau
diklorometana (Venn, 2008).
5. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi lapis tipis merupakan metode pemisahan senyawa kimia.
Senyawa yang diuji dapat berupa senyawa tunggal maupun campuran dari
produk pabrik, hasil sintesa, isolasi dari hewan percobaan, tanaman maupun
mikroorganisme. KLT adalah salah satu metode pemisahan komponen dalam
suatu sampel dimana komponen tersebut didistribusikan di antara dua fasa
yaitu fasa gerak dan fasa diam (Gritter, 1991).

Fase diam adalah suatu lapisan yang dibuat dari bahan-bahan berbutir-
butir halus yang ditempatkan pada lempengan. Adapun macam-macam fase
diam adalah silica gel, alumina, selulosa, resen, kieselguhr, magnesium
silikat. Fase gerak adalah medium angkut dan terdiri atas satu atau beberapa
pelarut. Fase ini bergerak di dalam fase diam karena adanya gaya kapiler.
Macam-macam fase gerak antara lain heksana, toluen, eter, kloroform,
aseton, etil asetat, asetonitril, etanol, methanol dan air. Pemisahan secara
kromatografi dilakukan dengan memperhatikan secara langsung beberapa
sifat fisika dari zat yang terlibat adalah kecenderungan molekul untuk
melarut dalam cairan, kecenderungan molekul untuk melekat pada
permukaan serbuk halus, kecenderungan molekul untuk menguap atau

berubah ke keadaan uap (Gritter, 1991).
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6. Penentuan Aktivitas Antibakteri

Penentuan aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan metode
dilusiatau difusi. Metode dilusi atau sumuran, dilakukan dengan memasukkan
larutan uji konsentrasi tertentu ke dalam sumuran. Sedangkan metode difusi
atau cakram kertas saring dapat dilakukan dengan mengisi sejumlah obat
yang ditempatkan pada permukaan medium padat, yang sebelumnya diolesi
bakteri uji. Diameter zona hambat yang terbentuk disekitar cakram digunakan
untuk mengukur kekuatan hambat obat. Metode difusi agar dipengaruhi
faktor kimia, faktor antar obat dan organisme (Jawetz dkk, 2007).

Keuntungan metode difusi adalah dapat dengan mudah menentukan
potensi antibakteri mengukur diameter zona radikal dan zona iradikal
dibanding dengan metode dilusi yang pengamatannya sulit karena warna
ekstrak sangat berpengaruh. Zona radikal adalah suatu daerah disekitar
sumuran yang sama sekali tidak terlihat pertumbuhan bakteri, sedangkan zona
iradikal adalah daerah disekitar sumuran yang pertumbuhan bakterinya
dihambat oleh zat antimikroba tetapi tidak dimatikan. Kekurangan metode ini
adalah aktivitas antibakterinya dapat dipengaruhi oleh tebal tipisnya medium
dan faktor difusibilitas obat karena suspensi bakteri tidak tersebar merata

seperti metode dilusi (Jawetz dkk, 1986).

F. Landasan Teori
Berdasarkan penelitian dari Mehta (2014), ekstrak etanol, metanol,
etilasetat, n-heksan, kloroform, petroleum eter, aseton dan air dari daun johar

memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus, Streptococcus
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pyogenes, Escherichia coli, dan Pseudomonas aeruginosa. Penelitian lain yang
dilakukan oleh Usman (2014), membuktikan bahwa ekstrak air daun johar
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli, Salmonella typhi,
dan Staphylococcus aureus dengan daya hambat berturut-turut 10,00; 14,00; 15,00
mm.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Smith (2019), ekstrak etanol
daun johar mengandung senyawa saponin, antrakuinon, flavonoid, alkaloid, tanin
dan phlobatannin. Penelitian lain dilakukan oleh Doughari dan Okafor (2008),
menyebutkan bahwa daun johar memiliki senyawa akaloid, saponin, tanin, dan
glikosida.

Penelitian yang dilakukan oleh Sari dan Turahman (2018) dan Hidayah dkk
(2020), fraksi air dari bagian tanaman yaitu daun dengan proses ekstraksi
menggunakan pelarut etanol, dan dilakukan proses fraksinasi bertingkat
menggunakan pelarut yang sama yaitu n-heksan, etil asetat, dan air dapat menyari

senyawa flavonoid, tanin, dan saponin.

G. Hipotesis
1. Fraksi air ekstrak etanol daun johar (Cassia siamea Lamk.) memiliki aktivitas
antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.
2. Fraksi air ekstrak etanol daun johar (Cassia siamea Lamk.) mengandung

senyawa alkaloid, flavonoid, saponin, dan tanin.
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BAB II. METODE PENELITIAN

A. Bahan dan Alat yang Digunakan

. Bahan

Bahan untuk ekstraksi dan fraksinasi: daun johar diperoleh di kelurahan
Petompon Kota Semarang, bahan penyari etanol 96%, n-heksan, etil

asetat, aquadest.

. Bahan untuk pembiakan bakteri dan uji aktivitas metode difusi agar:

bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, brain heart infusion
agar (BHIA), brain heart infusion broth (BHIB), mueller-hinton agar
(MHA), kloramfenikol 30 pg/disk, aquadest steril, blankdisk.

Bahan untuk skrining fitokimia secara uji tabung: FeCls, Dragendorff,

Mayer, Wagner, aquadest, NaCl 1%, gelatin 5%, HCI 2N.

. Bahan untuk identifikasi secara Kromatografi Lapis Tipis: Silika gel Fas4,

fase gerak senyawa tanin dan saponin menggunakan etanol:etil asetat
(9:1), alkaloid menggunakan fase gerak klroform:metanol (9:1),

penampak bercak FeCls, anisaldehid-asam sulfat.

. Alat

Alat untuk membuat serbuk simplisia: oven, tampah, timbangan elektrik,

alat penyerbuk, dan alat ukur kadar air (moisture balance).

. Alat untuk ekstraksi dan fraksinasi: seperangkat alat perkolasi, alat-alat

gelas, penguap vakum putar (Heidolph), alat pengering beku (Christ),

corong pisah, klem dan statip.
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c. Alat untuk pembiakan bakteri dan uji aktivitas metode difusi agar:
mikropipet, blue tip, yellow tip dan alat-alat gelas.

d. Alat untuk skrining fitokimia secara uji tabung: alat-alat gelas, rak tabung,
pipet, cawan porselen, kertas saring, kompor listrik.

e. Alat untuk identifikasi Kromatografi Lapis Tipis: seperangkat alat gelas,

chamber (Camag), pipa kapiler.

A. Jalannya Penelitian
1. Determinasi Tanaman Johar
Determinasi tanaman johar dilakukan dengan cara mencocokkan
bagian-bagian tanaman dengan deretan kunci pada buku standar (Van, 2003).
Determinasi tanaman dilakukan di Labolatorium Ekologi dan Biofarmasetika
Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Matematika Universitas Diponegoro

Semarang.

2. Pembuatan Serbuk Simplisia Daun Johar
Daun Johar diperoleh dari Kota Semarang dan dilakukan proses
meliputi sortasi basah, pencucian, pengeringan dansortasi kering.
Pengeringan dilakukan menggunakan oven pada suhu 50°C. Daun yang telah
kering dapat dilihat dari perubahan warna menjadi cokelat dan daun mudah
hancur. Simplisia yang sudah kering dibuat serbuk menggunakan alat
penyerbuk, selanjutnya diperiksa kadar air menggunakan alat pengukur kadar

air. Syarat kadar air untuk simplisia tidak lebih dari 10% (Depkes RI, 2000).
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3. Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Johar

Serbuk simplisia daun johar sebanyak 200 gram dimasukkan ke dalam
tabung perkolator dan dibasahi dengan penyari etanol 96% sebanyak 500 mL.
Simplisia yang sudah dibasahi dilakukan penjenuhan dengan cara
menambahkan penyari etanol 96% sebanyak 500 mL hingga total penyari
yang digunakan sebanyak 1000 mL dan didiamkan selama 24 jam. Perkolator
ditutup rapat dan diletakkan terhindar dari cahaya matahari langsung.
Simplisia kemudian dialiri etanol 96% hingga warna simplisia memucat atau
tetesan perkolat jernih dari tetesan sebelumnya (Mulangsri dkk, 2018).
Perkolat yang didapatkan diuapkan pelarutnya dengan penguap vakum putar
pada suhu 50°C dengan kecepatan 60 rpm sampai diperoleh ekstrak kental

daun johar. Rendemen ekstrak dihitung menggunakan rumus sebagai berikut :

berat ekstrak kental
Rendemen ekstrak = x 100 %

berat serbuk simplisia

4. Pembuatan Fraksi Air dari Ekstrak Etanol Daun Johar

Ekstrak etanol daun johar dilarutkan dalam campuran air:etanol dengan
perbandingan 9:1 (Herli dan Wardaniati, 2019). Campuran air:etanol 9:1
yaitu sejumlah 180 mL air dan 20 mL etanol. Ekstrak etanol daun johar yang
sudah larut dimasukkan dalam corong pisah, dilakukan fraksinasi dengan
pelarut n-heksan dengan jumlah pelarut yang digunakan yaitu 1:1 dan
dilakukan penggojokan selama + 15 menit. Setelah didiamkan selama 30-60
menit maka akan terbentuk dua lapisan yaitu lapisan n-heksan dan air.

Lapisan yang berada bagian atas dipisahkan sebagai fraksi n-heksan. Lapisan
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bagian bawah yaitu air, dilakukan fraksinasi berulang menggunakan n-heksan
sampai didapat lapisan n-heksan yang jernih. Lapisan air dilakukan
fraksinasi kembali dengan menambahkan pelarut etil asetat dengan
perbandingan yang sama, maka akan terbentuk lapisan etil asetat dan air
kemudian lapisan atas dipisahkan sebagai fraksi etil asetat. Proses fraksinasi
dilakukan hingga didapat lapisan etil asetat yang jernih. Lapisan bagian
bawah yang diperoleh yaitu fraksi air, kemudian di keringkan dengan alat

pengering beku (freeze drying).

berat fraksikental

Rendemen fraksi = x 100 %

" berat ekstrak kental

. Skrining Fitokimia secara Uji Tabung dari Fraksi Air Ekstrak Etanol

Daun Johar
a. Uji Flavonoid
Fraksi air kering ditimbang sebanyak 50 mg dilarutkan dalam 5 mL
etanol p.a kemudian disaring. Larutan tersebut dimasukkan ke dalam
tabung reaksi dan ditambahkan dengan 0,1 gram logam Mg dan 3 mL
amil alkohol. Setelah itu ditambahkan 5 tetes HC] pekat melalui dinding
tabung, lalu dikocok dengan kuat hingga memisah dan diamati perubahan
warna yang terbentuk (Sarker dkk, 2006).
b. Uji Alkaloid
Fraksi air kering ditimbang sebanyak 50 mg dan dilarutkan dengan
10 mL HCI 2 N kemudian disaring. Larutan tersebut dibagi menjadi 4
bagian dalam tabung reaksi. Tabung A sebagai kontrol tanpa pereaksi,

tabung B direaksikan dengan Mayer, tabung C direaksikan dengan

19



Wagner, dan tabung D direaksikan dengan Dragendorff. Masing masing
larutan dipanaskan. Kemudian larutan ditambahkan masing masing 3 tetes
pereaksi Mayer, Wagner, Dragendorff (Sarker dkk, 2006).
Uji Tanin

Fraksi air kering ditimbang sebanyak 50 mg dan dilarutkan dalam 20
ml aquadest kemudian disaring. Larutan dibagi menjadi 4 bagian dalam
tabung reaksi. Tabung A sebagai kontrol tanpa pereaksi, tabung B
direaksikan dengan NaCl, tabung C direaksikan dengan gelatin 5%+ NaCl
1%, tabung D direaksikan dengan FeCls;. Masing masing ditambahkan

pereaksi sebanyak 3 tetes (Sarker dkk, 2006).

. Uji Saponin

Fraksi air kering ditimbang sebanyak 50 mg dan dilarutkan dalam 10
ml aquadest kemudian disaring. Filtratnya digunakan sebagai larutan uji.
Filtrat kemudian dikocok selama + 10 detik dan dibiarkan busa bertahan

selama 15 menit atau lebih (Sarker dkk, 2006).

Identifikasi Golongan Senyawa Aktif secara Kromatografi Lapis Tipis

(KLT)

Senyawa aktif yang diidentifikasi dengan KLT adalah alkaloid, tanin,

dan saponin. Bejana pengembang sebelumnya dijenuhkan terlebih dahulu

dengan fase gerak. Plat KLT yang digunakan sepanjang 10 cm. Plat KLT

ditandai menggunakan penggaris pada jarak 1 cm dari batas bawah dan 1 cm

dari batas atas plat. Jarak 1 cm dari batas atas dilakukan pengerokkan plat

sebagai pembatas agar hasil elusi tidak hilang. Fraksi air ekstrak etanol daun
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johar yang sudah dilarutkan dalam etanol p.a kemudian ditotolkan sebanyak 2
kali penotolan menggunakan pipa kapiler pada bagian bawah plat KLT yang
sudah ditandai dan ditunggu hingga kering. Plat dielusi dalam bejana yang
berisi fase gerak hingga sampel terelusi sempurna sampai batas atas. Plat
KLT yang telah dielusi diangkat dan dikeringkan menggunakan hair dryer
pada bagian belakang plat untuk menghilangkan cairan eluen, kemudian
diamati bercaknya pada sinar UV 254, UV 366, dan sinar tampak. Setelah itu,
dilakukan identifikasi golongan senyawa menggunakan pereaksi semprot dan
dihitung nilai Rf pada bercak KLT. Nilai Rf dihitung dengan rumus sebagai

berikut:

_Jarak elusi yang ditempuh senyawa

Rf =

Jarak yang ditempuh fase gerak
Identifikasi senyawa aktif menggunakan peraksi semprot :
1) Alkaloid
Pembanding yang digunakan untuk identifikasi senyawa alkaloid
adalah kafein. Senyawa alkaloid diidentifikasi menggunakan pereaksi
Dragendroff yang akan terbentuk bercak berwarna cokelat jingga pada
plat KLT yang dilihat dengan pengamatan visual (Wagner dan Bladt,
1996).
2) Tanin
Pembanding yang digunakan untuk identifikasi senyawa tanin
adalah asam tanat. Senyawa tanin diidentifikasi menggunakan reagen
FeCl; yang akan terbentuk bercak berwarna kehitaman pada plat KLT

dengan pengamatan visual (Wagner dan Bladt, 1996).
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3) Saponin
Senyawa  saponin  diidentifikasi  menggunakan  pereaksi
anisaldehid-asam sulfat yang akan memberikan warna biru sampai biru
violet terkadang berupa bercak warna merah, kuning, biru tua, ungu,
hijau, atau berupa kuning coklat pada plat KLT yang dilihat dengan

pengamatan visual (Wagner dan Bladt, 1996).

7. Uji Aktivitas Antibakteri Fraksi Air Ekstrak Etanol Daun Johar
a. Sterilisasi alat untuk pengujian aktivitas antibakteri
Cawan petri beserta alat-alat gelas dicuci bersih dan ditiriskan, kemudian
dibungkus menggunakan plastik dan ditempelkan autoklaf tape. Cawan petri
dan alat-alat gelas dimasukkan ke dalam autoklaf pada tekanan 1 atm dengan
pengaturan suhu 121°C selama 15 menit (Fitri dkk, 2014).
b. Pembuatan media
1) Media brain heart infusion agar (BHIA) untuk peremajaan bakteri
Media BHIA sebanyak 4,7 gram dilarutkan dalam 100 mL
aquadest dan dipanaskan di atas kompor hingga terlarut sempurna. Media
tersebut kemudian disterilkan menggunakan autoklaf pada tekanan 1 atm
dengan suhu 121°C selama 15 menit.Media yang sudah steril dituang ke
dalam cawan petri dan ditunggu hingga memadat (Adrianto, 2012).
2) Media brain heart infusion broth (BHIB) digunakan untuk suspensi bakteri
Media BHIB sebanyak 3,7 gram dilarutkan dalam 100 mL

aquadest dan dipanaskan di atas kompor hingga semua bahan terlarut
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sempurna. Media tersebut kemudian disterilkan menggunakan autoklaf
pada tekanan 1 atm dengan suhu 121°C selama 15 menit (Adrianto, 2012).
3) Media mueller hinton agar (MHA) digunakan untuk uji antibakteri metode
difusi agar
Media MHA sebanyak 3,8 gram dilarutkan dalam 100 mL aquadest
dan dipanaskan hingga larut sempurna. Media tersebutkemudian
disterilkan menggunakan autoklaf pada tekanan 1 atm dengan suhu 121°C
selama 15 menit (Rezi dkk, 2014).
c. Pembuatan Larutan Standar Mc Farland
Larutan Asam Sulfat 9,95 mL ditambah 0,05 mL larutan Barium
Klorida dimasukkan kedalam tabung reaksi kemudian di cocok hingga
homogen. Apabila kekeruhan suspensi bakteri uji sama dengan kekeruhan
suspensi standar Mc Farland, maka konsentrasi bakteri uji adalah 108
koloni/ml (Rezi dkk, 2014).
d. Pembuatan Suspensi Bakteri
Biakan hasil peremajaan bakteri Staphylococcus aureus diambil
sebanyak 1 ose kemudian diinokulasi kedalam tabung reaksi yang berisi
media BHIB 10 mL, suspensi bakteri kemudian inkubasi pada suhu 37° C
selama 18-24 jam. Hal yang sama diterapkan juga terhadap bakteri
Escherichia coli (Utomo dkk, 2018).
e. Pembuatan Larutan Uji Fraksi Air Ekstrak Etanol Daun Johar
Fraksi air ekstrak etanol daun johar ditimbang sebanyak 5 gram dan

dilarutkan dalam aquadest sebanyak 5 mL, sehingga diperoleh larutan stok
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100% b/v, yang setara dengan 1000 mg/mL. Larutan stok tersebut kemudian
dibuat seri konsentrasi sebesar 600 mg/mL; 700 mg/mL; 800 mg/mL dan 900
mg/mL. Larutan stok dipipet dengan cara mengambil masing masing 600 pL,
700 pL, 800 pL dan 900 pL dari larutan stok lalu ditambahkan dengan
aquadest masing masing hingga 1 mL. Perhitungan pembuatan seri
konsentrasi fraksi air ekstrak etanol daun johar dapat dilihat pada lampiran 3.
Larutan uji yang digunakan untuk pengujian antibakteri dipipet sebanyak 10
uL dalam paperdisk.
f. Uji Aktivitas Antibakteri Metode Difusi Agar

Larutan uji dengan seri konsentrasi yang sudah dibuat, diteteskan
sebanyak 10 uL pada paperdisk kemudian didiamkan hingga mengering.
Suspensi bakteri Staphylococcus aureus sebanyak 2,5 mL dicampur dengan
22,5 mL media MHA dalam keadaan hangat, digojog hingga homogen
kemudian dituang ke dalam cawan petri. Media MHA tersebut didiamkan
beberapa saat hingga media membeku. Paperdisk yang mengandung larutan
uji kemudian diletakkan di permukaan media MHA. Kontrol positif yang
digunakan kloramfenikol 30 ug/disk dan kontrol negatif yang digunakan
adalah aquadest, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Hal

yang sama diterapkan juga terhadap bakteri Escherichia coli.

B. Analisis Data
1. Uji aktivitas antibakteri
Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif dari hasil pengukuran

Diameter Derah Hambat (DDH) yang terbentuk pada zona hambat. Zona
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hambat adalah daerah jernih yang terbentuk di sekitar paperdisk.
Terbentuknya zona hambat di sekitar paperdisk menandakan adanya aktivitas
antibakteri. Tipe zona terbagi menjadi zona radikal dan zona iradikal. Zona
radikal adalah zona disekitar paperdisk yang sama sekali tidak terlihat
pertumbuhan bakteri, sedangkan zona iradikal adalah zona disekitar paperdisk
yang pertumbuhan bakterinya dihambat oleh zat antimikroba tetapi tidak
dimatikan.
2. Skrining fitokimia secara Uji Tabung
a. Flavonoid
Sampel dengan hasil positif flavonoid ditandai dengan terbentuknya warna
oranye, merah muda, merah hingga ungu dengan penambahan amil
alkohol, serbuk Mg dan HCI pekat (Sarker dkk, 2006).
b. Alkaloid
Hasil positif senyawa alkaloid ditandai dengan terbentuknya endapan
berwarna putih sampai kekuningan pada pereaksi Mayer, endapan
berwarna cokelat pada pereaksi Wagner dan endapan berwarna jingga
hingga kecokelatan pada pereaksi Dragendroff (Sarker dkk, 2006).
c. Tanin
Senyawa tanin dengan hasil positif ditandai dengan terbentuknya endapan
setelah penambahan NaCl 1% dan gelatin 5% (Sarker dkk, 2006).

d. Saponin
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Hasil positif senyawa saponin ditandai dengan terbentuknya buih
yang bertahan selama kurang lebih 15 menit atau lebih setelah
penggojokan dengan aquadest (Sarker dkk, 2006).

3. Identifikasi golongan senyawa aktif secara KLT

Identifikasi golongan senyawa aktif secara KLT dilakukan dengan
melihat plat KLT hasil elusi yang telah diberikan penampak bercak,
berdasarkan warna yang terbentuk pada spot dan kesesuaian bercak senyawa
uji dengan pembanding. Identifikasi senyawa alkaloid menggunakan
penampak bercak Dragendorff akan menghasilkan bercak berwarna jingga.
Identifikasi tannin akan memberikan bercak berwarna kehitaman dengan
pereagen FeCls dan pereaksi anisaldehid-asam sulfat akan memberikan bercak
berwarna biru sampai biru violet, merah, kuning, biru tua, ungu, hijau, atau
berupa kuning coklat. Setelah itu, dihitung nilai Rf pada masing masing

bercak dan dibandingkan dengan pembanding yang digunakan.
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BAB IV. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan,
antara lain :
Fraksi air dari ekstrak etanol daun johar (Cassia siamea Lamk.) dapat

menghambat bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

Hasil KLT dari fraksi air ekstrak etanol daun johar mengandung alkaloid,

tanin, saponin.

B. Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai aktivitas antibakteri
fraksi air ekstrak etanol daun johar terhadap kelompok bakteri lain yang

termasuk dalam bakteri patogen.
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