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ABSTRAK

Infeksi merupakan penyakit yang disebabkan oleh mikroorganisme yang
berkembang biak didalam tubuh, suatu kelompok organisme yang terdiri dari satu
atau banyak sel seperti bakteri, fungi, dan parasit serta virus. Salah satu tanaman
yang memiliki potensi cukup menjanjikan adalah tanaman mangkokan (Polyscias
scutellaria ). Manfaat tanaman mangkokan antara lain memperlancar sistem
pencernaan, mencegah rambut rontok, mengobati luka, antibakteri, antiinflamasi,
memperlancar peredaan darah, mencegah munculnya gejala anemia dan
antioksidan tubuh. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadar flavonoid total
dan aktivitas antibakteri ekstrak NADES daun mangkokan (Polyscias scutellaria)
terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. Metode yang digunakan
adalah difusi kertas cakram (disc diffusion method). Pengujian aktivitas antibakteri
dilakukan menggunakan konsentrasi 2000 pg/disk, 4000 pg/disk, 6000 pg/disk,
8000 pg/disk menggunakan kontrol positif kloramfenikol 30 ug/disk dan kontrol
negatif DMSO 1000 pg/disk. Kadar flavonoid total ekstrak NADES daun
mangkokan yaitu 4,944 mgEQ/gSimplisia. Ekstrak NADES daun mangkokan
(Poliyscias scutellaria) memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia
coli dan Staphylococcos aureus.
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ABSTRACT

Infection is a disease caused by microorganisms that multiply in the body, a group
of organisms consisting of one or many cells such as bacteria, fungi, parasites and
viruses. One plant that has quite promising potential is the mangkokan plant
(Polyscias scutellaria). The benefits of the mangkokan plant include improving the
digestive system, preventing hair loss, treating wounds, antibacterial, anti-
inflammatory, improving blood circulation, preventing symptoms of anemia and
body antioxidants. This study aims to determine the total flavonoid content and
antibacterial activity of NADES extract of mangkokan leaves (Polyscias
scutellaria) against Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The method used
is disc diffusion method. Antibacterial activity testing was carried out using
concentrations of 2000 pg/disk, 4000 pg/disk, 6000 pg/disk, 8000 pg/disc using
positive control chloramphenicol 30 pg/disc and negative control DMSO 1000
pg/disk. The total flavonoid content of NADES extract of mangkokan leaves is 4.944
mgEQ/gSimplisia. NADES extract of mangkokan leaves (Poliyscias scutellaria) has
antibacterial activity against Escherichia coli and Staphylococcos aureus bacteria.
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BAB1

a
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Infeksi merupakan penyakit yang disebabkan oleh mikroorganisme yang
berkembang biak didalam tubuh, suatu kelompok organisme ng terdiri dari
satu atau banyak sel seperti bakteri, fungi, dan parasit serta virus (Novard et al.,
2019). Diare adalah salah satu penyakit yang sebabkan oleh makanan dan
minuman yang terkontaminasi akibat kebersihan yang buruk dan bakteri.
akteri yang dapat menyebabkan infeksi diare adalah Escherichia coli dan

Staphylococcus aureus karena kedua bakteri tersebut mengeluarkan toksinnya

(Rahman et al.,2016).

Salah satu tanaman yang memiliki potensi cukup menjanjikan adalah
nﬂ.man mangkokan (Polyscias scutellaria). Manfaat tanaman mangkokan
antara lain memperlancar sistem pencernaan, mencegah rambut rontok,
mengobati luka, antibakteri, antiinflamasi, memperlancar peredaan darah,
mencegah munculnya gejala anemia dan antioksidan tubuh. Kandungan
senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada tanaman mangkokan berupa
senyawa flavonoid, saponin, alkaloid dan tanin (Sabrina et al., 2022). Senyawa
flavonoid salah satu senyawa kimia yang memiliki aktivitas antibakteri,

senyawa flavonoid pada tumbuhan dapat ditemukan pada bagian daun, akar,

kulit, biji, dan buah (Wahyulianingsih et al., 2016).

Menurut penelitian yang dilakukan oleh (Styawan & Rohmanti, 2020)

tentang penetapan kadar fenolik dan flavonoid total ekstrak etanol didapatkan
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hasil bahwa ekstrak etanol daun mangkokan mengandung senyawa flavonoid

dan fenolik dengan kadar fenolik total nilai rata-rata sebesar 14.67 mgEQ/g dan
kadar flavonoid total nilai rata-rata sebesar 1.83 mgEQ/g. Penelitian yang telah
dilakukan oleh (Islami, 2022) tentang ji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol
Daun Mangkokan (Polyscias scutallarium (Burmf.) Fosberg) terhadap
Bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus akukan menggunakan
difusi agar, aktivitas antibakteri terhadap bakteri Eschericia coli tergolong
dalam respon hambat rata-rata diameter zona hambat paling besar terdapat pada
konsentrasi 80% yaitu 7,03 mm, dan ratarata diameter zona hambat paling
rendah terdapat pada konsentrasi 409% yaitu 5.2 mm. Sedangkan pada
Staphylococcus aureus Rata-rata diameter zona hambat paling besar terdapat

pada konsentrasi 80% yaitu 1242 mm, dan rata-rata diameter zona hambat

paling rendah terdapat pada konsentrasi 20% yaitu 9,66 mm.

Pelarut yang digunakan pada penelitian ini menggunakan pelarut
NADES (Natural Deep Eutectic Solvent) kombinasi antara kolin klorida dan
asam sitrat dengan perbandingan 1:2 (Rusli er al., 2022). ADES merupakan
suatu senyawa yang tersusun atas senyawa netral, basa atau asam yang dapat
membentuk suatu cairan ketika dicampurkan kedalam suatu rasio molar.
NADES dinilai lebih aman dikonsumsi (foodgrade), ramah lingkungan serta

lebih murah dibandingkan pelarut konvensional yang dinilai lebih mahal dan

a
dapat berbahaya bagi lingkungan ( Amelia et al., 2022).

Berdasarkan latar belakang di atas dalam penelitian ini, peneliti tertarik
menggunakan pelarut NADES (Natural Deep Eutectic Solvents)untuk ekstraksi

daun mangkokan dengan metode UAE (Ultrasonic Assisted Extraction) untuk
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melihat kadar flavonoid total serta aktivitas terhadap bakteri Escherichia coli

dan Stapylococcus aureus.

1.2 Rumusan Masalah

1. Berapakah kadar flavonoid total dalam tanaman daun mangkokan
(Polyscias scutellaria) yang di ekstraksi menggunakan pelarut NADES?
37
2. Apakah ekstrak NADES daun mangkokan (Polyscias scutellaria) memiliki

aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus?

1.3 Tujuan Penelitian
I. Untuk mengetahui kadar flavonoid total dalam tanaman daun mangkokan

(Polyscias scutellaria) yang di ekstraksi menggunakan pelarut NADES.

2. Untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak NADES daun mangkokan

(Polyscias scutellaria) terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Bagi Peneliti
1. Dapat menambah ilmu pengetahuan, wawasan.dan pengalaman tentang
metode ektraksi yang efektif terhadap iVitﬂS antibakteri ekstrak
NADES daun mangkokan (Polyscias scutellaria) dengan metode UAE.

2. Penelitian dengan metode UAE dapat membantu peneliti dalam

mengembangkan bahan alami yang dapat digunakan sebagai antibakteri.

5
1.4.2 Manfaat Bagi Masyarakat

1. Memberikan pengetahuan baru mengenai pengobatan bahan alam dan
manfaat yang terkandung di dalam tanaman daun mangkokan (Polyscias

scutellaria).
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2. Dapat digunakan sebagai dasar penelitian lebih lanjut tentang alternatif
penggunaan bahan alam yang berasal dari aktivitas antibakteri ekstrak
daun mangkokan (Polyscias scutellaria) dengan penggunaan pelarut

NADES

5
1.4.3 Manfaat Bagi Mahasiswa

1. Dapat digunakan sebagai refrensi bagi mahasiswa saat ingin melakukan
skripsi.
2. Diharapkan bisa dijadikan sebagai tambahan pengetahuan bagi

mahasiswa yang ingin melakukan penelitian lebih lanjut.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Mangkokan
2.1.1 Morfologi Tanaman Mangkokan

angkokﬂn merupakan tanaman hias yang biasa ditanam di
pekarangan rumah dan digunakan sebagai pengobatan alternatif. Namanya
mengacu pada bentuknya yang melengkung seperti mangkuk. Tanaman ini
dapat ditemukan di pekarangan rumah, pagar, dan ladang. Daun
mangkokan tidak berbunga, lebih menyukai tempat terbuka yang terkena
sinar matahari atau sedikit terlindung, serta dapat tumbuh pada ketinggian
1-200 m. Tumbuh tegak, tinggi 1-3m. Batang berkayu, bercabang, terbuka,
panjang, lurus. Daun tunggal, bertangkai, tebal, bulat dan melengkung
seperti mangkok, pangkal berbentuk hati, tepi bergerigi, diameter 6-12 cm,
duri berbulu, hijau tua. Bunga majemuk. bentuk pembayaran, hijau

(Sabrina et al., 2022).

Gambar 2.1 Tanaman Mangkokan (dokumentasi pribadi)




ohon Mangkokan tumbuh tegak dengan ketinggian 1-3 meter.
Batang berkayu, bentuknya bulat, bercabang atau lurus. Berdaun tunggal,
bertangkai, agak tebal, bentuknya bulat berlekuk seperti mangkok, pangkal
berbentuk jantung, tepi bergerigi, diameter 6-12 cm, pertulangan menyirip,
warna hijau tua. Berbunga majemuk, bentuk payung, warnanya hijau.
Buahnya buah buni, pipih. hijau. Biji kecil, keras, dan berwarna coklat

(Sabrina et al., 2022).

2.1.2 Klasifikasi Tanaman Mangkokan

1
Klasifikasi Taksonomi dan Nama Umum Polyscias Scutellaria.

Menurut Faradila, 2013, klasifikasi tanaman mangkokan adalah sebagai

berikut :
Kerajaan : Plantae
Divisi : Spermatophyta
Kelas : Dicotyledonae
Ordo : Apiales
Famili : Araliaceae
Genus : Polyscias
Spesies : Polyscias Scutellaria (Burm f.) Fosberg

2.1.3 Manfaat dan Kandungan Kimia Tanaman Mangkokan
Daun tanaman mangkokan banyak dimanfaatkan sebagai tanaman
obat atau tanaman herbal. Manfaat tanaman mangkokan (Pelyscias

scutellaria) antara lain memperlancar sistem pencernaan, mencegah

rambut rontok, mengobati luka, antibakteri, antiinflamasi, memperlancar




peredaan darah, mencegah munculnya gejala anemia dan antioksidan

tubuh (Hanum & Ardiansyah, 2017). Ekstrak daun mangkokan
1

mengandung sejumlah zat aktif antara lain alkaloid, saponin, flavonoid.

polifenol lemak, kalsium, fosfor, besi, serta vitamin A, B1 dan C (Sabrina

et al., 2022).

2.1.4 Nama Daerah

Tanaman mangkokan (Polyscias scutellaria) juga ikenal dengan
beberapa nama seperti mamanukan (Sunda), godong mangkokan (Jawa),
daun koin, daun pepeda (Ambon), daun papeda, memangkokan. pohon
mangkok (Sumatra), daun mangkok (Manado), mangkok-mangkok
(Makasar), goma matari, sawoko (Halmahera), rau paroro (Ternate)

(Sabrina et al., 2022).

2.2 Simplisia

Simplisia adalah bahan alam yang telah dikeringkan yang digunakan
untuk pengobatan dan belum mengalami pengolahan, kecuali dinyatakan lain
suhu pengeringan tidak lebih dari 60°C . Uji mutu simplisia bertujuan agar
simplisia tersebut dapat terstandarisasi, sehingga jika dibuat dalam bentuk
sedian obat, dapat dijamin keseragaman kandungannya. Standarisasi
diperlukan %ﬂr dapat diperoleh bahan baku yang seragam yang akhirnya dapat

menjamin efek famakologi tanaman tersebut (Jayani, 2021).
2.3 Skrining Fitokimia
Skrining fitokimia merupakan suatu metode yang dilakukan untuk

mengetahui kandungan senyawa kimia yang terkandung dalam ekstrak




tanaman. Skrining fitokimia dilakukan dengan menggunakan reagen
pendeteksi golongan senyawa seperti flavonoid, alkaloid, tanin, saponin,
terpenoid, dan lain-lain. Ekstrak tanaman yang ingin diuji terlebih dahulu
dimasukan dalam tabung reaksi kemudian ditambahkan dengan reagen
pendeteksi. Perubahan yang terjadi pada ekstrak akan menentukan kandungan
senyawa yang terkandung dalam ekstrak tanaman tersebut ( Putri & Lubis,

2020).

2.4 Senyawa Flavonoid

Flavonoid merupakan senyawa metabolit sekunder yang banyak ditemui
di dalam tanaman. Flavonoid termasuk dalam golongan senyawa fenolik
dengan struktur kimia C6-C3-C6 dari 15C akan membentuk konfigurasi yang
menghasilkan tiga macam struktur dasar yaitu struktur 1 3-diarilpropana
sebagai flavonoid, struktur 1,2-diarilpropana sebagai isoflavonoid dan struktur
1,1-diarilpropana sebagai neoflavonoid. Pada manusia Flavonoid berfungsi
sebagai stimulan pada jantung, diuretik, menurunkan kadar gula darah, dan
sebagai antijamur, memiliki fungsi sebagai antibakteri, antiinflamasi,

antitumor, antialergi, dan mencegah osteoporosis (Satria et al., 2022).

Gambar 2.2 Sruktur Dasar Flavonoid

Analisis kualitatif flavonoid dapat dilakukan dengan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Spektrum serapan ultra violet dan serapan tampak

merupakan cara tunggal yang paling bermanfaat untuk mengidentifikasi




struktur flavonoid. Flavonoid menunjukkan pita serapan kuat pada UV-Vis.
Metode tersebut juga dapat digunakan untuk melakukan uji secara kuantitatif
untuk menentukan jumlah flavonoid yang terdapat dalam ekstrak dilakukan
dengan mengukur nilai absorbansinya. Absorbansinya sebagai analisa
kuantitatif dilakukan berdasarkan Hukum Lambert-Beer. Absorbansi dengan
kadar flavonoid memiliki hubungan yang linear yaitu semakin tinggi
absorbansi yang terukur maka kadar flavonoid yang terkandung didalam

tanaman juga semakin tinggi (Satria et al., 2022).

2.4.1 Manfaat Flavonoid

1. Sebagai Antibakteri

Flavonoid mampu menghambat DNA girase pada bakteri
sehingga menghambat pertumbuhan bakteri. Selain itu kandungan
flavonoid menyebabkan efek toksik pada bakteri akibat adanya gugus
hidroksil flavonoid yang mengakibatkan perubahan komponen organik
serta transpor nutrien pada bakteri. Kandungan kaempferol mampu
menurunkan aktivitas berbagai bakteri termasuk Staphylococcus aureus
dengan mekanisme molekuler yang masih terus diselidiki lebih lanjut.
Studi lain menunjukkan kaempferol mampu menghambat pertumbuhan
bakteri karena merupakan bagian dari flavonoid yang mampu
mengganggu kompleks protein, mengganggu adhesi dari bakteri,
mengganggu membran sel, serta menginaktivasi enzim pada bakteri.
Kandungan corilagin juga mampu menghambat pertumbuhan berbagai

bakteri, termasuk Staphylococcus aureus, Eschericia coli, dan Candida
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albicans dengan cara merusak permeabilitas membran dari sel bakteri

tersebut (Rahmawati er al, 2022).

2. Sebagai Antioksidan

Mekanisme flavonoid sebagai antioksidan sekunder adalah
dengan cara memotong reaksi oksidasi berantai radikal bebas atau

menangkapnya.

3. Sebagai antijamur

Flavonoid merupakan senyawa fenol yang dapat menghambat
sintesis dinding jamur. Flavonoid sebagai antijamur bekerja dengan
menghambat pertumbuhan konidia jamur patogen karena flavonoid
tersebut bersifat lipofilik yang dapat merusak membran mikroba (Chatri
etal., 2022). Menurut kartika et al., (2022) senyawa flavonoid memiliki
senyawa genestein yang berfungsi sebagai penghambat pembelahan
atau proliferasi sel jamur dengan cara menembus sel dinding jamur
menuju membran sel. Fenolik pada flavonoid merusak sel sitoplasma

dan menyebabkan kebocoran inti sel jamur.

2.4.2 Quarsetin
Kuersetin merupakan kelas flavonoid kelompok flavonol yang
memiliki aktivitas antibakteri dan mampu meningkatkan permeabilitas
membran sel bakteri sehingga dapat mengubah struktur dan fungsi
membran, menyebabkan denaturasi protein membran sehingga membran
sel akan rusak dan lisis. Selain itu, kuersetin memiliki molekul yang

dapat menarik air atau hidrofilik dan molekul yang dapat melarutkan
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lemak atau lipofilik sehingga dapat menurunkan tegangan permukaan sel

yang akhirnya menyebabkan kehancuran bakteri (Nurul, 2012).

OH O

Gambar 2.3. Strukutr Kimia Quarsetin

2.5 Metode Kultur Bakteri
Metode kultur bakteri merupakan suatu metode untuk memperbanyak
mikroba dalam media kultur. Menurut (Sri-Harimurti et al., 2015) metode

yang digunakan sebagai berikut :

1. Metode Gores
Metode ini dilakukan dengan cara biakan digoreskan di permukaan
media agar dalam cawan petri dengan menggunakan jarum ose secara
aseptik lalu diinkubasi.
2. Metode Tuang
Metode ini dilakukan dengan cara mencampur sejumlah biakan
atau seri pengenceran pada media agar yang telah dicairkan, lalu dituang
pada cawan petri, selanjutnya biarkan sampai memadat dan diinkubasi.
3. Metode Tebar
Metode ini dilakukan dengan cara beberapa biakan diratakan pada
permukaan lempeng menggunakan kapas lidi yang sudah disterilkan.
Metode ini berfungsi untuk menguji sensitivitas mikroorganisme terhadap

agensi kimia.
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4. Metode Tusuk
Metode ini dilakukan dengan cara meneteskan atau menusuk ujung
jarum ose yang didalamnya terdapat biakan bakteri lalu dimasukkan ke

dalam media agar tegak.

2.6 Antibakteri
Antibakteri adalah zat yang digunakan untuk menghambat pertumbuhan
atau membunuh mikroorganisme, antibakteri juga dapat diklasifikasikan
berdasarkan komponen seluler atau sistem yang mempengaruhi, apakah
antibakteri dapat menyebabakan kematian sel (agen bakterisida) yang hanya

menghambat pertumbuhan sel (agen bakteriostatik) (Kohanski et a/.,2010).

2.7 Pengujian Antibakteri
Terdapat dua metode yang dapat digunakan untuk menguji aktivitas

antibakteri, yaitu metode difusi dan metode dilusi.
1. Metode Dilusi

Metode ini adalah metode untuk menguji daya antibakteri
berdasarkan penghambatan pertumbuhan mikroorganisme pada media cair
setelah diberi zat antimikroba atau pada media padat yang dicairkan setelah
dicampur dengan zat antimikroba dengan pengamatan pada dilusi cair
dilihat kekeruhanya dan pada dilusi padat dengan pengamatan pada
konsentrasi terendah yang menghambat pertumbuhan mikroorganisme.
Biasanya metode ini digunakan untuk zat antimikroba yang dapat larut

sempurna (Denyer et al., 2011).
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2. Metode Difusi

Metode ini adalah suatu metode untuk menguji daya antibakteri
berdasarkan berdifusinya zat antimikroba dalam media padat dengan
pengamatan pada daerah pertumbuhan. Biasanya metode ini digunakan
untuk zat antimikroba yang larut dan tidak larut. Metode difusi terdiri atas
metode difusi dengan lubang/sumuran, metode difusi dengan silinder dan

metode kertas cakram (Denyer er al., 2011).

2.8 Uraian Bakteri

Bakteri adalah kelompok organisme mikroskopis yang pada umumnya
bersel tunggal, dan tidak memiliki membran inti sel. Pada umumnya organisme
ini memiliki dinding sel namun tidak berklorofil. walaupun berukuran kecil
bakteri berperan penting dalam kehidupan sehari-hari, beberapa kelompok
bakteri dikenal bermanfaat untuk kehidupan, antara lain bakteri telah
digunakan dalam sektor industri pangan. namun ada juga bakteri yang
merugikan, seperti bakteri yang membusukkan bahan-bahan makanan dan

bahkan menyebabkan infeksi dan penyakit bagi manusia (Febriza et al., 2021).

2.8.1 Bakteri Echerichia Coli

1. Klasifikasi Bakteri

Menurut Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology second
edition volume empat (Kriege ef al., 2011), klasifikasi E.coli adalah

sebagai berikut:

Kingdom : Prokaryotae

Divisi : Gracilicute




14

Kelas : Scotobacteri

Ordo : Enterobacteriales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia
Spesies . Escherichia coli

2.8.2 Morfologi Escherichia Coli

Bakteri Escherichia coli tergolong dalam gram negatif, tidak
membentuk spora, berbentuk batang, motil dengan flagela peritrikus atau
tidak motil, tumbuh pada MacCenkey agar dengan diameter koloni 2
sampai 3 mm berwarna merah atau tidak berwarna. Beberapa strain
Escherichia coli menyebabkan infeksi saluran kencing, bakteremia, diare,
diare berdarah, dan meningitis neonatal pada manusia dan hewan. Infeksi
lain seperti pneumonia dan sepsis pada manusia, serta mastitis pada sapi
perah juga terjadi akibat infeksi bakteri Escherichia coli (Braun et

al.2016).

Gambar 2.3. Escherichia coli

2.8.3 Bakteri Stapylococcus Aureus

1. Klasifikasi bakteri
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Menurut Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology second
edition volume empat (Krieg et al., 2011) klasifikasi S. qureus

adalah sebagai berikut:

Kingdom : Monera

Divisi : Firmicutes

Kelas : Firmibacteria

Ordo : Eubacteriales

Famili : Micrococcaceae
Genus : Staphylococcus
Spesies : Staphylococcus aureus

2.8.4 Morfologi Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram positif berbentuk
bulat dengan diameter 0,7-1,2 um, berkelompok tidak teratur seperti buah
anggur, tidak membetuk spora, fakultatif anaerob, dan tidak bergerak.
Suhu optimum untuk pertumbuhannya adalah 37°C, namun pada suhu
kamar (20°C - 25°C) akan membentuk pigmen. Warna pigmen yang
terbentuk mulai dari abu-abu hingga kuning keemasan dengan koloni
berbentuk bundar, halus, menonjol, dan berkilau. (Karimela e al., 2017).
Beberapa penyakit yang disebabkan bakteri Staphylococcus aureus adalah
mastitis, dermatitis, infeksi saluran pernafasan, impetigo, abses, sindrom
syok toksik dan 147 keracunan makanan dengan gejala seperti mual

muntah dan diare (Wikananda et al., 2019).
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Gambar 2.3 Staphylococcus aureus

2.9 Kategori Zona Hambat
Menurut Departemen Kesehatan RI menyebutkan bahwa mikroba
dinyatakan peka teerhadap antibakteri asal tanaman apabila mempunyai
diameter zona hambatnya antara 12-24 mm, aktivitas zona hambat antimikroba

dikelompokkan menjadi empat kategori, yaitu :

1.Diameter zona hambat (<5 mm) :lemah

2. Diameter zona hambat (5- 10 mm) : sedang

3. Diameter zona hambat (>10-20 mm) : kuat

4. Diameter zona hambat (>20- 30 mm) : sangat kuat

2.10 Ekstraksi
Ekstraksi adalah proses pemisahan komponen dari suatu campuran
dengan menggunakan pelarut organik. Proses ini sering digunakan untuk
mengekstraksi komponen yang diinginkan dari suatu material. Oleh karena
itu, memilih metode yang tepat sangat penting untuk mengekstrak bahan yang
diinginkan. Pemilihan metode yang akan digunakan harus diperhatikan agar

tidak mempengaruhi kandungan bahan yang diekstrak (Sulistianingrum et al.,

2020).
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2.10.1 Metode ekstraksi
Metode ekstraksi didasarkan ada atau tidaknya proses pemanasan
dibagi menjadi dua macam yaitu ekstraksi rﬂ dingin dan ekstraksi cara
panas. Ekstraksi cara dingin pada prinsipnya tidak memerlukan pemanasan
selama proses ekstraksi berlangsung bertujuan agar senyawa yang
diinginkan tidak menjadi rusak. Sedangkan ekstraksi cara panas

melibatkan pemanasan selama proses ekstraksi berlangsung bertujuan agar

mempercepat proses ekstraksi (Rahayu, 2017).
2.10.2 Ekstraksi cara dingin

Metode ini artinya tidak ada proses pemanasan selama proses
ekstraksi berlangsung, tujuannya untuk menghindari rusaknya senyawa
yang dimaksud rusak karena pemanasanan. Jenis ekstraksi dingin adalah
maserasi dan perkolasi. Berikut penjelasan singkat tentang metode

ekstraksi cara dingin:
1. Maserasi

Maserasi adalah salah satu metode pemisahan senyawa
dengan cara perendaman menggunakan pelarut organik pada
temperatur tertentu. Proses maserasi sangat menguntungkan dalam
isolasi senyawa bahan alam karena selain murah dan mudah
dilakukan, dengan perendaman sampel tumbuhan akan terjadi
pemecahan dinding dan membran sel akibat perbedaan tekanan

antara di dalam dan di luar sel, sehingga metabolit sekunder yang
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ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut (Karina er

al.2016).
2. Perkolasi

Perkolasi merupakan ekstraksi dengan menggunakan pelarut
yang selalu baru yang umumnya dilakukan pada temperature
ruangan. Prinsip perkolasi yaitu menempatkan serbuk simplisia pada
suatu bejana silinder, yang bagian bawahnya diberi sekat berpori.
Cara ini memerlukan waktu lebih lama dan pelarut yang lebih
banyak. Untuk meyakinkan perlokasi sudah sempurna, perkolat
dapat diuji adanya metabolit dengan pereaksi yang spesifik (Irfan,

2018).

2.10.3 Ekstraksi cara panas
Metode ini pastinya melibatkan panas dalam prosesnya. Dengan
adanya panas secara otomatis akan mempercepat proses penyarian
dibandingkan cara dingin. Metodenya adalah refluks, ekstraksi dengan alat
soxhlet dan infusa. Berikut penjelasan tentang metode ekstraksi cara

panas:
1. Refluks

Refluks merupakan metode ekstraksi yang dilakukan pada
titik didih pelarut tersebut, selama waktu tertentu dan jumlah pelarut
terbatas yang relatif konstan dengan adanya pendingin balik, agar
hasil penyarian lebih baik atau sempurna, refluks umumnya

dilakukan berulangulang (3-6 kali) terhadap residu pertama. Cara ini
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memungkinkan terjadinya penguraian senyawa yang tidak tahan

panas (Nirwana, 2019).
2. Soxhlet

Soxhlet merupakan metode ekstraksi dengan menggunakan
pelarut yang baru, biasanya dilakukan menggunakan alat khusus
sehingga terjadi ekstraksi konstan dengan adanya pendingin balik.
Dalam proses ekstraksi ini harus tepat untuk memilih pelarut yang
akan digunakan. Pelarut yang baik untuk ekstraksi adalah pelarut
yang mempunyai daya melarutkan yang tinggi terhadap zat yang
diekstraksi. Daya melarutkan berhubungan dengan ke-polaran

pelarut dan kepolaran senyawa yang diekstraksi (Yurleni, 2018).
3. Infusa

Infusa adalah sediaan cair yang dibuat dengan cara
mengekstraksi bahan nabati dengan pelarut air pada suhu 90°C
selama 15 menit. Umumnya infusa selalu dibuat dari simplisia yang
mempunyai jaringan lunak seperti bunga dan daun, yang

mengandung minyak atsiri, dan zat-zat yang tidak tahan dengan

pemanasan lama (Karim, 2014).

2.10.4 Ekstraksi Non Konvesional

1. Metode Ultrasonic Assisted Extraction (UAE)

Metode Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) merupakan
metode ekstraksi yang menggunakan prinsip kavitasi akustik untuk

memproduksi gelembung spontan (kavitasi) dalam fase cair
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dibawah titik didihnya dan akan merusak dinding sel sehingga
pelarut dapat masuk ke dalam bahan. Metode UAE memiliki
kelebihan dibandingkan metode ekstraksi maserasi yaitu dapat
meningkatkan penetrasi dari cairan menuju dinding sel (Kanifah et
al.,2015), laju perpindahan massa lebih cepat, meningkatkan hasil
ekstraksi, penggunaan suhu yang rendah, volume pelarut yang
sedikit, dan waktu yang singkat dan Kekurangan metode UAE
adalah membutuhkan energi dan biaya yang besar (Dey dan Rathod.,

2013).

2. Metode Microwave Assited Exstraction (MAE)

Metode Microwave Assited Exstraction (MAE) adalah
metode ekstraksi modern. Metode ekstraksi ini dilakukan dengan
memanfaatkan radiasi gelombang mikro untuk mempercepat
ekstraksi selektif melalui pemanasan pelarut secara cepat dan efisien
karena gelombang elektromagnetiknya akan menembus dinding sel
simplisia dan mengeksitasi molekul air serta lemak secara merata
(Setiani et al., 2017). Kelebihan dari metode MAE ini adalah
tingkat pengeringan yang lebih tinggi, efisiensi energi lebih tinggi,
pelarut yang digunakan lebih sedikit dan waktu ekstraksi lebih cepat.
Sedangkan kelemahan metode MAE dalam beberapa kasus
microwave dengan pemberian daya yang sangat tinggi dapat
menurunkan efisiensi ekstraksi (degradasi komponen termolabil)
sehingga menurunkan kandungan senyawa yang terdapat pada suatu

larutan (Iriany et al.,2021).
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2.11 Pelarut
2.11.1 Pelarut NADES (Natural Deep Eutectic Solvents)

Pelarut adalah benda cair atan gas yang melarutkan benda padat, cair
atau gas, yang menghasilkan sebuah larutan. Pelarut paling umum
digunakan dalam kehidupan sehari-hari adalah air. Pelarut lain yang juga
umum digunakan adalah bahan kimia anorganik biasanya disebut pelarut

anorganik.

Natural deep eutectic solvents (NADES) merupakan pelarut
alternatif potensial untuk menggantikan pelarut organik konvensional
yang memiliki sifat mudah menguap, mudah terbakar, dan toksik.
Penggunaan NADES diharapkan dapat meminimalkan masalah
lingkungan, meningkatkan keselamatan dan kesehatan, serta
meminimalkan biaya. NADES merupakan campuran dari molekul yang
bersifat hydrogen bonding acceptor (HBA) yang membentuk ikatan
hidrogen antar molekul dengan satu atau lebih molekul hydrogen bonding
donor (HBD), sehingga mengurangi titik leleh campuran untuk suhu yang

jauh lebih rendah daripada komponen masing-masing (Mulia et al., 2019).

NADES terbentuk karena adanya interaksi antarmolekul pada
masing-masing senyawa penyusun dalam rasio tertentu. NADES diketahui
memiliki keunggulan seperti aman, tidak beracun, ramah lingkungan,
persiapan yang cenderung sederhana, bahan-bahan yang diperlukan untuk
membuat NADES mudah didapatkan, melimpah, dan harganya murah.
NADES memiliki rentang polaritas yang lebar dimana kepolaran dari

NADES dapat lebih tinggi dari pada air atau sama dengan metanol dan
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NADES terbukti mampu menarik metabolit yang memiliki kepolaran yang
rendah hingga menengah baik yang sukar larut dalam air bahkan tidak larut

dalam air (Afandi et al., 2021).
2.11 Spektrofotometri UV-Vis

Spektroskopi UV-Vis salah satu bentuk spektroskopi absorpsi. Pada cara
ini cahaya atau gelombang elektromagnetik, dalam hal ini sinar UV-Vis,
berinteraksi dengan zat kemudian diamati oleh absorpsi sinar. Sesuai dengan
ukuran aatu besarnya energi yang dimiliki oleh sinar UV-Vis interaksi hanya
terjadi dengan kulit luar zat dan dari ini berasal nama * Spektroskopi
Elektronik™ kedalam cara ini termasuk antara lain Kalometri, Fotometri,
Spektrofotometri. Spektrofotometri UV-Vis adalah anggota teknik analisis
spektroskopik yang memakai sumber REM (radiasi elektromagnetik)
ultraviolet dekat (?90-380 nm) dan sinar tampak (380-780 nm) dengan
memakai instrumen spektrofotometer. Spektrofotometri UV-Vis melibatkan
energi elektronik yang cukup besar pada molekul yang dianalisis, sehingga
spektrofotometri UV-Vis lebih banyak dipakai untuk analisa kuantitatif

dibandingkan untuk analisa kualitatif (Eka Putri, 2017).

Keuntungan utama metode spektrofotometri adalah bahwa metode ini
memberikan cara sederhana untuk menetapkan kuantitas zat yang sangat
kecil. Selain itu, hasil yang diperoleh cukup akurat, dimana angka yang
terbaca langsung dicatat oleh detector dan tercetak dalam bentuk angka digital
ataupun grafik yang sudah diregresikan. Fungsi dari spektrofotometer adalah

sebagai alat pengukur mengukur transmitan atau absorban suatu sampel dari
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panjang gelombang. Prinsip kerja dari alat ini adalah sumber cahaya yang
datang merupakan sinar polikromatis yang dilewatkan melalui monokromator
sehingga menjadi sinarmonokromatis yang kemudian diteruskan melalui sel
yang berisi sampel. Sebagian sinar akan diserap oleh sel dan sebagian lagi
akan diteruskan ke fotosel yang berfungsi untuk mengubah energi cahaya
menjadi energi listrik. Energi listrik yangakan memberikan sinyal pada
detektor yang kemudian akan diubah menjadi nilai serapan (absorbansi) dari

zat yang dianalisa (Eka Putri, 2017).
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(1)
BAB III

METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini sudah dilakukan pada bulan Juni sampai Agustus 2024

bertempat di Laboratorium Mikrobiologi Program Studi Sarjana Farmasi,

Institut Kesehatan Mitra Bunda Batam.

3.2 Alat dan Bahan

321 Alat
Alumunium foil, erlenmeyer (Iwaki), blender, pinset, bunsen, pipet
mikro (BioHit, Finlandia), autoklaf (Nesco), timbangan analitik (Kenko,
Jepang), waterbath, rotary evaporator (Heidolph, Jerman), sentrifugasi
(Hettich, Jerman), beaker glass (pyrex), tabung reaksi, cawan petri,
incubator, batang pengaduk. jarum ose, kertas cakram, penggaris, oven,
hot plate, sonikator, jangka sorong, sarung tangan, gelas ukur (Pyrex), labu

ukur (Iwaki), vortex mixer (Velp), spektrofotometri UV-Vis, laminar air

flow (LAF).

3.2.2 Bahan

Daun mangkokan (Polyscias scutellaria) , media NA (Nutrien agar),
bakteri Escherichia coli dan bakteri Stapylococcus aureus, aquadest
steril, H2SO04 (Asam Sulfat), kloramfenikol 30 pg/disk, ChCl (kolin
klorida), CAc (asam sitrat), kuarsetin, DMSO 10%, metanol, AICI;
(Alumunium Klorida), masker, handscoon, tissue, FeCls ( Besi III

Klorida), HCL (asam klorida), BaCl> (Barium Klorida), NaCL (Natrium
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klorida), kasa, pereaksi Meyer, pereaksi Bouchardat, larutan Mc.Farland,

pereaksi Dragendrof dan serbuk Mg.

3.3 Prosedur Kerja
3.3.1 Determinasi Tumbuhan
Determinasi tanaman mangkokan (Pelyscias scutellaria) dilakukan
di Herbarium Universitas Andalas Padang, Sumatra Barat. Tujuan dari
determinasi ini untuk memastikan bahwa sampel yang digunakan adalah

daun mangkokan (Polyscias scutellaria).

3.3.2 Pembuatan Sampel Daun Mangkokan
Tumbuhan daun mangkokan (Polyscias scutellaria) diperoleh dari
daerah Kec. Sekupang, Kota Batam, Kepulavan Riau. Pembuatan
simplisia dimulai dari pengumpulan bahan sampel yaitu daun mangkokan
dan beratnya 2 Kg. Kemudian dilakukan pencucian pada sampel dengan
menggunakan air mengalir untuk menghilangkan kotoran hingga bersih,
lakukan pengeringan sampel dengan diangin anginkan, setelah kering

simplisia dihaluskan menjadi serbuk dengan cara diblender.

3.3.3 Preparasi NADES
Penelitian ini menggunakan pelarut NADES dengan kombinasi
kolin klorida dan asam sitrat dengan perbandingan rasio mol 1:2 (Rusli et
al., 2022). Campuran tersebut diaduk menggunakan magnetic stirrer pada
suhu 80°C selama + 60 menit dengan kecepatan 500 rpm hingga diperoleh
larutan yang homogen. Larutan kemudian dimasukkan kedalam wadah

tertutup rapat ( Rahman et al., 2023).
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3.3.4 Pembuatan Ekstrak Daun Mangkokan Dengan Metode UAE

Sebanyak 2 gram serbuk simplisia daun mangkokan ditimbang,
kemudian dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan ditambahkan 40 mL
pelarut NADES. Pelarut NADES yang digunakan adalah campuran kolin
klorida dan asam sitrat. Selanjutnya diekstraksi menggunakan sonikator
selama 25 menit. Hasil ekstraksi kemudian disentrifus selama 10 menit
dengan suhu 25°C pada 4000 rpm. Hasil sentrifus kemudian disaring
menggunakan kertas saring untuk memisahkan filtrat dan ampas lalu

dimasukkan kedalam wadah yang tertutup rapat ( Rahman et al., 2023).

3.3.5 Skrining Fitokimia Simplisia Dan Ekstrak

a. Simplisia Daun Mangkokan
1. Uji Alkaloid

Sebanyak 5 g serbuk simplisia ditambahkan 1 ml asam
klorida 2 N dan 9 ml air suling, dipanaskan di atas tangas air selama
2 menit, didinginkan dan disaring. Filtrat yang diperoleh digunakan
untuk uji alkaloid. Diambil 2 tabung reaksi, masing-masing tabung
dimasukkan ,5 ml filtrat. Masing-masing tabung reaksi ditambahkan
2 tetes pereaksi mayer dan dragendorff. Alkaloid positif jika terjadi
endapan. Bila positif maka sampel dinyatakan mengandung alkaloid,

yaitu terbentuknya endapan putih atau kuning (DepKes RI, 1989).
2. Uji Flavonoid

Sebanyak 1 gram serbuk simplisia ditambahkan 10 ml air

panas lalu didihkan selama 5 menit, disaring dalam keadaan masih
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panas. Filtrat yang diperoleh diambil sebayak 5 ml lalu ditambahkan
0.1 gram serbuk magnesium dan 1 ml HCI kemudian dikocok dan
dibiarkan memisah. Serbuk mengandung flavonoid apabila terjadi
perubahan warna merah kuning ada filtrat atau warna jingga merah
pada lapisan amil alkohol (DepKes RI, 1989).

3. Uji Tanin

2
Sebanyak 1 gram serbuk simplisia didihkan selama 3 menit

dalam 10 ml air suling, dinginkan dan disaring, filtrat yang diperoleh
diencerkan dengan air suling hingga bening atau tidak berwarna.
Diambil 2 ml larutan lalu tambahkan dengan 1-2 tetes besi (I1I) klorida
5%, dan dilihat perubahan warna yang terjadi apabila warna berubah
menjadi biru atau hijau kehitaman maka serbuk simplisia

mengandung Tanin (DepKes RI, 1989).
4. Uji Saponin

Sebanyak 0,5 gram serbuk simplisia dimasukan ke dalam tabung
reaksi lalu itambahkan 10 ml air panas, dinginkan sebentar setelah
dingin dikocok kuat selama 15 menit, apabila terbentuk buih yang
mantap selama 10 menit dan buih setinggi 1- 10 cm serta saat di tetesi

1 tetes asam klorida 2 N buih masih ada maka serbuk tersebut

mengandung senyawa Saponin (DepKes RI, 1989).
b. Ekstrak NADES Daun Mangkokan

1. Uji Alkaloid
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Diambil ekstrak daun mangkokan 2 ml dimasukkan pada
tabung reaksi, kemudian ditambahkan 5 mL HCI1 2N. Hasil dibagi ke
dalam 2 tabung. Pada tabung 1 ditambahkan pereaksi Mayer dan
tabung 2 ditambah pereaksi Dragendorff. Jika pada tabung 1
membentuk endapan putih, maka hasil dikatakan positif. Jika pada
tabung 2 terbentuk endapan merah bata, maka hasil dikatakan positif

(Harborne, 1996).
2. Uji Flavonoid

Diambil ekstrak daun mangkokan 2 ml ditambahkan 5 mL air,
kemudian dipanaskan selama 5 menit dan disaring. Pipet 2 mL filtrat
dan ditambahkan serbuk Mg 0,05 mg dan HCI pekat 1 mL. Ketiga
bahan tersebut dihomogenkan dengan cara dikocok. Jika terjadi
perubahan warna menjadi kuning dan jingga, maka hasil tersebut

dikatakan positif mengandung Flavonoid (Harborne, 1996).
3. Uji Tanin

Diambil 2 ml ekstrak NADES daun mangkokan dimasukkan
ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 2 mL FeCl3. Jika
terbentuk warna hitam kehijavan, maka hasil dikatakan positif

(Harborne, 1996).
4. Uji Saponin

Diambil 2 ml ekstrak NADES daun mangkokan dimasukan
kedalam tabung reaksi. Ditambahkan beberapa tetes air panas,

kemudian dikocok selama 5-15 menit. Diteteskan 1 tetes HCL 2N.
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Jika positif saponin akan ditandai dengan adanya busa permanen

(Harborne, 1996).

3.3.6 Analisis Kadar Flavonoid Total

1. Pembuatan Larutan Standar Kuersetin

Larutan standar kuersetin dengan konsentrasi 1000 ppm,
dimasukkan 10 mg kuersetin ke dalam labu ukur 10 mL kemudian
ditambahkan etanol hingga tanda batas. Larutan standar kuersetin

harus selalu baru (Rusli er al., 2023).
2. Penentuan Panjang Gelombang Maksimal kuarsetin

Dipipet 1 mL larutan standar kuersetin dengan konsentrasi 100
ppm kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL, ditambahkan
0,1 mL alumunium korida 10%, 0,1 mL natrium asetat 1 M, 3 mL
etanol dan ditambahkan dengan aquades sampai tanda batas, dikocok
hingga homogen. Didiamkan selama 30 menit, kemudian diukur
absorbansi sampel pada panjang gelombang 400-500 nm

menggunakan spektrofotometri UV-Vis (Rusli et al., 2023).
3. Pembuatan Kurva Regresi

Dibuat deret standar kuersetin 20, 40,60, 80, dan 100 ppm dari
larutan 1000 ppm. Sebanyak 0,2; 04; 0,6; 0,8; dan 1 mL larutan
standar kuersetin dipipet kedalam labu ukur masing-masing 10 mL
kemudian ditambahkan 3 mL etanol, lalu ditambahkan 0,1 mL
alumunium klorida 10%, 0,1 mL natrium asetat 1 M lalu ditambahkan

aquades sampai tanda batas, dikocok, homogenkan dan inkubasi
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selama waktu optimum pada suhu kamar. Larutan diukur
absorbansinya dengan maksimum yang didapat. Dibuat kurva regresi

dari hasil ukur serapan yang telah didapatkan (Rusli et al., 2023).
4. Analisis Kadar Flavonoid Total

Dipipet 5 mL ekstrak cair dimasukkan ke dalam labu ukur 10
ml kemudian ditambahkan etanol hingga tanda batas dan
dihomogenkan. Kemudian dipipet 1 mL dimasukkan ke dalam labu
ukur 10 mL, ditambahkan 3 mL etanol, 1 mL alumunium klorida
10%. 0,1 mL natrium asetat 1 M dan ditambahkan aquades sampai
tanda batas, dikocok, homogenkan, dan inkubasi selama waktu selama
30 menit pada suhu kamar. Kemudian diukur serapannya dengan

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum (Rusli

etal., 2023).

3.3.7 Sterilisasi Alat
Sebelum dilakukan penelitian semua alat yang akan digunakan
disterilisasi terlebih dahulu. Alat-alat gelas disterilkan dalam oven pada
suhu 170°C selama + 2 jam, jarum ose dan pinset dibakar dengan
pembakaran diatas api langsung dan media disterilkan dalam autoklaf pada

suhu 121°C selama 15 menit (Wahyuni & Karim, 2020).

3.3.8 Pembuatan Media Nutrient Agar
Pembuatan media agar dilakukan dengan cara 3,36 gram Nutrient
Agar dilarutkan ke dalam 120 ml aquadest ke dalam erlenmeyer. Kemudian

campuran tersebut dipanaskan di atas hot plate agar homogen sampai
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mendidih selama + 40 menit. Media agar disterilkan ke dalam autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit. Setelah disterilisasi, media lalu didinginkan
hingga suhunya mencapai 45°C, baru kemudian dituangkan masing-masing
sebanyak 20 ml ke dalam cawan petri. Media Nutrient Agar (NA) yang telah
dituang ke dalam cawan petri dibiarkan hingga memadat (Retnaningsih et

al., 2019).

3.3.9 Peremajaan Bakteri

Sebelum dilakukan uji antibakteri, bakteri yang akan digunakan
harus diregenerasikan terlebih dahulu. Hal yang pertama kali harus
dilakukan adalah membuat biakan agar miring, yaitu dengan menggoreskan
biakan satu ose dari bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus
masing-masing pada agar miring yang masih baru kemudian diinokulasi

pada suhu 37°C selama 24 jam didalam inkubasi.

3.3.10 Pembuatan Standar Mc. Farland

Larutan H2S04 1% sebanyak 99,5 ml dicampurkan dengan larutan
BaClI2.2H:0 | sebanyak 0,5 ml dalam erlenmeyer. Kemudian dikocok
sampai terbentuk larutan yang keruh. Kekeruhan ini dipakai sebagai standar

kekeruhan suspensi bakteri uji (Muljono et al., 2016).

3.3.11 Pembuatan Suspensi Bakteri

Biakan bakteri yang telah berumur 24 jam diambil dari agar miring
sebanyak 2 ose, koloni bakteri uji disuspensikan kedalam 10 ml NaC10.9 %
steril dalam tabung reaksi steril. Kemudian dihomogenkan dengan vortex.

Kekeruhan dibandingkan dengan Me. Farland (Muljono er al., 2016).
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3.3.12 Pembuatan Kontrol Positif dan Kontrol Negatif

Kontrol positif dalam pengujian ini menggunakan Kloramfenikol
30 pg/disc. Kontrol negatif yang digunakan dalam penelitian ini yaitu
menggunakan pelarut DMSO (Dimetilsulfoksida) 1000 p g/disk yang dibuat
dengan mengambil 10 mL DMSO dilarutkan dalam aquades sebanyak 10

ml.

3.3.13 Pembuatan Konsentrasi Ekstrak NADES Daun Mangkokan

Pada penelitian ini menggunakan empat macam konsentrasi yaitu

10
konsentrasi ekstrak 2000 pg/disk, 4000 pg/disk, 6000 pg/disk dan 8000
pigldisk. Masing-masing dilakukan sebanyak tiga kali pengulangan. Kontrol

positif yang digunakan yaitu Kloramfenicol disk dan kontrol negatifnya

yaitu DMSO 1000 u g/disk.

3.3.15 Uji Aktifitas Antibakteri

Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode (disc
diffusion) menggunakan kertas cakram. Konsentrasi ekstrak yang

10
digunakan 2000 pg/disk, 4000 ug/disk, 6000 ug/disk dan 8000 pg/disk.

n[rol positif kloramfenicol 30 pg/disk dan kontrol negatif DMSO 1000
pgldisk. Menggunakan 6 cawan petri dengan enam perlakuan dan tiga kali
pengulangan. Cawan petri yang telah disterilkan, dipanaskan
dipinggirannya menggunakan api bunsen. Kemudian tuang sebanyak 20 ml
Nutrient Agar (NA) dimasukkan kedalam masing- masing cawan petri dan
kemudian dioleskan menggunakan cotton steril media tersebut sampai

memenuhi semua permukaan media. Dibiarkan 1-5 menit agar suspensi

masuk kedalam media agar. Selanjutnya dipipet menggunakan mikropipet
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pada kertas cakram, masing-masing larutan dengan konsentrasi ekstrak
NADES daun mangkokan 2000 .’d.!'.vk, 4000 pg/disk, 6000 pg/disk dan
8000 pg/disk. Kemudian tempelkan kertas cakram di atas permukaan
Nutrient Agar. Kontrol positif menggunakan kloramfenicol disk dan kontrol
negatif menggunakan DMSO, lakukan pengulang sebanyak 3 kali. Cawan
petri diinkubasi dalam inkubator selama | x 24 jam pada suhu 37°C.

Aktivitas antibakteri ditetapkan dengan mengukur diameter zona bening

yang terbentuk menggunakan jangka sorong (Misna & Diana, 2016).

?.4 Analisis Data

Analisis data dalam penelitian ini dilakukan dengan metode kuantitatif
dan kualitatif dimana untuk metode kuantitatif dilakukan untuk melihat kadar
flavonoid total dalam larutan sampel ditentukan dengan persamaan regresi
linear, yaitu y = a + bx dimana y menyatakan nilai pengukuran absorbansi
sedangkan x kadar flavonoid total dalam sampel dari kurva kalibrasi kuersetin
dan metode analisis deskriptif kualitatif dengan penyajian data dalam bentuk
tabel dan pengamatan terhadap pengukuran diameter zona hambat dari daerah

bening dari ekstrak NADES daun mangkokan.
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

1.1 Determinasi Tumbuhan

Pada penelitian ini sampel daun mangkokan diambil di Sekupang, Kota
Batam. Sampel yang telah diambil sebelumnya dilakukan identifikasi yang
bertujuan untuk mengetahui kebenaran tumbuhan yang akan diteliti, untuk
menghindari kesalahan dalam pengumpulan bahan serta menghindari kemungkinan
tercampurnya bahan dengan tumbuhan lain. Identifikasi ini dilakukan di Herbarium
Universitas Andalas, Padang. Hasil determinan tumbuhan menunjukkan identitas
tanaman tersebut merupakan spesies (Polyscias scutellaria) dari famili Araliaceae.

(Lampiran 4).

1.2 Simplisia Daun Mangkokan

Hasil simplisia daun mangkokan yang telah didapatkan diperoleh serbuk
simplisia sebanyak 500 g dari 2 kg daun mangkokan yang telah dibersihkan dengan
air mengalir kemudian ditiriskan, tujuan dicuci menggunakan air mengalir agar
kotoran tidak menempel kembali ke simplisia kemudian dikeringkan dan diblender

hingga halus.

1.3 Ekstrak NADES Daun Mangkokan

Proses menggunakan metode UAE dari 2 gram simplisia dengan
penambahan kombinasi pelarut kolin klorida dan asam sitrat yang didapatkan 40
ml. Sehingga diperoleh hasil sebanyak 20 ml setelah disentrifugasi. Pemilihan
metode ekstraksi didasarkan pada berbagai pertimbangan seperti efisiensi waktu,

efisiensi biaya, jumlah pelarut yang digunakan. Pada penelitian ini, proses ekstraksi
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menggunakan metode UAE. Hal ini dikarenakan proses ekstraksi pada ekstrak
NADES menggunakan gelombang ultrasonik yang dapat menarik zat aktif lebih

banyak (Rusli et al., 2022).

1.4 Skrining Fitokimia Simplisia dan Ekstrak NADES Daun Mangkokan
Pada penelitian ini simplisia dan ekstrak NADES daun mangkokan
dilakukan skrining fitokimia untuk mengetahui golongan senyawa senyawa yang
terdapat didalam daun mangkokan. Simplisia daun mangkokan menunjukkann hasil
positif untuk alkaloid, flavonoid, saponin dan tanin yang dapat dilihat pada (Tabel
4.1) Lampiran 11. Ekstrak NADES daun mangkokan menunjukkann hasil positif
27

untuk alkaloid, flavonoid, saponin dan hasil negatif untuk tanin yang dapat dilihat

pada (Tabel 4.2) Lampiran 12.

Tabel 4.1 Hasil skrining fitokimia simplisia daun mangkokan

Pemeriksaan Pereaksi Hasil Uji Keterangan
Alkaloid Reagen Mayer (+) Terbentuk
endapan putih
Alkaloid Reagen (+) Terbentuk
Dragendorf endapan merah
bata
Flavonoid HCL pekat dan (+) Terbentuk warna
serbuk Mg kuning
Saponin Aquadest panas (+) terbentuk busa
dan HCI 2N atau buih
Tanin Aquadest panas (+) terbentuk warna
dan FeCl3 ( Ferri hijau kehitaman
klorida)
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Dalam hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh (
Sadiah et al.,2015) menunjukkan bahwa simplisia daun mangkokan sebelum

diekstraksi positif mengandung alkaloid. saponin, flavonoid, dan tanin.

Tabel 4.2. Hasil skrining fitokimia ekstrak NADES daun mangkokan

Pemeriksaan Pereaksi Hasil Uji Keterangan
Alkaloid Reagen Mayer (+) Terbentuk
endapan putih
Alkaloid Reagen (+) Terbentuk
Dragendorf endapan merah
bata
Flavonoid HCL pekat dan (+) Terbentuk warna
serbuk Mg kuning
Saponin Aquadest panas (+) terbentuk busa
dan HCI 2N atau buih
Tanin Aquadest panas (-) Tidak terbentuk
dan FeCl3 ( Ferri warna biru atau
klorida) hijau kehitaman

Hasil skrining fitokimia setelah ekstraksi menunjukkan bahwa pada ekstrak
NADES daun mangkokan mengandung senyawa metabolit sekunder alkaloid,
saponin, flavonoid, dan negatif untuk tanin. Hasil ini berbeda dengan yang diteliti
oleh (Sadiah er @l.,2015) tentang skrining menggunakan simplisia dan ekstrak
etanol daun mangkokan yang mengandung senyawa alkaloid, saponin, flavonoid,
tanin. Adanya perbedaan kandungan senyawa aktif yang dihasilkan dari jenis
tanaman yang sama dipengaruhi beberapa faktor diantaranya gen, suhu,
kelembaban, cahaya, pH, letak geografis dan kandungan unsur hara dalam tanah
(Salim er al., 2016). Selain itu, perbedaan pelarut dalam ekstraksi juga
mempengaruhi kandungan senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan sehingga

mempengaruhi keoptimalan penarikan senyawa metabolit sekunder.
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1.5 Kadar Flavonoid Total Ekstrak NADES Daun Mangkokan

Tabel 4.3 Hasil Kadar Flavonoid Ekstrak NADES Daun Mangkokan

Kadar Kadar Flavonoid

Flavonoid Total Dalam
Sampel Absorban Rata-rata Total Dalam | Sampel (ekstrak)
Absorban Larutan (mgEQ/g)
Sampel
(pg/ml)
Sampel
Ekstrak Daun 0,501 0.503 49 444 4.944
Mangkokan (pg/ml) mgEQ/gSimplsia
0,504
0,504

Senyawa yang terkandung dalam ekstrak tergantung kepada pelarut yang
digunakan yaitu NADES sehingga memperoleh hasil kandungan flavonoid total
sebesar 4,944 mgEQ/gSimplisia jumlah kandungan flavonoid didapatkan dari hasil
kurva kalibrasi kuarsetin yang terdapat pada (Lampiran 13,Lampiran 14), dengan

panjang gelombang 443 yang diukur di Spektrofotometri U/V-Vis.

Pada pengujian kadar flavonoid total menggunakan standar baku kuarsetin
(QE). Pemilihan kuarsetin (QE) sebagai standar baku dikarenakan kuersetin
merupakan salah satu senyawa flavonoid kelompok flavonol. Selain itu, kuersetin
memiliki molekul yang dapat menarik air atau hidrofilik dan molekul yang dapat
melarutkan lemak atau lipofilik sehingga dapat menurunkan tegangan permukaan

sel yang akhirnya menyebabkan kehancuran bakteri (Nurul,2012).

NADES memiliki kemampuan yang tinggi untuk mengekstrak senyawa
flavonoid, hal ini terkait dengan interaksi ikatan hidrogen antara senyawa flavonoid

dengan molekul NADES (Rusli et al., 2022). Pelarut NADES terbaik dalam




38

mengekstraksi senyawa flavonoid. Kadar flavonoid yang menggunakan pelarut
NADES dengan metode ekstraksi UAE lebih besar dibandingkan mengunakan
pelarut etanol dengan metode ekstraksi maserasi. Hal ini dikarenakan proses
ekstraksi pada ekstrak NADES menggunakan gelombang ultrasonik yang dapat
menarik zat aktif lebih banyak, penggunaan pelarut NADES juga mempengaruhi

kadar flavonoid.

Hal ini berbeda dengan penelitian sebelumnya oleh (Nur, 2020) kadar
flavonoid yang didapatkan sebesar 1,83 mgEQ/gSimplisia menggunakan etanol
dengan metode ekstraksi maserasi. Perbedaan pelarut serta metode ekstraksi pada
penelitian ini dengan yang sebelumnya menjadi faktor yang mempengaruhi jumlah

kandungan kimia pada tanaman daun mangkokan.

1.6 Hasil Uji Antibakteri Ekstrak NADES Daun Mangkokan Terhadap
Escerichia coli

Berdasarkan hasil yang telah didapatkan dari pengujian aktivitas antibakteri
ekstrak NADES daun mangkokan terhadap bakteri Escerichia coli maka dapat
diketahui bahwa Ekstrak NADES dari daun mangkokan dapat menghambat
pertumbuhan bakteri Escerichia coli yang ditandai dengan terbentuknya zona
bening disekitar disk, hal ini dapat dilihat pada Lampiran 15..

Tabel 4.4. Hasil pengukuran zona hambat ekstrak NADES daun mangkokan

terhadap bakteri Escerichia coli

Daya Hambat

Perlakuan Bakteri (mm)
Perlakuan 1 Perlakuan 2 Perlakuan 3 Rata-rata
Konsentrasi 10,7 mm 17,5 mm 6.8 mm 11,6 mm
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2000 pg/disk
Konsentrasi 14,4 mm 21 mm 10,3 mm 15,2 mm
4000 pg/disk
Konsentrasi 14,9 mm 235 mm 11,6 mm 16,6 mm
6000 ug/disk
HE
Konsentrasi 17,6 mm 25 mm 12,3 mm 18,3 mm
8000 pgidisk
Kontrol + 24,2 mm 22 4 mm 24,6 mm 23,7 mm
(Kloramfenikol
30 pg/disk
pg/disk)
Kontrol — 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
(DMSO)
Escerichia coli
s
20
E b m Pl
= 10
5 III P2
N = P3
& 0 4000 6000 8000 Kontrol  Kontrol
§ %isk ug/disk pg/disk pg/disk positif  negatif
A

Konsentrasi

Gambar 4.1 Diagram Data Grafik Diameter Zona Hambat pada Tiga Kali
Pengulangan Bakteri Escerichia coli

Berdasarkan tabel diata hasil pengukuran zona hambat bakteri Escherichia

coli pada konsentrasi 2000 ug/disk diperoleh diameter rata-rata zona hambat

sebesar 11,6 mm, pada konsentrasi 4000 pg/disk diperoleh diameter rata-rata zona

hambat sebesar 15.2 mm, pada konsentrasi 6000 pg/disk diperoleh diameter rata-

rata zona hambat 16,6 mm, pada konsentrasi 8000 i g/disk diperoleh diameter rata-

rata zona hambat 18,3 mm dan hasil pengukuran untuk kontrol positif antibiotik

kloramfenikol 30 y g/disk diperoleh diameter rata-rata sebesar 23,7 mm sedangkan
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untuk kontrol negatit DMSO diperoleh diameter rata-rata zona hambat sebesar 0

mm.

1.7 Hasil Uji Antibakteri Ekstrak NADES Daun Mangkokan Terhadap
Staphylococcus aureus

Berdasarkan hasil yang telah didapatkan dari pengujian antimikroba ekstrak
NADES daun mangkokan terhadap bakteri Staphylococcus aureus maka dapat
diketahui bahwa ekstrak NADES dari daun mangkokan dapat menghambat
pertumbuhan bakteri Staphylococeus aureus yang ditandai dengan terbentuknya
zona bening disekitar disk, hal ini dapt dilihat pada Lampiran 16.

Tabel 4.5. Hasil Pengukuran Zona Hambat Ekstrak NADES Daun Mangkokan

Terhadap Bakteri Staphylococcus aureus

Daya Hambat
Perlakuan Bakteri (mm)
Perlaﬂan 1 Perlakuan 2 Perlakuan 3 Rata-rata
Konsentrasi 8 mm 8,5 mm 7,1 mm 7,8 mm
2000 pg/disk
Konsentrasi 12,3 mm 14 mm 132 mm 13,1 mm
4000 pg/disk
Konsentrasi 16,2 mm 154 mm 14,1 mm 152 mm
6000 pg/disk
Konsentrasi 159 mm 16,2 mm 17,6 mm 16,5 mm
8000 pg/disk
Kontrol + 17,6 mm 19,3 mm 238 mm 202 mm
(Kloramfenikol
30 pgldisk)
Kontrol — 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
(DMSO)
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Staphylococcus aureus

25
20

5
m Pl
II | = P2
0 P3

00 4000 6000 8000 Kontrol  Kontrol
disk pg/disk pg/disk  pgfdisk  positif  negatif

[
=]

Diameter Zona Hambat
w

Konsentrasi

Gambar 4.2 Diagram Data Grafik Diameter Zona Hambat pada Tiga Kali
Pengulangan Bakteri Staphylococcus aureus

Berdasarkan tabel diatas hasil pengukuran zona hambat bakteri
Staphylococcus aureus pada konsentrasi 2000 pg/disk diperoleh diameter a-rata
zona hambat sebesar 7.8 mm, pada konsentrasi 4000 pg/disk diperoleh diameter
a-rata zona hambat sebesar 13,1 mm, pada konsentrasi 6000 pg/disk diperoleh
diameter rata-rata zona hambat 15,2 mm, pada konsentrasi 8000 p g/disk diperoleh
diameter ratap-rata zona hambat 16,5 mm dan hasil pengukuran untuk kontrol
positif antibiotik kloramfenikol 30 pg/disk diperoleh diameter rata-rata sebesar 20,2

mm sedangkan untuk kontrol negatif DMSO diperoleh diameter rata-rata zona

hambat sebesar 0 mm.

Dalam hal ini berbeda dengan penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh
(Islami, 2022) uji antibakteri ekstrak etanol daun mangkokan terhadap bakteri
escerichia coli mendapatkan hasil respon zona hambat sedang, pada bakteri
staphylococcus aureus mendapatkan respon zona hambat kuat pada konsentrasi
0% dan 100% dan dalam respon zona hambat lemah pada konsentrasi 20% dan
40%. Sedangkan pada penelitian ini menggunakan pelarut NADES mendapatkan

hasil respon zona hambat yang lebih bagus terhadap bakteri Escerichia coli dan

pada bakteri Staphylococcus aureus.
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Hasil pengujian ekstrak NADES daun mangkokan menunjukkan adanya
aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.,
yang ditandai dengan adanya zona bening pada masing-masing uji. NADES
terbukti mampu mengantikan pelarut organik konvesional yang memiliki sifat
mudah menguap, mudah terbakar dan toksik. NADES juga memiliki rentang
polaritas yang lebar dimana kepolaran dari NADES dapat lebih tinggi dari pada air,
metanol, dan etanol sehingga NADES mampu menarik metabolit yang memiliki
kepolaran yang rendah hingga menengah baik yang sukar larut dalam air bahkan

tidak larut dalam air (Afandi et al., 2021).

Penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak NADES daun mangkokan
(Poliyscias Scutellaria) dapat menghambat pertumbuhan bakteri Escerichia coli
dan Staphylococcus aureus. Terbentuknya zona hambat pada saat pengujian
aktivitas antibakteri dikarenakan ekstrak NADES daun mangkokan yang digunakan
mengandung senyawa flavonoid yang dijelaskan oleh penelitian sebelumnya
(Sabrina, 2022) yang menunjukkan bahwa ekstrak daun mangkok yang
mengandung senyawa flovanoid memiliki efektivitas sebagai antibakteri.
Mekanisme kerja flavonoid sebagai senyawa yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri dengan cara pembentukan senyawa kompleks terhadap protein ekstraseluler
yang dapat merusak dan mengganggu keutuhan membran sel pada bakteri

(Retnowati er al., 2016).
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BAB S
KESIMPULAN

5.1 Kesimpulan

1. Ekstrak NADES daun mangkokan (Poliyscias scutellaria) positif
mengandung flavonoid. Kadar flavonoid total ekstrak NADES daun

mangkokan yaitu 4,944 mgEQ/gSimplisia.

2. Ekstrak NADES daun mangkokan (Poliyscias scutellaria) memiliki aktivitas

antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphylococcos aureus.
5.2 Saran

1. Pada penelitian selanjutnya dapat dilakukan pengujian menggunakan pelarut

NADES dengan kombinasi perbandingan yang berbeda.

2. Pada penelitian selanjutnya dapat dilakukan uji konsentrasi hambat minimum

(KHM) ekstrak NADES daun mangkokan.
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