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SARI 

Penggunaan antibiotik yang tidak tepat, berlebihan dan penyalahgunaan 

antibiotik mampu membuat mikroorganisme resistensi terhadap antibiotik. Salah 

satu bakteri yang mengalami resistensi terhadap suatu antibiotik adalah 

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Methicillin Resistant 

Staphylococcus aureus merupakan strain Staphylococcus aureus yang resisten 

terhadap metisilin dan antibiotik golongan betalaktam. WHO merekomendasikan 

untuk mulai mencari antibiotik baru dan alternatif pengobatan lain dan 

menggunakan obat dari tanaman tradisional. Salah satu tanaman yang dapat 

dimanfaatkan sebagai sebagai antibakteri adalah tanaman rambutan 

Bagian tanaman rambutan yang dapat digunakan adalah bagian kulit buah. 

Berdasarkan kandungan kimia pada kulit buah rambutan binjai seperti flavonoid, 

fenolik, tanin, alkaloid, saponin, triterpenoid dan steroid yang berpotensi sebagai 

antimikroba. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadar senyawa fenolik dan 

aktivitas antibakteri fraksi kulit buah rambutan dengan perbedaan konsentrasi 1%, 

3% dan 5% terhadap pertumbuhan Methicillin Resistant Staphylococcus aureus.  

Metode ekstraksi yang digunakan adalah remaserasi dengan pelarut etanol 

70% diperoleh ekstrak kental, selanjutnya dilakukan fraksinasi menggunakan 

pelarut n-heksan, etil asetat, dan air dengan corong pisah. Hasil ekstrak dan fraksi 

masing-masing diuji skrining fitokimia dan uji penegasan kromatografi lapis tipis 

(KLT). Fraksi n-heksan, etil asetat, dan air kemudian dilakukan penetapan kadar 

senyawa fenolik dengan KLT-Densitometer dan pengujian aktivitas antibakteri 

terhadap bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus.  

Berdasarkan hasil skrining fitokimia dan uji penegasan Kromatografi Lapis 

Tipis (KLT) ekstrak dan fraksi kulit buah rambutan binjai mengandung senyawa 

fenol, flavonoid, tanin, alkaloid, saponin, triterpenoid dan steroid. Penelitian ini 

diperoleh kadar senyawa fenolik fraksi air sebesar 18,76236 mg GAE/g sampel, 

fraksi etil asetat 58,9238 mg GAE/g sampel, dan fraksi n-heksan 19,95158 mg 

GAE/g sampel. Fraksi etil asetat dilakukan pengujian terhadap bakteri Methicillin 

Resistant Staphylococcus aureus dengan konsentrasi 1% memiliki daya hambat 

sebesar 0,6955 cm, konsentrasi 3% 0,7780 cm dan konsentrasi 5% 0,8705 cm 

dengan kontrol positif sebesar 2,8110 cm.  

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa fraksi kulit buah 

rambutan binjai yang memiliki kadar senyawa fenolik tertinggi dan memiliki 

aktivitas antibakteri terbesar adalah fraksi etil asetat. Berdasarkan uji statistika 

anava 1 jalan pada aktivitas antibakteri didapatkan hasil perbedaan yang 

signifikan antar konsentrasi dilihat dari nilai signifikansi yaitu < 0,05. 

Berdasarkan uji statistika kadar senyawa fenolik fraksi n-heksan;fraksi etil asetat, 

dan fraksi etil asetat; fraksi air memiliki perbedaan yang signifikan.  

 

Kata kunci : kulit buah rambutan binjai, fraksi, kadar senyawa fenolik, 

antibakteri, Methicillin Resistant Staphylococcus aureus 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang Masalah  

Penyakit infeksi merupakan jenis penyakit yang paling banyak diderita oleh 

penduduk di negara berkembang, salah satunya negara Indonesia (Radji, 2011). 

Bakteri merupakan salah satu penyebab penyakit infeksi. Umumnya pengobatan 

untuk penyakit infeksi bakteri menggunakan antibiotik. Penggunaan antibiotika 

yang berlebihan dan tidak tepat dapat mengakibatkan masalah kekebalan atau 

resistensi bakteri terhadap antibiotika (Ardhany dkk., 2016). Resistensi antibiotik 

ini mengakibatkan penuruanan efektifitas antibiotik pada suatu bakteri. 

 Salah satu bakteri yang sering menyebabkan infeksi adalah Methicillin 

Resistant Staphylococcus aureus (MRSA). MRSA merupakan strain dari 

Staphylococcus aureus yang resisten terhadap antibiotik golongan beta laktam 

seperti meticillin, kloxasillin, flukloxasillin (Prasetio dkk., 2016). Methicillin 

Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan penyebab utama infeksi 

nosokomial, yaitu infeksi yang didapatkan di rumah sakit berupa infeksi 

pascaoperasi, infeksi saluran pernapasan, infeksi saluran urin maupun infeksi 

peredaran darah (Mardigan, 2012).  

Menurut (Chen dan Huang, 2014) tingkat prevalensi infeksi yang 

disebabkan oleh MRSA pada suatu rumah sakit di Indonesia sebesar 28%. Infeksi 

yang disebabkan oleh bakteri MRSA diketahui dapat diobati dengan salah satu 

antibiotik vankomisin, namun saat ini terjadi penurunan kepekaan MRSA 

terhadap obat tersebut sehingga menyebabkan kegagalan pengobatan (Nurani 
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dkk., 2018).  Seiring dengan peningkatan kejadian infeksi dan resistensi terhadap 

MRSA, WHO telah merekomendasikan untuk mulai mencari antibiotik baru dan 

alternatif pengobatan lain contohnya pengobatan dengan menggunakan obat dari 

tanaman tradisional (Rahmadeni dkk., 2019). Penggunaan obat tradisional alami 

sebagai alternatif pengobatan bukan tanpa alasan. Obat tradisional selain murah 

juga mudah didapat dan efek sampingnya lebih ringan dari pada pengobatan 

dengan obat-obat kimia atau bahkan tidak ada sama sekali (Rochmasari, 2013).  

Salah satu bahan alam yang dapat digunakan adalah kulit buah rambutan 

binjai. Ekstrak etanol dari kulit buah rambutan binjai mengandung flavonoid, 

tanin, fenol, triterpenoid, dan saponin (Swantara dkk., 2017). Hasil pengujian 

antibakteri menunjukkan pada konsentrasi ekstrak etanol kulit buah rambutan 

binjai sebesar 0,5% memiliki diameter hambat pada bakteri Staphylococcus 

aureus sebesar 8 mm (Selvia dkk., 2015). Penelitian juga dilakukan terhadap 

ekstrak etanol kulit buah rambutan binjai terhadap  bakteri Methicillin Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) dengan konsentrasi ekstrak sebasar 100,000 

µg/ml menghasilkan zona hambat 21,4 mm (Rostinawati dkk., 2018). Penelitian 

lebih lanjut dilakukan pada fraksi kulit buah rambutan dari ekstrak etanol 

ditemukan bahwa fraksi etil asetat dan fraksi air memiliki daya hambat terhadap 

bakteri Streptococcus mutans (Nurwidyawati, 2018).  

Senyawa fenolik di alam terdapat sangat luas mempunyai variasi struktur, 

mudah ditemukan pada semua tanaman, daun, bunga dan buah. Dalam konsentrasi 

tinggi, kandungan fenol dapat menembus dan mengganggu dinding sel bakteri dan 

mempresipitasi protein dalam sel bakteri. Konsentrasi yang lebih rendah, fenol 
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menginaktifkan sistem enzim penting dalam sel bakteri (Purwantiningsih dkk., 

2014). Ekstrak etanol kulit buah rambutan binjai mengandung senyawa fenolik 

sebanyak 39,7861 mgGAE/g sampel diukur dengan spektrofotometer UV-Vis 

(Swantara dkk., 2017). Menurut hasil penelitian (Muhtadi dkk., 2014) ekstrak 

etanol kulit buah rambutan memiliki kandungan fenolik tertinggi 373,19 mg 

GAE/ g sampel dibandingkan dengan sampel kulit lainnya.  

Pengukuran kadar senyawa fenolik telah banyak dilakukan dengan 

spektrofotometer UV-Vis. Penelitian ini menggunakan alat berupa Densitometer 

untuk mengukur kadar senyawa fenolik. Kadar senyawa fenolik diukur  

berdasarkan kesetaraan dengan asam galat. Perbedaan KLT-Densitometri dan 

spektrofotometri terletak pada sampel kompartemennya, jika spektrofotometri 

menggunakan kuvet sedangkan KLT-Densitometer menggunakan lempeng 

(Savitri dan Megantara, 2019). Digunakan KLT-Densitometer karena lebih 

spesifik pada asam galat. Dikatakan spesifik asam galat sendiri pada hasil 

Densitometer sendiri nantinya akan terlihat sampel pada peak ke berapa yang 

memiliki nilai Rf sama dengan baku asam galat. Pengukuran kadar senyawa 

fenolik dengan KLT-Densitometer memberikan banyak keuntungan. Keuntungan 

dari penggunaan alat KLT-Densitometer seperti memiliki spesifikasi yang tinggi, 

dapat dilakukan dengan mudah dan cepat, serta biaya yang dikeluarkan cukup 

murah karena pelarut yang digunakan relatif sedikit (Abdul, 2009). KLT-

Densitometer sendiri dapat digunakan untuk uji kualitatif yang ditunjukkan 

dengan Rf dan uji kuantitatif berupa luas area hal tersebut yang menyatakan 

bahwa KLT-Densitometer lebih spesifik.  
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Berdasarkan uraian tersebut, penelitian ini  mengacu pada senyawa fenolik 

dalam fraksi kulit buah rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.). Oleh karena  

itu dilakukan pengukuran kadar senyawa fenolik secara KLT-Densitometri dan 

aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri Methicillin Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA). Hasil penelitian ini diharapkan dapat digunakan 

sebagai dasar pengembangan ilmu pengetahuan.  

 

1.2 Rumusan Masalah 

1. Berapakah kadar senyawa fenolik yang terdapat pada fraksi n-heksan, etil 

asetat, dan air kulit buah rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.) yang 

diukur dengan KLT Densitometer ? 

2. Manakah fraksi kulit buah rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.) yang 

memiliki kandungan fenolik tertinggi yang diukur dengan KLT-Densitometer? 

3. Apakah ada perbedaan aktivitas antibakteri pada konsentrasi 1%, 3% dan 5% 

dalam fraksi kulit buah rambutan binjai (Nephelium lappceum L.) yang 

mengandung kadar fenolik tertinggi terhadap pertumbuhan bakteri Methicillin 

Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ? 

 

1.3 Batasan Masalah  

1. Bagian tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah kulit buah 

rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.) yang berwarna merah dan tidak 

busuk yang selanjutnya akan dikeringkan dan diserbuk.  

2. Kulit buah rambutan binjai diekstraksi menggunakan metode remaserasi 

selama 4 hari dengan pelarut etanol 70%.  
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3. Perbandingan serbuk dan pelarut sebanyak 1 : 10, penggantian pelarut 

sebanyak 3 kali, pertama setelah serbuk direndam selama 2 x 24 jam, dan 

selanjutnya setelah 1 x 24 jam (Kusumaningrum, 2012).   

4. Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah Methicillin Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA). 

5. Identifikasi senyawa flavonoid, alkaloid, tanin, fenolik, saponin,triterpenoid 

dan steroid dilakukan pada ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, 

fraksi air kulit buah rambutan dengan uji pendahuluan dan uji Kromatografi 

Lapis Tipis (KLT).  

6. Proses fraksinasi menggunakan corong pisah dengan pelarut n-heksan, etil 

asetat, dan air.  

7. Pengujian aktivitas antibakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus 

(MRSA) dilakukan dengan metode difusi sumuran dengan mengukur zona 

hambat.  

8. Kandungan senyawa fenolik yang diuji dalam penelitian ini adalah 

kandungan fenolik dalam fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air dari 

ekstrak etanol kulit buah rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.) yang 

diukur dengan KLT-Densitometer.  

9. Fraksi kulit buah rambutan binjai yang digunakan untuk uji aktivitas 

antibakteri adalah fraksi yang memiliki kadar senyawa fenolik paling tinggi.  

10. Konsentrasi 1%, 3%, dan 5% fraksi kulit buah rambutan binjai yang 

digunakan untuk uji aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri 

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus adalah fraksi yang memiliki 

zona hambat terbesar.  
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11. Kadar senyawa fenolik ditentukan dengan membandingkan area sampel 

dengan area baku asam galat, dinyatakan dalam gallic acid equivalent (GAE). 

 

1.4 Tujuan Masalah 

1. Mengetahui kadar senyawa fenolik yang terdapat pada fraksi n-heksan, fraksi 

etil asetat, dan fraksi air kulit buah rambutan binjai (Nephelium lappaceum 

L.) yang diukur dengan KLT Densitometer.  

2. Mengetahui fraksi kulit buah rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.) 

yang memiliki kadar fenolik tertinggi yang diukur dengan KLT-

Densitometer.  

3. Mengetahui ada perbedaan aktivitas antibakteri fraksi kulit buah rambutan 

binjai (Nephelium lappaceum L.) yang mengandung kadar senyawa fenolik 

tertinggi pada konsentrasi 1%, 3%, dan 5% terhadap pertumbuhan bakteri 

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

 

1.5 Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat menambah pengetahuan, wawasan, dan 

informasi di bidang farmasi mengenai kandungan senyawa fenolik dalam fraksi  

n-heksan, etil asetat, dan air kulit buah rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.) 

serta aktivitasnya sebagai antibakteri dan pengaplikasian alat KLT-Densitometer.  
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA DAN HIPOTESIS 

 

2.1 Tinjauan Tentang Tanaman Rambutan Binjai  

Rambutan yang termasuk ke dalam famili Sapindaceae merupakan salah 

satu jenis buah musiman yang dibudidayakan di Indonesia. Tanaman rambutan ini 

dapat hidup dengan kondisi iklim yang lembab dengan kisaran curah hujan 1.500-

2.500 mm/tahun. Tanaman rambutan akan tumbuh berkembang dan berbuah pada 

suhu sekitar 25°C yang diukur pada siang hari. Pohon rambutan dapat tumbuh 

baik pada dataran  rendah dengan ketinggian antara 30-500 mdpl, tanaman ini 

sendiri ternyata dapat tumbuh hingga ketinggian 8m. Pertumbuhan pohon 

rambutan dengan ketinggian di bawah 30 mdpl tidak begitu baik hasil 

pertumbuhannya (Mahisworo dkk, 1991). 

Bentuk buah rambutan sendiri memiliki struktur yang bervariasi tergantung 

pada jenis varietasnya. Struktur buah rambutan terdiri atas kulit buah, daging 

buah, dan biji dengan rata-rata berat tiap buah antara 33,80g – 68,15g. Pada kulit 

buah terdapat rambut dengan ukuran, struktur, dan warna yang bervariasi. Ukuran 

rambut pada kulit buah rambutan sendiri bervariasi mulai dari sangat pendek 

hingga dengan ukuran yang panjang. Struktur rambutnya sendiri bervariasi dari 

yang jarang dan kasar hingga jarang dan agak halus atau halus. Warna kulit 

rambut buah rambutan ini bervariasi dari merah dengan ujung hijau, hijau dengan 
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ujung kemerahan, hijau kekuningan dengan ujung merah sampai merah tua, atau 

merah dengan ujung kekuning-kuningan (Rukmana & Yuyun, 2002). 

Varietas buah rambutan binjai menurut survei yang dilakukan BAPPENAS 

(2000) merupakan salah satu rambutan yang terbaik di Indonesia dengan buah 

cukup besar, rasanya manis sedikit asam dan memiliki nilai ekonomis yang 

relative tinggi. Ekstrak etanol kulit buah rambutan binjai memiliki aktivitas 

antibakteri terhadap bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

dengan konsentrasi ekstrak sebesar 100,000 µg/ml menghasilkan zona hambat 

23,4 mm, dengan perbandingan kontrol positif (Tetracycline) 2500 µg/ml 

menghasilkan zona hambat 21,4 mm (Rostinawati dkk., 2018). Biji rambutan 

binjai memiliki kandungan polifenol lebih banyak yang dapat meningkatkan 

kecerahan kulit (Pambudi, 2016).  

2.1.1 Sistematika Tanaman 

Klasifikasi rambutan menurut (Kalie, 1994) adalah sebagai berikut : 

Kingdom : Plantae 

Divisi  : Spermatophyta 

Subdivisi : Angiospermae 

Kelas  : Dicotyledonae 

Ordo  : Sapindales 

Famili  : Sapindaccae 

Genus  : Nephelium  

Spesies : Nephelium lappaceum L. 
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Gambar 1. Buah Rambutan Binjai (Nephelium lappaceum L.) (Dokumentasi pribadi) 

2.1.2 Kandungan Kimia  

Kulit rambutan mengandung flavonoid, tanin dan saponin (Dalimartha, 

2005) serta antosianin yang diduga sebagai pigmen yang membuat kulitnya 

berwarna merah tua (Lydia dkk., 2001). Penelitian lebih lanjut dilakukan oleh 

(Kusumaningrum, 2012) yang menyebutkan bahwa kulit rambutan memiliki 

kandungan tanin, alkaloid, saponin, flavonoid, dan triterpenoid.  

1. Alkaloid  

 Alkaloid adalah senyawa metabolit sekunder mengandung unsur nitrogen 

(N) biasanya pada cincin heterosiklis dan bersifat basa. Alkaloid dalam tumbuhan 

umumnya berbentuk garam, yaitu berikatan dengan asam-asam organik yang 

terdapat dalam tumbihan, seperti asam suksinat, maleat, mekonat, kinat, dan 

bersifat larut dalam pelarut polar etanol ataupun air. Dalam bentuk basa, 

alkaloidlebih larut dalam pelarut nonpolar, seperti eter, benzena, toluen, dan 

kloroform (Hanani, 2015).  
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 Alkaloid dapat muncul di berbagai bagian tumbuhan tetapi, dapat diketahui 

bahwa pada spesies tertentu, biasanya hanya satu atau dua organ tertentu, dan 

bukan seluruh organ yang terutama berfungsi pada pembentukan alkaloid (Kar, 

2013). Alkaloid dalam tanaman berfungsi sebagai zat beracun, pelindung 

metabolik, faktor pertumbuhan yang sangat teratur, dan zat cadangan pada 

tumbuhan (Kar, 2013). Senyawa alkaloid mempunyai kemampuan antibakteri 

dengan cara mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada dinding sel 

bakteri (Robinson, 1991).  

2. Flavonoid  

 Flavonoid merupakan senyawa fenol yang paling banyak ditemukan di 

alam. Flavonoid umumnya ditemukan pada tanaman yang berwarna merah, ungu, 

biru, atau kuning. Flavonoid menurut strukturnya, merupakan turunan senyawa 

induk flavon yang berupa tepung putih yang terdapat pada tumbuhan primula, dan 

semuanya mempunyai sejumlah sifat yang sama. Flavonoid merupakan senyawa 

yang larut dalam air, dapat diekstraksi dengan etanol 70%, dan terdapat pada 

tumbuhan dalam bentuk glikosida (Harborne, 1987). Umumnya flavonoid 

ditemukan berikatan dengan gula membentuk glikosida yang menyebabkan 

senyawa ini lebih mudah larut dalam pelarut polar seperti metanol, etanol, 

butanol, dan etil asetat.  

 Senyawa golongan flavonoid dalam menghambat pertumbuhan bakteri 

dengan mendenaturasi protein sel bakteri dan merusak membran sel tanpa 

diperbaiki lagi. Flavonoid menghambat pertumbuhan bakteri dengan cara merusak 

permeabilitas dinding sel bakteri, mikrosom, dan lisosom sebagai hasil dari 
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interaksi antara flavonoid dengan DNA bakteri dan juga mampu melepaskan 

energi transduksi terhadap membran sitoplasma bakteri, serta menghambat 

motilitas bakteri (Robinson, 1991).  

3. Saponin 

 Saponin adalah suatu glikosida yang ada pada banyak tanaman. Saponin 

ada pada bagian tertentu dari tanaman dengan konsentrasi yang tinggi yang 

dipengaruhi oleh varietas tanaman dan tahap pertumbuhan. Saponin merupakan 

senyawa aktif permukaan dan memiliki sifat seperti sabun. Saponin dapat 

dideteksi karena kemampuannya membentuk busa dan menyebabkan hemolisis 

pada darah (Harborne, 1987). Mekanisme kerja dari saponin yaitu menghambat 

fungsi membran sel sehingga merusak permeabilitas membran yang 

mengakibatkan dinding sel rusak dan hancur. Saponin dapat mengakibatkan 

pecahnya lapisan lemak pada membran sel yang pada akhirnya menyebabkan 

gangguan permeabilitas membran sel. Hal tersebut mengakibatkan proses difusi 

bahan atau zat-zat yang diperlukan oleh jamur dapat terganggu, akhirnya sel 

membengkak dan pecah (Sugianitri, 2011). 

4. Tanin  

 Tanin merupakan senyawa polifenol yang larut dalam air, gliserol, metanol, 

hidroalkoholik, dan propilena glikol tetapi tidak dapat larut dalam benzena, 

kloroform, eter, dan karbon disulfida. Tanin mempunyai rasa sepat dan juga 

bersifat antibakteri dan astringen atau menciutkan dinding usus yang rusak karena 

bakteri atau asam. Mekanisme penghambatan tanin terhadap bakteri adalah 

dengan merusak membran sel, inaktivasi enzim-enzim esensial dan destruksi 

fungsi material genetik.  
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5. Triterpenoid  

 Senyawa-senyawa golongan triterpenoid diketahui memiliki aktivitas 

fisiologis tertentu, seperti antijamur, antibakteri, antivirus, kerusakan hati, 

gangguan menstruasi, dan mengatasi penyakit diabetes (Robinson, 1991).  

 

2.2 Tinjauan Tentang Ekstrak 

Ekstrak merupakan suatu sediaan pekat yang diperoleh dengan 

mengekstraksi zat aktif dari simplisia nabati atau simplisia hewani menggunakan 

pelarut yang sesuai, kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan dan 

massa atau serbuk yang tersisa diperlakukan sedemikian hingga memenuhi waktu 

yang telah ditetapkan (Departemen Kesehatan RI, 2014).  

Ekstrak merupakan sediaan kering, kental, atau cair dibuat dengan menyari 

simplisia nabati atau hewani menggunakan metode yang cocok, tanpa terpapar 

cahaya matahari langsung. Cairan penyari yang biasa digunakan adalah air, eter, 

atau campuran etanol dan air (Departemen Kesehatan RI, 1979).  

Ekstrak tanaman obat dari simplisia nabati bisa dijadikan sebagai bahan 

awal, bahan antara atau bahan produk jadi. Ekstrak sebagai bahan awal dijadikan 

komoditi bahan baku obat yang dengan teknologi fitofarmasi diubah menjadi 

produk jadi. Ekstrak sebagai bahan antara berarti masih dapat diolah lagi menjadi 

fraksi, isolat tunggal, ataupun campuran dengan ekstrak lain, dan sebagai produk 

jadi yaitu ekstrak yang berada dalam suatu sediaan obat dan siap digunakan oleh 

pasien (Departemen Kesehatan RI, 2000).  
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2.2.1 Metode Ekstraksi 

Ekstraksi adalah suatu cara penarikan satu atau lebih zat berkhasiat dari 

bahan asal dengan cairan penarik atau pelarut. Simplisia yang digunakan 

umumnya sudah dikeringkan, tetapi kadang simplisia segar juga dipergunakan. 

Simplisia dihaluskan terlebih dahulu untuk mempercepat proses difusi zat 

berkhasiatnya (Syamsuni, 2005).  

Maserasi adalah proses pengekstrakan simplisia dengan menggunakan 

pelarut dengan beberapa kali pengadukan pada temperatur ruangan. Keuntungan 

dari metode ini adalah pengerjaan dan alat yang digunakan sederhana, mudah 

digunakan, dapat digunakan untuk zat yang rusak dengan adanya pemanasan. 

Kerugian dari metode ini membutuhkan banyak pelarut dan waktu ekstraksi cukup 

lama.  

Remaserasi adalah metode ekstraksi yang dilakukan secara berulang, 

umumnya setiap hari cairan penyari diganti baru (Departemen Kesehatan RI, 

2000).  Metode ini dilakukan dengan pengulangan penambahan pelarut setelah 

dilakukan penyaringan maserat pertama dan seterusnya. Cara ini dapat menarik 

zat-zat berkhasiat yang tahan pemanasan maupun yang tidak tahan pemanasan 

(Departemen Kesehatan RI, 2000).  

2.2.2 Fraksinasi 

Fraksinasi adalah teknik pemisahan dan pengelompokan kandungan kimia 

ekstrak berdasarkan kepolaran. Pada proses fraksinasi digunakan dua pelarut yang 

tidak tercampur dan memiliki tingkat kepolaran yang berbeda. Senyawa-senyawa 

yang terdapat dalam ekstrak akan terpisah menurut kepolarannya (Akhsanita, 

2012).  



 14 

Pelarut pertama yang sering digunakan adalah air sedangkan sebagai pelarut 

kedua adalah pelarut organik atau pelarut yang tidak bercampur dengan air. 

Dengan demikian senyawa organik polar sebagian besar akan terdapat dalam fase 

air, sedangkan senyawa organik nonpolar terdapat dalam fasa organik. Peristiwa 

ini disebut dengan “like dissolves like” yang berarti bahwa senyawa yang bersifat 

polar akan larut dalam pelarut polar, dan senyawa yang bersifat nonpolar akan 

larut dalam senyawa nonpolar (Sudjadi, 1986).  

Corong pemisah atau corong pisah merupakan peralatan laboratorium yang 

digunakan dalam ekstraksi cair-cair untuk memisahkan komponen-komponen 

dalam suatu campuran atara dua fase pelarut dengan densitas berbeda yang tidak 

saling tercampur.  Metode partisi pelarut biasanya menggunakan dua pelarut yang 

tidak saling bercampur dalam corong pisah. Metode ini juga disebut penyarian 

cair-cair, yaitu proses pemisahan dimana suatu zat terbagi dalam dua pelarut yang 

tidak saling bercampur (Sarker dkk., 2005).  

 

2.3 Tinjauan Tentang Cairan Penyari 

2.3.1 Etanol 

Etanol banyak digunakan sebagai pelarut bahan-bahan kimia yang 

ditunjukkan untuk konsumsi dan kegunaan manusia. Etanol adalah cairan tak 

berwarna yang mudah menguap dengan aroma yang khas. Etanol terbakar tanpa 

asap dengan lidah api berwarna biru yang kadang-kadang tidak dapat terlihat pada 

cahaya biasa. Rumus molekul etanol C2H5OH atau rumus empiris C2H6O. 

Keuntungan penggunaan etanol dalam ekstraksi yaitu tidak menyebabkan 
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pembengkakan membran sel dan memperbaiki stabilitas bahan obat terlarut, selain 

itu sifatnya yang mampu mengendapkan albumin dan menghambat kerja enzim. 

Untuk meningkatkan penyarian biasanya digunakan campuran antara etanol dan 

air. Etanol dapat melarutkan alkaloida basa, kurkumin, kumarin, antrakuinon, 

flavonoid dan klorofil (Departemen Kesehatan RI, 1986).  

2.3.2 n-Heksan 

n-Heksan adalah salah satu pelarut yang bersifat nonpolar. n-Heksan bersifat 

sangat mudah terbakar. Sifat dari pelarut ini mudah menguap, pelarut n-Heksan 

biasa digunakan untuk melarutkan suatu senyawa yang  bersifat kurang polar pada 

selubung sel dan dinding sel (Harborne, 1987).  

2.3.3 Etil Asetat 

Etil asetat adalah senyawa organik dengan rumus empiris C2H5O(CO)CH3.. 

Senyawa ini merupakan ester dari etanol dan asam asetat. Senyawa ini berwujud 

cairan tak berwarna, memiliki aroma khas. Etil asetat merupakan pelarut 

semipolar yang volatil (mudah menguap), tidak bercaun dan tidak higroskopis. 

Etil asetat merupakan pelarut semipolar.  

 

2.4 Tinjauan Tentang Kromatografi  

Kromatografi adalah suatu metode pemisahan fisik, dalam hal ini 

komponen-komponen yang dipisahkan didistribusikan di antara dua fasa, salah 

satu fasa tersebut adalah suatu fase diam dengan permukaan yang luas, yang 

lainnya sebagi fase gerak yang mengalir lembut di sepanjang fase diam. Fasa diam 

bisa berupa padatan, sedangkan fasa bergerak bisa berupa cairan maupun gas 

(Day dan Underwood, 1986).  
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2.4.1 Tinjauan Tentang Kromatografi Lapis Tipis 

Kromatografi lapis tipis (KLT) merupakan salah satu metode kromatografi 

yang paling sering digunakan di laboratorium farmasi. KLT merupakan metode 

pemisahan fisikokimia. Komponen yang terkandung dalam KLT terdiri dari fase 

diam (lapisan yang memisahkan), campuran yang akan dipisahkan berupa larutan, 

fase gerak yang berupa larutan pengembang, serta bejana pengembang. Pemisahan 

komponen campuran pada KLT terjadi selama perambatan kapiler.  

KLT digunakan untuk analisis solute-solute organic terutama dalam bidang 

biokimia, farmasi, klinis, forensik, baik untuk analisis kualitatif dengan cara 

membandingkan nilai Rf solut dengan nilai Rf senyawa baku atau untuk analisis 

kualitatif (Gandjar dan Rohman, 2008).  

Jarak rambat senyawa pada kromatogram dinyatakan dengan nilai Rf. 

Retordation factor (Rf) diperoleh dengan mengukur jarak rambat senyawa dari 

titik awal hingga pusat bercak dibagi dengan jarak rambat fase gerak hingga garis 

depan.  

 

 

        (Hanani, 2015) 

Kromatografi ini mempunyai keunggulan dari segi kecepatan dibanding 

kromatografi kertas. Proses kromatografi lapis tipis membutuhkan waktu hanya 

setengah jam saja, sedangkan kromatografi kertas membutuhkan waktu beberapa 

jam (Day dan Underwood, 1986).  

Rf  = 
Jarak yang ditempuh senyawa terlarut 

Jarak yang ditempuh pelarut 
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2.5 Tinjauan Tentang Bakteri 

Berdasarkan perbedaan di dalam menyerap zat warna gram bakteri dibagi 

menjadi dua golongan yaitu bakteri gram positif dan bakteri gram negatif. Bakteri 

gram positif menyerap zat warna pertama yaitu kristal violet yang menyebabkan 

berwarna ungu, sedangkan bakteri gram negatif menyerap zat warna kedua yaitu 

safranin dan menyebabkan berwarna merah muda (Dwidjoseputro, 1998).  

Bakteri gram positif memiliki kandungan peptidoglikan yang tinggi (dapat 

mencapai 50%) dibandingkan bakteri gram negatif (sekitar 10%). Sebaliknya 

kandungan lipida dinding sel bakteri gram positif rendah sedangkan sel bakteri 

gram negatif tinggi yaitu sekitar 11-22% (Hastowo dan Lay, 1992).  

2.5.1 Klasifikasi Tentang Bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus 

(MRSA)  
 

Menurut Berget dalam (Cappucino dan Sherman, 2013) klasifikasi 

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) sebagai berikut : 

Domain : Bacteria  

Kingdom : Eubacteria 

Divisi  : Firmicutes 

Class  : Cocci 

Ordo   : Bacillales 

Family  : Staphylococcaceae 

Genus  : Staphylococcus 

Spesies : Staphylococcus aureus 



 18 

2.5.2 Morfologi Bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan galur dari 

Staphylococcus aureus yang resisten terhadap berbagai macam antibiotik. Bakteri 

MRSA tidak hanya resisten terhadap antibiotik golongan betalaktam tetapi 20 

juga resisten terhadap antibiotik golongan nonbetalaktam seperti makrolida 

(eritromisin), inhibitor sintesa protein (tetrasiklin, kloramfenikol) dan kuinolon 

(Putri dkk, 2015). Karakteristik dari struktur cincin antibiotik betalaktam adalah 

mengikat PBP (Penicillin Binding Protein) yang terkait dalam sintesis 

peptidoglikan dan mencegah sintesis dinding sel. Resistensi terhadap betalaktam 

merupakan hasil dari degradasi enzimatis dan cincin betalaktam oleh 

betalaktamase atau rendahnya afinitas (Qolbaini, 2014). Gambar bentuk 

mikroskopis Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) dapat disajikan 

pada gambar 2.  

 

Gambar 2. Bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (Ibrahim, 2016) 

Morfologi dan fisiologi MRSA secara mikroskopis adalah organisme gram 

positif yang berbentuk kokus. Bakteri tersebut tidak memiliki spora dan tidak 

motil (Greenword, 2012). Organisme ini dapat berbentuk kokus tunggal, 
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berpasangan, atau dalam rantai pendek dengan kecenderungan untuk membentuk 

kelompok. Bakteri gram positif memproduksi dinding sel luar tebal yang terdiri 

dari peptidoglikan yang berguna untuk memproteksi bakteri dari sistem 

pertahanan hospes, yaitu sistem komplemen ataupun kerusakan yang disebabkan 

tekanan osmotik (Qolbaini, 2014). Bakteri Staphylococcus aureus menghasilkan 

protein A, protein ini memiliki afinitas khusus pada bagian IgG. Peptidoglikan 

adalah unsur utama dari dinding sel Staphylococcus aureus, peptidoglikan 

memberi bentuk dan stabilitas pada mikroorganisme. Staphylococcus aureus 

menghasilkan jumlah racun dan enzim yang berfungsi sebagai faktor 

patogenesisnya. Enzim tersebut yaitu katalase, koagulase, faktor penggumpalan, 

hyaluronidase, betalaktam, dan lainnya (Haddadin dan Fappiano, 2012).  

MRSA telah resisten terhadap methicillin dan antibiotik β-lactam lainnya 

(misalnya, penisilin dan sefalosporin). Metisilin adalah antibiotika golongan b-

laktam dengan spektrum sempit. Metisilin ini mulai diperkenalkan tahun 1959 

untuk menanggulangi Staphylococcus aureus yang merupakan bakteri gram 

positif penghasil betalaktamase. Antibiotika metisilin bekerja dengan cara 

menghambat pembentukan akhir peptidoglikan dinding sel bakteri yang 

difasilitasi transpeptidase yang dikenal sebagai Penicillin Binding Protein (PBP). 

Antibiotika metisilin akan berikatan dengan PBP2 sehingga menghambat 

terbentuknya peptidoglikan dan akhirnya lisis. MRSA terjadi karena adanya 

perubahan PBP2 menjadi PBP2a yang dikode oleh gen mecA yang menyebabkan 

afinitas antibiotika metisilin ini rendah sehingga pembentukan tahap akhir 

peptidoglikan tidak terganggu dan bakteri menjadi resisten (Brooks, 2005). 
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2.5.3 Epidemiologi 

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) adalah bakteri 

Staphylococcus aureus yang mengalami kekebalan terhadap antibiotik jenis 

metisilin. MRSA mengalami resistensi karena perubahan genetik yang disebabkan 

oleh paparan terapi antibiotik yang tidak rasional. Transmisi bakteri berpindah 

dari satu pasien lainnya melalui alat medis yang tidak diperhatikan sterilitasnya. 

Transmisinya dapat pula melalui udara maupun fasilitas ruangan, misalnya 

selimut atau kain tempat tidur (Nurkusuma, 2009).  

Faktor-faktor resiko terjadinya MRSA antara lain lingkungan, populasi, 

kontak olahraga, kebersihan individu, riwayat perawatan, riwayat operasi, riwayat 

infeksi dan penyakit, riwayat pengobatan, serta kondisi medis (Biantoro, 2008).  

 

2.6 Tinjauan Tentang Antibakteri  

2.6.1 Antibakteri  

Antibakteri adalah senyawa yang digunakan untuk mengendalikan 

pertumbuhan bakteri. Pengendalian pertumbuhan bakteri bertujuan untuk 

mencegah penyebaran penyakit dan infeksi, membasmi mikroorganisme pada 

inang yang terinfeksi (Sulistyo, 1971). Obat antibakteri sering disebut sebagai 

bakteriostatik atau bakterisidal. Bakteriostatik adalah antibakteri yang hanya 

menghambat pertumbuhan mikroorganisme. Sedangkan bakterisidal yaitu 

antibakteri yang membunuh atau menyebabkan kematian pada mikroorganisme 

(Ganiswara, 1995).  
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2.6.2 Mekanisme Kerja Antibakteri 

Berdasarkan sifat toksisitas selektif ada dua macam sifat antibakteri            

yaitu : 

1. Bakteriostatik 

Ini berarti bahwa bahan antimikrobial memiliki kemampuan untuk 

menghambat perkembangbiakan bakteri. Jika bahan antimikrobial dihilangkan, 

perkembangbiakan bakteri berjalan kembali seperti semula. Contohnya adalah 

tetrasiklin, sulfonamide, dan kloramfenikol (Hastowo dan Lay, 1992).  

2. Bakterisidal  

 Daya bakterisidal berbeda dengan bakteriostatik karena bahan antimikrobial 

kelompok ini memiliki kemampuan untuk membunuh bakteri. Contohnya adalah 

penicillin, streptomycin, polymyxin (Hastowo dan Lay, 1992).  

 Mekanisme kerja zat antibakteri dalam melakukan efeknya terhadap 

mikroorganisme adalah sebagai berikut : 

1. Merusak Dinding  Sel  

 Pada umumnya bakteri memiliki suatu lapisan luar yang kaku disebut 

dinding sel (peptidoglikan). Sintesis dinding sel ini melibatkan sejumlah langkah 

enzimatik yang banyak diantaranya dihalangi oleh antimikroba. Rusaknya dinding 

sel bakteri misalnya karena pemberian enzim lisosim atau hambatan 

pembentukannya oleh karena obat antimikroba, dapat menyebabkan sel bakteri 

lisis. Kerusakan dinding sel akan berakibat terjadinya perubahan-perubahan yang 

mengarah pada kematian sel karena dinding sel berfungsi sebagai pengatur 

pertukaran zat-zat dari luar ke dalam sel, serta memberi bentuk sel.  
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2. Mengubah Permeabilitas Membran Sel 

 Sitoplasma semua sel hidup dibatasi oleh selaput yang disebut membran sel 

yang mempunyai permeabilitas selektif, membran ini tersusun atas fosfolipid dan 

protein. Membran sel berfungsi untuk mengatur ke luar masuknya zat antar sel 

dengan lingkungan luar, melakukan pengangkutan zat-zat yang diperlukan dan 

mengendalikan susunan dalam diri sel. Proses pengangkutan zat-zat yang 

diperlukan baik ke dalam maupun ke luar sel dimungkinkan karena di dalam 

membran sel terdapat enzim protein untuk mensistesis peptidoglikan komponen 

membran luar. Dengan rusaknya dinding sel, bakteri secara otomatis akan 

berpengaruh pada membran sitoplasma, beberapa bahan antimikroba seperti fenol, 

kresol, dan beberapa antibiotik dapat menyebabkan kerusakan pada membran sel, 

bahan-bahan ini akan menyerang dan merusak membran sel sehingga fungsi semi 

permeabilitas membran mengalami kerusakan. Kerusakan pada membran sel ini 

akan mengakibatkan terhambatnya sel atau matinya sel.  

3. Merusak Sitoplasma 

 Sitoplasma atau cairan sel terdiri dari 80% air, asam nukleat, protein, 

karbohidrat, lipid, ion anorganik dan berbagai senyawa dengan bobot molekul 

rendah. Kehidupan suatu sel tergantung pada terpeliharanya molekul-molekul 

protein dan asam nukleat dalam keadaan alamiahnya. Konsentrasi tinggi beberapa 

zat kimia dapat mengakibatkan koagulasi dan denaturasi komponen-komponen 

seluler yang vital.  

4. Menghambat Kerja Enzim 

 Dalam sel terdapat enzim dan protein yang membantu kelangsungan proses 

metabolisme, banyak zat kimia telah diketahui dapat mengganggu reaksi biokimia 
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misalnya logam logam berat, golongan tembaga, perak, air raksa, dan senyawa 

logam berat lainnya umumnya efektif sebagai bahan antimikroba pada konsentrasi 

relatif rendah. Logam-logam ini akan mengikat gugus enzim sulfihidril yang 

berakibat terhadap perubahan protein yang terbentuk. Penghambatan ini dapat 

mengakibatkan terganggunya metabolisme atau matinya sel.  

5. Menghambat Sintesis Asam Nukleat dan Protein 

 DNA, RNA, dan protein memegang peranan amat penting dalam sel, 

beberapa bahan antimikroba dalam bentuk antibiotik misalnya siprofloksasin, 

tetrasiklin, prumysin menghambat sisntesis protein. Sedangkan sintesis asam 

nukleat dapat dihambat oleh senyawa antibiotik misalnya mitosimin. Bila terjadi 

gangguan pada pembentukan atau pada fungsi zat-zat tersebut dapat 

mengakibatkan kerusakan total pada sel.  

2.6.3 Metode Pengujian Aktivitas Antibakteri  

Menurut (Pratiwi, 2008), pengujian aktivitas antibakteri antara lain sebagai 

berikut :  

1. Metode Difusi  

a. Metode disc diffusion 

 Metode ini digunakan untuk menentukan aktivitas agen antimikroba. 

Piringan yang berisi agen antimikroba diletakkan pada media agar yang telah 

ditanami mikroorganisme yang akan berdifusi pada media tersebut area jernih 

mengindikasikan adanya hambatan pertumbuhan mikroorganisme oleh agen 

antimikroba pada permukaan media agar.  
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b. Metode sumuran 

Metode ini serupa dengan metode difusi disk, dimana dibuat sumur pada 

media agar yang telah ditanami dengan mikroorganisme dan pada sumur tersebut 

diberi agen antimikroba yang akan diuji (Pratiwi, 2008).  

2. Metode Dilusi 

a. Metode dilusi cair 

Metode ini mengukur MIC (minimum inhibitory concentration) atau KHM 

(kadar hambat minimum) dan MBC (minimun bactericidal concentration) atau 

kadar bunuh minimum (KBM). Caranya dengan membuat seri pengenceran agen 

antimikroba pada medium cair yang ditambahkan dengan mikroba uji.  

b. Metode dilusi padat  

 Metode ini serupa dengan metode dilusi cair namun menggunakan media 

padat. Keuntungan metode ini adalah satu konsentrasi agen antimikroba yang diuji 

dapat digunakan untuk menguji beberapa mikroba uji.  

2.6.4 Media Pertumbuhan Bakteri 

Menurut (Waluyo, 2008) media adalah suatu bahan yang terdiri atas 

campuran nutrisi atau zat-zat hara (nutrient) yang digunakan untuk menumbuhkan 

mikroorganisme di atas atau di dalamnya. Berdasarkan konsistensinya media 

dibagi menjadi 3, yaitu:  

1. Media Padat  

Media padat diperoleh dengan cara menambahkan agar-agar. Agar berasal 

dari ganggang atau alga yang berfungsi sebagai pemadat. Alga digunakan karena 

bahan ini tidak diuraikan oleh mikroorganisme, dan dapat membeku pada suhu di 
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atas 45°C. Media padat terbagi menjadi media agar miring dan agar deep. Contoh 

dari medium padat adalah agar bulyon, agar endo, agar SS, dan lain-lain.  

2. Media Setengah Padat  

Media setengah padat dibuat dengan bahan sama dengan media padat, akan 

tetapi yang berbeda adalah komposisi agarnya. Media ini digunakan untuk melihat 

gerak kuman secara mikroskopik dan kemampuan fermentasinya. Contoh media 

setengah padat adalah media agar.  

3. Media Cair  

Media cair adalah media yang berbentuk cair. Media ini digunakan untuk 

berbagai tujuan seperti pembiakan mikroba dalam jumlah besar, penelaahan 

fermentasi dan berbagai macam uji. Contoh media cair adalah kaldu nutrien, kaldu 

glukosa, air pepton, perbenihan  Kauffman, medium deret gula-gula, kaldu 

laktosa, BGLBB (Brilliant Green Lactosa Blue Broth) dan sebagainya.  

2.6.5 Medium Nutrient Agar (NA) 

Media ini berisi : 

Lab-Lenco Powder gram/liter 1 

Yeast Extract    2 

Peptone    5 

Sodium Chloride   5 

Agar     15 

pH 7,4 ± 0,2  

Media ini merupakan media universal, karena dapat digunakan untuk 

menumbuhkan beberapa bakteri misalnya : Alyxiella, Argobacterium, Arthibacter, 

Brucella, Eschercia, Flavobacterium, Micromonospora, Pseudomonas, 
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Rhizobium, Sarcina, Salmonella, Staphylococcus, Streptonyces, Thermopolysora, 

Thiobacillus, dan Xanthomonas (Atlas, 2004).  

2.6.6 Medium Nutrient Broth (NB) 

Media ini berisi : 

Lab-Lenco Powder gram/liter 1 

Yeast Extract    2 

Peptone    5 

Sodium Chloride   5  

pH 7,4 ± 0,2  

 Media ini sangat hemat untuk penanaman mikroorganisme, karena 500 

gram NB dapat dibuat media sebanyak 38 liter. Pembuatan media ini mungkin 

dapat diperkaya dengan menambahkan zat seperti karbohidrat, darah, serum, dan 

lain lain(Atlas, 2004).  

2.6.7 Media Manitol Salt Agar 

Komposisi MSA: 

Lab-Lenci Powder gram/liter 1 

Pepton     10  

Manitol    10 

NaCl     75 

Phenol Red    0,025  

Agar     15  

pH 7,4 ± 0,2 pada suhu 25°C (Atlas, 2004).  
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MSA mengandung garam dengan konsentrasi tinggi (7,5% NaCl) yang 

dapat menghambat pertumbuhan hampir semua bakteri kecuali Staphylococcus 

aureus. MSA juga mengandung manitol dan indikator phenol red, dimana 

Staphylococcus dapat memfermentasi manitol menghasilkan asam yang bereaksi 

dengan phenol red sehingga merubah warna menjadi kuning, dengan alasan 

tersebut MSA merupakan media yang selektif terhadap pertumbuhan bakteri 

Staphylococcus aureus.  

 

2.7 Tinjauan Tentang DMSO (Dimethyl Sulphoxide) 

DMSO (Dimethyl Sulphoxide) adalah zat yang sangat polar dan memiliki 

sifat pelarut yang baik untuk bahan kimia organik dan anorganik. Beberapa sifat 

dari DMSO adalah penetrasi membran, efek antiinflamasi, analgesia lokal dan 

tidak bersifat bakteriostatik (Sweetman, 2009).  

 

2.8 Tinjauan Tentang Siprofloksasin  

Siprofloksasin merupakan salah satu dari lima antibiotik, analgetik 

/antipiretik dan antihistamin (Handayani dkk, 2009). Siprofloksasin merupakan 

antibiotik derivat siklopropil dari kelompok fluorokuinolon. Siprofloksasin yang 

beredar di pasaran antara lain tersedia dalam bentuk tablet, kapsul, dan infus 

(Sukandar, 2013). Siprofloksasin berupa kristal berwarna kuning pucat dengan 

sifat amfoter. Siprofloksasin dihasilkan dari sintesa kimia sebagai garam 

hidroksida dalam bentuk monohidrat. Siprofloksasin adalah antibiotik golongan 

fluorokuinolon generasi ke dua yang mempunyai spektrum luas, aktif terhadap 
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bakteri gram negatif maupun gram positif. Senyawa fluorokuinolon merupakan 

senyawa bakterisida kuat. Efek samping yang menyertai penggunaan 

fluorokuinolon ini relatif kecil, dan resistensi mikroba tidak banyak berkembang 

(Hardman dan Limbird, 2007). Siprofloksasin memiliki mekanisme menghentikan 

pertumbuhan bakteri dengan caara menghambat sintesis asam nukleat berupa 

penghambatan transkripsi dan replikasi mikroorganisme (Pratiwi, 2008).  

 

Gambar 3. Struktur Siprofloksasin (Siswandono, 2016) 

 

2.9 Tinjauan Tentang Fenolik  

Fenolik merupakan suatu senyawa yang memiliki satu atau lebih gugus 

hidroksil yang menempel di cincin aromatik. Dapat disebutkan bahwa senyawa 

fenolik sendiri adalah senyawa yang sekurang-kurangnya memiliki satu gugus 

fenol. Senyawa fenolik ini terdiri atas molekul-molekul besar dengan beragam 

struktur, karakteristik utamanya adalah cincin aromatik yang memiliki hidroksil 

(Ningsih, 2007). 

Fenol merupakan golongan asam fenolat dari senyawa fenolik yang 

tersubstitusi oleh gugus karboksil. Contoh dari asam fenolat adalah fenol yang 

tersubtitusi oleh gugus karboksil. Asam fenolat merupakan asam galat. Asam 

galat adalah trifenol 14 yang biasa terdapat di daun teh dalam bentuk 

teresterifikasi bersama dengan katekin. Selain gugus karboksil, gugus lainnya 
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seperti aldehid juga dapat terdistribusi di gugus fenol. Salah satu contoh senyawa 

dari jenis ini adalah vanilin, vanilin berasal dari kacang vanilla dan merupakan 

flavor paling terkenal di dunia (Andarwulan dkk, 2012).   

Senyawa fenolik merupakan metabolit sekunder yang paling banyak 

ditemukan dalam tumbuhan. Senyawa in didapatkan dari jalur shikimat yang 

secara langsung menghasilkan fenilpropanoid, atau jalur malonat yang dapat 

menghasilkan fenol-fenol sederhana. Senyawa ini dianggap memiliki peran kunci 

sebagai senyawa pertahanan ketika terjadi tekanan pada lingkungan tanaman 

tersebut, seperti terlalu panas, suhu rendah, infeksi patogen, dan kekurangan 

nutrisi yang dapat menyebabkan peningkatan radikal bebas dan stes oksidatif pada 

tanaman (Lattanzio, 2013).   

Senyawa fenol memiliki gugus hidroksi yang tersubtitusi pada cincin 

benzen pada posisi orto dan para terhadap gugus -OH dan -OR (Prasetyo dkk., 

2016). Terdapat beberapa senyawa fenol dalam tanaman, seperti asam fenol, 

flavonoid, tanin, serta stilbenes dan ligan yang kurang umum. Menurut bilangan 

oksidasi cincin C pusat, flavonoid dibagi menjadi enam kelompok, yaitu flavon, 

flavonol, flavanon, isoflavon, dan antosianin. Asam fenol dapat dibagi menjadi 

dua, yaitu derivat asam benzoat seperti asam galat, dan derivat asam sinamat, 

seperti kumarat, kafeat, dan asam ferulat. Tanin merupakan kelompok utama 

polifenol terbagi menjadi dua golongan, yaitu tanin terhidrolisis dan tanin 

terkondensasi (Khoddami dkk., 2013).  

Analisis senyawa fenolik dapat dilakukan dengan beberapa metode. Metode 

yang paling umum dan mudah adalah spektrofotometri yang banyak digunakan. 
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Metode Folin-Denis dan Folin Ciocalteu adala dua uji spektrofotometri yang 

banyak digunakan. Metode ini didasarkan pada reduksi kimia yang menggunakan 

reagen tungsten dan molybdenum. Produk reduksi ditandai dengan warna biru 

pada panjang gelombang 760 nm (Khoddami dkk., 2013).  

Analisis kualitatif senyawa fenolik juga dapat dilakukan dengan 

kromatografi lapis tipis. Metode ini dapat memisahkan komponen senyawa dalam 

ekstrak tumbuhan, termasuk golongan fenol (Khoddami dkk, 2013). Penentuan 

kadar senyawa fenolik dapat dilakukan dengan menggabungkan kromatografi 

lapis tipis dan spektrofotodensitometer. Metode ini sering disebut High 

Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC) atau Kromatografi Lapis 

Tipis (KLT) Densitometri (Stanek dan Jasicka-Misiak, 2018).  

 

2.10  Tinjauan Tentang Asam Galat  

 Asam galat (3,4,5 asam trihidroksibenzoin) merupakan padatan kristal yang 

sedikit tidak berwarna atau agak kuning. Senyawa ini memiliki bobot molekul 

170,11954 g/mol dengan rumus molekul C7H6O5. Asam galat dapat meleleh pada 

suhu 210°C, dan terdekomposisi pada suhu 235-240°C menghasilkan karbon 

monoksida dan karbondioksida. Senyawa dengan nilai pKa 4,40 dan logP 0,7 

(20°C) ini larut dalam air, alkohol, eter, gliserol. Namun, senyawa ini praktis tidak 

larut dalam benzena, kloroform, dan petroleum eter (Fernandes dan Salgado, 

2016).  

Asam galat adalah senyawa fenol antioksidan alami yang diekstrak dari 

tanaman, khususnya teh hijau (Iwansyah dkk., 2013). Asam galat merupakan 
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senyawa trifenol dengan berat molekul rendah yang banyak ditemukan secara 

alami pada tumbuhan dalam bentuk bebas atau bagian dari tanin. Senyawa ini 

termasuk dalam salah satu asam fenolik yang paling menonjol dan dapat mewakili 

metabolik sekunder golongan polifenol pada tanaman (AL Zahrani dkk., 2020).  

Asam galat memiliki aktivitas antioksidan yang kuat dan lebih baik 

dibandingkan asam askorbat, trolox, dan asam urat. Senyawa ini memberikan 

perlindungan yang efisien terhadap kerusakan oksidatif yang disebabkan oleh 

spesies reaktif yang sering ditemukan dalam sistem bilogis, seperti hidroksil 

(OH*), superoksida (O2*), peroksi (ROO*), non-radikal hidrogen peroksida 

(H2O2) dan asam hipoklorit (HOCl). Selain itu, senyawa ini telah dibuktikan 

sebagai komponen antioksidan utama yang bertanggung jawab terhadap sifat 

antiradikal dan antikanker yang efisien dari sejumlah ekstrak tumbuhan           

(Badhani dkk., 2015). 

Asam galat dapat dianalisis dengan beberapa metode, yaitu spektroskopi, 

kromatografi, elektroforesis kapiler, analisis termal, dan analisis 

chemiluminescence. Metode kromatografi paling banyak digunakan untuk 

identifikasi dan kuantifikasi asam galat pada berbagai matrik. Metode tersebut 

diantaranya kromatografi lapis tipis, kromatografi gas, dan kromatografi cair 

kinerja tinggi. Kromatografi lapis tipis (KLT) banyak digunakan karena 

metodenya cepat, dan ekonomis untuk menganalisis senyawa sidik jari dari 

komposisi kimiawi ekstrak tumbuhan. Identifikasi asam galat dan golongan 

fenolik lainnya menggunakan kromatografi lapis tipis dengan fase diam plat silika 
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dan fase gerak kloroform: etil asetat: asam asetat (50: 50: 1) dapat memberikan 

pemisahan yang terbaik (Fernandes dan Salgado, 2016).  

 

2.11 Tinjauan Tentang Densitometri 

Densitometri merupakan metode analisis instrumental berdasarkan interaksi 

radiasi elektromagnetik dengan analit berupa bercak pada KLT. KLT-

Densitometri dapat digunakan untuk uji kualitatif dan kuantitatif. Uji kualitatif 

pada KLT-Densitometri dilakukan dengan cara membandingkan nilai Rf analit 

dengan baku standar. Uji kuantitatif KLT-Densitometri dilakukan dengan cara 

membandingkan luas area noda analit dengan luas area baku standar.  

Penetapan kadar suatu senyawa dengan menggunakan densitometri 

merupakan metode penetapan kadar dengan menggunakan lempeng kromatografi 

menggunakan instrumen TLC-scanner. Pengukuran dengan densitometri dengan 

cara mengukur serapan analit (cahaya yang diukur dapat berupa cahaya yang 

dipantulkan atau yang diteruskan) (Gandjar dan Rohman, 2008). Penetapan kadar 

dengan menggunakan kombinasi KLT dan Densitometri (KLT-Densitometri) 

cukup murah karena menggunakan fase gerak yang sedikit, waktu yang singkat, 

dan dapat dilakukan penetapan kadar beberapa sampel secara simultan (Yuangsoi 

dkk, 2008). Kromatografi Lapis Tipis (KLT) Densitometri menggunakan suatu 

fase gerak untuk memisahkan sampel berdasarkan pada komponen-komponen 

senyawa. Teknik kromatografi ini menggunakan suatu absorben yang disalutkan 

pada suatu lempeng (fase diam) dan fase gerak.  
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Gambar 4. Instrumen Densitometri (Camag, 2012) 

 

2.12  Hipotesis  

1. Terdapat kadar senyawa fenolik fraksi n-heksan, etil asetat, dan air kulit buah 

rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.) yang diukur dengan KLT-

Densitometer.  

2. Terdapat fraksi kulit buah rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.) yang 

memiliki kadar fenolik tertinggi yang diukur dengan KLT-Densitometer 

3. Terdapat perbedaan aktivitas antibakteri konsentrasi 1%, 3% dan 5%  fraksi 

kulit buah rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.) yang mengandung 

kadar senyawa fenolik tertinggi yang dapat menghambat bakteri Methicillin 

Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Obyek Penelitian 

Obyek penelitian yang diteliti dalam penelitian ini yaitu kadar senyawa 

fenolik pada fraksi n-heksan, etil asetat, dan air kulit buah rambutan binjai 

(Nephelium lappaceum L.). Kadar senyawa fenolik diukur dengan KLT-

Densitometer serta aktivitas antibakteri fraksi kulit buah rambutan binjai 

(Nephelium lappaceum L.) dengan kadar fenol tertinggi terhadap pertumbuhan 

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA).  

 

3.2 Sampel dan Teknik Sampling 

3.2.1 Sampel 

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah kulit buah rambutan 

binjai (Nephelium lappaceum L.) yang didapatkan dari Desa Tunjungan 

Kabupaten Blora. Sampel kulit buah rambutan binjai diekstraksi dengan etanol 

70% dan difraksinasi dengan pelarut n-heksan, etil asetat, dan air.  

3.2.2 Teknik Sampling 

Teknik sampling yang digunakan pada penelitian ini adalah random 

sampling, dengan menganggap setiap elemen dalam populasi memiliki peluang 

yang sama untuk dipilih menjadi sampel.  
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3.3 Variabel Penelitian  

3.3.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas adalah variabel yang menyebabkan atau yang mempengaruhi 

faktor-faktor yang diukur, dipilih oleh peneliti untuk menentukan hubungan antara 

fenomena yang diobservasi atau diamati. Variabel bebas yang digunakan dalam 

penelitian ini adalah konsentrasi penetapan kadar fenolik dalam fraksi n-heksan, 

etil asetat, dan air kulit buah rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.) serta 

konsentrasi fraksi kulit buah rambutan binjai terhadap pertumbuhan bakteri 

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA).  

3.3.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat pada penelitian ini adalah fenol yang terdapat pada fraksi   

n-heksan, etil asetat, dan air kulit buah rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.) 

dan aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri Methicillin Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) yang ditunjukkan dengan adanya zona bening  

3.3.3 Variabel Terkontrol 

Variabel kontrol adalah variabel yang dikendalikan atau dibuat konstan 

sehingga hubungan variabel bebas terhadap variabel terikat tidak terpengaruh oleh 

faktor luar yang tidak diteliti. Variabel terkontrol dalam penelitian ini adalah 

pemilihan sampel kulit buah rambutan binjai dipilih yang berwarna merah dan 

tidak busuk. Pengeringan sampel, ekstraksi, proses fraksinasi dengan 

menggunakan corong pisah. Media yang digunakan untuk menumbuhkan bakteri 

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) adalah MSA (Manitol Salt 
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Agar) tiap cawan petri 20 mL. media yang digunakan untuk peremajaan bakteri 

adalah Nutrient Agar (NA) sebanyak 10 mL tiap tabung. Media yang digunakan 

untuk pembuatan suspensi bakteri adalah NB (Nutrient Broth). Volume suspensi 

bakteri yang digunakan 5,0 µL. Volume sediaan uji fraksi n-heksan, etil asetat, air 

kulit buah rambutan, kontrol (+) dan kontrol (-) yang digunakan adalah 50 µL. 

Suhu inkubasi yang digunakan adalah 37°C, dengan waktu inkubasi 1 x 24 jam. 

Pengukuran kadar fenolik pada fraksi n-heksan, etil asetat, dan air kulit buah 

rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.) menggunakan KLT-Densitometer. 

Pengujian aktivitas antibakteri fraksi kulit buah rambutan binjai (Nephelium 

lappaceum L.) meggunakan metode sumuran.  

 

3.4 Teknik Pengumpulan Data 

Metode pengumpulan data yang digunakan adalah dengan metode 

eksperimen sebenarnya (true eksperiment).  

1. Skrining fitokimia hasil ekstraksi dan fraksinasi dari kulit buah rambutan 

binjai kemudian dilanjutkan dengan uji kromatografi lapis tipis untuk masing-

masing senyawa yang terkandung dalam sampel.  

2. Uji kadar fenolik dari fraksi n-heksan, etil asetat, dan air kulit buah rambutan 

binjai  

3. Uji aktivitas antibakteri fraksi kulit buah rambutan binjai menggunakan 

metode sumuran dengan replikasi sebanyak lima kali dan pengukuran zona 

bening yang terbentuk menggunakan jangka sorong.  
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3.5 Alat dan Bahan  

3.5.1 Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya yaitu timbangan 

analitik, loyang, blender, sendok, sudip, batang pengaduk, alat-alat gelas, cawan 

porselen, penangas air, kain kola, plastik hitam, corong kaca, tabung reaksi, 

penjepit tabung, kertas saring, pipet tetes, chamber, plast tetes, pipa kapiler, 

pinset, lampu UV, alat penyemprot bercak, vial, sumuran, ose bulat, otoklaf, 

inkubator, bunsen, enkas, mikropipet, pipet ukur, pipet volume, dan KLT-

Densitometer.  

3.5.2 Bahan 

1. Bahan untuk ekstraksi dengan metode remaserasi adalah kulit buah rambutan 

binjai yang telah dikeringkan dan pelarutnya menggunakan etanol 70%.  

2. Bahan untuk uji pendahuluan ekstrak, fraksi n-heksan, etil asetat, dan air kulit 

buah rambutan binjai : 

a. Uji fenolik : FeCl3 1% 

b. Uji alkaloid  : Pereaksi dragendorff, mayer, bouchardat, HCl 2N 

c. Uji flavonoid : Serbuk Mg, HCl, amyl alkohol  

d. Uji saponin  : HCL 1%  

e. Uji tanin  : NaCl 10%, gelatin 0,5% 

f. Uji steroid/triterpenoid : n-heksan, asam asetat anhidrat, dan asam sulfat P 

3. Bahan untuk identifikasi senyawa aktif silika gel GF 254, etil asetat, metanol, 

n-butanol, asam asetat, kloroform, n-heksan, dragendorff, vanilin-asam sulfat, 

amonia p, FeCl3 5%.  
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4. Bahan uji antibakteri yang digunakan : Biakan murni bakteri Methicillin 

Resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Media MSA dan NB, larutan Mc 

Farland, Siprofloksasin sebagai kontrol positif, DMSO sebagai kontrol negatif. 

5. Bahan untuk uji kadar fenolik adalah metanol p.a, baku asam galat dan eluen 

terbaik.  

 

3.6 Cara Kerja  

3.6.1 Determinasi 

Determinasi memiliki tujuan untuk mengetahui kebenaran indentitas 

tanaman yang digunakan apakah benar tanaman tersebut adalah tanaman yang 

diinginkan, dengan begitu kesalahan dalam pengumpulan bahan yang akan diteliti 

dapat dihindari. Tanaman rambutan binjai yang digunakan dalam penelitian ini 

dideterminasi di Laboratorium Biologi Sekolah Tinggi Ilmu Farmasi Yayasan 

Pharmasi Semarang.  

3.6.2 Pembuatan Ekstrak Kulit Buah Rambutan Binjai 

Pembuatan simplisia kulit buah rambutan binjai dimulai dengan sortasi 

basah. Kulit buah rambutan dicuci dengan air mengalir hingga bersih, ditiriskan 

dan dikeringkan. Sortasi dilakukan kembali pada kulit buah rambutan binjai yang 

sudah kering, kemudian diserbukkan dan diperkecil ukuran partikelnya. Penyarian 

senyawa kimia dalam serbuk kulit rambutan binjai dilakukan dengan metode 

remaserasi menggunakan pelarut etanol 70%. Pembuatan ekstrak pertama kali 

dimulai dengan menimbang serbuk kulit buah rambutan binjai lalu dimasukkan ke 

dalam wadah kaca yang berukuran besar. Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi 
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diukur dengan perbandingan simplisia : pelarut (1:10) dan dimasukkan ke dalam 

wadah yang berisi serbuk kulit rambutan, lalu diaduk. Remaserasi dilakukan 

selama 4 x 24 jam. Rendaman serbuk kulit buah rambutan binjai didiamkan 

selama 2 x 24 jam sambil sesekali diaduk. Setelah 2 hari, rendaman disaring 

dengan kain kola dan diambil filtratnya. Ampas kulit rambutan direndam kembali 

dengan pelarut baru selama 1 x 24 jam lalu disaring. Perendaman dilakukan 

kembali sampai didapatkan filtrat dari 3 kali hasil remaserasi (Kusumaningrum, 

2012). Maserat yang diperoleh diuapkan dengan rotary evaporator atau penangas 

air hingga diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kental kulit buah rambutan binjai 

yang didapat lalu ditimbang untuk menghitung rendemen.  

3.6.3 Fraksinasi Ekstrak 

Ekstrak kulit buah rambutan binjai (Nephelim lappaceum L.) ditimbang 

sebanyak 10 gram dimasukkan ke dalam erlenmeyer, ditambah dengan 100 mL 

aquadest, diaduk sampai seluruh ektrak kental larut. Kemudian dimasukkan dalam 

corong pisah, ditambahkan dengan 100 mL n-heksan, dilakukan penggojogan 

kemudian didiamkan sampai terbentuk 2 fase, ditampung fase n-heksan. 

Penambahan 100 mL n-heksan dilakukan sebanyak tiga kali hingga fraksi n-

heksan berwarna jernih. Kemudian fase air yang tidak larut n-heksan, 

ditambahkan dengan etil asetat 100 mL, dilakukan hal yang sama penambahan 

100 mL etil asetat sebanyak tiga kali hingga fraksi etil asetat berwarna jernih 

(Daud dkk, 2011). 

Kemudian dari ketiga fase n-heksan, etil asetat, dan air masing-masing 

dikumpulkan jadi satu, fraksi n-heksan, etil asetat dan air kulit buah rambutan 
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binjai diuapkan dengan waterbath hingga didapatkan fraksi kental dan dihitung 

rendemennya.  

3.6.4 Uji Bebas Etanol 

Pengujian bebas etanol dilakukan dengan cara dimasukkan ekstrak kulit 

buah rambutan binjai ke dalam tabung reaksi, tambahkan asam sulfat dan asam 

asetat glasial kemudian dipanaskan hasil positif bebas etanol ditandai dengan 

tidak tercium bau ester (Kurniawati, 2015). Pengujian bebas etanol juga dapat 

dilakukan dengan cara ekstrak kulit buah rambutan binjai dimasukkan ke dalam 

tabung reaksi dan ditambahkan dengan 5 tetes asam sulfat pekat dan 2 mL larutan 

kalium dikromat 2%, jika ekstrak tersebut masih terdapat etanol ditandai       

dengan adanya perubahan warna mula dari jingga menjadi hijau kebiruan 

(Ramadhani dkk., 2020). 

3.6.5 Skrining Fitokimia 

1. Uji Fenolik  

a. FeCl3 1%   

Sejumlah ekstrak, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat dan fraksi air kulit buah 

rambutan binjai dilarutkan dengan metanol. Ditambahkan beberapa tetes larutan 

pereaksi FeCl3 1%. Hasil positif jika terdapat senyawa fenolik akan membentuk 

warna hijau, ungu, biru atau hitam (Agustina W, Nurhamidah, 2017).  

b. Folin Ciocalteu 

 Sampel yang telah dilarutkan dengan metanol ditambah beberapa tetes 

Folin Ciocalteu, kemudian didiamkan selama 10 menit. Selanjutnya, ditambahkan 

beberapa tetes Na2CO3 1M pada larutan tersebut. Adanya senyawa fenolik 

ditandai dengan terbentuknya larutan berwarna biru (Rollando dan Monica, 2018) 
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2. Uji Tanin 

Sejumlah ekstrak, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air kulit buah 

rambutan binjai masing-masing ditambahkan 20 mL air panas dan ditambahkan 1 

mL NaCl 10% disaring dan filtratnya ditampung dalam dua tabung. Tabung 

pertama ditetesi 3 tetes gelatin 0,5%. Tabung kedua ditetesi dengan FeCl3 10%. 

Hasil positif terdapat adanya tanin bila pada tabung pertama terdapat endapan 

putih dan tabung kedua terjadi perubahan warna menjadi biru tua atau hijau 

(Robinson, 1991).  

3. Uji Flavonoid 

Sejumlah ekstrak, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air kulit buah 

rambutan binjai ditambahkan dengan aquadest panas. Campuran dididihkan 

selama kurang lebih 5 menit, kemudian disaring. Sebanyak 5 mL filtrat yang 

diperoleh, ditambahkan secukupnya serbuk Mg, dan 1 mL HCl pekat dan amyl 

alkohol, dikocok dan dibiarkan memisah. Sampel positif mengandung flavonoid 

jika terdapat warna merah, kuning, jingga pada lapisan amyl alkohol           

(Marjoni, 2016).  

4. Uji Alkaloid  

Sejumlah ekstrak, fraksi n-heksan, etil asetat, dan air kulit buah rambutan 

binjai ditambahkan 1 mL HCl 2N dan 9 mL aquadest panas. Larutan dipanaskan 

selama 2 menit, dan disaring.  

a. Diambil 3 tetes filtrat, lalu ditambahkan 2 tetes pereaksi Mayer menghasilkan 

endapan putih/kuning.  

b. Diambil 3 tetes filtrat, lalu ditambahkan 2 tetes pereaksi Bouchardat 

menghasilkan endapan coklat hitam  
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c. Diambil 3 tetes filtrat, ditambahkan 2 tetes pereaksi Dragendroff menghasilkan 

endapan merah bata.  

Apabila terdapat endapan paling sedikit 2 dari pengujian dengan golongan 

yang berbeda, maka simplisia atau sampel yang diuji dinyatakan positif 

mengandung alkaloid (Marjoni, 2016).  

5. Uji Steroid dan Triterpenoid  

Sejumlah ekstrak, fraksi n-heksan, etil asetat, dan air kulit buah rambutan 

binjai dimaserasi dengan 20 mL n-heksan, didiamkan selama ± 2 jam. Larutan 

disaring, lalu diukur 5 mL, filtrat dan diuapkan dalam cawan hingga diperoleh 

residu. Residu ditambah dengan 2 tetes asam asetat anhidrat dan 1 tetes asam 

sulfat pekat, diaduk, hasil positif jika sampel terbentuk warna ungu atau merah 

kemudian berubah menjadi hijau biru (Marjoni, 2016).  

6. Uji Saponin 

Sejumlah ekstrak, fraksi n-heksan, etil asetat, air kulit buah rambutan binjai 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 10 mL aquadest panas, 

didinginkan kemudian kocok hingga muncul buih. Larutan didiamkan selama 2 

menit, kemudian diteteskan HCl 1%. Bila terdapat senyawa saponin maka akan 

terbentuk buih stabil selama 10 menit. (Wijaya dkk, 2012: 12). 

3.6.6 Identifikasi Senyawa Kimia dengan KLT 

1. Identifikasi Fenolik secara KLT  

Uji Fenolik dipertegas dengan cara ekstrak, fraksi n-heksan, etil asetat, dan 

air kulit buah rambutan binjai ditotolkan pada plat KLT dan dielusi dengan eluen 
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n-butanol: asam asetat: air (4:1:5), noda yang terbentuk ditandai secara visual, 

lampu UV dan dengan penampak bercak FeCl3 (Ahmad dkk., 2015). 

2. Identifikasi Tanin secara KLT  

Uji tanin dipertegas dengan cara ekstrak, fraksi n-heksan, etil asetat, dan air 

kulit buah rambutan binjai masing-masing ditotolkan pada lempeng silika gel GF 

254. Kemudian dielusi menggunakan eluen etil asetat : metanol : air (100 : 13,5 : 

10). Setelah lempeng kering kemudian dideteksi dengan sinar UV 254 nm serta 

disemprot dengan larutan FeCl3 1%. Positif mengandung tanin jika noda berwarna 

biru kehitaman, hijau, hijau kehitaman atau biru kehijauan (Hanani, 2015).  

3. Identifikasi Flavonoid secara KLT 

Bejana dijenuhkan dengan eluen n-butanol : asam asetat : air (4:1:5) dengan 

bantuan kertas penjenuh. Ekstrak, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan air kulit 

buah rambutan ditotolkan pada lempeng silika gel GF 254 nm. Plat KLT 

dimasukkan ke dalam bejana yang berisi eluen yang telah jenuh dan dielusi 

sampai tanda batas elusi. Plat KLT yang telah terelusi diambil kemudian diangin-

anginkan dan bercak yang timbul dilihat dengan sinar tampak. Plat KLT diuapkan 

dengan amonia pekat dan diamati noda yang terbentuk berwarna kuning muda 

hingga jingga. Noda yang terbentuk diukur dan dihitung harga Rfnya     

(Harborne, 1987).  

4. Identifikasi Alkaloid secara KLT  

Bejana dijenuhkan dengan eluen metanol : NH4OH (200 : 3) dengan 

bantuan kertas penjenuh. Ekstrak, fraksi n-heksan, etil asetat, air kulit buah 

rambutan binjai ditotolkan pada lempeng silika gel GF 254 nm. Plat KLT 



 44 

dimasukkan ke dalam bejana yang berisi eluen yang telah jenuh dan dielusi 

sampai tanda batas elusi. Plat KLT yang telah terelusi diambil kemudian diangin-

anginkan dan dilihat dengan sinar tampak bercak yang timbul. Plat KLT 

disemprot dengan pereaksi dragendroff dan dilihat dibawah sinar UV 254. Noda 

yang terbentuk diamati, berwarna coklat jingga berlatar belakang kuning. Noda 

yang terbentuk diukur dan dihitung harga Rfnya (Harborne, 1987).  

5. Identifikasi Triterpenoid secara KLT  

Bejana dijenuhkan dengan n-heksan : etil asetat (1:1) dengan bantuan kertas 

penjenuh. Ekstrak, fraksi n-heksan, etil asetat, dan air kulit buah rambutan binjai 

ditotolkan pada lempeng silika gel GF 254 nm. Plat KLT dimasukkan ke dalam 

bejana yang berisi eluen yang telah jenuh dan dielusi sampai tanda batas elusi. 

Plat KLT yang telah terelusi diambil kemudian diangin-anginkan dan bercak yang 

timbul dilihat dengan sinar tampak. Plat KLT disemprot dengan anisaldehid-asam 

sulfat dan dioven pada suhu 105°C. Terbentuknya warna noda merah, ungu, ungu 

tua, hijau biru, atau merah menunjukkan adanya kandungan triterpenoid. Noda 

yang terbentuk diukur serta dihitung harga Rfnya (Halimah dkk, 2010).  

6. Identifikasi Saponin secara KLT  

Bejana dijenuhkan dengan eluen kloroform : metanol : air (13 : 7 : 2) 

dengan bantuan kertas penjenuh. Ekstrak, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan 

air kulit buah rambutan binjai ditotolkan pada lempeng siliki gel GF 254 nm. Plat 

KLT dimasukkan ke dalam bejana yang berisi eluen yang telah jenuh dan dielusi 

sampai tanda batas elusi. Plat KLT yang telah terelusi diambil kemudian diangin-

anginkan dan bercak yang timbul dilihat dengan sinar tampak. Plat KLT 
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disemprot dengan pereaksi anisaldehid-asam sulfat dan dipanaskan sampai suhu 

110°C selama 5 sampai 10 menit. Terbentuknya warna noda merah,kuning, biru 

tua, ungu, hijau, atau kuning, coklat menunjukkan adanya kandungan saponin 

Noda yang terbentuk diukur dan dihitung harga Rfnya (Harborne, 1987).  

3.6.7 Pemilihan Eluen 

Ditotolkan sampel dan baku asam galat pada plat silika  GF 254. Dielusi 

dengan lima eluen yang berbeda, yaitu n-heksan: etil asetat: asam asetat  (20: 9: 1) 

(Agatonovic-Kustrin dkk., 2019), etil asetat: metanol: air (120: 5: 4) (Orsini dkk., 

2019), etil asetat : air: asam format (17: 3: 2) (Ibrahim dkk, 2018), n-butanol: 

asam asetat: air (4: 1: 5) (Ahmad, 2015) dan kloroform: etil asetat: n-butanol: 

asam format (15: 2: 2: 1) (Suputri dkk., 2021). Hasil elusi diamati pada sinar UV 

254. Dipilih eluen yang dapat menghasilkan noda yang sejajar dengan baku asam 

galat, dan noda dengan pemisahan yang baik.  

3.6.8 Uji Kadar Senyawa Fenolik dengan KLT-Densitometer 

1. Pembuatan Baku dan Pengukuran Panjang Gelombang Maksimal Asam Galat  

Asam galat ditimbang sebanyak 50 mg, dimasukkan ke dalam labu takar 

dan dilarutkan dengan metanol p.a. Larutan tersebut dibuat seri konsentrasi 100, 

200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, dan 900 ppm (Syarif dkk., 2010).  

2. Pembuatan Orientasi Larutan Fraksi n-Heksan, Etil Asetat, dan Air Kulit Buah 

Rambutan Binjai (Nephelium lappaceum L.)  

Dilakukan orientasi dengan  menimbang fraksi n-heksan, etil asetat, dan air 

masing masing sebanyak 50 mg, dilarutkan fraksi menggunakan pelarut metanol 

p.a sebanyak 50 mL (Syarif dkk., 2010).  
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3. Pembuatan Larutan Fraksi n-Heksan, Etil Asetat, dan Air Kulit Buah 

Rambutan Binjai (Nephelium lappaceum L.) 

Ditimbang 25,0 mg fraksi n-heksan, fraksi etil asetat dan fraksi air kulit 

buah rambutan bijai, kemudian dimasukkan dalam labu takar 5,0 mL. Dilarutkan 

masing-masing sampel dengan metanol (p.a) sampai tanda batas.  

4. Pengukuran Fraksi n-Heksan, Etil Asetat, dan Air Kulit Buah Rambutan Binjai 

(Nephelium lappaceum L.) 

Ditotolkan 10,0 µL fraksi air, 5,0 µL fraksi etil asetat, 10,0 µL fraksi n-

heksan dan 3,0 µL deret baku asa, galat dengan mikropipet pada lempeng silika 

GF 254. Diamati hasil penotolan pada UV 254. Dielusi lempeng dengan fase 

gerak (kloroform: etil asetat: n-butanol: asam format) pada chamber yang telah 

dijenuhkan. Noda yang terpisah diamati di bawah lampu UV 254 nm. Dicari 

panjang gelombang maksimal baku asam galat. Diukur luas puncak dan Rf sampel 

pada panjang maksimal dengan KLT-Densitometer. Dihitung kadar senyawa 

fenolik masing-masing fraksi kulit buah rambutan binjai yang dinyatakan dalam 

mg GAE/ g sampel.  

3.6.9 Uji Aktivitas Antibakteri 

1. Strelisasi Alat  

Alat-alat dari gelas yang akan digunakan untuk pengujian dicuci bersih dan 

dibungkus dengan kertas coklat disterilkan dengan otoklaf pada suhu 121°C 

selama 15 menit.  

2. Pembuatan Media Nutrient Agar (NA)  

Media agar miring Nutrient Agar (NA) ditimbang 1,4 gram ditambahkan      

50 mL aquadest. Larutan media NA dipanaskan sambil diaduk, hingga agarnya 
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melarut. Jika sudah terbentuk media NA yang jernih makan media dimasukkan ke 

dalam tabung reaksi masing-masing sebanyak 10 mL, ditutup tabung dengan 

sumbat kapas, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 

menit. Tabung yang berisi NA diletakkan dalam posisi miring dan dibiarkan 

memadat.  

3. Peremajaan Bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

Agar miring NA yang sudah steril disiapkan, diambil satu ose biakan bakteri 

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) dengan ose bulat kemudian 

digoreskan pada permukaan NA miring dan diinkubasi pada suhu 37°C selama     

24 jam.  

4. Pembuatan Media Nutrient Broth (NB) 

Media NB ditimbang sebanyak 1,2 g dalam beaker glass, ditambahkan 

aquadest sebanyak 50 mL sambil diaduk hingga larut, kemudian dimasukkan ke 

dalam erlenmeyer. Erlenmeyer kemudian ditutup dengan sumbat dari kapas, lalu 

disterilkan dengan otoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.  

5. Pembuatan Suspensi Bakteri  

Media NB sebanyak 10 mL disiapkan dalam tabung reaksi steril. Bakteri  

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) hasil dari peremajaan yang 

berumur 1 x 24 jam diambil satu ose dimasukkan dalam media NB. Kemudian 

diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37°C dan diukur serapannya pada panjang 

gelombang 625 nm, disetarakan dengan larutan ½ Mc Farland mempunyai 

populasi 1,5 x 108 CFU/mL dengan rentang absorbansi 0,08-0,1. 
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6. Pembuatan larutan ½ Mc. Farland  

Komposisi laruta ½ Mc  Farland adalah sebagai berikut: 

 Larutan BaCl2 2H2O 1,175% 

 Larutan H2SO4 0,36N 

Cara Pembuatan: 

a. Ditimbang BaCl2 2H2O sebanyak 117,5 mg kemudian dilarutkan ad 10ml 

aquadest.  

b. Dibuat larutan H2SO4 0,36N, dipipet 0,1 ml H2SO4 ad 10 ml aquadest pada 

labu takar. 

c. Diukur larutan H2SO4 0,36 N, sebanyak 9,9 ml, diukur larutan BaCl2 2H2O 

sebanyak 0,1 masukkan ke dalam labu takar 10ml.  

d. Dipipet campuran H2SO4 dan BaCl2 2H2O sebanyak 5ml, kemudian 

ditambahkan NB 5ml.  

e. Larutan ½ Mc Farland diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer 

UV pada panjang gelombang 625 nm. Larutan ½ Mc Farland mempunyai 

kekeruhan setara dengan 1 x 108 CFU/ml dengan absorbansi 0,08-0,1.  

3.6.9 Uji Aktivitas Antibakteri Fraksi Kulit Buah Rambutan Binjai dengan 

Metode Sumuran 
 

Fraksi kulit buah rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.) ditimbang dan 

diencerkan dengan menggunakan DMSO sehingga didapatkan konsentrasi 

berbeda pada fraksi yang memiliki kadar fenolik tertinggi. Pengujian antibakteri 

fraksi kulit buah rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.) dilakukan dengan 

metode sumuran dengan cara meletakan cylinder cup di atas lapisan pertama 

media MSA yang sudah memadat, kemudian dituang campuran suspensi 
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Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) sebanyak 5 µL ke dalam      

20 mL media MSA dan lapisan media MSA kedua, dibiarkan memadat. Cylinder 

cup diangkat, dimasukkan sebanyak 50µL ke dalam sumuran fraksi kulit buah 

rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.) dengan konsentrasi yang berbeda. 

Larutan siprofloksasin sebagai kontrol positif sedangkan larutan DMSO sebagai 

kontrol negatif. Cawan diinkubasi 1 x 24 jam pada suhu 37°C kemudian diukur 

diameter zona hambat Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

dengan menggunakan alat jangka sorong.  
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3.7 Skema Kerja  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. Skema Kerja Secara Umum 
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Uji kadar senyawa fenolik fraksi dengan KLT-Densitometer 

Uji aktivitas antibakteri fraksi terhadap Methicillin Resistant 

Staphylococcus aureus 

Kulit Buah Rambutan Binjai 
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Gambar 6. Ekstraksi Kulit Buah Rambutan Binjai 
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II 
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Diremaserasi kembali dengan etanol 70% 

sampai terendam semua 1 x 24 jam 

Filtrat I, II, dan III  kemudian 

diuapkan dengan penangas air 
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Ampas diremaserasi sampai 
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diperoleh filtrat ke III 
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Gambar 7. Fraksinasi Kulit Buah Rambutan 
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Gambar 8. Penetapan Kadar Senyawa Fenolik dengan KLT-Densitometer 

 

 

 

 

 

 

 

Ditimbang 50,0 mg asam galat, 

dilarutkan dalam 50 mL 

metanol p.a 

Ditimbang 25,0 mg masing-

masing fraksi, dilarutkan dalam 

5,0 mL metanol p.a 

Dibuat deret 100, 200, 300, 

400, 500, 600, 700, 800, 900, 

1000 ppm 

Ditotolkan 3,0 µL deret baku dan 5,0 µL; 10,0 µL 

 sampel pada plat silika GF 254 

Dielusi dengan kloroform : etil asetat: n-butanol: asam format (15: 2: 2: 1)  

Diamati hasil pemisahan pada UV 254 

Dicari panjang gelombang maksimal, dan diukur luas puncak serta Rf  

masing-masing fraksi dan deret baku 

Dihitung kadar senyawa fenolik yang dinyatakan dalam mg GAE/g sampel 
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Gambar 9. Uji Aktivitas Antibakteri 
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3.8 Analisis Data 

Penentuan fenol didapatkan dari nilai x hasil persamaan regresi baku asam 

galat yang nilai y disubstitusikan dengan luas area sampel. Kadar fenol fraksi n-

heksan, etil asetat, dan air kulit buah rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.) 

dinyatakan dalam mg GAE/g sampel. Kadar senyawa fenolik dan aktivitas 

antibakteri fraksi n-heksan, fraksi etil asetat dan fraksi air kulit buah rambutan 

dianalisis normalitas dan homogenitasnya. Jika data normal dan homogen, maka 

dilanjutkan dengan uji beda menggunakan t-test (uji parametrik).  Namun, jika 

data tidak normal dan tidak homogen, maka dilanjutkan uji beda Mann-Whitney 

(uji non parametrik).   
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BAB IV 

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan antibakteri dari 

fraksi kulit buah rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.) dalam menghambat 

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) dan kadar senyawa fenolik. 

Penelitian ini menggunakan bagian dari tumbuhan yaitu kulit buah, kulit buah 

rambutan yang digunakan haruslah sudah matang dan tidak rusak. Kulit rambutan 

didapatkan dari Blora, Jawa Tengah. Pengambilan tanaman dari satu daerah yang 

sama bertujuan untuk menghindari perbedaan kondisi iklim dan lingkungan yang 

dapat mempengaruhi hasil dari penelitian. Pengambilan sampel dilakukan dengan 

metode random sampling atau secara acak dengan tujuan setiap sampel memiliki 

kesempatan yang sama untuk diuji.  

Tahapan pertama sebelum penelitian adalah melakukan identifikasi tanaman 

yang akan digunakan yaitu tanaman rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.). 

Determinasi ini bertujuan untuk memastikan kebenaran identitas dan menghindari 

kesalahan dalam pengumpulan sampel tanaman. Determinasi dilakukan di 

Laboratorium Biologi Farmasi Sekolah Tinggi Ilmu Farmasi Yayasan Pharmasi 

Semarang. Hasil determinasi menunjukkan bahwa tanaman yang digunakan 

merupakan Rambutan dengan nama latin Nephelium lappaceum L.  
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Kulit buah rambutan yang sudah didapat kemudian dipisahkan dari pengotor 

dan dicuci bersih dengan air mengalir, kemudian dikeringkan di bawah sinar 

matahari dan ditutup dengan kain hitam. Pengeringan dilakukan untuk 

mengurangi kadar air dan mencegah timbulnya bakteri dan jamur sehingga 

simplisia yang tidak mudah rusak dan dapat disimpan dalam waktu yang cukup 

lama. Penutupan dengan kain hitam bertujuan untuk mencegah kontak simplisia 

dengan sinar UV secara langsung agar zat aktif dalam tanaman yang dikeringkan 

tidak rusak terurai oleh sinar UV. Kulit buah rambutan yang sudah kering 

selanjutnya diperkecil ukuran partikelnya dengan menggunakan mesin penggiling 

untuk memudahkan proses ekstraksi kemudian diayak.  

Metode yang digunakan untuk ekstraksi serbuk kulit rambutan adalah 

dengan cara remaserasi. Remaserasi dilakukan dengan cara pergantian larutan 

penyari dengan jumlah yang tetap hingga seluruh senyawa aktif tersari dalam 

cairan penyari. Penggantian cairan penyari dilakukan setelah 1-2 hari perendaman 

pada saat pelarut sudah jenuh. Prinsip dari remaserasi sama dengan maserasi, 

yaitu perendaman serbuk simplisia ke dalam cairan penyari. Cairan penyari akan 

menembus dinding sel dan akan masuk ke dalam rongga sel yang mengandung zat 

aktif, sehingga zat aktif akan larut dan karena adanya perbedaan konsentrasi 

larutan di dalam dan di luar sel maka cairan terpekat akan didesak ke luar. 

Peristiwa ini akan terjadi berulang-ulang sehingga terjadi kesetimbangan 
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konsentrasi antara larutan di dalam dan di luar sel (Departemen Kesehatan RI, 

1986).  

Metode remaserasi dipilih dengan pertimbangan bahwa metode ini mampu 

mengurangi tingkat kejenuhan pelarut terhadap senyawa kimia yang disari serta 

dengan penggantian pelarut yang dilakukan, memungkinkan penarikan senyawa 

kimia dalam simplisia berlangsung lebih sempurna sehingga rendemen dihasilkan 

lebih banyak. Serbuk kulit rambutan  disari dengan cairan penyari etanol 70% 

(Kusumaningrum, 2012). Etanol dipilih sebagai cairan penyari karena bersifat 

universal sehingga dapat menarik senyawa yang bersifat polar, semipolar, maupun 

nonpolar. Etanol 70% juga dapat menarik senyawa fitokimia lebih maksimal 

karena masih mengandung air cukup banyak sehingga sebagian senyawa ada yang 

tertarik dalam etanol dan ada pula yang tertarik dalam air (Sani dkk., 2014).  

Remaserasi dilakukan selama 4 x 24 jam dan dilakukan penggantian cairan 

2 x 24 jam untuk mendapatkan maserat pertama. Penggantian cairan penyari yang 

kedua dan ketiga dilakukan setelah 1 x 24 jam. Penggantian cairan penyari ini 

bertujuan untuk menghindari terjadinya konsentrasi penyari yang jenuh sehingga 

akan menghambat proses penarikan senyawa oleh cairan penyari dan sesekali 

diaduk agar fase kesetimbangan cepat tercapai. Maserat yang didapat disaring 

terlebih  dahulu lalu diuapkan dengan menggunakan waterbath sehingga 

didapatkan ekstrak kental. Rendemen ekstrak etanol kulit rambutan yang 

diperoleh sebesar 63,65%.   
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Ekstrak kental kulit buah rambutan binjai kemudian diuji bebas etanol, 

tujuan dari pengujian tersebut adalah untuk mengetahui bahwa ekstrak kental 

yang didapatkan benar-benar sudah terbebas dari etanol saat dilakukannya 

ekstraksi, karena etanol sendiri mempunyai sifat dapat membunuh 

mikroorganisme. Hasil uji bebas etanol ekstrak kulit buah rambutan binjai dapat 

dilihat pada tabel 1.  

Tabel 1. Hasil Pengujian Bebas Etanol Ekstrak Kulit Buah Rambutan Binjai 

Pereaksi 
Hasil Positif 

berdasarkan pustaka 
Hasil Penelitian Keterangan 

H2SO4 p + Asam 

asetat glasial 

Tercium bau ester  

(Kurniawati, 2015) 

Tidak tercium 

bau eter 

Ekstrak bebas 

etanol 

H2SO4 p + 

K2Cr2O7 2%  

5 tetes  

Mengandung etanol 

bila mula berwarna 

jingga menjadi biru 

(Ramadhani dkk., 

2020) 

Berwarna hitam Ekstrak bebas 

etanol 

 

Hasil pengujian bebas etanol menunjukkan bahwa sampel ekstrak kulit 

rambutan tidak mengandung etanol. Ekstrak kental kulit buah rambutan binjai 

dilakukan uji pendahuluan atau uji skrining fitokimia untuk mengetahui senyawa 

apa saja yang terkandung di dalam kulit buah rambutan. Uji pendahuluan atau 

skrining fitokimia dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui ada tidaknya 

senyawa aktif yang terkandung dalam kulit buah rambutan binjai (Nephelium 

lappaceum L). Hasil uji pendahuluan dapat dilihat sebagai berikut : 
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Tabel 2. Skrininng Fitokimia Ekstrak Kulit Buah Rambutan Binjai 

Golongan 

Senyawa 
Pereaksi 

Hasil 

Positif 

(Pustaka) 

Hasil Reaksi 

Warna 

berdasarkan 

Penelitian 

Keterangan Hasil Penelitian 

Ekstrak 
Fraksi 

n-heksan 

Fraksi 

Etil 

Asetat 

Fraksi 

Air 

Fenolik + FeCl3 1% 

(Agustina W, 

Nurhamidah, 

2017) 

Terbentuk 

warna biru-

hitam 

Terbentuk 

warna biru-

hitam 

+ + + + 

 

 

 

Tanin 

 

+ FeCl 

10%(Robinson, 

1991) 

Terbentuk 

warna biru-

hitam 

Terbentuk 

warna biru 

kehitaman 

+ + + + 

+  gelatin 0,5% 

(Robinson, 1991) 

Terbentuk 

endapan 

putih 

Terbentuk 

endapan putih 

+ + + + 

Flavonoid + Serbuk Mg + 

HClp + Amyl 

alkohol 

(Marjoni, 2016) 

Terbentuk 

warna 

merah, 

kuning, 

jingga pada 

lapisan 

amil 

alkohol 

Lapisan amil 

alkohol 

terbentuk 

warna jingga 

+ + + + 

 

 

 

 

Alkaloid 

Mayer (Marjoni, 

2016) 

Terdapat 

endapan 

putih 

Tidak 

terdapat 

endapan putih 

- - - - 

Dragendroff 

(Marjoni, 2016) 

Terbentuk 

endapan 

merah bata 

Terbentuk 

endapan 

merah bata 

+ + + + 

Bourchard 

(Marjoni, 2016) 

Terbentuk 

endapan 

coklat-

hitam 

Terbentuk 

endapan 

coklat-hitam 

+ + + + 

Steroid/ 

Triterpenoid 

n-heksan + asam 

asetat anhidrat + 

H2SO4 .(Marjoni, 

2016) 

Terbentuk 

warna ungu 

atau merah 

berubah 

menjadi 

hijau-biru 

Terbentuk 

warna ungu 

kecoklatan 

dan hijau-biru 

+ + + + 

Saponin Dikocok + HCl 

1%  (Wijaya 

dkk. 

2012)(Marjoni, 

2016).  

Busa stabil Busa stabil + + + + 

 

Berdasarkan uji pendahuluan yang telah dilakukan, menunjukkan hasil 

positif terhadap senyawa fenol, alkaloid, flavonoid, tanin, saponin dan tritepenoid. 

Identifikasi senyawa fenolik bertujuan untuk mengetahui ada atau tidaknya gugus 
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fenolik dalam ekstrak dan fraksi kulit buah rambutan binjai. Hasil positif uji 

pendahuluan fenolik adalah terbentuknya warna biru-hitam setelah direaksikan 

dengan pereaksi FeCl3, karena membentuk ikatan dengan Fe3+ menghasilkan 

kompleks Fe-Fenolat yang mempunyai 3 ikatan ionik dan 3 ikatan kovalen 

(Sudjadi dan Rohman, 2004). Sampel ekstrak, fraksi n-heksan, etil asetat, dan air 

kulit buah rambutan binjai mengandung senyawa fenolik dengan ditandai 

terbentuknya larutan berwarna biru-hitam.  

Identifikasi alkaloid dilakukan dengan cara menambahkan air dan larutan 

HCl 2N. Penambahan HCl 2N dimaksudkan untuk menarik senyawa alkaloid 

dalam sampel karena alkaloid bersifat basa maka dengan penambahan asam 

seperti HCl akan terbentuk garam, sehingga alkaloid akan terpisah dengan 

komponen-komponen lain dari sel tumbuhan yang ikut terekstrak dengan 

mendistribusikanya ke fase asam. Sampel kulit buah rambutan binjai dengan 

pereaksi Mayer terjadi kekeruhan namun tidak terbentuk endapan putih, hal ini 

dikarenakan tidak semua alkaloid bereaksi dengan pereaksi Mayer. Pengendapan 

yang terjadi tergantung pada jenis alkaloidnya. 

Sampel dengan pereaksi Bouchardat dan Dragendorf menghasilkan endapan 

coklat kehitaman dan endapan merah bata. Hasil positif alkaloid pada uji 

Bouchardat yang menghasilnya endapan coklat kehitaman, diperkirakan endapan 

tersebut adalah kalium-alkaloid. Pembuatan pereaksi Bouchardat, iodin bereaksi 

dengan ion I- dari kalium iodida menghasilakn ion I3
-. Ion logam K+ akan 

membentuk ikatan kovalen koordinat dengan nitrogen pada alkaloid membentuk 

kompleks kalium-alkaloid yang mengendap (Marliana dkk., 2005).  
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Hasil positif alkaloid pada uji Dragendorff ditandai dengan terbentuknya 

endapan berwarna merah bata. Endapan tersebut adalah kalium-alkaloid. Pada 

pembuatan pereaksi Dragendorff, bismut nitrat dilarutkan dalam HNO3. Ion Bi3+ 

dari bismut nitrat bereaksi dengan kalium iodida membentuk endapan hitam 

Bismut (III) iodida yang kemudian melarut dalam kalium iodida berlebih 

membentuk kalium tetraiodobismutat (Svehla, 1990). Pada uji alkaloid dengan 

pereaksi Dragendorff, nitrogen digunakan untuk membentuk ikatan kovalen 

koordinat dengan K+ yang merupakan ion logam (Marliana dkk., 2005).  

Uji pendahuluan flavonoid adalah terbentuknya warna merah, kuning, 

merah tua, hijau sampai biru pada lapisan amil alkohol. Larutan amil alkohol 

setelah ditambahkan pada sampel akan membentuk 2 lapisan, senyawa amil 

alkohol akan melarutkan senyawa flavonoid yang ada pada sampel kulit buah 

rambutan binjai (Ma’rifah, 2016). Senyawa flavonoid sendiri terbagi menjadi 

beberapa golongan berdasarkan kelarutannya, flavonoid yang larut dalam pelarut 

yang bersifat polar merupakan glikosida flavonoid contohnya rutin, flavonoid 

yang bersifat semi polar atau aglikon flavonoid contohnya adalah kuersetin dan 

yang bersifat nonpolar adalah sinersetin (Departemen Kesehatan, 1995).  

Pengujian tanin pada sampel menunjukkan hasil positif, tanin dapat 

mengikat dan mengendapkan protein sehingga membentuk senyawa kompleks 

(Harborne, 1987). Pengujian tanin dapat menggunakan reagen NaCl-gelatin, 

penambahan NaCl akan menyebabkan salting-out dari kompleks tanin-gelatin 

(Fong dkk, 1973). Tanin dapat mengendapkan gelatin sehingga terbentuknya 
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endapan menunjukkan adanya tanin. Reaksi pengendapan ini lebih sensitif dengan 

penambahan NaCl untuk mempertinggi penggaraman dari tanin dan gelatin 

(Gusliana, 2017). Gelatin merupakan protein alami yang memberikan sifat 

penstabil dan pengental bagi media yang berisikan air, sehingga terbentuk 

senyawa protein dikarenakan adanya ikatan hidrogen antara tanin dan protein 

pada gelatin sehingga terbentuk endapan putih yang merupakan hasil positif. 

Identifikasi senyawa tanin, juga dilakukan dengan penambahan larutan FeCl3 1%. 

Tanin dan Fe3+ akan membentuk ikatan kompleks yang memberikan perubahan 

warna hijau, merah, ungu, biru atau hitam kuat. Identifikasi dengan FeCl3 

digunakan untuk mengidentifikasi apakah sampel mengandung gugus fenol 

sedangkan tanin merupakan senyawa polifenol (Ergina dan Indarini, 2014). 

Sampel menunjukkan bahwa ekstrak, dan fraksi kulit buah rambutan binjai 

mengandung tanin dengan terbentuknya warna hijau kehitaman ketika 

ditambahkan FeCl3 dan terbentuk endapan putih ketika ditambahkan NaCl dan 

gelatin.  

Hasil uji pendahuluan saponin menunjukkan terbentuknya busa stabil. 

Senyawa yang memiliki gugus polar dan nonpolar bersifat aktif permukaan 

sehingga saat dikocok dengan air, saponin dapat membentuk misel. Struktur misel 

gugus polar menghadap ke luar sedangkan gugus nonpolar menghadap ke dalam. 

Keadaan inilah yang tampak seperti buih (Robinson, 1991). Penambahan HCl 1% 

untuk menambahkan kepolaran sehingga gugus hidrofil akan berikatan lebih stabil 

dan busa yang terbentuk menjadi stabil (Kumalasari, 2003). 
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Uji pendahuluan steroid/triterpenoid adalah terbentuknya larutan berwarna 

coklat kemerahan atau ungu. Penambahan asam asetat anhidrat bertujuan untuk 

membentuk turunan asetil dari triterpenoid. Senyawa triterpenoid akan mengalami 

dehidrasi dengan penambahan asam kuat dan membentuk garam yang 

memberikan sejumlah reaksi warna (Robinson, 1991). Terpenoid tersusun dari 

rantai panjang hidrokarbon C30 disebut triterpenoid yang menyebabkan sifatnya 

nonpolar sehingga mudah tertarik dalam pelarut yang bersifat nonpolar. Senyawa 

triterpenoid juga memiliki gugus hidroksi sehingga akan dapat tertarik oleh 

pelarut yang bersifat semipolar bahkan pelarut polar (Kristanti, 2008) 

Uji penegasan dilakukan dengan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT). 

Pengujian KLT dilakukan dengan cara menjenuhkan fase gerak dalam chamber 

dan memasukkan kertas penjenuh lalu ditutup dengan penutup chamber, dibiarkan 

hingga fase gerak melewati kertas penjenuh dari sisi chamber bagian dalam ke 

bagian luar chamber. Tujuan dilakukan penjenuhan chamber adalah untuk 

meminimalkan penguapan pelarut dan noda dapat tertarik dengan sempurna. 

Sampel ditotolkan pada lempeng silika menggunakan pipa kapiler. Sampel yang 

telah ditotolkan pada permukaan lempeng KLT selanjutnya dimasukkan ke dalam 

chamber yang berisi fase gerak yang telah dijenuhkan. 

Hasil pengujian dengan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT) untuk 

mengetahui kandungan fenolik, flavonoid, alkaloid tanin, saponin, dan 

steroid/triterpenoid terhadap ekstrak, fraksi n-heksan, etil asetat, dan air kulit buah 

rambutan binjai ditunjukkan pada tabel 3. 
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Tabel 3.  Hasil KLT Ekstrak dan Fraksi n-Heksan, Etil Asetat, Air Kulit Buah Rambutan 

Binjai 
 

Sampel 

Golongan 

Kandungan 

Senyawa 

Fase Gerak 
Penampak 

Bercak 

Warna Noda dengan 

Penampak Bercak 

Keterangan 

positif 

Ekstrak Etanol 

Fenolik 

n-butanol: 

asam asetat: air 

(4: 1: 5) 

FeCl3 

(+)Hitam 

(Rf = 0,25; 0,59; 0,72) (+) 

Hijau, merah, 

ungu, biru atau 

hitam kuat 

(Ahmad, 

2015). 

 

Fraksi n-heksan 

(+)Hitam 

(Rf = 0,31;0,62; 0,75) 

Fraksi Etil asetat 
(+)Hitam 

(Rf = 0,31; 0,62; 0,75) 

Fraksi Air 
(+)Hitam 

(Rf = 0,31) 

Ekstrak Etanol 

Tanin 

Etil asetat: 

methanol: air 

100: 13,5: 10 

 

FeCl3 1% 

(+) Biru kehitaman 

(Rf = 0,35; 0,60) 

(+) 

Biru 

Kehitaman 

(Hanani, 2015) 

Fraksi n-heksan 
(+) Biru kehitaman 

(Rf = 0,40; 0,60; 0,73) 

Fraksi 

Etil asetat 

(+) Biru kehitaman 

(Rf = 0,38; 0,62; 0,73) 

Fraksi Air 
(+) Biru kehitaman 

(Rf = 0,40; 0,65; 0,75; 0,82) 

Ekstrak Etanol 

Flavonoid 

n-butanol : 

asam asetat : 

air (4: 1: 5) 

 

Uap amonia 

(+)Kuning kecoklatan 

(Rf = 0,37; 0,81) 
(+) 

Kuning 

kecoklatan 

(Harbone, 

1987) 

Fraksi n-heksan 
(+) Kuning Kecoklatan 

(Rf = 0,68; 0,81; 0,87) 

Fraksi 

Etil asetat 

(+) KuningKecoklatan 

(Rf = 0,56; 0,82; 0,87) 

Fraksi Air 
(+) KuningKecoklatan 

(Rf = 0,37; 0,81; 0,87) 

Ekstrak Etanol 

Alkaloid 

Metanol : 

NH4OJH 

(200:3) 

Dragendorff 

(+) coklat kuning 

(Rf = 0,60) (+) 

Coklat berlatar 

belakang 

kuning 

(Harbone, 

1987) 

Fraksi n-heksan 
(+) coklat kuning 

(Rf = 0,55; 0,90) 

Fraksi 

Etil asetat 

(+) coklat kuning 

(Rf = 0,50; 0,90) 

Fraksi Air 
(+) coklat kuning 

             (Rf = 0,55; 0,90) 

Ekstrak Etanol 

Saponin 

Kloroform: 

metanol: air 

(13: 7: 2) 

 

 

Anisaldehid-

H2SO4 

dioven 5-10 

menit suhu 

105oC 

(+)Ungu Kebiruan 

(Rf = 0,45; 0,95) 
(+) 

Merah,kuning, 

biru tua, ungu, 

hijau, atau 

kuning, coklat 

(Harborne, 

1987) 

Fraksi n-heksan 
(+)Ungu Kebiruan 

(Rf = 0,40; 0,60) 

Fraksi Etil Asetat 
(+)Ungu Kebiruan 

(Rf = 0,40; 0,55) 

Fraksi Air 
(+) Ungu Kebiruan  

(Rf = 0,45; 0,60) 

Ekstrak Etanol 

Triterpenoid 

n-heksan: etil 

asetat 

(4:6) 

 

Anisaldehid-

H2SO4 

dioven 5-10 

menit suhu 

105oC 

 

(+) merah-ungu 

(Rf = 0,30; 0,50; 0,70; 0,85) 
(+) 

Merah ungu, 

ungu tua, hijau 

biru, atau 

merah 

(Halimah dkk. 

2010). 

Fraksi n-heksan 
(+) merah-ungu 

(Rf = 0,20; 0,70; 0,90) 

Fraksi Etil asetat 
(+) merah-ungu 

(Rf = 0,25; 0,55; 0,75) 

Fraksi Air 
(+) merah-ungu 

(Rf= 0,25; 0,55; 0,75) 
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Uji KLT fenolik menggunakan fase gerak n-butanol : asam asetat : air (4: 1: 

5) dengan penampak bercak FeCl3. Positif fenolik jika terbentuk noda warna biru-

kehitaman, hijau, hijau kehitaman (Marliani dkk, 2017). Senyawa fenolik apabila 

disemprot dengan FeCl3 akan memberikan warna hijau, merah ungu, biru, atau 

hitam (Nurlaila, 2019). Hasil positif terdapat pada ekstrak, fraksi n-heksan, etil 

asetat, dan air kulit buah rambutan binjai, dari hasil tersebut dijadikan acuan 

dalam pengukuran terhadap kandungan fenolik. Perbedaan antara nilai Rf pada 

ekstrak dan fraksi dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya yaitu 

struktur kimia dari senyawa yang dipisahkan, sifat penyerap dan aktivitas, tebal, 

dan kerapatan lapisan penyerap, fase gerak, derajat kejenuhan, suhu, jumlah 

cuplikan yang diambil terlalu sedikit atau terlalu banyak (Sastrohamidjojo, 1991). 

Pada penelitian (Wulandari, 2011), juga menyebutkan beberapa faktor yang 

menyebabkan nilai Rf bervariasi meliputi dimensi, dan jenis ruang, sifat dan 

ukuran lempeng, arah aliran fase gerak, volume dan komposisis fase gerak, 

kondisi kesetimbangan, kelembaban, dan metode persiapan sampel KLT 

sebelumnya. Alkaloid pada ekstrak etanol dan fraksi kulit buah rambutan binjai 

ditunjukkan dengan terbentuknya noda warna coklat jingga dengan latar belakang 

kuning setelah disemprot dengan pereaksi dragendorff bercak tersebut 

menandakan adanya senyawa golongan alkaloid , pada sampel kulit buah 

rambutan binjai.  

Flavonoid pada ekstrak etanol dan fraksi kulit buah rambutan binjai 

ditunjukkan dengan terbentuknya noda warna kuning setelah diberi uap amonia, 

berdasarkan warna noda pada ekstrak etanol dan fraksi kulit buah rambutan binjai 
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mengandung senyawa flavonoid (Robinson, 1991). Flavonoid mempunyai tipe 

yang beragam dan terdapat dalam bentuk bebas (aglikon) maupun terikat sebagai 

glikosida. Aglikon polimetoksi bersifat non polar, aglikon polihidroksi bersifat 

semi polar, sedangkan glikosida flavonoid bersifat polar karena mengandung 

sejumlah gugus hidroksil dan gula (Markham, 1988). Tipe flavonoid yang 

beragam juga dapat mempengaruhi nilai Rf sehingga harga Rf yang dihasilkan 

juga berbeda.  

Identifikasi kandungan senyawa tanin menggunakan KLT menunjukkan 

hasil positif pada ekstrak, fraksi n-heksan, etil asetat, dan air kulit buah rambutan 

binjai dengan ditandai adanya noda berwarna biru kehitaman setelah disemprot 

dengan penampak bercak FeCl3 (Hanani, 2015). Uji KLT senyawa saponin, hasil 

positif terkandung dalam ekstrak, fraksi n-heksan, dan air kulit buah rambutan 

binjai. Jika terbentuk noda merah, kuning, biru tua, ungu, hijau kuning kecoklatan 

dengan penampak bercak anisaldehid-asam sulfat maka positif saponin (Hanani, 

2015). Triterpenoid adalah suatu golongan senyawa terpenoid yang sifatnya 

cenderung nonpolar sehingga mudah tertarik dalam pelarut yang bersifat nonpolar 

dan semipolar (Harbone, 1987). Hasil identifikasi KLT menunjukkan ekstrak, 

fraksi n-heksan, etil asetat, dan air kulit buah rambutan binjai positif mengandung 

triterpenoid. 

Identifikasi senyawa fenolik yang terkandung dalam sampel fraksi n-heksan, 

etil asetat, dan air kulit buah rambutan dapat dilakukan dengan metode analisis 

instrumental berdasarkan radiasi elektromagnetik dengan analit berupa noda pada 

plat. Penentuan kadar suatu senyawa dapat menggunakan KLT-Densitometri 
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dengan cara noda-noda yang telah terpisah pada lempeng KLT dimasukkan ke 

dalam alat tersebut kemudian ditentukan kadarnya berdasarkan hubungan Area 

Under Curva (AUC) masing masing noda pada plat (Schunack, 1990; Sherma, 

1994). 

Identifikasi kualitatif dan kuantitatif dilakukan dengan pengukuran 

menggunakan densitometer. Nilai Rf dan spektrum sampel yang dibandingkan 

dengan baku asam galat merupakan pengujian kualitatif. Spektrum baku asam 

galat juga dapat digunakan untuk mengetahui panjang gelombang maksimum. 

Panjang gelombang maksimum berhubungan dengan uji kuantitatif, yaitu untuk 

menentukan pengukuran luas area (AUC). Tujuan pengukuran luas area pada 

panjang gelombang maksimum adalah mendapatkan sensitivitas pengukuran yang 

tinggi dan dihasilkan nilai yang cukup konstan saat diukur berulang.  

Penentuan kadar senyawa fenolik pada fraksi n-heksan, etil asetat, dan air 

kulit buah rambutan binjai dengan alat Densitometer memiliki keuntungan yaitu 

pengerjaannya lebih sederhana, waktu pengerjaan cepat, memiliki kepekaan tinggi 

dalam menganalisis senyawa yang dideteksi. Dalam pengerjaannya harus 

diperhatikan cara dalam penotolan dan volume yang ditotolkan harus sama 

(Kurniawan, 2014). Langkah pertama yang dilakukan adalah menentukan eluen, 

penentuan eluen merupakan faktor yang paling penting dalam kromatografi lapis 

tipis. Eluen harus dapat memisahkan senyawa dan menghasilkan noda sampel 

yang sejajar dengan noda baku pembanding. Optimasi eluen diawali dengan 

menentukan jenis fase diam dan sifat fisika kimia analit yang akan dianalisis. Fase 
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diam yang digunakan dalam penelitian ini adalah silika gel GF 254.  Silika gel GF 

254 merupakan lempeng silika yang bersifat polar dan dapat berfluoresensi pada 

UV 254 (Wulandari, 2011b).  

Penentuan eluen dilakukan pada lima eluen yang berbeda. Eluen pertama 

yang digunakan n-heksan: etil asetat: asam asetat glasial (20: 9: 1) (Agatonovic-

Kustrin dkk., 2019), eluen kedua etil asetat: metanol: air (120: 5: 4) (Orsini dkk., 

2019), etil asetat: air: asam format (17: 3: 2) (Ibrahim dkk., 2018) digunakan 

sebagai eluen ketiga, eluen keempat butanol: asam asetat: air (4: 1: 5), dan eluen 

kelima kloroform: etil asetat: n-butanol: asam format (15: 2: 2: 1) (Suputri dkk., 

2021). Sebelum dilakukan elusi, chamber perlu dijenuhkan. Penjenuhan ini 

ditujukan agar memaksimalkan proses pergerakan noda dengan cara 

mendistribusikan fase gerak secara merata (Gandjar dan Rohman, 2008).  

Baku asam galat, fraksi n-heksan, etil asetat, dan air kulit buah rambutan 

binjai tidak dapat terelusi dengan baik pada eluen pertama. Eluen kedua 

menghasilkan pemisahan yang baik, namun pada baku dan sampel tidak terelusi 

dengan baik (mengekor). Asam galat dapat terelusi karena eluen kedua lebih polar 

dibandingkan eluen pertama. Eluen kedua ini belum dapat digunakan karena 

adanya noda yang mengekor. Noda yang mengekor dapat menghasilkan puncak 

yang kurang simetris pada densitometer (Wulandari, 2011b). Hasil eluen yang 

ketiga tidak baik karena asam galat, fraksi n-heksan, etil asetat, dan air kulit buah 

rambutan binjai terelusi sampai batas elusi. Hal ini disebabkan oleh sifat fase 

gerak yang lebih polar dari eluen kedua. Eluen keempat menghasilkan pemisahan 
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yang baik, namun hasil pada baku dan sampel mengekor Eluen kelima merupakan 

eluen yang dipilih untuk analisis dengan densitometer. Sampel dapat 

menghasilkan Rf yang sejajar dengan asam galat dan noda pada baku asam galat 

tidak mengekor. Gugus hidroksi dalam asam galat memberikan sifat polar, dan 

gugus benzene memberikan sifat nonpolar oleh karena itu, asam galat dapat 

terelusi dan nodanya berada ditengah lintasan elusi.  

Setelah didapatkan eluen yang menghasilkan noda sampel sejajar dengan 

baku asam galat, perlu dilakukan orientasi konsentrasi sampel. Orientasi ini 

digunakan untuk menentukan konsentrasi sampel yang dapat masuk dalam kurva 

deret baku asam galat. Orientasi dilakukan terhadap konsentrasi dan volume 

penotolan sampel. Didapatkan konsentasi pada sampel fraksi n-heksan 5000 ppm 

dengan volume penotolan 10 µL, fraksi etil asetat 5000 ppm dengan volume 

penotolan 5µL, dan fraksi air konsentrasi 5000 ppm dengan volume penotolan 10 

µL. Deret baku yang digunakan dalam penelitian ini yaitu 100, 200, 300, 400, 

500, 600, 700, 800, 900, dan 1000 ppm. Deret digunakan dalam jumlah banyak 

agar sampel masuk ke dalam deret dan memudahkan dalam menentukan nilai 

koefisien korelasi (r).  

Asam galat diukur pada spektrum panjang gelombang ultraviolet, yaitu 200-

400 nm. Asam galat memiliki dua puncak pada rentang panjang gelombang 

tersebut puncak pertama di antara 200-240 nm dan puncak kedua di antara 250-

300 nm (Verma dkk., 2011). Hasil pengukuran spektrum asam galat dalam 

penelitian ini yaitu 223 nm (puncak pertama), dan 280 nm (puncak kedua).  
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Gambar 10. Struktur Asam Galat (Fernandes dan Salgado, 2016) 

Asam galat memiliki gugus hidrokarbon aromatik (benzena) dan gugus 

hidroksil. Hidrokarbon aromatik yang termasuk dalam gugus kromofor dapat 

memberikan serapan pada sinar UV, sehingga terdapat dua puncak tersebut. 

Hidroksil termasuk gugus ausokrom karena memiliki satu elektron bebas. Gugus 

tersebut dapat menggeser panjang gelombang maksimal (batokromik) jika 

berikatan langsung dengan gugus kromofor (seperti pada asam galat). Hasil 

pengukuran panjang gelombang maksimal asam galat sesuai dengan penelitian 

(Luis Aleixandre-Tudo dan du Toit, 2019) yaitu 280 nm.  

 

Gambar 11. Spektrum UV dan Panjang Gelombang Maksimum Asam Galat 
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Hasil pengukuran penjang gelombang maksimum tersebut digunakan untuk 

menentukan nilai Rf dan kadar senyawa fenolik dalam sampel fraksi n-heksan, etil 

asetat dan fraksi air kulit buah rambutan binjai. Pengukuran kadar senyawa 

fenolik dilakukan dengan AUC sampel pada Rf tertentu (yang mendekati Rf asam 

galat). Hasil Rf deret baku dan sampel fraksi n-heksan, etil asetat, dan air dapat 

dilihat pada tabel 4.  

Tabel 4. Nilai Rf Deret Baku Asam Galat dan Sampel 

Senyawa Rf 

Asam Galat 200 ppm 0,427 

Asam Galat 400 ppm 0,432 

Asam Galat 500 ppm 0,438 

Asam Galat 600 ppm 0,438 

Asam Galat 700 ppm 0,443 

Fraksi Air 1 0,395 

Fraksi Air 2 0,395 

Fraksi Air 3 0,398 

Fraksi Air 4 0,403 

Fraksi Air 5 0,410 

Fraksi Etil Asetat 1 0,443 

Fraksi Etil Asetat 2 0,448 

Fraksi Etil Asetat 3 0,448 

Fraksi Etil Asetat 4 0,448 

Fraksi Etil Asetat 5 0,445 

Fraksi n-Heksan 1 0,445 

Fraksi n-Heksan 2 0,445 

Fraksi n-Heksan 3 0,445 

Fraksi n-Heksan 4 0,445 

Fraksi n-Heksan 5 0,445 

 

Hasil tabel di atas menunjukkan ketiga sampel mengandung asam galat. 

Nilai Rf dikatakan baik dan dapat diterima pada nilai 0,2-0,8 (Gandjar dan 

Rohman, 2008). Sistem kromatografi yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

normal phase, dimana fase diam lebih polar dibandingkan fase gerak. Berdasarkan 

nilai Rf, dapat diketahui bahwa noda asam galat berada di tengah lintasan elusi. 
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Oleh karena itu, membuktikan bahwa asam galat bersifat lebih nonpolar 

dibandingkan lempeng silika gel, dan lebih polar dibandingkan fase gerak yang 

digunakan.  

 

Gambar 12.  Profil KLT Deret Baku Asam Galat dan Sampel pada Panjang Gelombang 

280 nm 

 

Pengukuran kadar senyawa fenolik dilakukan pada fraksi n-heksan, etil 

asetat, dan air kulit buah rambutan. Prinsip dari pengukuran ini adalah mengukur 

dan membandingkan AUC baku asam galat dan sampel. Pengukuran dengan 

menggunakandensitometer dipengaruhi oleh konsentrasi dan volume penotolan 

analit. Semakin besar konsentrasi dan volume penotolannya, maka semakin besar 

AUC yang dihasilkan. Hasil AUC, volume penotolan, serta konsentrasi deret baku 

asam galat dan sampel dapat dilihat pada lampiran 14.  

Pembuatan kurva baku asam galat dilakukan pada konsentrasi 200 ppm, 400 

ppm, 500 ppm, 600 ppm, dan 700 ppm. Asam galat dengan konsentrasi 100 ppm, 

300 ppm, 800 ppm, 900 ppm dan 1000 ppm tidak digunakan. Kelima konsentrasi 

tersebut menghasilan nilai AUC yang terlalu menyimpang, sehingga 
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mempengaruhi koefisien korelasi (r). Hal tersebut dapat terjadi karena pemipetan 

dan pelarutan yang kurang tepat saat pembuatan deret baku. Hasil nilai AUC baku 

asam galat dapat dilihat pada tabel 5.  

Tabel 5. Hasil Nilai AUC Baku Asam Galat 

No Konsentrasi (ppm) Volume Penotolan (mL) Massa zat (µg) AUC 

1 200 0.003 0.6 0.00941 

2 400 0.003 1.2 0.01397 

3 500 0.003 1.5 0.01662 

4 600 0.003 1.8 0.01938 

5 700 0.003 2.1 0.02421 

 

Kurva deret baku asam galat yang diukur dengan densitometer digambarkan 

dengan massa zat dan AUC. Massa zat merupakan hasil perkalian konsentrasi 

dengan volume penotolan analit. Linearitas kurva baku pada penelitian ini cukup 

baik (r= 0,9871). Suatu kurva baku memiliki linearitas yang baik apabila nilai r ≥ 

0,98 (Fatimah dkk., 2018). Persamaan regresi linear yang digunakan untuk 

mengukur kadar senyawa fenolik dalam sampel fraksi n-heksan, etil asetat dan air 

adalah y = 0,009531x + 0,00293.  

 

Gambar 13. Kurva Baku Asam Galat pada Panjang Gelombang 280 nm 
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Masing-masing sampel fraksi dilakukan pengukuran pada lima replikasi 

dengan konsentrasi 5000 ppm dan volume penotolan untuk fraksi air dan n-heksan 

(10 µL) dan fraksi etil asetat (5 µL). Rerata kadar senyawa fenolik fraksi etil 

asetat lebih besar (58,9238 mg GAE/g sampel) dibandingkan dengan fraksi n-

heksan (19,95158 mg GAE/g sampel) dan fraksi air (18,9623 mg GAE/g sampel).  

Tabel 6.  Kadar Senyawa Fenolik  Fraksi n-Heksan, Etil Asetat dan Air Kulit Buah 

Rambutan Binjai 
 

Sampel Kadar Senyawa Fenolik (mg GAE/g sampel) 

Fraksi Air 1 18.1862 

Fraksi Air 2 18.5878 

Fraksi Air 3 19.6184 

Fraksi Air 4 18.6029 

Fraksi Air 5 18.8165 

Rerata 18.76236 

SD 0.52998 

Fraksi Etil Asetat 1 34.9598 

Fraksi Etil Asetat 2 65.012 

Fraksi Etil Asetat 3 62.2915 

Fraksi Etil Asetat 4 67.3935 

Fraksi Etil Asetat 5 64.9622 

Rerata  58.9238 

SD 13.5173 

Fraksi n-Heksan 1 19.3268 

Fraksi n-Heksan 2 18.0936 

Fraksi n-Heksan 3 23.0876 

Fraksi n-Heksan 4 24.3461 

Fraksi n-Heksan 5 14.9038 

Rerata 19.95158 

SD 3.82324 

 

Data kadar senyawa fenolik kemudian diolah dengan Statistical Product and 

Service Solution (SPSS). Dilakukan uji statistik dengan program SPSS untuk 

mengetahui adanya perbedaan kadar senyawa fenolik masing-masing fraksi 

apakah hasilnya berbeda signifikan atau tidak berbeda signifikan. Langkah awal 

analisis SPSS adalah uji normalitas dan homogenitas. Uji normalitas dilakukan 
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dengan uji Kolmogorov-Smirnov untuk mengetahui data berdistribusi normal atau 

tidak. Data yang berdistribusi normal dianggap telah mewakili populasi sampel. 

Uji homogenitas dilakukan untuk menunjukkan bahwa varian antar perlakuan 

berdistribusi homogen atau tidak. Syarat suatu data berdistribusi normal dan 

homogen adalah apabila nilai signifikansinya (Sig) lebih dari 0,05. Hasil kadar 

senyawa pada uji normalitas didapatkan bahwa fraksi etil asetat tidak normal, dan 

ketiga sampel tidak homogen. Data kadar senyawa fenolik pada fraksi n-heksan, 

etil asetat, dan air kulit buah rambutan binjai pada uji normalitas dan homogenitas 

dapat dilihat pada tabel 7 dan tabel 8. 

Tabel 7. Hasil Uji Normalitas Kadar Senyawa Fenolik 

Kelompok Signifikan Keterangan 

Fraksi n-Heksan 0,788 Normal 

Fraksi Etil Asetat 0,005 Tidak Normal  

Fraksi Air 0,425 Normal 

 

Tabel 8. Hasil Uji Homogenitas Kadar Senyawa Fenolik 

Signifikan Keterangan 

0.030 Tidak Homogen  

 

Data tersebut dilakukan analisis statistik menggunakan non parametrik 

(Kruskal-Wallis). Kruskal-Wallis merupakan uji statistik non parametrik yang 

digunakan untuk membandingkan sampel lebih dari dua kelompok. Kadar 

senyawa fenolik pada ketiga fraksi berbeda signifikan karena hasil dari asymp sig 

(0,009 < 0,05). Hasil uji statistika non parametrik Kruskal-Wallis dapat dilihat 

pada tabel 9 dan lampiran 31.  
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Tabel 9. Hasil Uji Non Parametrik Kruskal Wallis 

Signifikan Keterangan 

0,009 Berbeda signifikan  

 

 Perbedaan tiap kelompok ditentukan dengan Mann-Whitney, dimana fraksi 

n-heksan dan fraksi etil asetat berbeda signifikan dilihat dari (asymp sig(2-tailed)) 

< 0,025. Fraksi n-Heksan dan fraksi air berbeda tidak signifikan karena nilai 

(asymp sig(2-tailed))>0,025. Fraksi etil asetat dan fraksi air berbeda signifikan 

karena nilai (asym sig (2-tailed))<0,025. Kandungan senyawa fenol paling tinggi 

terdapat pada fraksi etil asetat. Ini membuktikan bahwa fraksinasi menggunakan 

etil asetat lebih baik dalam menarik senyawa fenolik pada kulit buah rambutan 

binjai. Hasil uji statistika Mann-Whitney untuk mengetahui perbedaan tiap 

kelompok dapat dilihat pada tabel 10 dan lampiran 31. 

Tabel 10. Hasil Uji Man-Whitney 

Kelompok Signifikan Keterangan 

Fraksi n-Heksan vs Fraksi Etil Asetat 0,009 Berbeda signifikan 

Fraksi n-Heksan vs Fraksi Air 0,754 Berbeda tidak signifikan  

Fraksi Etil Asetat vs Air 0,009 Berbeda signifikan 

 

Uji aktivitas antibakteri dilakukan pada fraksi n-heksan, fraksi etil asetat dan 

air kulit buah rambutan binjai. Tahap awal sebelum dilakukan pengujian yaitu 

tahap peremajaan bakteri. Tahap peremajaan bakteri ini adalah proses 

memindahkan bakteri dari media lama ke media yang baru. Proses peremajaan ini 

bertujuan untuk mendapatkan biakan bakteri yang baru, yang diharapkan memiliki 

metabolisme sel bakteri yang optimal. Tahap selanjutnya adalah pembuatan 

suspensi bakteri uji dari hasil peremajaan bakteri. Suspensi bakteri yang telah 

dibuat kemudian diukur kekeruhannya. Kekeruhan bakteri yang diperoleh 



 78 

disetarakan dengan standar ½ Mc Farland yaitu setara dengan jumlah 

pertumbuhan 1,5x108 CFU/mL. Metode yang digunakan pada uji aktivitas 

antibakteri adalah difusi sumuran. Prinsip dari metode ini adalah mendifusikan 

senyawa bakteri ke dalam media melalui lubang sumuran (Cahyani dkk, 2017). 

Metode ini dipilih karena memiliki beberapa kelebihan yaitu cepat, mudah, dan 

sumuran dapat menampung volume sampel uji lebih banyak, diharapkan lebih 

banyak senyawa aktif dalam sampel yang berdifusi ke media sehingga daya 

antibakteri yang dihasilkan lebih optimal.  

Media yang digunakan dalam pengujian antibakteri adalah media MSA 

(Manitol Salt Agar). Media MSA merupakan media selektif untuk pertumbuhan 

bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus. Media MSA mengandung 

manitol dan indikator phenol red. Adanya bakteri Methicillin Resistant 

Staphylococcus aureus akan memfermentasi manitol menghasilkan asam yang 

mengubah indikator phenol red menjadi warna kuning.  

Sebelum media digunakan, dilakukan uji sterilitas yang bertujuan untuk 

mengetahui bahwa media benar-benar dalam keadaan steril atau bebas dari 

cemaran mikroba. Uji fertilitas media diperlukan dengan tujuan untuk mengetahui 

bahwa bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus dapat tumbuh pada 

media yang digunakan. Hasilnya adalah bakteri Methiciliin Resistant 

Staphylococcus aureus tumbuh pada media tersebut. Uji resisten dilakukan untuk 

mengetahui kepekaan bakteri terhadap antibiotik. Antibiotik yang digunakan pada 

uji resistensi yaitu tetrasiklin, amoksisilin, kloramfenikol, siprofloksasin, dan 

DMSO. Hasil uji resistensi menunjukkan bahwa bakteri yang digunakan telah 
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mengalami resistensi terhadap antibiotik tetrasiklin, amoksisilin, dan 

kloramfenikol. 

Tabel 11. Hasil Uji Resistansi Bakteri MRSA 

No Bahan Uji Gambar Keterangan 

1.  Tetrasiklin   

 

 Mengalami Resisten 

2.  Amoksisilin Mengalami Resisten 

3.  Kloramfenikol Mengalami Resisten 

4.  Siprofloksasin  Memberikan zona hambat 

5.  DMSO Tidak memberikan zona 

hamabat 

 

 Setelah dilakukan uji resistensi, dilanjutkan dengan uji aktivitas antibakteri 

fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan air kulit buah rambutan binjai terhadap 

bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Suspensi bakteri 

Methiciliin Resistant Staphylococcus aureus diukur absorbansinya dan 

disetarakan dengan nilai absorbansi standar ½ Mc Farland yaitu 1,5x108 CFU/mL 

dengan nilai absorbansi sebesar 0,08-0,1 pada panjang gelombang 625 nm (Nuria 

dkk., 2009). Penanaman suspensi bakteri menggunakan metode pour plate 

sehingga bakteri yang ditambahkan ke dalam media dapat berdifusi merata pada 

seluruh media.  

Pengujian antibakteri fraksi kulit buah rambutan binjai, menggunakan 

kontrol positif siprofloksasin. Siprofloksasin merupakan antibiotik derivat 

siklopropil dari kelompok fluorokuinolon. Mekanisme kerja siprofloksasin yakni 

dengan menghambat DNA girase (topoisomerase II dan IV) yang terdapat dalam 

bakteri. Penghambatan terhadap enzim yang terlibat dalam replikasi DNA tersebut 

mengakibatkan penghambatan terhadap pertumbuhan sel bakteri. Selain itu 
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siprofloksasin memiliki efek antimikroba yang luas dan resistensi mikroba tidak 

cepat berkembang (Mycek dkk, 2011). Spektrum aktifitas antimikroba 

siprofloksasin pada bakteri gram positif bersifat moderat, untuk bakteri gram 

negatif bersifat kuat, sedangkan untuk bakteri anaerob bersifat lemah (Jawetz 

dkk., 2005). Kontrol positif berfungsi sebagai pembanding untuk mengetahui 

aktivitas antibakteri fraksi kulit buah rambutan binjai.   

Pembuatan konsentrasi fraksi kulit buah rambutan binjai untuk uji 

antibakteri dilarutkan menggunakan DMSO (Dimethyl Sulphoxide), sehingga 

kontrol negatif yang digunakan adalah DMSO. DMSO dipilih karena mampu 

melarutkan senyawa yang bersifat polar maupun nonpolar dan tidak bersifat 

bakteriostatik (Reynolds, 1996). DMSO tidak memberikan efek antibakteri atau 

tidak bersifat bakteriostatik sehingga aktivitas antibakteri yang bekerja bukan 

pengaruh dari pelarutnya tetapi karena senyawa aktif yang terkandung dalam 

sampel, selain itu DMSO juga dapat membantu fraksi agar dapat berdifusi dengan 

baik pada media agar, dengan demikian diharapkan kerja senyawa antibakteri 

menjadi lebih maksimal. Tujuan digunakan kontrol negatif yaitu untuk 

membuktikan zona bening yang terbentuk tidak dipengaruhi oleh pelarut 

melainkan karena aktivitas senyawa tanaman.  

Penentuan fraksi yang memiliki zona hambat terbesar dari kulit buah 

rambutan binjai dengan melakukan orientasi terhadap masing-masing fraksi pada 

konsentrasi 3%. Fraksi n-heksan, etil asetat dan air diuji daya antibakteri terhadap 

bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus, dapat dilihat pada Tabel 12.  
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Tabel 12.  Hasil Orientasi Fraksi n-Heksan, Etil Asetat dan Air Kulit Buah Rambutan 

Binjai Terhadap Bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus 
 

Fraksi 
Rerata Diameter Zona Hambat (cm) 

3% 

n-Heksan 0,7175 

Etil Asetat 0,805 

Air 0,765 

 

Hasil orientasi didapatkan bahwa fraksi etil asetat memberikan zona hambat 

paling besar, yaitu 0, 805 cm. Fraksi etil asetat menghasilkan aktivitas antibakateri 

yang paling besar pada bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus, 

dimana fraksi tersebut juga memiliki kadar senyawa fenolik yang paling tinggi 

dibandingkan dengan fraksi n-heksan dan air. Selanjutnya fraksi kulit buah 

rambutan binjai dilakukan pengujian aktivitas antibakteri terhadap bakteri 

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus dengan deret konsentrasi 1%, 3% 

dan 5%. Hasil dapat dilihat pada Tabel 13. 

Tabel 13.  Hasil Replikasi Uji Daya Antibakteri Fraksi Etil Asetat Kulit Buah Rambutan 

Binjai 
 

Replikasi 
Rerata Diameter Zona Hambat (cm) 

1% 3% 5% k+ k- 

1 0,7175 0,765 0,8975 2,7025 0,000 

2 0,6575 0,760 0,825 3,19 0,000 

3 0,725 0,7175 0,8275 2,6125 0,000 

4 0,775 0,78 0,9025 2,865 0,000 

5 0,6025 0,8675 0,9000 2,685 0,000 

Rata-rata 0,6955 0,778 0,8705 2,811 0,000 

SD 0,0664 0,0551 0,0404 0,2310 0,000 

 

 Tabel 13 menunjukkan  bahwa fraksi etil asetat dengan konsentrasi 5% 

mempunyai diameter zona bening yang paling besar. Semakin besar konsentrasi 
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maka semakin besar diameter zona bening yang terbentuk, semakin besar 

konsentrasi maka semakin kuat efek yang diuji. Besarnya diameter zona bening 

yang terbentuk dipengaruhi oleh besar kecilnya konsentrasi senyawa atau zat aktif 

yang terkandung di dalam fraksi tersebut (Purwanto, 2015). Dilihat dari diameter 

zona bening yang dihasilkan pada tiap fraksi dalam uji aktivitas antibakteri terjadi 

perbedaan. Perbedaan diameter zona bening ini diduga karena bakteri mengalami 

mekanisme resistensi non genetik yaitu bakteri dalam keadaan inaktiv. Apabila 

bakteri berubah menjadi aktif kembali, maka bakteri kembali bersifat sensitif 

terhadap antibakteri seperti semula. Perbedaan zona bening juga dipengaruhi oleh 

tingkat sensitifitas dari organisme uji, medium kultur, kondisi inkubasi, kecepatan 

difusi dari senyawa antibakteri dan konsentrasi senyawa antibakteri (Mukhlosih, 

2010). 

Fraksi etil asetat kulit buah rambutan binjai mengandung metabolit sekunder 

yang berpotensi sebagai antibakteri yaitu flavonoid, saponin, tanin, fenolik, 

alkaloid, tritepenoid/steroid dibuktikan juga dengan hasil positif pada skrining dan 

KLT. Fraksi etil asetat memiliki kadar senyawa fenolik tertinggi dibandingkan 

dengan fraksi n-heksan dan fraksi air serta kemampuannya dalam menghambat 

bakteri ditunjukkan dengan adanya zona bening. Senyawa fenol ini memiliki 

mekanisme kerja dengan merusak struktur sel bakteri dan menghambat proses 

pembentukan dinding sel bakteri (Susanti, 2006). Mekanisme kerja senyawa 

antibakteri memang bervariasi dan kompleks, selain rusaknya dinding sel bakteri, 

kemampuan senyawa fenol untuk mendenaturasi protein juga dapat menjadi 

penyebab matinya sel. Sebagian struktur membran sitoplasma bakteri 
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mengandung protein dan lemak. Ketidak stabilan pada dinding sel dan membran 

sitoplasma menyebabkan fungsi permeabilitas selektif, fungsi pengangkutan aktif, 

pengendalian susunan sel bakteri menjadi terganggu. Gangguan pada sitoplasma 

bakteri ini berakibat pada lolosnya makromolekul dan ion dari sel. Sel bakteri 

menjadi kehilangan bentuk dan terjadi lisis (Silva dan Junior, 2010). Hasil 

penelitian (Vaquero dkk., 2007) menunjukkan bahwa senyawa fenol murni 

diantaranya gallic acid, cafeic acid acid dan quercetin yang diuji aktivitas 

antibakteri terhadap bakteri S. aureus ATCC 29213 menghasilkan diameter 

hambat sebesar 2-3 mm pada konsentrasi 25 ppm hingga 100 ppm dan 

membentuk diameter zona hambat sebesar 4-5 mm pada konsentrasi 1000 ppm. 

Konsentrasi fraksi etil asetat kulit buah rambutan binjai 1%, 3% dan 5% 

telah menunjukkan aktivitas antibakteri, karena pada konsentrasi rendah sudah 

mampu melakukan penetrasi kedalam sel untuk menghambat pertumbuhan bakteri 

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus. Kandungan fenol pada konsentrasi 

rendah mampu membentuk ikatan kompleks protein dan fenol yang diikuti 

penetrasi fenol ke dalam sel dan menyebabkan presipitasi serta denaturasi protein 

sehingga menginaktifkan sistem enzim penting dalam sel bakter. Sedangkan pada 

konsentrasi tinggi fenol mampu menembus dan mengganggu dinding sel bakteri 

dan mempresipitasi protein dalam sel bakteri. Selain itu fenol dapat menyebabkan 

koagulasi protein, menyebabkan koagulasi protein, mengubah permeabilitas 

membran bakteri dan akhirnya sel membran mengalami lisis (mati) (Oliver dkk., 

2001).  
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Jika dikaitkan dengan ketentuan kriteria aktivitas daya hambat yang 

dikemukakan oleh David dan Stout (1971) dalam Rita (2010) zona hambat yang 

terbentuk ≥ 20 mm dianggap memiliki aktivitas daya hambay sangat kuat, 10-20 

mm dinyatakan memiliki aktivitas daya hambat kuat, 5-10 mm dinyatakan 

memiliki aktivitas daya hambat sedang dan ≤ 5 mm dinyatakan memiliki aktivitas 

daya hambat lemah. Kriteria aktivitas daya hambat dari fraksi etil asetat kulit buah 

rambutan binjai pada konsentrasi 1%, 3%, dan 5% dianggap memiliki aktivitas 

daya hambat sedang karena zona hambat yang dihasilkan diantara 5-10 mm.  

Mekanisme kerja antibakteri senyawa flavonoid adalah membentuk 

kompleks dengan protein ekstraseluler sehingga dapat merusak membran sel 

bakteri dan diikuti dengan ke luarnya intraseluler. Menurut Gunawan (2008), 

aktivitas biologis senyawa flavonoid terhadap bakteri dengan merusak dinding sel 

dari bakteri yang terdiri atas senyawa lipid dan asam amino yang akan bereaksi 

dengan gugus fenol pada flavonoid sehingga dinding sel akan rusak dan senyawa 

tersebut dapat masuk ke dalam inti sel bakteri. Selanjutnya akan bereaksi dengan 

protein melalui ikatan hidrogen dengan gugus fenol pada senyawa flavonoid 

sehingga akan merusak struktur protein yang mengakibatkan bakteri mengalami 

lisis.  

Mekanisme kerja antibakteri senyawa saponin disebabkan karena saponin 

mempunyai sifat seperti sabun yang merupakan senyawa aktif permukaan yang 

kuat, sehingga dapat menurunkan tegangan permukaan dan mengakibatkan 

naiknya permeabilitas membran atau kebocoran sel, mengakibatkan senyawa 
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intraseluler dan akan ke luar dan mengakibatkan kematian sel (Cavalieri, 2005). 

Mekanisme kerja antibakteri senyawa tanin yaitu dengan mengkerutkan dinding 

sel sehingga mengganggu permeabilitas dinding sel bakteri itu sendiri, akibat 

terganggunya permeabiilitas, sel tidak dapat melakukan aktivitas hidup sehingga 

pertumbuhannya terhambat atau bahkan mati (Juliantina dkk., 2009).  

Mekanisme kerja antibakteri senyawa triterpenoid adalah bereaksi dengan 

porin (protein transmembran) pada membrane luar dinding sel bakteri dan 

membentuk ikatan polimer yang kuat sehingga merusak protein. Porin tersebut 

merupakan pintu keluar masuknya senyawa, dan jika rusak maka akan 

mengurangi permeabilitas dinding sel bakteri dan akibatnya sel bakteri 

kekurangan nutrisi sehingga pertumbuhan bakteri terhambat dan bahkan mati 

(Rachmawati dkk., 2011).  

Data diameter zona bening yang telah diperoleh kemudian diuji statistika 

menggunakan SPSS (Statistical Product and Service Solution). Uji statistika 

bertujuan untuk mengetahui pengaruh perbedaan antar konsentrasi pada fraksi etil 

asetat kulit buah rambutan binjai terhadap pertumbuhan bakteri Methicillin 

Resistant Staphylococcus aureus. Berdasarkan hasil uji normalitas diketahui dari 

hasil Shapiro-Wilk> 0,05 maka dapat dikatakan bahwa data diameter zona bening 

pada masing-masing kelompok berdistribusi normal. Hasil uji homogenitas 

diketahui dari hasil Base of mean yang diperoleh > 0,05 sehingga dapat 

disimpulkan bahwa data diameter zona bening pada masing-masing kelompok 

bersifat homogen. Hasil uji normalitas dan homogenitas dapat dilihat pada 

lampiran 30.  
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Data yang telah berdistribusi normal dan homogen selanjutnya diuji dengan 

one way anova untuk mengetahui perbedaan aktivitas antibakteri antar kelompok 

uji. Langkah selanjutnya untuk mengetahui konsentrasi mana saja yang memiliki 

perbedaan signifikan, maka perlu dilanjutkan dengan uji pasca anava LSD. Hasil 

uji pasca anava dapat dilihat pada tabel 14.   

Tabel 14. Hasil Uji Pasca Anava Fraksi Etil Asetat Kulit Buah Rambutan Binjai 

Konsentrasi Signifikan Kesimpulan 

1% vs 3% 0,009 Berbeda signifikan 

       vs 5% 0,000 Berbeda signifikan  

       vs K+ 0,000 Berbeda signifikan 

3% vs 5% 0,007 Berbeda signifikan 

      vs K+ 0,000 Berbeda signifikan 

5% vs K+ 0,000 Berbeda signifikan 

 

Berdasarkan tabel 14 dapat dikatakan bahwa aktivitas antibakteri fraksi etil 

asetat pada konsentrasi 1%, 3%, dan 5% memiliki perbedaan yang signifikan antar 

konsentrasi dilihat dari nilai signifikan < 0,05. Masing-masing kelompok uji dan 

kontrol positif memberikan aktivitas antibakteri yang berbeda. Semakin tinggi 

konsentrasi fraksi etil asetat kulit buah rambutan binjai maka akan semakin besar 

zona hambatnya. Namun aktivitas antibakteri pada fraksi etil asetat kulit buah 

rambutan binjai konsentrasi 1%, 3%, dan 5% belum dapat memberikan aktivitas 

antibakteri yang sama dengan kontrol positif.  
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BAB V 

SIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Simpulan  

1. Kadar senyawa fenolik pada fraksi n-heksan, etil asetat, dan air kulit buah 

rambutan binjai (Nephelium lappaceum L.) berturut-turut sebesar 19, 95158 

mg GAE/g sampel, 58,9238 mg GAE/g sampel, dan 18,76236 mg GAE/g 

sampel.  

2. Fraksi yang memiliki kadar senyawa fenolik tertinggi pada fraksi etil asetat 

dengan kadar 58,9238 mg GAE/g sampel.  

3. Ada perbedaan aktivitas antibakteri fraksi etil asetat kulit buah rambutan 

binjai (Nephelium lappaceum L.) terhadap pertumbuhan bakteri Methicillin 

Resistant Staphylococcus aureus, aktivitas ditunjukkan dengan diameter zona 

bening konsentrasi 1% sebesar 0,6955 cm, konsentrasi 3% sebesar 0,778 dan 

konsentrasi 5% sebesar 0,8705 cm.  

 

5.2 Saran  

1. Perlu dilakukan pengukuran kadar senyawa golongan lain seperti flavonoid 

yang terkandung dalam fraksi n-heksan, etil asetat dan air kulit buah rambutan 

binjai dengan KLT-Densitometer.  

2. Perlu dilakukan penelitian aktivitas antibakteri terhadap bakteri lainnya dan 

antijamur fraksi aktif kulit buah rambutan binjai.  
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Lampiran 1. Surat Determinasi 
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Lampiran 2. Surat Biakan Bakteri 
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Lampiran 3. Surat Ethical Approval 
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Lampiran 4.  Tahapan Pembuatan Simplisia Kulit Buah Rambutan Binjai 

(Nephelium lappaceum L.) 
 

No. Tahapan Gambar 

1. 
Pengumpulan bahan baku dan 

sortasi basah 

 

2. 
Pencucian kulit buah dengan 

air yang mengalir 

 

3. Perajangan kulit buah 

 

4. Pengeringan kulit buah 
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5. Sortasi kering 

 

6. Serbuk Kulit Buah Rambutan 
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Lampiran 5.  Proses Remaserasi dan Ekstrak Kental Kulit Buah Rambutan 

Binjai 
 

 

 

Proses Perendaman Serbuk Kulit Buah Rambutan Binjai  

 

 

Ekstrak Kental Kulit Buah Rambutan Binjai  
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Lampiran 6. Hasil Uji Bebas Etanol Ekstrak Kulit Buah Rambutan 

 

Hasil Teoritis Pereaksi Hasil Penelitian Hasil 

Tercium bau ester 

Asam sulfat + asam 

asetat glasial 

dipanaskan 

(Kurniawati, 2015) 

 

 

 

Sampel tidak 

tercium bau ester 

(-)  

 

Mengandung 

etanol bila 

berwarna jingga 

hingga hijau 

kebiruan 

Asam sulfat + kalium 

dikromat 2% 

(Ramadhani dkk., 

2020) 

 

 

Sampel berwarna 

hitam (-) 

 

Keterangan : 

+  : Mengandung etanol 

- : Bebas etanol 
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Lampiran 7. Perhitungan Rendemen Ekstrak Kulit Buah Rambutan Binjai 

(Nephelim lappaceum L.) 
 

 

B. plastik 

+Simplisia 

Basah (g) 

Berat Plastik 

(g) 

Berat 

Simplisia 

Basah (g) 

Berat 

Simplisia 

Kering (g) 

Berat Serbuk 

Simplisia (g) 

Rendemen 

(%) 

2035 35 2000 600 500 63,65% 

 

 

Kadar Air yang Hilang: 

Berat simplisia basah – Berat simplisia kering 
x 100% 

Berat simplisia basah 
 

= 
2000 g – 600 g 

x 100% 
2000 g 

 

= 70% 

 

Kadar Air yang Tersisa : 

% = 100% - kadar air yang hilang 

     = 100% - 70% 

     = 30% 

Berat cawan + ekstrak kental =  199,4800 g 

Berat cawan kosong           =  72,1800    g      

Berat ekstak kental                 =  127,30     g 

 

Hasil Rendemen : 

Berat ekstrak kental 
x 100% 

Berat serbuk kering 
 

= 
127,30 g 

x 100% 
200 g 

 

= 63,65% 
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Lampiran 8. Proses Fraksinasi Kulit Buah Rambutan Binjai 

 
                                                                               

  
 

                                                              
 

 

 

 

 

 

 

Fraksi n-Heksan 

Fraksi n-heksan 

Fraksi Air 

Fraksi Etil Asetat 

Fraksi Air 

 

 
 

Fraksi Etil Asetat 

 

 
 

Fraksi Air 
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Lampiran 9. Rendemen Hasil Fraksinasi 

 

 

Berat cawan + fraksi n-heksan kental = 95,6301 g 

Berat cawan kosong                            =  95,4081 g 

Berat fraksi n-heksan kental                =   0,2220 g 

% Rendemen fraksi n-heksan  = 
Berat fraksi n-heksan 

x 100% 
Berat ekstrak 

 

  = 
0,2220 g 

x 100% 
3 g 

 

      = 7,4%   

               

Berat cawan + fraksi etil asetat kental = 88,5381 g 

Berat cawan kosong                             = 88,2553 g 

Berat fraksi etil asetat kental               =   0,2828 g 

% Rendemen fraksi etil asetat = 
Berat fraksi etil asetat 

x 100% 
Berat ekstrak 

 

  = 
0,2828 g 

x 100% 
3 g 

 

      = 9,43%   

Berat cawan + fraksi air kental           = 91,9485 g 

Berat cawan kosong                            = 90,8823 g 

Berat fraksi air kental                         = 1,0665 g 

% Rendemen fraksi air = 
Berat fraksi air 

x 100% 
Berat ekstrak 

 

  = 
1,0665 g 

x 100% 
3 g 

 

      = 35,55%   
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Lampiran 10. Hasil Screening Ekstrak Etanol, Fraksi n-Heksan, Etil Asetat 

dan Air Kulit Buah Rambutan Binjai 
 

Uji 

Fitokimia 

Hasil 

Teoritis  

Pereaksi  Hasil Keterangan 

Fenolik 

Terbentuk 

warna 

hijau, 

ungu, biru 

atau hitam 

(Agustina 

W, 

Nurhamida

h, 2017) 

FeCl3 1% 
 

A. Ekstrak : warna 

hitam  

B. F. Air : biru 

kehitaman  

C. F. Etil Asetat : hijau 

kehitaman  

D. F. n-heksan : biru 

kehitaman  

E. Kontrol (-) : kuning 

 

Kesimpulan  + 

Tanin 1  

Terbentuk 

warna biru 

tua atau 

hitam 

(Robinson, 

1991) 

FeCl3 10% 

 
 

A. Ekstrak : warna 

hitam  

B. F. Air : hitam  

C. F. Etil Asetat : hitam 

D. F. n-heksan : hitam 

E. Kontrol (-) : kuning 

 

Kesimpulan  + 

Tanin 2 

Terbentuk 

endapan 

putih 

(Robinson, 

1991) 

Sampel +  

NaCl 10%+ 

Gelatin 0,5 

% 

 

 

 

 

 

A. Ekstrak : endapan 

putih  

B. F. Air : endapan 

putih  

C. F. Etil Asetat : 

endapan putih 

D. F. n-heksan : 

endapan putih 

E. Kontrol (-) : tidak 

ada endapan 

Kesimpulan + 

Flavonoid  

Terbentuk 

warna 

merah, 

kuning, 

jingga 

pada 

lapisan 

amil 

alkohol 

(Marjoni, 

2016) 

Sampel + 

Serbuk Mg + 

HCl p + 

Amyl 

alkohol 

 
 

 

A. Ekstrak : warna 

jingga 

B. F. Air : warna jingga 

C. F. Etil Asetat : warna 

jingga 

D. F. n-heksan : warna 

jingga 

E. Kontrol (-) : bening 

Kesimpulan + 

   A         B        C         D       E  

   A         B        C         D       E  

   A     B        C       D       E  

   A     B        C       D       E  
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Alkaloid  

Terbentuk 

endapan 

putih 

(Marjoni, 

2016) 

Sampel 

+HCl 2N + 

Rg. Mayer  
 

A. Ekstrak : tidak ada 

endapan 

B. F. Air : tidak ada 

endapan 

C. F. Etil Asetat : tidak 

ada endapan 

D. F. n-heksan : tidak 

ada endapan 

E. Kontrol (-) : bening 

 

Terbentuk 

endapan 

merah bata 

(Marjoni, 

2016) 

Sampel 

+HCl 2N + 

Rg. 

Dragendorff 

 

 
 

A. Ekstrak : endapan 

merah bata 

B. F. Air : endapan 

merah bata 

C. F. Etil Asetat : 

endapan merah bata 

D. F. n-heksan : 

endapan merah bata 

E. Kontrol (-) : tidak 

ada endapan 

 

Terbentuk 

endapan 

coklat 

hitam 

(Marjoni, 

2016) 

Sampel + 

HCl 2N + 

Rg. 

Bouchardat 

 
 

A. Ekstrak : endapan 

coklat 

B. F. Air : endapan 

coklat 

C. F. Etil Asetat : 

endapan coklat 

D. F. n-heksan : 

endapan coklat 

E. Kontrol (-) : tidak 

ada endapan 

Kesimpulan + 

Terpenoid 

Terbentuk 

warna 

ungu atau 

merah 

kemudian 

berubah 

menjadi 

hijau biru 

(Marjoni, 

2016) 

Sampel+ n-

heksan + 

asam asetat 

anhidrat + 

asam sulfat 

pekat  

 

 

A. Ekstrak : warna ungu, 

hijau 

B. F. Air : warna ungu, 

hijau 

C. F. Etil Asetat : warna 

ungu hijau 

D. F. n-heksan : warna 

ungu, hijau 

E. Kontrol (-) : bening 

Kesimpulan + 

Saponin 

Terbentuk 

busa yang 

stabil 

(Marjoni, 

2016) 

Sampel 

dikocok + 

HCl 2N  

A. Ekstrak : busa stabil 

B. F. Air : busa stabil 

C. F. Etil Asetat : busa 

stabil 

D. F. n-heksan : busa 

stabil 

E. Kontrol (-) : bening 

Kesimpulan  + 

   A     B        C       D       E  

   A     B        C       D       E  

   A     B    C    D       E  

   A     B    C   D       E  

   A     B    C   D       E  
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Lampiran 11. Hasil KLT Ekstrak, Fraksi n-Heksan, Etil Asetat, dan Air 

Kulit Buah Rambutan Binjai (Nephelium lappaceum L.) 
 

Senyawa Eluen 
Penampak 

bercak 
Sinar UV 254 nm Warna Penampak Bercak Warna Rf 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fenolik 

 

 

 

 

 

 

 

 

n-butanol: asam 

asetat: air 

(4: 1: 5) 

(Ahmad, 2015) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FeCl3 

  

 
 

Ungu 

 

Hitam 1.Asam Galt : 

0,61 

 

 

2.Ekstrak : 

0,25 

0,59 

0,72 

 
 

 

 

Ungu 

 

 

Hitam 1.Asam Galat: 

0,68 

 

2.Fraksi Air: 

0,31 

 

3.Fraksi Etil 

Asetat: 

0,31 

0,62 

0,75 

 

4.Fraksi n-

Heksan:  

0,31 

0,62 

0,75 

 

 

1 2 1 2 

1 2 3 4 1 2 3 4 
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Tanin  Etil asetat: 

metanol: air 

(100: 13,5: 10) 

 

(Hanani, 2015) 

FeCl3 

 

 

Ungu 

 

Hitam 

biru 

1.Ekstrak: 

0,35 

0,60 

 

2.Fraksi Air: 

0,40 

0,65 

0,75 

0,82 

3.Fraksi Etil 

Asetat: 

0,38 

0,62 

0,73 

 

4.Fraksi n-

Heksan:  

0,40 

0,60 

0,73 

Flavonoi

d 

n-butanol: asam 

asetat: air (4: 1: 

5) 

 

(Harbone, 1987) 

Uap 

Amoniak 

 

 

 

 

Ungu 

 

Coklat  

kekunin

gan 

1.Ekstrak: 

0,35 

0,81 

 

2.Fraksi Air: 

0,37 

0,80 

0,87 

 

3.Fraksi Etil 

Asetat: 

0,56 

0,82 

0,87 

4.Fraksi        

n-Heksan:  

0,68 

0,81 

0,87 

1 2 3 4 1 2 3 4 

1 2 3 4 
1 2 3 4 
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Alkaloid Metanol: 

NH4OH (200 : 

3) 

 

(Harbone, 1987) 

Dragendorf

f 

 

Ungu 

 

Kuning 

kecoklat

an 

1.Ekstrak: 

0,60 

 

2.Fraksi Air: 

0,55 

0,90 

 

3.Fraksi Etil 

Asetat: 

0,50 

0,90 

4.Fraksi n-

Heksan:  

0,55 

0,90 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Saponin  

 

 

 

 

 

 

 

 

Kloroform: 

metanol: air 

(13:7:2) 

 

(Harbone, 1987) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anisaldehi

d-H2SO4 

 

 

Ungu 

 

Ungu 

kebirua

n 

Ekstrak: 

0,45 

0,95 

 

Ungu 

 

Ungu 

kebirua

n 

 Fraksi Air: 

0,45 

0,60  
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Ungu 

 

Ungu 

kebirua

n 

Fraksi Etil 

Asetat: 

0,40 

0,55 

 

Ungu 

 

Ungu 

kebirua

n 

Fraksi n-

Heksan : 

0,40 

0,60  

 

 

 

 

 

 

Triterpen

pid 

 

 

 

 

n-heksan: etil 

asetat (4:6) 

 

(Halimah dkk, 

2010) 

 

 

 

 

 

Anisaldehi

d asam 

sulfat 

 

Ungu  

 

Coklat 

keungua

n 

Ekstrak: 

0,30 

0,50 

0,70 

0,85 
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Ungu  

 

Coklat 

keungua

n 

Fraksi Air: 

0,25 

0,55 

0,75 

 

Ungu  

 

Coklat 

keungua

n 

Fraksi Etil 

Asetat: 

0,25 

0,55 

0,75 

 

Ungu  

 

Coklat 

keungua

n  

Fraksi n-

heksan: 

0,20 

0,70 

0,90  
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Lampiran 12. Hasil Identifikasi Senyawa Fenolik pada Sampel 

 

Gambar Reagen yang 

Ditambahkan 

Simpulan 

 

 

 

 

 

 

FeCl3 1% satu 

tetes 

 

a. Kontrol negatif: berwarna 

kuning, pelarut netral atau (-

) senyawa fenolik 

b. Asam galat: (+) senyawa 

fenolik 

c. Fraksi Air: (+) senyawa 

fenolik 

d. Fraksi Etil Asetat: (+) 

senyawa fenolik 

e. Fraksi n-Heksan: (+) 

senyawa fenolik 

 

 

 

 

 

2,0 mL Folin 

Ciocalteu 

kemudian 

ddiamkan 10 

menit, selanjutnya 

ditambahkan 

7,0mL Na2CO3 1 

M 

 

a. Fraksi Air : (+) senyawa 

fenolik  

b. Fraksi Etil  Asetat: (+) 

senyawa fenolik  

c. Fraksi n-Heksan : (+) 

senyawa fenolik  

d. Asam Galat : (+) senyawa 

fenolik  

e. Kontrol negative : berwarna 

putih, pelarut netral atau (-) 

senyawa fenolik 

 

 

 

 

 

   A         B        C         D       E  

   A         B        C         D       E  
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Lampiran 13. Hasil Orientasi Eluen 

 

Eluen Sampel Hasil elusi di UV 254 
Rf UV 

254 
Hasil elusi di sinar tampak 

Rf 

Sinar 

Tampak 

n-heksan: 

etil asetat: 

asam 

asetat 

glasial 

(20: 9: 1) 

a. Baku 

asam 

galat 

 

0 

 

0 

b. Fraksi 

etil asetat 0 0 

c. Fraksi 

etil asetat 0,12 0,12 

d. Fraksi 

n-heksan 0,12 0,12 

Etil asetat: 

metanol: 

air 

(120:5:4) 

a. Baku 

asam 

galat 

 

0,69 

 
 

0,69 

b. Fraksi 

air 0,25 0,25 

c. Fraksi 

etil asetat 

0,25 

0,62 

0,70 

0,75 

0,25 

0,62 

0,70 

0,75 

d. Fraksi 

n-heksan 

0,25 

0,62 

0,75 

0,25 

0,62 

0,75 

Etil asetat: 

air: asam 

format 

(17:3:2 

a. Baku 

asam 

galat 

 

0,94 

 

0,94 

b. Fraksi 

air 
0,94 0,94 

c. Fraksi 

etil asetat 
0,94 0,94 

d. Fraksi 

n-heksan 
0,94 0,94 
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Eluen Sampel Hasil elusi di UV 254 
Rf UV 

254 
Hasil elusi di sinar tampak 

Rf 

Sinar 

Tampak 

n-butanol: 

asam 

asetat: air 

(4: 1: 5) 

a. Baku 

asam 

galat 

 

0,87 

 

0,87 

b. Fraksi 

etil asetat 0,50 0,50 

c. Fraksi 

etil asetat 0,62 0,62 

d. Fraksi 

n-heksan 0,81 0,81 

Kloroform: 

etil asetat:: 

n-butanol: 

asam 

format (15: 

2: 2: 1) 

a. Baku 

asam 

galat 

 

0,56 

 
 

0,56 

b. Fraksi 

air 
0,53 

0,75 

0,53 

0,75 

c. Fraksi 

etil asetat 
0,53 

0,75 

0,53 

0,75 

d. Fraksi 

n-heksan 

0,53 

0,75 

 

0,53 

0,75 
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Lampiran 14. Deret Baku Asam Galat dan Sampel 
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Lampiran 15. Hasil Penotolan Baku Asam Galat dan Sampel 

 

 

Sinar UV 254 

 

 

Sinar tampak 



 117 

Lampiran 16. Penimbangan dan Pembuatan Deret Baku Asam Galat 

 

Berat kertas+asam galat = 0,4156 gram 

Berat kertas+sisa = 0,3656 gram  - 

Berat asam galat  = 0,050 gram ~  mg ad 0,05 L metanol (p.a) 

Konsentrasi baku asam galat =  

Kadar yang akan 

dibuat 
Volume pemipetan Koreksi kadar 

 

100 ppm 

V1.C1=V2.C2 V1.C1=V2.C2  

V1.1000 ppm =100 ppm. 5,0 mL 0,5 mL. 1000 ppm = 5,0 mL.C2  

V1= 0,5 mL C2= 100,0000 ppm  

200 ppm 

V1.C1=V2.C2 V1.C1=V2.C2  

V1.1000 ppm = 200 ppm. 5,0 mL 1 mL.1000 ppm = 5,0 mL.C2  

V1= 1 mL C2=  200,0000 ppm  

300 ppm 

V1.C1=V2.C2 V1.C1=V2.C2  

V1. 1000 ppm = 300 ppm. 5,0 mL 1,5 mL. 1000 ppm = 5,0 mL.C2  

V1= 1,5 mL C2= 300,0000 ppm  

400 ppm 

V1.C1=V2.C2 V1.C1=V2.C2  

V1. 1000 ppm = 400 ppm. 5,0 mL 2,0 mL. 1000 ppm =5,0 mL.C2  

V1=2,0 mL C2= 400,0000 ppm  

500 ppm 

V1.C1=V2.C2 V1.C1=V2.C2  

V1.1000 ppm = 500 ppm. 5,0 mL 2,5 mL. 1000 ppm = 5,0 mL.C2  

V1=2,5 mL C2= 500,0000 ppm  

600 ppm 

V1.C1=V2.C2 V1.C1=V2.C2  

V1. 1000 ppm = 600 ppm. 5,0 mL 3,0 mL. 1000 ppm = 5,0 mL.C2  

V1= 3,0 mL C2=  600,0000 ppm  

700 ppm 

V1.C1=V2.C2 V1.C1=V2.C2  

V1. 1000 ppm =  700 ppm. 5,0 mL  3,5 mL.1000 ppm = 5,0 mL.C2  

V1= 3,5  mL C2= 700,0000 ppm  

800 ppm 

V1.C1=V2.C2 V1.C1=V2.C2  

V1. 1000 ppm = 800 ppm. 5,0 mL  4,0 mL. 1000 ppm  = 5,0 mL.C2  

V1 = 4,0 mL C2= 800,0000 ppm  

900 ppm 

V1.C1=V2.C2 V1.C1=V2.C2  

V1.1000 ppm  = 900 ppm. 5,0 mL  4,5 mL. 1000 ppm = 5,0 mL.C2  

V1=  4,5 mL C2= 900,0000 ppm  

1000 ppm 

V1.C1=V2.C2 V1.C1=V2.C2  

V1. 1000 ppm = 1000 ppm. 5,0 mL 5,0 mL.1000 ppm = 5,0 mL.C2  

V1= 5 mL C2=1000,0000 ppm  
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Lampiran 17. Penimbangan Sampel 
 

 

Sampel Berat kaca+sampel Berat kaca+sisa Berat sampel 

Fraksi Air 1 31,3977 gram 31,3737 gram 0,0240 gram 

Fraksi Air 2 31,3976 gram 31, 3733 gram 0,0243 gram 

Fraksi Air 3 31,3989 gram 31, 3747 gram 0,0242 gram 

Fraksi Air 4 31,3995 gram 31,3752 gram 0,0243 gram 

Fraksi Air 5 31,4003 gram 31,3753 gram 0,0250 gram 

Fraksi Etil Asetat 1 27,2682 gram  27,2423 gram  0,0259 gram 

Fraksi Etil Asetat 2 27,2690 gram 27,2420 gram 0,0270 gram 

Fraksi Etil Asetat 3 27,2683 gram 27,2412 gram 0,0271 gam 

Fraksi Etil Asetat 4 27,2717 gram 27,2472 gram 0,0245gram 

Fraksi Etil Asetat 5 27,2721 gram 27,2472 gram 0,0249gram 

Fraksi n-Heksan 1 27,2657 gram 27,2387 gram 0,0270 gram 

Fraksi n-Heksan 2 27,2639 gram 27,2382 gram 0,0257 gram 

Fraksi n-Heksan 3 27,2633 gram 27,2382 gram 0,0251 gram 

Fraksi n-Heksan 4 27,2670 gram 27,2419 gram  0,0251 gram 

Fraksi n-Heksan 5 27,2697gram 27,2437 gram 0,0260 gram 

` 
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Lampiran 18. Hasil Pembacaan Deret Baku dan Sampel pada Densitometer 

 

Kadar 

(µg/mL) 

Volume 

penotolan (mL) 
Masa zat (µg) Rf AUC 

200 0,003 200 x 0,003 = 0,6000  0,427 0,00941 

400 0,003 400 x 0,003 = 1,2000 0,432 0,01397 

500 0,003 500 x 0,003 = 1,5000 0,438 0,01662 

600 0,003 600 x 0,003 = 1,8000 0,438 0,01938 

700 0,003 700 x 0,003 = 2,1000 0,443 0,02421 

 

 

Sampel 
Volume 

penotolan (mL) 

Penimbangan 

sampel (gram) 

Volume ad 

(mL) 
Rf AUC 

Fraksi Air 1 0,01 0,0240 5 0,395 0,01125 

Fraksi Air 2 0,01 0,0243 5 0,395 0,01154 

Fraksi Air 3 0,01 0,0242 5 0,398 0,01198 

Fraksi Air 4 0,01 0,0243 5 0,403 0,01161 

Fraksi Air 5 0,01 0,0250 5 0,410 0,01196 

Fraksi Etil Asetat 1 0,005 0,0259 5 0,443 0,01156 

Fraksi Etil Asetat 2 0,005 0,0270 5 0,448 0,01966 

Fraksi Etil Asetat 3 0,005 0,0271 5 0,448 0,01902 

Fraksi Etil Asetat 4 0,005 0,0245 5 0,448 0,01873 

Fraksi Etil Asetat 5 0,005 0,0249 5 0,445 0,01841 

Fraksi n-Heksan 1 0,01 0,0270 5 0,445 0,01294 

Fraksi n-Heksan 2 0,01 0,0251 5 0,445 0,01165 

Fraksi n-Heksan 3 0,01 0,0251 5 0,445 0,01404 

Fraksi n-Heksan 4 0,01 0,0260 5 0,445 0,01506 

Fraksi n-Heksan 5 0,01 0,0269 5 0,445 0,01038 
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Lampiran 19. Perhitungan Kadar Senyawa Femolik pada Sampel 
 

Sampel Masa senyawa dalam sampel (µg) 
Kadar senyawa dalam totolan 

(µg/mL) 

Kadar senyawa fenolik dalam sampel (mg 

GAE/g sampel) 

Fraksi Air 1 

y= bx+a 

0,01125= 0,009531x+0,00293 

y= 0,872940 

0,872940 µg/0,01 mL= 87,294 
1000

g/ml 87,294 
x 

g 0,024

ml 5
 = 18,18625 

Fraksi Air 2 

y= bx+a 

0,01154= 0,009531x+0,00293 

y= 0,903368 

0,903368 µg/0,01 mL= 90,3368 
1000

g/ml 90,3368 
x 

g 0,0243

ml 5
= 18,5878 

Fraksi Air 3 

y= bx+a 

0,01198= 0,009531x+0,00293 

y= 0,949533 

0,949533 µg/0,01 mL= 94,9533 
1000

g/ml 94,6533 
x 

g 0,0242

ml 5
 = 19,6184 

Fraksi Air 4 

y= bx+a 

0,01161= 0,009531x+0,00293 

y= 0,904102 

0,904102 µg/0,01 mL= 90,4102 
1000

g/ml 90,4102 
x 

g 0,0243

ml 5
= 18,60292 

Fraksi Air 5 

y= bx+a 

0,01196= 0,009531x+0,00293 

y= 0,940825 

0,940825 µg/0,01 mL= 94,0825 
1000

g/ml 94,0825 
x 

g 0,0250

ml 5
 = 18,8165 
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Sampel Masa senyawa dalam sampel (µg) 
Kadar senyawa dalam totolan 

(µg/mL) 

Kadar senyawa fenolik dalam sampel (mg 

GAE/g sampel) 

Fraksi Etil Asetat 1 

y= bx+a 

0,01156= 0,009531x+0,00293 

y= 0,90546 

0,90546 µg/0,005 mL= 181,092 
1000

g/ml 181,092 
x 

g 0,0259

ml 5
 = 34,9598 

Fraksi Etil Asetat 2 

y= bx+a 

0,01966= 0,009531x+0,00293 

y= 1,7553 

1,7553 µg/0,005 mL= 351,065 
1000

g/ml 351,065 
x 

g 0,0270

ml 5
= 65,0102 

Fraksi Etil Asetat 3 

y= bx+a 

0,01902= 0,009531x+0,00293 

y= 1,6881 

1,6881 µg/0,005 mL= 337,62 
1000

g/ml 337,62 
x 

g 0,0271

ml 5
 = 62,2915 

Fraksi Etil Asetat 4 

y= bx+a 

0,01873= 0,009531x+0,00293 

y= 1,65114 

1,65114 µg/0,005 mL= 330,228 
1000

g/ml 330,228 
x 

g 0,0245

ml 5
= 67,3935 

Fraksi Etil Asetat 5 

y= bx+a 

0,01841= 0,009531x+0,00293 

y= 1,61756 

0,940825 µg/0,005 mL= 323,512 
1000

g/ml 323,512 
x 

g 0,0249

ml 5
  = 64,9622 
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Sampel Masa senyawa dalam sampel (µg) 
Kadar senyawa dalam totolan 

(µg/mL) 

Kadar senyawa fenolik dalam sampel (mg 

GAE/g sampel) 

Fraksi n-Heksan 1 

y= bx+a 

0,01294= 0,009531x+0,00293 

y= 1,04365 

1,04365µg/0,01 mL= 104,365 
1000

g/ml 104,365 
x 

g 0,0270

ml 5
 = 19,3268 

Fraksi n-Heksan 2 

y= bx+a 

0,01165= 0,009531x+0,00293 

y= 0,9083 

0,9083 µg/0,01 mL= 90,8300 
1000

g/ml 90,8300 
x 

g 0,0251

ml 5
  = 18,0936 

Fraksi n-Heksan 3 

y= bx+a 

0,01404= 0,009531x+0,00293 

y= 1,1590 

1,1590 µg/0,01 mL= 115,900 
1000

g/ml 115,900 
x 

g 0,0251

ml 5
 = 23,0876 

Fraksi n-Heksan 4 

y= bx+a 

0,01506= 0,009531x+0,00293 

y= 1,2660 

1,2660 µg/0,01 mL= 126,600 
1000

g/ml 126,600 
x 

g 0,0226

ml 5
 = 24,3461 

Fraksi n-Heksan 5 

y= bx+a 

0,01038= 0,009531x+0,00293 

y= 0,7750 

0,7750 µg/0,01 mL= 77,500 
1000

g/ml 77,500 
x 

g 0,026

ml 5
 = 14,9038 
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Lampiran 20.  Hasil Output KLT-Densitometer pada Uji Kadar Senyawa 

Fenolik 
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 131 
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Lampiran 21. Peremajaan Methicillin Resistant Staphylococcus aureus 
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Lampiran 22. Uji Sterilitas Media 
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Lampiran 23. Uji Fertilitas Media 
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Lampiran 24. Uji Resistensi 
 

 

 
 

Kloramfenikol 

Siprofloksasin 

Tetrasklin 

Amoksisilin 



 138 

Lampiran 25. Uji Aktivitas Antibakteri Fraksi Etil Asetat Terhadap Bakteri 

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus 
 

 

 
 

K+ 

K- 

3% 1% 

5% 
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Lampiran 26. Kontrol Positif Siprofloksasin 
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Lampiran 27.  Alat-alat Uji Antibakteri dan Penetapan Kadar Senyawa 

Fenolik 
 

 

  

Autoklaf                                                         Inkubator  

  

            Jangka sorong                                             Mikropipet 

 

 

 

 

 

                                                  Spektrofotometri   
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         Timbangan Analitik                                       Lampu UV 254 

 

 

             

 
Enkas 

Densitometer 
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Lampiran 28. Pembuatan Media 
 

 

1. Media MSA (Monitol Salt Agar), Etiket : 111 gram / 1 liter 

Tiap cawan petri berisi 20 ml media MSA, maka untuk 6 cawan petri 

dibutuhkan media :6  x 20ml = 120 ml media MSA. 

Media MSA yang dibutuhkan =   
ml 1000

gram 111
 x 120 ml = 13,32 gram 

Cara pembuatan : 

Serbuk MSA ditimbang sebanyak 13,32 gram lalu dimasukan kedalam beaker 

glass. Aquadest ditambahkan sebanyak 120 ml,dipanaskan sambil diaduk hingga 

mendidih, kemudian disterilkan dengan otoklaf pada suhu 121oC selama 15 menit 

dengan tekanan 15 Psi. 

2. Media NB (Nutrient Broth), Etiket : 13 gram/ 1 liter 

Media NB yang dibutuhkan =  
ml 1000

gram 13

 
 x 100 ml = 1,3 gram 

Cara pembuatan : 

Serbuk NB ditimbangsebanyak 1,3 g laludimasukkankedalambeakerglass. 

Aquadestditambahkansebanyak100ml,diaduksampaihomogen,kemudiandisterilka

ndenganotoklaf  pada suhu 121o C selama 15 menitdengantekanan 15Psi. 
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Lampiran 29. Pembuatan Larutan Mc. Farland 

 

 

BaCl2 . 2H2O 1% b/v 0,1 ml 

H2SO4  1% v/v 9,9 ml 

1. Pembuatan Larutan BaCl2 . 2H2O 1% b/v dibuat 10 ml 

100

ml 10 x 1
 x 1 gram/ml = 0,1 g  100 mg 

Cara pembuatan : 

a. Ditimbang serbuk BaCl2 sebanyak 100 mg, dimasukkan dalam labu takar 

10,0 ml. 

b. Dilarutkan dengan aquadest dan ditambah hingga 10 ml kemudian 

dihomogenkan. 

2. Pembuatan Larutan H2SO4 1% v/v  dibuat 100 ml 

V1 x N1  = V2 x N2 

100 x 1% = V2 x 98% 

   = 
98%

1 x 100%
 

   = 1,02 ml  1 ml 

Cara pembuatan : 

a. Dipipet seksama 1,0 ml H2SO4 pekat, dimasukkan dalam labu takar 

100,0 ml dan kemudian ditambah aquadest hingga 100,0 ml lalu 

dihomogenkan. 

b. Dipipet H2SO4 1% 
v/

v  9,9 ml  dimasukkan dalam labu takar 10,0 ml 

c. Dipipet BaCl2.2H2O 1% b/
v 0,1 ml dimasukkan dalam labu takar tadi 

lalu dihomogenkan 

d. Dari campuran no 3 dan 4 dipipet 5,0 ml lalu ditambah 5,0 ml NB lalu 

dimasukkan ke dalam labu takar 10,0 ml. Ditentukan serapannya 

menggunakan spektrofotometer UV dengan panjang gelombang λ          

625 nm. 
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Lampiran 30. Uji Normalitas dan Homogenitas Antibakteri 
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Lampiran 31. Uji Normalitas dan Homogenitas Kadar Senyawa Fenolik 
 

 

 
 

Kruskal-Wallis Test 
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Mann-Whitney Test 
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