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Abstrak

Infeksi bakteri merupakan kondisi masuknya patogen ke dalam tubuh. Meskipun, infeksi bakteri
umumnya diobati dengan antibiotika, namun, penggunaan antibiotika yang irasional telah memicu resistensi
bakteri. Salah satu upaya mengatasi infeksi bakteri dapat dilakukan dengan mengeksplorasi tanaman herbal
yang memiliki potensi antibakteri dan potensi lainnya, seperti antioksidan. Salah satu tanaman herbal yang
perlu diteliti lebih lanjut adalah daun puring (Codiaeum variegatum). Tahapan pertama dalam penelitian yaitu
maserasi dan ekstraksi daun puring dengan pelarut etil asetat, kemudian melakukan skrining fitokimia.
Selanjutnya uji antibakteri menggunakan metode Kirby-Bauer dengan enam perlakuan: kontrol positif
(Ievofloxacin), kontrol negatif (etil asetat), dan konsentrasi ekstrak puring yaitu 100%, 75%, 50%, dan 25%.
Bakteri yang digunakan yaitu Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Streptococcus mutans FNCC 0405, dan Klebsiella pneumoniae ATCC 700603. Aktivitas antioksidan diuji
dengan metode DPPH. Hasil uji fitokimia dan antioksidan dianalisis secara deskriptif, sedangkan hasil uji
antibakteri dianalisis dengan one-way ANOVA (untuk data yang distribusi normal) dan Kruskal-Wallis (data
yang tidak terdistribusi normal). Hasil skrining fitokimia menunjukkan ekstrak daun puring mengandung
senyawa flavonoid, tanin, dan fenol. Uji antibakteri pada ekstrak daun puring tergolong sedang hingga kuat.
Pada konsentrasi 100% didapatkan zona hambat sebesar 11,8+16,68 mm; 11,7+0,87 mm; 12.234+0.23 mm; dan
7,37+0,69 mm berturut — turut terhadap S. aureus ATCC 25923, S. mutans FNCC 0405, K. pneumoniae ATCC
700603, dan E. coli ATCC 25922. Uji antioksidan menunjukkan bahwa ekstrak daun puring memiliki
antioksidan yang lemah (IC50 479,37 ppm). Secara umum penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak etil
asetat daun puring memiliki potensi antibakteri secara in vitro. Penelitian selanjutnya sebaiknya difokuskan
untuk menguji ekstrak etil asetat terhadap bakteri multidrug resisten dan mengeksplorasi potensi bioaktivitas
lain yang dimiliki tanaman puring.

Kata kunci: daun puring, antibakteri, fitokimia, antioksidan.

Abstract

[Antibacterial, Antioxidant and Phytochemical Screening of Ethyl Acetate Extract of Croton Leaves (Codiaeum
variegatum)]

Bacterial infection is a condition where pathogens enter the body. Although bacterial infections are
generally treated with antibiotics, the irrational use of antibiotics has triggered bacterial resistance. One
effort to overcome bacterial infections can be done by exploring herbal plants that have antibacterial potential
and other potentials, such as antioxidants. One herbal plant that needs further research is croton leaves
(Codiaeum variegatum). The first stage in the research was maceration and extraction of croton leaves with
ethyl acetate solvent, then carrying out phytochemical screening. Next, the antibacterial test used the Kirby-
Bauer method with six treatments: positive control (levofloxacin), negative control (ethyl acetate), and croton
extract concentrations, namely 100%, 75%, 50%, and 25%. The bacteria used were Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Streptococcus mutans FNCC 0405, and Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603. Antioxidant activity was tested using the DPPH method. The results of the phytochemical and
antioxidant tests were analyzed descriptively, while the results of the antibacterial tests were analyzed using
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one-way ANOVA (for data with normal distribution) and Kruskal-Wallis (data which was not normally
distributed). Phytochemical screening results show that croton leaf extract contains flavonoid compounds,
tannins and phenols. The antibacterial test on croton leaf extract is classified as moderate to strong. At a
concentration of 100%, the inhibition zone was found to be 11.8 + 16.68 mm; 11.7 + 0.87 mm; 12.23+0.23
mm,; and 7.37 + 0.69 mm respectively against Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus mutans
FNCC 0405, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, and Escherichia coli ATCC 25922. Antioxidant tests
showed that croton leaf extract had a weak antioxidant (IC50 479.37 ppm). In general, this research shows
that ethyl acetate extract of croton leaves has antibacterial potential in vitro. Future research should focus on
testing ethyl acetate extract against multidrug-resistant bacteria and exploring other potential bioactivities of

croton plants.

Keywords: croton leaves, antibacterial, phytochemical, antioxidant.

PENDAHULUAN

Penyakit infeksi merupakan salah
satu dari masalah kesehatan yang masih
tersebar di hampir seluruh negara. Infeksi
dapat disebabkan oleh mikroorganisme
seperti bakteri, virus, jamur dan parasit
yang bersifat patogen bagi tubuh.
Pengobatan  terhadap  infeksi  yang
disebabkan oleh bakteri dapat dilakukan
dengan menggunakan obat antibiotik."
Namun, beberapa  bakteri  memiliki
resistensi terhadap antibiotik. Keadaan ini
dapat disebabkan oleh beberapa faktor,
seperti penggunaan antibiotik yang salah,
dosis yang tidak tepat serta waktu
pemberian antibiotik yang tidak tepat.'”
Oleh karena itu, upaya untuk menemukan

pengobatan alternatif yang berpotensi
sebagai  senyawa  antibakteri  untuk
mengatasi  penyakit  infeksi  sangat
diperlukan.

Indonesia memiliki beragam potensi
keanekaragaman hayati yang  tinggi
khususnya sebagai tanaman obat. Sebagai
contoh, masyarakat Bali telah
mendokumentasikan  informasi  tentan
tanaman herbal dalam lontar usadha.’
Tanaman puring (Codiaeum variegatum)
adalah tanaman yang umum ditemukan di
Bali dan sering digunakan sebagai sarana
upakara serta bermanfaat sebagai tanaman
8?21‘[ misalnya untuk menyembuhkan luka.

Skrining fitokimia adalah tahapan
awal untuk mengetahui  kandungan
metabolit sekunder dari suatu ekstrak.
Informasi fitokimia dari suatu tanaman
akan memberikan gambaran kandungan
dari suatu ekstrak tanaman. Penelitian
sebelumnya menunjukkan ekstrak etanol

dan ekstrak air dari daun puring
mengandung senyawa saponin, tanin, dan
flavonoid.” Penelitian terdahulu hanya
difokuskan pada pelarut polar (air dan
etanol) tapi belum mengeksplorasi pelarut
semipolar ataupun nonpolar. Untuk itu
eksplorasi pelarut kimia lain khususnya
pelarut semipolar perlu dilakukan sehingga
bioaktivitas dari tanaman puring dapat
diketahui secara lebih menyeluruh.

Bukti empiris tanaman puring
sebagai obat penyembuh luka
mengindikasikan bahwa tanaman ini
memiliki potensi sebagai antibakteri.¥
Informasi ini memberikan indikasi awal
potensi antibakteri daun puring. Namun,
potensi antibakteri daun puring harus
diteliti lebih lanjut terhadap jenis bakteri
lainnya.

Selain potensi antibakteri, tanaman
herbal secara umum juga memiliki aktivitas
antioksidan.© Pada umumnya, senyawa
fenolik memiliki aktivitas antioksidan.®
Tanaman puring telah dilaporkan memiliki
kandungan senyawa fenolsehingga kuat
diduga tanaman ini juga memiliki potensi
sebagai senyawa antioksidan.”

Berdasarkan latar belakang diatas,
penelitian ini akan difokuskan untuk
mengekstraksi daun puring (C. variegatum)
menggunakan pelarut semipolar etil asetat
dan menskrining ekstrak yang diperoleh
yang difokuskan pada aktivitas antibakteri,
antioksidan, dan kandungan fitokimia.

METODE
Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilaksanakan di

Laboratorium Analisis Fakultas Pertanian
Universitas Warmadewa. Penelitian ini
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dilaksanakan selama 3 bulan, yaitu dari
bulan Februari 2024 hingga April 2024.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian
adalah tabung reaksi, labu ukur, timbangan,
spektrofotometer, evaporator, erlenmeyer,
gelas becker, gelas ukur, batang pengaduk,
spatula, cawan petri, spiritus, laminar air
flow, gloves, mikropipet, neraca analitik,
cakram disk, waterbath, dan jarum ose.

Bahan  yang  digunakan pada
penelitian adalah daun dari tanaman Puring
(Codiaeum variegatum) yang didapatkan
dari  Desa  Peguyangan, Kecamatan
Denpasar Utara, Kota Denpasar, Provinsi
Bali. Bahan lainnya yang akan digunakan
dalam penelitian ini yaitu pelarut etil asetat,
kultur bakteri Streptococcus mutans FNCC
0405, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 dan
Escherichia coli ATCC 25922, media agar,
AICl,, HCI, alcohol, pereaksi Dragendroff,
larutan DPPH 0,002%, magnesium, FeCls,
kuersetin, kertas saring, dan aquades,
masker, bluetip, cotton swab, cakram disk,
kapas, dan kertas perkamen.

Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini merupakan
penelitian  eksperimental  laboratorium.
Simplisia  daun  puring  dimaserasi
menggunakan pelarut etil-asetat dan
diuapkan menggunakan vacuum
evaporator. Ekstrak yang diperoleh diuji
bioaktivitasnya yaitu antibakteri,
antioksidan, dan kandungan fitokimia.
Skrining  fitokimia  difokuskan pada

senyawa flavonoid, alkaloid, tanin, saponin,
dan fenol. Uji aktivitas antibakteri
dilakukan dengan menggunakan metode
Kirby Bauer atau difusi cakram dengan 4
bakteri uji yaitu bakteri Gram positif S.
mutans FNCC 0405 dan S. aureus ATCC
25923, dan bakteri Gram negatif K
pneumoniae ATCC 700603 dan E. coli
ATCC 25922. Uji antioksidan dilakukan
dengan menggunakan metode DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl).

dengan mengirim bagian tanaman, meliputi

akar, batang, dan daun ke Yayasan
Generasi  Biologi  Indonesia  (https://
generasibiologi.com), Kabupaten

Mojokerto, Jawa Timur dengan tujuan
mengidentifikasi tanaman yang akan diteliti
dan  menghindari  kesalahan  dalam
pengumpulan bahan utama sampel serta
menghindari kemungkinan tercampurnya
sampel tanaman yang digunakan dengan
tanaman yang lain.

Pengambilan Sampel

Pengambilan sampel dilakukan di
Desa Peguyangan, Kecamatan Denpasar
Utara, Kota Denpasar, Provinsi Bali
(8.623462°S, 115.229968°E). Pengambilan
sampel sebanyak tiga kilogram dilakukan
dengan memilih dan mengambil daun
puring (Codiaeum variegatum) tua yang
memiliki kualitas baik yaitu daun segar dan
tidak terserang hama.

Pembuatan Simplisia

Tahapan pembuatan simplisia
dimulai dengan melakukan pengumpulan
daun puring segar sebanyak tiga kilogram,
kemudian dilakukan tahap sortasi basah
yaitu memisahkan daun puring dari bagian
tanaman lain dan membersihkan daun
puring dari kotoran atau bahan asing
lainnya. Tahap selanjutnya yaitu mencuci
daun puring dengan air mengalir untuk
membersihkan kotoran yang melekat.
Setelah dilakukan pencucian, lalu bahan
ditiriskan dan dikeringkan menggunakan
bantuan sinar matahari atau menggunakan
oven dengan suhu < 60°C.

Simplisia  yang sudah  kering
selanjutnya dihancurkan dengan
menggunakan blender agar bentuknya

berubah menjadi serbuk. Simplisia dalam
bentuk serbuk selanjutnya disimpan pada
wadah  toples  untuk  menghindari
kontaminasi dengan bahan lain dan
mencegah kelembaban.

Metode Ekstraksi
Penelitian ini menggunakan metode
maserasi dengan pelarut organik yaitu etil

Determinasi Tanaman asetat yang merupakan pelarut yang
Determinasi  tanaman  dilakukan bersifat semi polar. Metode maserasi
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dipilih  karena dapat mengekstraksi
senyawa aktif dengan baik dan aman
terhadap senyawa kimia yang tidak tahan
panas.

Simplisia daun  puring kering
digunakan sebanyak 100 gr kemudian
dilakukan maserasi dengan menggunakan
pelarut etil asetat sebanyak 500 mL dengan
perbandingan rasio 1:5 (b/v). Remaserasi
kemudian dilakukan dengan pelarut yang
sama selama 24 jam sambil sesekali
diaduk, lalu maserat dipisahkan dari residu
menggunakan  corong  Buchner dan
diuapkan menggunakan rotary evaporator
dengan kecepatan 150 rpm pada suhu
50cC .®  Ekstrak yang diperoleh akan
diencerkan secara bertingkat menggunakan
larutan etil hingga diperoleh konsentrasi
100%, 75%, 50%, dan 25%. Pengenceran
akan dilakukan dengan menggunakan
rumus perbandingan antara volume dan
konsentrasi, sebagai berikut:

VI.MI =V2.M2

Rumus tersebut memiliki keterangan
sebagai berikut: V1 = volume awal ekstrak,
M1 = konsentrasi awal ekstrak, V2 =
volume akhir yang diinginkan, dan M2 =
konsentrasi akhir yang diinginkan. Tujuan
pengenceran yaitu untuk mendapatkan
konsentrasi yang berbeda sesuai dengan
nilai konsentrasi yang akan diujikan.

Skrining Fitokimia
« Flavonoid

Sebanyak 0,1 g ekstrak daun puring
akan dimasukkan pada tabung reaksi
kemudian dilarutkan dengan metanol
sebanyak 2 mL dan campuran dipanaskan
di waterbath pada suhu 60°C selama 45
menit.  Selanjutnya pada  campuran
ditambahkan magnesium dan HCI pekat
masing-masing sebanyak 2 mL. Timbulnya

warna merah, kuning atau jingga
merupakan penanda adanya senyawa
flavonoid.”’
o Alkaloid

Sebanyak 0,5 g ekstrak dicampurkan
dengan dua hingga tiga tetes pereaksi
Dragendorff. Hasil positif ditunjukkan
dengan terbentuknya endapan berwarna
jingga.?”

e Tanin

Sebanyak 0,5 g ekstrak daun puring
dilarutkan kedalam 5 mL air panas dan
ditambahkan 2-3 tetes larutan FeCI3 5%.
Adanya senyawa tanin ditandai dengan
warna biru atau hijau kehitaman."'?

« Saponin

Sebanyak 0,1 g ekstrak daun puring
ditambahkan dengan air panas sebanyak 10
mL. Tahap selanjutnya adalah mengocok
kuat — kuat dan masukkan ke tabung reaksi.
Timbulnya busa 1-10 cm selama lebih dari
10 menit menandakan bahwa positif
terdapat senyawa saponin.'”

e Fenol

Sebanyak 0,5 g ekstrak diberikan
larutan FeCl3 1%. Terdapat perubahan
warna menjadi warna hijau, ungu, merah,
biru tua atau kehitaman menandai adanya
senyawa fenolik."'”

Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dilakukan
dengan menggunakan metode Kirby-Bauer.
Untuk setiap konsentrasi ekstrak (25%,
50%, 75%, dan 100%) disiapkan masing -
masing tiga kertas cakram steril dengan
diameter 6 mm dan pada setiap kertas
cakram steril akan diteteskan 20 uL masing
-masing ekstrak. Kertas cakram yang sudah
mengandung ekstrak etil asetat selanjutnya
dipindahkan pada media LB agar dalam
cawan petri yang sebelumnya sudah berisi
suspensi bakteri uji sebanyak 200 pL dan
disebarkan menggunakan cotton swab
steril. Setiap cawan petri dibagi menjadi
tiga bagian dengan membuat garis di
bagian dasar cawan petri. Kontrol positif
yang akan digunakan adalah levofloxacin
dan kontrol negatif yang akan digunakan
adalah etil asetat. Cawan petri selanjutnya
diinkubasikan pada suhu 37°C selama 24-
48 jam. Adanya daya hambat setelah masa
inkubasi dapat dilihat dari terbentuknya
zona halo (bening) pada kertas cakram di
sekitar koloni bakteri uji. Diameter zona
halo yang terbentuk didapatkan dari rata-
rata dari hasil pengukuran setiap kertas
cakram menggunakan jangka sorong
digital. Diameter zona halo bening yang
terbentuk akan diklasifikasikan
berdasarkan ukuran diameter yang diukur.
Diameter sebesar 0-5 mm menandakan
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daya hambat lemah, diameter 5-10 mm
menandakan daya hambat sedang, diameter
10-20 mm menandakan daya hambat kuat
dan diameter >20 mm menandakan daya
hambat sangat kuat.!'?

Uji Kandungan Antioksidan

Aktivitas  penghambatan  radikal
sampel dilakukan berdasarkan
penghambatannya pada radikal bebas 7,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). Larutan
sampel disiapkan pada varian konsentrasi
(0,9 pL - 100pL/ mL) dalam metanol.
Masing-masing larutan sampel akan
dimasukkan sebanyak 2 mL ke dalam
tabung reaksi. Setelah itu ditambahkan 2
mL larutan DPPH 0,002% (dalam metanol)
dan dihomogenkan menggunakan vortex.
Selanjutnya dilakukan inkubasi dalam
ruang gelap selama 30 menit, lalu diukur
absorbansi sampel dengan spektrofotometer
UV-Visible. Adanya kandungan
antioksidan dalam suatu senyawa dapat
dilihat berdasarkan nilai IC50. Nilai IC50
<50 (kuat), nilai IC50100-250 (sedang),
nilai IC50 251-500 (lemah).

HASIL
Determinasi Tanaman, Preparasi
Sampel, Simplisia, dan Ekstraksi

Sampel daun puring diambil dari
Kelurahan Peguyangan, Kecamatan
Denpasar Utara, Kota Denpasar, Provinsi
Bali. Sampel tanaman yang diambil
selanjutnya dikirim ke Generasi Biologi
Indonesia untuk dilakukan determinasi
tanaman. Hasil determinasi tanaman
mengonfirmasi bahwa sampel yang dikirim
adalah benar daun puring (Codiaeum
variegatum)

Daun puring dikumpulkan sebanyak
tiga kilogram selanjutnya dikeringkan dan
dihaluskan menggunakan blender sehingga
menghasilkan 400 gr serbuk simplisia.
Sebanyak 200 gr simplisia digunakan
dalam proses ekstraksi. Proses ekstraksis
daun puring dilakukan sebanyak dua kali,
hal ini dilakukan karena hasil ekstraksi

pada saat maserasi pertama kurang,
sehingga dilakukan tahapan ekstraksi
kedua. Total ekstrak yang dihasilkan dari
ektraksi pertama dan kedua yaitu sebanyak
10,4 gram ekstrak kental dan berwarna
kehijauan.

Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri ekstrak etil
asetat daun puring dilakukan dengan
metode Kirby-Bauer. Uji antibakteri
dilakukan dengan enam perlakuan yaitu
ekstrak daun puring dengan empat jenis
konsentrasi (25%, 50%, 75%, dan 100%),
kontrol negatif, dan kontrol positif
levofloxacin. Uji antibakteri ini
menggunakan empat jenis bakteri uji yaitu
S. mutans FNCC 0405, S. aureus ATCC
25923, K. pneumoniae ATCC 700603 dan
E. coli ATCC 25922.

Berdasarkan  hasil ~ pengamatan
diameter zona hambat, ditemukan bahwa
peningkatan konsentrasi ekstrak daun
puring berbanding lurus dengan
peningkatan ukuran diameter zona hambat
yang  dihasilkan. = Pada  Tabel 3
memperlihatkan bahwa ekstrak daun puring
mampu menghambat pertumbuhan bakteri
semua bakteri uji, dengan efektivitas
tertinggi diamati pada konsentrasi 100%.
Pada konsentrasi ini, zona hambat yang
dihasilkan mencapai ukuran sebesar
11,8+16,68 mm; 11,7+0,87 mm;
12.234+0.23 mm; dan 7,37+0,69 mm secara
berturut — turut terhadap S. aureus ATCC
25923, S. mutans FNCC 0405, K
pneumoniae ATCC 700603, dan E. coli
ATCC 25922. Ekstrak daun puring pada
perlakuan 25% tidak menghasilkan zona
hambat pada seluruh bakteri uji. Zona
hambat hanya ditemukan pada perlakuan
50%, 75%, dan 100%. Kontrol positif
menunjukkan zona hambat paling besar
sedangkan kontrol negatif  tidak
mempunyai kekuatan hambat sehingga
daya hambat yang ada pada perlakuan
berasal dari kandungan senyawa aktif pada
ekstrak daun puring.
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Tabel 3. Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak daun puring (Codiaeum variegatum)

Bakteri uji Perlakuan Rata-rata dia.mgter dan Keterangan
standar deviasi (mm) zona hambat
25% 0+0 Tidak ada
50% 0+0 Tidak ada
S aureus ATCC 75% 8,84+1,11 Sedang
25923 100% 11,8+0,95 Kuat
Kontrol (-) 0+0 Tidak ada
Control (+) 25,63+0,48 Sangat kuat
evofloxacin
25% 0+0 Tidak ada
50% 0+0 Tidak ada
S mutans FNCC 75% 10,1+0,1 Kuat
0405 100% 11,7+0,87 Kuat
Kontrol (-) 0+0 Tidak ada
ﬁgggg;ggﬂ 26,13+0,55 Sangat Kuat
25% 0+0 Tidak ada
50% 9,85+1,07 Sedang
K. pneumoniae 75% 10,79+0,7 Kuat
ATCC 700603 100% 12.23+0.23 Kuat
Kontrol (-) 0+0 Tidak ada
{(OHEOI (+.) 27,57+0,17 Sangat Kuat
evofloxacin
25% 0+0 Tidak ada
50% 0+0 Tidak ada
E. coli ATCC 75% 0+0 Tidak ada
25922 100% 7,37+0,69 Sedang
Kontrol (-) 0+0 Tidak ada
Control (+) 32,38+0,45 Sangat Kuat
evofloxacin

Analisis Data Uji Hasil Antibakteri
Hasil data diameter zona hambat pada

uji  aktivitas  antibakteri  selanjutnya
dianalisis secara statistik. Uji normalitas
data dilakukan melalui uji Shapiro-Wilk.
Berdasarkan analisis, didapatkan hasil
bahwa data dari seluruh perlakukan

berdistribusi normal (p > 0,05) pada jenis
bakteri yaitu S. aureus ATCC 25923 dan S.
mutans FNCC 0405, sedangkan data tidak
terdistribusi normal (p < 0,05) pada jenis
bakteri K. pneumoniae ATCC 700603 dan
E. coli ATCC 25922. Hasil distribusi data
ditampilkan pada tabel 4.
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Tabel 4. Hasil uji normalitas uji aktivitas antibakteri ekstrak daun puring

Bakteri Perlakuan N Nilai p Keterangan
0
5% 3 0,569 Normal
0
100% 3 0,780 Normal
S. aureus ATCC
25923 Kontrol (-) 3
Kontrol (+) levofloxacin
3 0,332 Normal
0
5% 3 0,441 Normal
0
100% 3 0,463 Normal
S. mutans FNCC K I
0405 ontrol (-) 3
Kontrol (+) levofloxacin
3 0,333 Normal
0
>0% 3 0,652 Normal
0
5% 3 0,027 Tidak Normal
K.pneumoniae 100% 3 0,085 Normal
ATCC 700603
Kontrol (-) 3
Kontrol (+) levofloxacin
3 0,780 Normal
)
100% 3 0,028 Tidak Normal
E. coli ATCC ~ Kontrol (-) 3
25922 .
Kontrol (+) levofloxacin ; 0.853 N |
, orma

Keterangan: N = jumlah sampel; Nilai p= Signifikansi

Pada data yang terdistribusi normal
dilakukan ~ uji  homogenitas  dengan
Lavene’s test of varience. Hasil yang
didapatkan yaitu data penelitian dikatakan
sebagai data homogen (p > 0,05) pada S.
aureus ATCC 25923 (0,412) dan S. mutans
FNCC 0405 (0,058).

Data selanjutnya dianalisis secara
statistik. Kelompok data yang memiliki
distribusi normal selanjutnya diuji dengan

temuan pengujian analisis statistik daya
hambat yang ditunjukkan pada tabel 5,
jenis perlakuan pada bakteri S. aureus
ATCC 25923, S. mutans FNCC 0405, dan
K. pneumoniae ATCC 700603 berpengaruh
secara signifikan (P < 0,05) terhadap daya
hambat bakteri pada ketiga jenis bakteri.
Sedangkan pada bakteri E. coli ATCC
25922, hasil uji analisis statistik
menunjukkan bahwa masing — masing jenis

uji One-way ANOVA. Data yang tidak perlakuan  tidak  berpengaruh  secara
terdistribusi normal dilakukan pengujian signifikan (p > 0,05).

melalui  Kruskal-Wallis. ~ Berdasarkan
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Tabel 5. Hasil analisis statistik daya hambat bakteri

Bakteri Perlakuan N Nilai p
75% 3
Staphylococcus 100% 3
aureus ATCC Kontrol ( 0,000*
25923 ontrol (-) 3
Kontrol (+) levofloxacin 3
75% 3
Streptococcus mu- 100% 3 0.000%
tans FNCC 0405  Kontrol (-) 3 ’
Kontrol (+) levofloxacin 3
50% 3
. 75% 3
Klebsiella pneu- .
moniae ATCC ~ 100% 3 0,021+
700603 Kontrol (-) 3
Kontrol (+) levofloxacin 3
100% 3
Escherichia coli K ontrol (-
ATCC 25922 ontrol () . 3 0,050%*
Kontrol (+) levofloxacin 3

Keterangan: N = jumlah sampel; p = signifikansi; *dianalisis dengan One-way ANOVA; **dianalisis dengan

Kruskal-Wallis

Uji Kandungan Antioksidan

Uji aktivitas antioksidan pada ekstrak
daun puring dilakukan dengan
menggunakan metode DPPH. Aktivitas
antioksidan dapat dievaluasi melalui nilai
IC50 (Inhibition Concentration). Sampel
ekstrak daun puring dibuat dalam beberapa
konsentrasi (100, 200, 300, 400, dan 500
ppm), lalu diberikan larutan DPPH dan

selanjutnya diinkubasi selama tiga puluh
menit dalam tempat yang gelap. Setelah
dilakukan inkubasi, dapat dilihat pada
gambar 15 bahwa terdapat perubahan
warna dari yang awalnya berwarna ungu
menjadi  kekuningan  pada  seluruh
konsentrasi ekstrak. Hasil uji aktivitas
antioksidan ekstrak daun puring dapat
dilihat pada tabel 6.

Tabel 6. Hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak daun puring

K"?;;‘lﬁ)r asi Absorbansi % inhibisi (Il)gfg) o abtivitas

0 0,565 0,000

100 0,528 6,549

200 0,467 17,345

300 0,401 29,027 479,37 Lemah

400 0,323 42,832

500 0,266 52,920
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Hasil uji  aktivitas  antioksidan
menggunakan spectrofotometri  UV-Vis
dengan panjang gelombang maksimum
517nm, memperoleh nilai IC50 sebesar
479,37 ppm. Hasil IC50 mengindikasikan
bahwa ekstrak daun puring tergolong
memiliki aktivitas antioksidan lemah IC50
(250-500 ppm).

Skrining Fitokimia

Uji skrining fitokimia dilakukan
untuk mengidentifikasi keberadaan
senyawa  metabolit  sekunder  yang
terkandung dalam daun puring. Pada
ekstrak etil asetat daun puring dilakukan
pengujian terhadap senyawa alkaloid, tanin,
fenol, flavonoid, dan saponin (Gambar 13).
Hasil uji menunjukkan ekstrak
mengandung senyawa flavonoid, tanin, dan
fenol dan tidak mengandung senyawa
alkaloid dan saponin (tabel 7).

Tabel 7. Hasil skrining fitokimia ektrak daun puring
(C.variegatum)

Senyawa Hasil
Alkaloid -
Flavonoid +
Saponin -
Tanin +
Fenol +
PEMBAHASAN

Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etil
Asetat Daun Puring

Uji antibakteri bertujuan untuk
mengetahui potensi suatu ekstrak dalam
menghambat pertumbuhan bakteri.
Diameter zona halo bening yang terbentuk
akan digolongkan berdasarkan ukuran
diameter yang diukur yaitu daya hambat
lemah (0-5 mm), daya hambat sedang (5-10
mm), daya hambat kuat (10-20 mm) dan
daya hambat sangat kuat (>20 mm).
Berdasarkan hasil penelitian, hasil yang
didapatkan sangat bervariasi. Hal tersebut
disebabkan oleh perbedaan perlakuan pada
konsentrasi ekstrak yang digunakan (25%,
50%, 75%, dan 100%).

Pada bakteri S. aureus ATCC 25923,
tidak ditemukan zona hambat pada
perlakuan konsentrasi 25% dan 50%. Zona
hambat  terbentuk  pada  perlakuan
konsentrasi  75% dan 100%. Pada
konsentrasi 75% zona hambat yang
terbentuk termasuk dalam golongan daya
hambat sedang (5-10 mm). Sedangkan,
pada konsentrasi 100% zona hambat yang
terbentuk termasuk dalam daya hambat
kuat (10-20 mm). Pada bakteri S. mutans
FNCC 0405, zona hambat terbentuk pada
konsentrasi 75% dan 100% dan termasuk
dalam golongan daya hambat kuat. Hasil
pada bakteri K. pneumoniae ATCC 700603
menunjukkan adanya zona hambat pada
konsentrasi 50%, 75%, dan 100%. Pada
perlakuan 50% ditemukan zona hambat
dengan daya hambat sedang serta pada
perlakuan 75% dan 100% ditemukan daya
hambat kuat. Pada bakteri E. coli ATCC
25922, zona hambat hanya terbentuk pada
perlakuan 100% yang termasuk dalam daya
hambat sedang.

Perbedaan zona hambat yang
didapatkan ~ pada  hasil  penelitian
bergantung pada kadar konsentrasi ekstrak
daun puring yang digunakan. Peningkatan
konsentrasi yang digunakan berbanding
lurus dengan peningkatan diameter zona
hambat yang dihasilkan. Hal ini disebabkan
oleh semakin tingginya jumlah senyawa
antibakteri yang  dilepaskan oleh
konsentrasi ekstrak yang lebih besar,
sehingga kemampuan untuk mengganggu
pertahanan sel bakteri semakin efektif.
Selain  tingkat  konsentrasi  ekstrak,
kandungan senyawa kimia yang memiliki
sifat sebagai antibakteri juga memiliki
peranan yang menyebabkan ekstrak daun
puring memiliki aktivitas sebagai senyawa
antibakteri. Salah satu senyawa kimia yang
memiliki sifat antibakteri pada ekstrak
daun puring adalah tanin'®. Tanin bekerja
secara bakterisidal dengan cara
menghambat pembentukan sel bakteri
sehingga sel bakteri menjadi lisis, tanin
juga  menginaktifkan enzim reverse
transcriptase dan DNA topoisomerase pada

bakteri serta mengganggu protein dalam
sl (19)(14)
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Perbedaan jenis bakteri dapat menjadi
salah satu faktor yang dapat mempengaruhi
besaran zona hambat yang dihasilkan oleh
suatu ekstrak. Bakteri Gram negatif
memiliki daya tahan yang lebih tinggi
terhadap zat antimikroba karena memiliki
lapisan peptidoglikan dan lipopolisakarida
pada membran terluar dinding sel yang
mampu menghalangi senyawa antibakteri
masuk ke dalam sel. '” Pada bakteri Gram
negatif seperti K. pneumoniae memiliki
lapisan peptidoglikan yang tipis sehingga
mampu dihancurkan oleh senyawa —
senyawa seperti flavonoid, steroid dan
tanin. Pemberian senyawa antibakteri dapat
menghambat pembentukan dinding sel
yang menyebabkan rantai glikan tidak
menyatu hingga berujung pada lisisnya sel
bakteri.'® Di sisi lain pada bakteri Gram
positif tidak memiliki lipopolisakarida pada
dinding selnya  sehingga  senyawa
antibakteri lebih mudah masuk."'” Hal ini
mendukung  hasil  penelitian  yang
mendapatkan bahwa pada bakteri Gram
positif yaitu S. aureus dan S. mutans
didapatkan zona hambat sedang hingga
kuat.

Beberapa  penelitian  sebelumnya
memiliki hasil yang mendukung hasil
penelitian ini mengenai potensi daun puring
sebagai senyawa antibakteri. Penelitian
oleh Mohamed et al. (2019) menyatakan
pada hasil penelitiannya bahwa daun puring
memiliki daya hambat kuat pada bakteri
Bacillus  subtilis dengan daya hambat
sebesar 12 mm dan pada bakteri Serratia
marcescens sebesar 20 mm 7. Penelitian
lain yaitu penelitian oleh Sindy & Afthoni
(2022) menggunakan fraksi metanol 80%
menyatakan bahwa ekstrak daun puring
dapat menghambat pertumbuhan bakteri E.
coli dan S. aureus pada konsentrasi
tertinggi 1000 pg/ml g/mL sebesar 5,4000
+ 2,0553 mm pada bakteri E. coli dan
sebesar l3,7500i1,8187 pada bakteri S.
aureus.

Uji Kandungan Antioksidan Ekstrak
Etil Asetat Daun Puring

Berdasarkan hasil penelitian dan
perhitungan kurva terhadap ekstrak etil

asetat daun puring, didapatkan bahwa nilai
ekstrak daun puring sebesar 479,37 ppm,
yang tergolong lemah. Kandungan
antioksidan dalam suatu ekstrak dapat
dipengaruhi oleh kadar polaritas pada
pelarut yang digunakan serta konsentrasi
ekstrak yang digunakan. Pada penelitian
oleh Suhendy et al (2024) dilakukan
perbandingan kadar antioksidan pada
ekstrak daun puring dengan menggunakan
pelarut etanol dan etil asetat, didapatkan
hasil bahwa ekstrak etanol memiliki kadar
antioksidan lebih tinggi dibandingkan
dengan kadar antioksidan ekstrak etil
asetat."® Penelitian lain menyebutkan
bahwa didapatkan potensi ekstrak daun
puring dengan pelarut etanol memiliki
potensi antioksidan sedang dengan nilai
IC50 sebesar 245, 94 mg/L. " Hal
tersebut disebabkan oleh perbedaan tingkat
polaritas pelarut yang digunakan. Dalam
ekstrak etil asetat daun puring, senyawa
seperti  flavonoid, tanin, dan fenol
terdeteksi, dengan kecenderungan larut
lebih baik dalam pelarut yang bersifat
serupa. Flavonoid merupakan senyawa
yang bersifat polar sehingga lebih mudah
larut dalam (g)elarut yang bersifat polar dan
semi polar.*”_Namun, pelarut semipolar
memiliki konstanta dialektrik yang lebih
rendah daripada pelarut polar sehingga
dapat mempengaruhi konsentrasi senyawa
kimia yang terlarut pada pelarut semipolar.
@D Senyawa yang memiliki sifat polar akan
larut pada senyawa yang bersifat polar dan
senyawa yang bersifat non polar akan larut
pada senyawa non polar.*?

Hasil pengujian aktivitas antioksidan
dapat dipengaruhi oleh jumlah senyawa
yang terdapat dalam suatu ekstrak. Ekstrak
daun  puring mengandung senyawa
flavonoid dan fenol. Flavonoid, sebagai
bagian dari senyawa fenolik, memiliki
kemampuan untuk menangkal radikal
bebas melalui mekanisme donasi elektron.
Selain itu, terdapat korelasi positif antara
kadar flavonoid dalam ekstrak dengan
aktivitas antioksidan yang dihasilkan.*”
Selain faktor senyawa yang terkadung
dalam suatu ekstrak, kondisi lingkungan
tumbuh tanaman juga dapat mempengaruhi
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kandungan biokimia suatu ekstrak. Pada
penelitian oleh Wardani et al (2020)
didapatkan hasil bahwa terdapat hubungan
yang signifikan (p < 0,05) antara
kandungan senyawa fenolik sebagai
antioksidan dan lokasi tumbuh tanaman,
semakin tinggi paparan seperti polusi pada
lokasi tumbuh tanaman maka semakin
tinggi kadar senyawa fenolik serta semakin
kecil nilai IC50.%Y

Skrining Fitokimia Ekstrak Etil Asetat
Daun Puring

Uji  skrining fitokimia dilakukan
untuk mengidentifikasi keberadaan
senyawa yang terkandung dalam tumbuhan.
%" Skrining fitokimia dapat dilakukan
dengan tiga metode yaitu kualitatif, semi
kuantitatif, dan kuantitatif.  Skrining
fitokimia  dengan metode  kualitatif
dilakukan dengan melihat perbedaan warna
yang terjadi pada ekstrak saat bereaksi
dengan pereaksi tertentu. “® Berdasarkan
hasil skrining fitokimia dengan cara
kualitatif, skrining fitokimia ekstrak daun
puring (C. variegatum) menunjukkan hasil
positif pada senyawa flavonoid, tannin, dan
fenol, namun menunjukkan hasil negatif
pada senyawa alkaloid dan saponin. Hasil
penelitian ini didukung oleh penelitian
Sumadewi & Puspaningrum (2018) yang
melaporkan bahwa hasil ekstrak daun
puring dengan pelarut air memiliki
senyawa kimia tanin dan saponin serta pada
pelarut etil asetat dan etanol didapatkan
hasil positif pada senyawa tanin. Penelitian
lainnya oleh Widyawati (2021)
menjelaskan bahwa hasil ekstrak daun

puring dengan pelarut etanol 96%
mengandung senyawa kimia alkaloid,
flavonoid, tanin, dan saponin. Pada

penelitian lainnya didapatkan hasil ekstrak
daun puring dengan menggunakan pelarut
etanol mengandung senyawa alkaloid,
flavonoid, saponin, tanin dan steroid. ¢”
Dalam melakukan ekstraksi, pelarut
memiliki peranan penting untuk melarutkan
kandungan senyawa yang terdapat suatu
ekstrak. Pada penelitian ini, pelarut etil
asetat digunakan sebagai media ekstraksi.
Pelarut ini memiliki sifat semipolar yang

memungkinkan kemampuannya untuk
melarutkan senyawa polar maupun non-
polar. Senyawa — senyawa seperti tanin,
sterol, fenol, terpenoid, saponin, flavonoid,
dan senyawa lainnya dapat larut dalam etil
asetat.*® Perbedaan penggunaan pelarut
dalam metode ekstraksi dapat
menghasilkan hasil yang berbeda. Pada
penelitian  oleh  Widyawati  (2021)
menggunakan  pelarut  etanol = 96%
didapatkan hasil bahwa ekstrak daun
puring memiliki kandungan alkaloid,
flavonoid, tannin, dan saponin. Sedangkan
pada penelitian oleh Sumadewi dan
Puspaningrum (2018) yang menggunakan
pelarut yaitu air, etanol, etil asetat, dan n-
heksana didapatkan hasil bahwa ekstrak
daun puring dengan pelarut n-heksana
menunjukkan hasil negatif pada kandungan
senyawa kimia ekstrak daun puring.”®)
Hal ini membuktikan bahwa tingkat
polaritas (polar dan non-polar) suatu
pelarut sangat berpengaruh terhadap hasil
fitokimia suatu ekstrak.

Ekstrak etil asetat daun puring
mengandung senyawa flavonoid, tanin, dan
fenol. Flavonoid merupakan salah satu
senyawa metabolit sekunder dalam
kelompok fenol. Flavonoid adalah senyawa
yang sering terkandung pada bagian —
bagian tumbuhan seperti bunga, daun,
batang, dan akar. Flavonoid memiliki peran
sebagai antioksidan ~ dengan  cara
memutuskan rantai oksidasi pada radikal
bebas dan menangkapnya.®”
Tanin merupakan suatu senyawa yang
memiliki manfaat sebagai antibakteri dan
antioksidan. Sebagai antibakteri, tanin
dapat menghambat pembentukan sel
bakteri dengan cara menghambat kerja
enzim reverse transcriptase dan DNA
topoisomerase.'” Sebagai senyawa
antioksidan, tannin bekerja dengan cara
menghambat proses penghancuran f-
karoten dan menetralkan senyawa radikal
bebas pada linoleate.®” Fenol merupakan
suatu senyawa induk dari senyawa fenolik.
Fenol dan aktivitas antioksidan saling
berkaitan karena fenol merupakan bahan
utama dalam agen antioksidan.®"
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SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, dapat
disimpulkan bahwa skrining ekstrak etil
asetat daun puring menunjukkan aktivitas
antibakteri pada konsentrasi 100% sebesar
11,8£16,68  mm; 11,7£0,87  mm;
12.23+0.23 mm; dan 7,37+0,69 mm secara
berturut — turut terhadap S. aureus ATCC
25923, S. mutans FNCC 0405, K
pneumoniae ATCC 700603, dan E. coli
ATCC 25922. Selain itu, hasil uji
antioksidan ekstrak etil asetat daun puring
menunjukkan daun puring mengandung
antioksidan yang lemah, pada nilai IC50
sebesar 479,37 ppm. Ekstrak etil asetat
daun puring (C. variegatum) juga
mengandung senyawa metabolit sekunder
yaitu flavonoid, tannin, dan fenol.
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