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ABSTRAK

Bakteri Escherichia coli termasuk suatu mikroorganisme
yang sangat dibutuhkan dalam sistem pencernaan namun
apabila jumlahnya berlebihan akan bersifat patogen dan
menyebabkan penyakit, termasuk diare. Antibakteri dapat
digunakan sebagai zat penghambat berkembangnya
mikroorganisme yang mampu menyebabkan penyakit hingga
kematian. Fokus penelitian ini yaitu untuk mengidentifikasi
fitokimia apa saja yang terkandung di dalam kulit mangga
arumanis, kadar flavonoid, saponin, dan tanin yang
terkandung di dalamnya, serta bagaimana kulit mangga
arumanis memiliki sifat antibakteri yang melawan Escherichia
coli dengan menggunakan metode ekstraksi soxhletasi,
spektrofotometer uv-vis, gravimetri, titrimetri, serta difusi
cakram. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol
kulit mangga mengandung flavonoid, saponin, alkaloid, dan
tanin dengan kadar flavonoid 2,27%, saponin 51,63%, dan
tanin 3,2553%. Aktivitas antibakteri Escherichia coli dalam

kategori cukup efektif, dengan konsentrasi 46%.

Katakunci : Antibakteri, Kulit Mangga Arumanis
(Mangifera indica L.), Total Kadar Flavonoid, Total Kadar

Saponin, Total Kadar Tanin.
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BAB 1
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Diare termasuk penyakit infeksi dengan angka
kematian tinggi yang terjadi di semua negara baik negara
berkembang ataupun negara maju, termasuk negara
Indonesia (Muttaqgin, dkk. 2016). Perubahan tekstur pada
feses yang awalnya berwujud solid menjadi lunak tiga kali
dalam sehari merupakan tanda penyakit diare (WHO,
2016). Penyebab dari penyakit diare dapat dikarenakan
oleh faktor daerah yang tidak bersih dan sehat, makanan
yang dikonsumsi, bahkan dikarenakan adanya bakteri
Esherichia coli yang ada di dalam tubuh manusia (Halim,
dkk. 2017).

Penderita diare pada tahun 2023 di Indonesia dengan
kalangan semua umur sebesar 2%, pada kalangan balita
sebanyak 4,9%, serta pada kalangan bayi sebanyak 3,9%.
Adapun penderita diare pada kalangan balita di Jawa
Tengah berada pada peringkat ke-15 se Indonesia sebesar
27,6% (Kemenkes, 2024). Menurut Dinas Kesehatan Kota
Semarang (2022) pada tahun 2018 hingga 2021 yang
menderita diare mengalami penurunan. Sedangkan dalam

tahun 2022 mengalami peningkatan dari tahun 2021.
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Penderita diare mengalami kenaikan dari tahun 2021
sebanyak 21.765 menjadi 32.488 jiwa pada tahun 2022
(Dinas Kesehatan Kota Semarang, 2022). Diare
menyebabkan kematian yang terjadi pada bayi dengan usia
0 hingga 11 bulan pada tahun 2022 di Kota Semarang
disebabkan dengan presentase 4% atau sebanyak 5 kasus.
Hal ini juga terjadi pada kematian di kalangan balita di
mana diare yang dapat menjadi salah satu penyebab
kematian pada balita sebesar 9% kasus (Dinas Kesehatan
Kota Semarang, 2022).

Sebagian besar masyarakat Indonesia dalam
mengatasi penyakit diare menggunakan obat-obatan kimia.
Namun hal ini telah menjadi suatu masalah di bidang
kesehatan dikarenakan tidak efektif dan tidak aman
(Permana & Emelia, 2022). Obat-obatan yang digunakan
oleh masyarakat untuk mengatasi diare seperti oralit,
diapet, siproflaksasin, cotrimoxazole, bahkan antibiotik.
Penggunaan obat-obatan tersebut apabila dalam jangka
waktu yang lama akan menyebabkan resistensi bagi tubuh.
Hal tersebut disebabkan oleh adanya bahan kimia yang
terkandung pada obat-obatan. Agar dapat mengurangi
penggunaan obat kimia, maka dilakukan pembuatan obat-
obatan secara tradisional dalam mengatasi diare (Supiana,

2022).



Indonesia kaya akan sumber daya alam baik kekayaan
hayati atau kekayaan non hayati. Kekayaan hayati yang
dimiliki dapat diambil dari tumbuhan sebagai bahan dasar
penghasil obat tradisional yang telah disebarkan di
berbagai negara yang di dalamnya terkandung beberapa
senyawa aktif di dalamnya, yaitu minyak atsiri, kurkumin,
senyawa flavonoid, antosianin, tanin serta alkaloid.
Senyawa-senyawa tersebut dapat bermanfaat bagi
kesehatan manusia (Rahayu, dkk. 2021). Pemilihan
penggunaan obat tradisional karena memiliki efek
sampingnya yang rendah, mudah diperoleh, serta dapat
dibuat oleh semua orang. World Health Organization
mengatakan sebanyak 80% manusia masih mengonsumsi
obat-obatan tradisional yang dapat diperoleh dari
tumbuhan (Ningsih, 2016).

Buah mangga yang terdapat di Indonesia ini beragam
jenisnya dimulai dengan mangga gedong, mangga
arumanis, mangga cengkir, mangga alpukat, mangga golek,
mangga alpukat, serta mangga gincu. Menurut DISPERTAN
(2022) di Kota Semarang sebanyak 79.236 pohon mangga
arumanis dengan jumlah produksi sebanyak 56.242
kwintal produksi buah mangga arumanis pada tahun 2022.

Adapun khusus di Kecamatan Ngaliyan sebanyak 19.210
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pohon mangga arumanis dengan produksi sebesar 13.200
kwintal pohon mangga arumanis di tahun 2022.

Menurut Hanifa, dkk. (2022) daun mangga arumanis
memiliki senyawa flavonoid, tanin, dan saponin yang dapat
bertindak sebagai agen antimikroba terhadap bakteri
Escherichia coli. Senyawa aktif tersebut selain terdapat di
dalam daun mangga arumanis juga terdapat di dalam kulit
mangga arumanis. Menurut Zulhipri, dkk. (2011) biji
mangga arumanis memiliki senyawa fenolik, flavonoid, dan
terpenoid yang tinggi pada senyawa fenolik. Ekstrak
metanol biji mangga arumanis mampu menghambat
pertumbuhan bakteri e-coli dan Staphylococus aereus.

Antibakteri sendiri dapat digunakan sebagai zat
penghambat berkembangnya mikroorganisme yang
mampu menyebabkan penyakit hingga kematian. Hal
tersebut dikarenakan adanya kinerja dari antibakteri yang
mampu menghambat mikroorganisme pada sistem
metabolisme yang bersifat patogen (Rahmadhany, 2022).
Selain itu, antibakteri juga bisa memberikan efek yang
buruk bagi kesehatan manusia apabila penggunaan
antibakteri kurang tepat. Hal ini disebabkan oleh
antibakteri dapat bersifat resisten saat digunakan jangka

waktu bertahun-tahun (Seko, dkk. 2021).



Bakteri Escherichia coli termasuk suatu
mikroorganisme yang sangat dibutuhkan dalam sistem
pencernaan. Namun ketika jumlah bakteri sangat besar
serta bersifat patogen berada di dalam tubuh maka mampu
menimbulkan berbagai penyakit, seperti diare, infeksi
saluran kemih, meningitis, hingga kematian (Hanifa, dkk.
2022). Bakteri Escherichia coli termasuk flora alami yang
terdapat di dalam usus mamalia dengan bentuk batang
yang pendek. Bakteri tersebut juga memiliki flagel dan
simpai dengan panjang yang bersifat anaerob fakultatif.
Adapun koloni bakteri Escherchia coli berbentuk bulat,
cembung, namun bagian tepinya bertekstur halus dan nyata
(Smith-Keary, 1988).

Bakteri e-coli mampu menghasilkan racun yang
berwujud enterotoksin yang disebabkan oleh total bakteri
e-coli yang meningkat di sistem pencernaan sehingga
bakteri tersebut spontan keluar dari saluran pencernaan.
Racun dari bakteri e-coli inilah yang menyebabkan penyakit
diare, infeksi pada saluran kemih, gasteroentritis bahkan
mampu menimbulkan penyakit meningitis (Hanifa, 2022).

Allah SWT memberi beragam tanaman yang bisa
dimanfaatkan dalam kehidupan sehari-hari termasuk

dalam bidang farmasi, selain itu juga harus bersyukur atas



nikmat yang telah Allah SWT berikan kepada manusia. Hal
ini dapat dibuktikkan di dalam QS. An-Nahl/16: 11.

o & & 08 (a3 a5 a3 (3305 8 530 4 KT &

032885 o 1 45 s

Dengan adanya air hujan Dia menumbuhkan bagimu
beragam tumbuhan, zaitun, kurma, anggur, serta beberapa
buah-buahan. Sesungguhnya dengan adanya tanda
kekuasaan Allah SWT bagi kaum yang berpikir
(Departemen Agama RI, 1993).

Menurut tafsir dari Ibnu Katsir, ayat tersebut
menjelaskan bahwa dari air yang sama Allah SWT telah
memberikan tanaman yang beraneka ragam di dunia
dengan beragam jenis, rasa, bau, bentuk, bahkan warnanya.
Hal tersebut yang membuktikkan bahwa tidak ada tuhan
selain Allah SWT.

Berdasarkan latar belakang dan Unity of Science (UoS)
tersebut sehingga dilakukan penelitian mengenai Analisis
Kadar Flavonoid, Saponin dan Tanin dengan Pemanfaatan
Limbah Kulit Mangga Arumanis (Mangifera indica L.)
Sebagai Antibakteri Terhadap Escherichia coli. Fokus
penelitian ini guna mengidentifikasi senyawa fitokimia,
serta kadar flavonoid, saponin, dan tanin. Selain itu untuk
mengetahui sifat antibakteri kulit mangga arumanis

terhadap Escherichia coli.



Dalam penelitian ini menggunakan metode soxhletasi
dalam proses ekstraksinya dengan penggunaan etanol 96%
sebagai pelarut. Soxhletasi digunakan sebagai metode
ekstraksi dikarenakan metode ini termasuk suatu metode
ekstraksi yang mudah, sederhana, dan murah (Aminah, dkk.
2017). Adapun penggunaan etanol 96% sebagai pelarut
dikarenakan ekstrak yang digunakan bersifat polar, maka
membutuhkan pelarut yang bersifat polar. Selain itu,
penggunaan etanol 96% dalam proses ekstraksi akan
memperoleh senyawa kimia yang dicari lebih banyak
dibanding dengan menggunakan pelarut metanol dan air
sebagai pelarutnya (Azizah & Salamah, 2013).

Selain itu untuk mengetahui sifat antibakteri terhadap
Escherichia coli menggunakan teknik disk diffusion. Metode
difusi cakram atau disk diffusion merupakan suatu metode
difusi dengan cara pengukuran zona hambat dalam
pertumbuhan bakteri. Pertumbuhan bakteri tersebut
disebabkan oleh adanya difusi pada suatu zat yang bersifat
sebagai antibakteri dalam suatu media. Pertumbuhan
bakteri terjadi di dalam daerah hambatan atau daerah
jernih yang berada di sekitar cakram. Semakin luasnya
daerah hambatan maka semakin luas juga daya hambatnya.
Hal ini dikarenakan daerah hambatan berbanding lurus

dengan aktivitas suatu antibakteri (Ilhamto, 2019).



Pemilihan metode difusi cakram sebagai pengujian
antibakteri dikarenakan metode ini termasuk dalam
metode yang efisien, murah, mudah, serta fleksibel saat

dikerjakan dibandingkan dengan metode yang lainnya.

B. Rumusan Masalah
1. Apa sajakah senyawa fitokimia yang terkandung di
dalam kulit mangga arumanis?
2. Berapa kadar senyawa flavonoid, saponin, dan tanin
yang terkandung di dalam kulit mangga arumanis?
3. Bagaimana aktivitas ekstrak etanol kulit mangga
arumanis (Mangifera indica L.) terhadap antibakteri

Escherichia coli?

C. Tujuan Penelitian

1. Untuk mengetahui senyawa fitokimia apa saja yang
terkandung di dalam kulit mangga arumanis.

2. Untuk mengetahui kadar senyawa flavonoid, saponin,
dan tanin yang terkandung di dalam kulit mangga
arumanis.

3. Untuk mengetahui aktivitas ekstrak etanol kulit mangga
arumanis (Mangifera indica L.) terhadap antibakteri

Escherichia coli.



D. Manfaat Penelitian
1. Mengetahui senyawa fitokimia apa saja yang terkandung
di dalam kulit mangga arumanis.
2. Mengetahui kadar senyawa flavonoid, saponin, dan tanin
yang terkandung di dalam kulit mangga arumanis.
3. Mengetahui aktivitas ekstrak etanol kulit mangga
arumanis (Mangifera indica L.) terhadap antibakteri

Escherichia coli.



BABII
LANDASAN TEORI

A. Kajian Teori
1. Mangga Arumanis

Mangga Arumanis berasal dari Probolinggo, Jawa
Timur. Dikatakan sebagai mangga arumanis dikarenakan
mangga tersebut berbau harum serta memiliki rasa yang
manis (Edha, dkk. 2020). Menurut Integrated Taxonomic
Information System (2020) mangga memiliki nama latin
(Mangifera indica L.) dengan Kingdom Plantae dengan
Subkingdom Viridiplantae, Divisi dengan Superdivisi dari
mangga yaitu Tracheophyta dan Sprematophyta, Kelas dari
Magnioliopsida, dengan Ordo dan Superordonya yaitu
Sapindales dan Rosanae, serta berasaal dari Suku
Anacardiaceae. adapun tanaman mangga berasal dari
golongan Mangiferia L. dan spesies Mangiferia indica L.

Menurut Oktavianto, dkk. (2016) mangga (Mangiferia
Indica L.) memiliki akar tunggang dengan panjang 6 meter.
Tanaman mangga arumanis tingginya berkisar pada 9
meter. Buah mangga arumanis yang telah masak memiliki
beberapa ciri di antaranya yaitu kulit dengan tekstur yang
sedang dan berwarna hijau kekuningan pada ujung
buahnya, pada permukaan kulitnya terdapat getah yang

10
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berwujud seperti bitnik-bintik dengan warna putih
kehijauan, serta buahnya sendiri bentuknya bulat
memanjang dengan panjangnya berkisar 15 cm. selain itu,
pada ujung buahnya terdapat cekungan yang sangat jelas.
Adapun daging mangga arumanis sendiri bertekstur yang
keras namun lunak yang berwarna kuning dan tidak

berserat (Edha, dkk. 2020).

Gambar 2. 1 Buah Mangga Arumanis

(Dokumen Pribadi, 2023)

. Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia termasuk salah satu metode analisa
yang digunakan dalam meganalisis suatu senyawa
metabolit sekunder yang terkandung di dalam tumbuhan
atau tanaman (Khaerunnisa, 2021). Di dalam kulit buah
mangga arumanis terdapat senyawa aktif seperti

flavonoid, tannin, steroid, terpenoid, alkaloid dan saponin.
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a. Flavonoid

Flavonoid merupakan suatu senyawa yang termasuk
dalam fenol alam yang biasanya paling banyak ditemukan
di dalam tumbuhan yang berwarna hijau. Selain itu juga
flavonoid mempunyai sifat yang mampu mencegah
terjadinya radikal bebas di dalam tubuh, menghambat
enzim hidrolisis, serta dapat digunakan sebagai anti
inflamasi (Aminah, dkk. 2017). Flavonoid, senyawa yang
bisa didapatkan pada kulit mangga arumanis serta di
semua bagian tumbuhan, seperti akar, daun, buah, kulit,
serta batang. Flavonoid juga termasuk dalam senyawa
alam yang dapat digunakan sebagai antioksidan yang
mampu melindungi tubuh manusia dari radikal bebas
yang dapat menyebabkan penyakit degenerative yang
mampu merusak sistem kekebalan tubuh hingga oksigen
(Rais, 2015)

Senyawa flavonoid termasuk ke dalam golongan
senyawa polar. Hal ini disebabkan terdapat gugus
hidroksil yang tidak tersubstitusi di dalam senyawa
flavonoid. Senyawa flavonoid dapat digunakan dalam
mencegah terjadinya oksidasi low-density lipoprotein
(LDL) yang mampu menangkal terjadinya reaksi pada
radikal bebas di dalam tubuh. Selain itu flavonoid ini juga

dapat digunakan dalam mencegah penyakit kronis akibat
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terjadinya ikatan rangkap yang ada di dalam flavon cincin
aromatic pusat. Hal tersebut dapat diketahui dengan
adanya struktur planar (Arifin & Ibrahim, 2018). Adapun
gambar 2.2 menunjukkan struktur dari senyawa

flavonoid.

Gambar 2. 2 Struktur Senyawa Flavonoid
(Kumar & Pandey, 2013)

b. Saponin

Saponin termasuk dalam kelompok senyawa metabolit
sekunder dalam bentuk glikosida yang dapat ditemukan
di dalam tumbuhan. Saponin sendiri termasuk ke dalam
golongan senyawa alam yang kompleks di mana saponin
mempunya massa serta molekul yang cukup besar dengan
manfaat yang cukup banyak. Adapun struktur dari
saponin sendiri memiliki sifat seperti sabun sehingga
saponin dapat dikatakan sebagai surfaktan alami. Maka
dari itu, apabila suatu sampel ketika dikocok dan
membentuk busa maka sampel tersebut mengandung
senyawa saponin di dalamnya (Minarno, 2016). Struktur

senyawa saponin ditunjukkan pada gambar 2.3.
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Gambar 2. 3 Struktur Senyawa Saponin

(Pareek, dkk. 2018)

Senyawa fitokimia yang dikenal sebagai saponin
memiliki kemampuan untuk menghentikan penyerapan
glukosa oleh usus halus serta menghentikan proses
pengosongan lambung. Pengosongan lambung yang
lambat dapat meningkatkan kadar gula darah dan
memperlambat adsorbs makanan (Minarno, 2016).
Senyawa saponin memiliki banyak manfaatnya, baik dapat
digunakan di bidang tekstil, perikanan, kosmetik, bahkan
di bidang kedokteran. Dalam bidang perikanan sendiri
saponin dapat dimanfaatkan untuk membasmi hama pada
udang. Dalam bidang tekstil dapat dimanfaatkan sebagai

deterjen. Selain itu saponin juga dapat digunakan dalam
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bidang kosmetika untuk membuat busa yang terdapat di
dalam sampo. Serta dalam bidang kesehatan, saponin
dapat dimanfaatkan untuk menghentikan sel kanker yang
telah berkembang dalam tubuh (Santosa, dkk. 2018).

Senyawa saponin bersifat polar dengan berat molekul
414,6231 gram/mol dan rumus molekul Cz7H420s3.
Senyawa ini memiliki titik didih sebesar 158°C dan
densitas sebesar 0,5 g/cm3 pada suhu 20 °C. Selain itu,
senyawa saponin dapat larut dalam pelarut air, etanol,
metanol, dan etil asetat (Tambe & Bhambar, 2016).
¢. Tanin

Senyawa metabolit sekunder yang dapat digunakan
sebagai antibakteri, obat diare, astringen, serta
antioksidan yaitu tanin. Tanin terdapat dua kategori yaitu
tanin terkondensasi dan tanin terhidrolisis. Tanin yang
dominan dalam tumbuhan yaitu tanin terkondensasi
(Fathurrahman & Musfiroh, 2018). Gambar 2.4

menunjukkan struktur senyawa tanin.
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Gambar 2. 4 Struktur Senyawa Tanin

(Sunani & Hendriani, 2023)

OH

Tanin termasuk fenolik yang mana saat disemprotkan
dengan FeCl; maka bercak yang telah dihasilkan pada
gelombang UV 254 nm dan fluoresensi pada panjang
gelombang 266 nm akan memudar (Fitriana, 2019).
Adapun dalam panjang gelombang 254 nm tanin akan
menghasilkan warna hijau namun pada panjang
gelombang 366 nm berwarna lembayung (Firdaus, 2016).
d. Alkaloid

Metabolit sekunder yang bersifat basa yaitu alkaloid, di
mana di dalamnya terdapat satu atau lebih atom nitrogen
yang ditemukan dalam tumbuhan. Senyawa alkaloid pada
umumnya berbentuk cincin heterosiklik (Khaerunnisa,
2021). Biasanya alkaloid tidak memiliki warna namun
pada senyawa kompleks alkaloid berwarna kuning
ataupun merah. Senyawa alkaloid dapat digunakan dalam
bidang farmasi, seperti penyakit jantung, antimalaria, anti

kanker, antimikroba, serta dapat digunakan untuk
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menurukan kadar gula darah dan tekanan darah (Laila,
2019). Adapun struktur senyawa alkaloid ditunjukkan
pada gambar 2.5.

X

=
N

Gambar 2. 5 Struktur Senyawa Alkaloid
(Melati & Parbuntari, 2022)

e. Steroid

Senyawa yang memiliki kerangka dari siklopentana
perhydro fenantrena serta empat cincin terpadu di
dalamnya yaitu steroid. Senyawa steroid ini larut hanya
pada pelarut non polar. Terdapat kemungkinan
mengandung steroid ketika larutan berubah menjadi
hijau saat direaksikan dengan asam anhidrta dan asam
sulfat pekat (Rohmah, 2021). Struktur dari senyawa

steroid ditunjukkan pada gambar 2.6.

1
CH; R

CHy

HO

Gambar 2. 6 Struktur Senyawa Steroid
(Melati & Parbuntari, 2022)
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3. Metode Ekstraksi Soxhletasi

Penggunaan metode ekstraksi dalam penelitian agar
dapat mengekstraksi senyawa dalam sampel. Salah satu
teknik ekstraksi soxhletasi yang digunakan adalah
mencari zat aktif yang ada di dalam tumbuhan dengan
penggunaan pelarut yang akurat. Hal tersebut disebabkan
metode ekstraksi ini lebih sederhana, murah, dan mudah
dikerjakan (Aminah, dkk. 2017).

Metode ini menggunakan pelarut polar karena zat yang
ingin diujikan termasuk bersifat polar maka pelarut yang
cocok digunakan ialah pelarut polar. Untuk penelitian kali
ini, menggunakan pelarut etanol 96%. Penggunaan etanol
96% disebabkan apabila etanol digunakan sebagai
pelarut, maka senyawa kimia yang dicari tersebut akan
lebih banyak dihasilkan daripada penggunaan methanol
dan air sebagai pelarut polar (Azizah & Salamah, 2013)

Menurut penelitian yang dilakukan oleh Johay, dkk
(2017) penggunaan soxhletasi mampu menghasilkan
jumlah flavonoid secara optimal yang terkandung di
dalam kulit mangga arumanis. Hal ini disebabkan oleh
titik didih pelarut yang digunakan dapat mengurangi
tegangan permukaan serta viskositas pelarut. Sehingga

pelarut dapat masuk dalam bagian aktif matrik yang
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memungkinkan dapat mengekstrasi senyawa yang lebih
baik.

Adapun di dalam metode soxhletasi ini terjadi proses
pemisahan pada komponen yang ada di dalam smiplisia
yang mana nantinya akan terjadi penyaringan selama 7
siklus hingga tetesan siklus yang terakhir kalinya tidak
menghasilkan warna kembali. Keadaan tersebut
menandakan bawah simpliasia telah terekstraksi secara
sempurna (Febrianti & Wahyuningsih, 2016)

Penggunaan temperature yang tinggi karena dapat
mempengaruhi proses isolasi komponen yang diinginkan.
Hal ini terjadi karena panas yang tidak langsung terjadi
saat penguapan terjadi di dalam labu yang kemudian akan
tersalurkan ke kondensor sehingga terjadinya kondensasi.
Menurut Paviani, dkk (2013) proses pemanasan
tersebutlah yang akan mengakibatkan degradasi pada
senyawa yang mudah menguap. Selain itu menurut Hatam
dkk (2013) proses tersebut membantu mengekstraksi
dalam jumlah besar suatu senyawa yang tidak larut pada
suhu kamar. Hal ini memungkinkan terjadinya
pembebasan dan aktivasi berat molekul yang rendah dari
subunit molekul polimer yang terberat, serta
memungkinkan adanya aktivitas penarikan pada senyawa

yang lebih besar.
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4. Antibakteri

Antibakteri dapat dikatakan sebagai suatu zat atau
mikroorganisme yang berfungsi sebagai penghambat
berkembangnya suatu bakteri yang mengakibatkan
penyakit. Adapun kinerja dari antibakteri sebagai
penghambat bakteri yaitu dengan cara menghambat dari
metabolisme suatu mikroorganisme yang bersifat
patogen dan mengakibatkan timbulnya penyakit dari
infeksi hingga kematian pada manusia(Rahmadhany,
2022). Namun itu antibakteri juga memberikan efek yang
buruk bagi kesehatan apabila pemakaian antibakteri
sebagai obat kurang tepat. Hal ini disebabkan apabila
antibakteri dipakai selama bertahun-tahun maka mampu
memunculkan resistensi akibat antibakteri itu sendiri
(Seko, dkk. 2021).

5. Diare

Diare termasuk penyakit infeksi dengan angka
kematian tinggi yang terjadi di semua negara baik negara
berkembang ataupun negara maju, termasuk negara
Indonesia (Muttaqin, dkk. 2016). Penderita diare pada
tahun 2023 di Indonesia dengan kalangan semua umur
sebesar 2%, pada kalangan balita sebanyak 4,9%, serta
pada kalangan bayi sebanyak 3,9%. Adapun penderita
diare pada kalangan balita di Jawa Tengah sebesar 27,6%
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(Kemenkes, 2024). Gambar 2.7 menunjukkan data

penderita diare di Indonesia.

INDONESIA
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Gambar 2. 7 Penderita Diare pada Balita Tahun 2023
(Kemenkes, 2024)

Menurut Dinas Kesehatan Kota Semarang (2022) pada

tahun 2018 hingga 2021 yang menderita diare mengalami

penurunan. Sedangkan dalam tahun 2022 mengalami

peningkatan dari tahun 2021. Penderita diare mengalami

kenaikan dari tahun

2021 sebanyak 21.765 menjadi
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32.488 jiwa pada tahun 2022 (Dinas Kesehatan Kota
Semarang, 2022). Diare menyebabkan kematian yang
terjadi pada bayi dengan usia 0 hingga 11 bulan pada
tahun 2022 di Kota Semarang disebabkan dengan
presentasi 4% atau sebanyak 5 kasus. Hal ini juga terjadi
pada kematian di kalangan balita di mana diare yang
dapat menjadi salah satu penyebab kematian pada balita
sebesar 9% kasus (Dinas Kesehatan Kota Semarang,
2022).

Perubahan tekstur pada feses yang awalnya berwujud
solid menjadi lunak tiga kali dalam sehari merupakan
tanda penyakit diare (WHO, 2016). Penyebab dari
penyakit diare dapat dikarenakan oleh faktor daerah yang
tidak bersih dan sehat, makanan yang dikonsumsi, bahkan
dikarenakan adanya bakteri Esherichia coli yang ada di

dalam tubuh manusia (Halim, dkk. 2017).

. Bakteri Escherichia coli

Bakteri Escherichia coli terdapat di dalam sistem
pencernaan termasuk unsur terpenting saluran usus
manusia yang tidak sehat dan tidak berbahaya namun
bersifat pathogen. Bakteri Escherichia coli dapat
memberikan efek diare, infeksi pada saluran kemih,

meningitis, serta sepsis (Halim, dkk. 2017).
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Bakteri ini mampu menghasilkan racun yang berwujud
enterotoksin yang disebabkan oleh total bakteri e-coli
yang meningkat di sistem pencernaan sehingga bakteri
tersebut spontan keluar dari saluran pencernaan. Racun
dari bakteri e-coli inilah yang menyebabkan penyakit
diare, infeksi pada saluran kemih, gasteroentritis bahkan

mampu menimbulkan penyakit meningitis (Hanifa, 2022).

Gambar 2.8 Bakteri Escherichia coli
(Sutiknowati, 2016)

Menurut Sutiknowati (2016) Koloni bakteri e-coli
berbentuk bulat, cembung serta berasal dari kingdom
Bacteria, kelas Gamma Protobacteria, ordo
Enterobacteriales, keluarga Enterobacteriaceae. Bakteri e-
coli termasuk flora alami pada usus mamalia yang
berbentuk batang yang pendek dengan flagel dan simpai
yang bersifat anaerob (Smith-Keary, 1988).

Sifat dari bakteri Escherichia coli yaitu anaerob

fakultatif di mana bakteri tersebut mampu bertahan
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hidup baik dalam keadaan aerob ataupun anaerob. Hal
tersebut dikarenakan fungsi oksigen sebagai karbon
mampu tumbuh dengan baik. Selain itu, bakteri
Escherichia coli hidup secara anaerob dengan cara
fermentasi di mana akan menghasilkan energi yang dapat

digunakan untuk bertahan hidup (Rahmadhany, 2022).

. Metode Pengujian Aktivitas Antibakteri
Sifat dari bakteri Escherichia coli yaitu anaerob
fakultatif di mana bakteri tersebut mampu bertahan
hidup baik dalam keadaan aerob ataupun anaerob.
a. Metode Difusi
Terdapat 3 jenis difusi yang dipakai untuk mencari
aktivitas antibakteri.
1) Difusi Cakram
Difusi cakram (disk diffusion) atau metode Kirvy &
Baur merupakan suatu metode difusi dengan cara
pengukuran pada zona hambat dalam pertumbuhan
bakteri karena zat antibakteri difusi pada media. Bakteri
tumbuh di zona hambatan, atau zona jernih, di sekitar
cakram. Semakin besar daerah hambatannya, semakin
besar daya hambatannya. Hal ini dikarenakan daerah
hambatan sebanding dengan adanya aktivitas antibakteri

(Ilhamto, 2019).
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Adapun prinsip kerja dari metode difusi cakram yaitu
dengan memotong bagian tengah cawan petri secara
memanjang. Bakteri digoreskan ke dalam parit dengan
agen antibakteri di dalamnya. Setelah itu, dilakukan
inkubasi dalam waktu 18-24 jam dalam suhu 37°C.
Daerah bening di sekitar parit menunjukkan bahwa agen
antibakteri mencegah berkembang biaknya
mikroorganisme (Rahmadhany, 2022).

Difusi cakram memiliki beberapa keuntungan di
antaranya yaitu cepat, relatif murah dan cukup mudah
dikarenakan dalam metode ini tidak membutuhkan alat
yang Kkhusus, efektif, serta dapat dilakukan pengujian
dengan banyak sampel atau fleksibel. Adapun
kelemahannya yaitu tingkat osmolaritasnya cukup rendah
sehingga berpengaruh terhadap hasil pengujian,
menghasilkan konsentrasi ekstrak yang sedikit, serta
terdapat gangguan saat proses peresapan pada antibiotik
ke dalam media berpengaruh pada hasil diameter daerah
bening (Ilhamto, 2019).

2) Difusi Sumur

Difusi sumur atau cup-plate technique merupakan
suatu media difusi dengan cara dibuatnya sumur dalam
media agar yang telah diisi oleh mikroorganisme lalu

sumur yang telah dibuat diisi dengan agen antibakteri
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yang akan diujikan (Ilhamto, 2019). Prinsip kerja dari
difusi sumur yaitu dengan dilakukan pengujian terhadap
aktivitas mikroba yang berada di dalam sampel. Media
agar yang telah diinokulasi dengan mikroba, diletakkan
sampel ke dalam lubang. Biasanya lubang-lubang yang
digunakan untuk evaluasi aktivitas antimikroba pada
sampe memiliki diameter 6-8 mm (Retnaningsih, dkk.
2019).

Adapun keuntungan menggunakan metode sumuran
yaitu termasuk metode difusi yang murah, mudah dan
sederhana dibandingkan dengan metode lainnya,
memiliki sensifitas yang cukup tinggi sehingga saat
dilakukan pengukuran luas zona hambat mampu
mendeteksi aktivitas mikroba dengan baik, serta lebih
nyaman dari metode difusi cakram dikarenakan saat
proses osmosis terjadi pada sampel yang telah
dimasukkan ke lubang sumuran. Sedangkan
kelemahannya yaitu memerlukan uji kualitatif guna
pengecekan Kkesterilan dari alat dan sampel, buruknya
tingkat reproduktifitas sehingga mempengaruhi hasil
pengujian, serta terdapat sisa agar yang mengganggu

proses peresapan antibotik (Nurhayati, dkk. 2020).
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3) Difusi Silinder
Difusi Silinder melibatkan penanaman bakteri yang
akan diujikan ke dalam media. Selanjutnya, larutan yang
akan diuji dan diinokulasi dimasukkan ke dalam silinder.
Silinder dan media harus saling melekat. Pengukuran
dilakukan pada area yang menghalangi silinder untuk
mengidentifikasi perkembangan bakteri (Rahma, 2018).
b. Metode Dilusi
Metode dilusi digunakan untuk munguji sifat
antibakteri yang melibatkan pengurangan secara
bertahap terhadap konsentrasi antimikroba dalam media
cair ataupun padat.
1) Dilusi Cair
Dilusi cair merupakan metode dilusi untuk menguji
aktivitas antibakteri yang di dalamnya terdapat
pengurangan suatu konsentrasi dari agen antimikroba
secara perlahan dalam media cair sehingga tidak
mengalami pembentukan zona hambat (Rahma, 2018).
Keuntungan menggunakan dilusi cair sebagai metode
pengujian aktivitas antibakteri yaitu memiliki sensitivitas
yang tinggi sehingga mampu membentuk zona hambat
serta dilakukan pengukuran secara langsung, dapat
menggunakan beragam konsentrasi larutan dalam sekali

pengujian, memperoleh  hasil  pengujian dengan
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keakuratan yang tinggi, serta dapat menggunakan
beragam mikroba dan agen antimikroba. Adapun
kekuranggan dari dilusi cair yaitu memerlukan peralatan
yang khusus, memerlukan waktu yang lama untuk proses
inkubasi sekitar 18-24 jam, serta harus memakai
peralatan yang spesifik supaya memperoleh hasil
pengujian akivitas antibakteri (Rahma, 2018).
2) Dilusi Agar

Dilusi agar merupakan suatu metode dilusi yang
digunakan untuk pengujian aktivitas antibakteri yang
mengikat terjadinya penempatan agen antimikroba pada
media agar yang telah dilakukan inokulasi sebelumnya. Di
mana agen tersebut melakukan difusi ke dalam media
agar dan mengakibatkan pertumbuhan mikroba
terhambat kemudian zona hambat untuk pengukuran
aktivitas antibakteri terbentuk (Burhan, dkk. 2022).

Prinsip kerja dari dilusi agar yaitu dilakukan inokulasi
terhadap media agar yang akan dilakukan pengujian. Agen
antimikroba yang digunakan ditambahkan di dalam
media agar pada suhu 45-50°C. Pembuatan lubang dengan
perforator dilakukan saat media agar yang digunakan
telah bercampur rata dengan media agar. Inkubasi
membutuhkan waktu sekitar 18-24 jam pada suhu 37°C

terhadap media agar yang telah tercampur dengan agen
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antimikroba. Zona hambat yang telah terbentuk di daerah
lubang diamati agar dapat mengetahui
aktivitas antibakteri (Rahma, 2018).

Adapun keuntungan dari dilusi agar yaitu memiliki
sensitivitas yang cukup tinggi sehingga Ketika zona
hambat terbentuk dapat dilakukan pengukuran aktivitas
antibakteri secara langsung, dapat menggunakan
konsentrasi larutan uji yang berbeda dalam sekali
pengujian, hasil pengukuran yang cukup akurat, serta
media agar yang digunakan dapat lebih efisien karena
mudahnya penguukuran zona hambat. Selain itu dilusi
silinder juga memiliki kelemahan di antaranya yaitu
apabila silinder yang digunakan kurang sempurna maka
media agar dapat rusak, melebihi suhu optimum dari
bakteri, serta harus menggunakan alat yang spesifik
(Wulandari S., 2021).

Berdasarkan penjelasan di atas, penulis menggunakan
metode difusi cakram sebagai metode pengujian aktivitas
antibakteri. Pemilihan metode difusi cakram sebagai
pengujian antibakteri dikarenakan metode ini termasuk
metode yang efisien, murah, mudabh, serta fleksibel Ketika
dikerjakan dibandingkan dengan metode lainnya. Adapun
tingkatan efektivitas zona hambat dalam pertumbuhan

bakteri terdapat pada tabel 2.1
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Tabel 2. 1 Tingkatan Efektivitas Daya Hambat
(Khikmah & Nurhidayati, 2024)

Efektivitas Daya Hambat Kategori tingkat efektivitas

<80% Kurang efektif
80-90% Cukup efektif

90-100% Efektif

100% Sangat Efektif

8. Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometer UV-Vis merupakan suatu metode
yang mampu menentukan senyawa-senyawa yang dapat
menyerap radiasi pada ultraviolet. Panjang gelombang
elektromagnetik spektrofotometer UV-Vis terdiri dari tiga
bagian yaitu bagian ultraviolet (200-400 nm), bagian
cahaya tampak (400-750 nm), dan bagian inframerah
(700-3000 nm). Prinsip kerja spektrofotometer UV-Vis
adalah interaksi antara radiasi elektromagnetik
ultraviolet dan senyawa yang dapat menyerapnya (Ergina,
dkk. 2014).

Gambar 2. 8 Spektrofotometer UV-Vis
(Dokumen Pribadi, 2024)
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Menurut penelitian yang telah dilakukan oleh Aminah
dkk (2017) analisis kualitatif dari jumlah senyawa
flavonoid dapat digunakan mengukur kadar flavonoid
total dalam sampel. Hal ini karena senyawa flavonoid
dalam sampel mengandung senyawa aromatic yang telah
terkonjugasi, yang menunjukkan pita serapan yang kuat di

daerah spektrum sinar ultraviolet dan sinar tampak.

B. Kajian Pustaka

1. Penelitian yang dilakukan oleh Hafa Nur Hanifa, Nunung
Kurniasih, Tina Dewi Rosahdi, dan Yusuf Rohmatulloh
(2022) dengan judul Uji Antibakteri Ekstrak Etanol Daun
Mangga Arumanis (Mangifera indica L.) Terhadap
Escherichia coli yang menghasilkan bahwa pada ekstrak
etanol daun mangga arumanis mampu membentuk zona
hambat sebesar 1.1 mm pada konsentrasi 100 mg/mL,
sebesar 1,57 mm pada konsentrasi 150 mg/mL, dan
sebesar 2,87 mm pada konsentrasi 250 mg/mL. Hal
tersebut dapat disimpulkan bahwa aktivitas antibakteri
pada ekstrak etanol daun mangga arumanis yang lemah
dikarenakan zona hambat yang didapat adalah <5 mm.

2. Penelitian yang dilakukan oleh Yuska Noviyanty,
Hepiyansori, dan Weta Ardelia (2022) dengan judul

Penetapan Kadar Senyawa Flavonoid Total Dari Ekstrak
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Etanol Kulit Buah Mangga Arum Manis (Mangifera indica
L. var. Arum Manis) Dengan Metode Spektrofotometri UV-
Vis yang menghasilkan bahwa kadar flavonoid total
sebesar 3,27%.

. Penelitian yang dilakukan oleh Sofiya Maulida, Ali
Rakhman Hakim, dan M. Sobirin Mohtar (2020) yang
berjudul Analisis Kadar Tanin Ekstrak Etanol Kulit Batang
Kemiri (Aleurites moluccana (L.) Willd) dengan Metode
Titrimetri dengan hasil yang mengatakan bahwa di dalam
ekstrak etanol kulit batang kemiri terdapat 5,40598%
senyawa tanin. Selain itu, ekstrak etanol kulit batang
kemiri di dalamnya terdapat senyawa flavonoid, saponin,
dan tanin.

. Penelitian yang dilakukan oleh Yuska Noviyanty,
Hepiyansori, dan Berliana Rosita Dewi (2020) dengan
judul Identifikasi dan Penetapan Kadar Senyawa Saponin
Ekstrak  Etanol @ Bunga  Senggani (Melastoma
malabathricum L) Metode Gravimetri yang menghasilkan
bahwa bunga senggani mengandung senyawa saponin
dengan jenis triterpenoid apabila dilihat dari munculnya
cincin dengan warna merah kecoklatan serta diperoleh

kadar rata-rata saponin sebesar 11,46%.
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C. Hipotesis
Kulit mangga arumanis di dalamnya terdapat senyawa
fitokimia, seperti senyawa flavonoid, alkaloid, tanin, dan
saponin yang dapat digunakan sebagai pengobatan diare

karena bersifat sebagai antibakteri.



BAB III
METODOLOGI PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian mengenai Analisis Kadar Flavonoid, Saponin
dan Tanin Limbah Kulit Mangga Arumanis (Mangifera
indica L.) Sebagai Antibakteri Terhadap Escherichia coli
dilakukan di Laboratorium Kimia Fakultas Sains dan
Teknologi UIN Walisongo Semarang, PT. Kimia Farma Tbk.
Plant Semarang, dan Balai Laboratorium Kesehatan dan

Pengujian Alat Kesehatan Provinsi Jawa Tengah.

B. Alat dan Bahan
1. Alat

Blender philips, gunting, neraca analitik mettler toledo,
1 set alat soxhletasi, kertas saring, erlenmeyer 250 mL
(pyrex), waterbath, rak tabung, tabung reaksi iwaki, labu
ukur 50 mL (iwaki), labu ukur 100 mL (iwaki), labu ukur
250 mL (iwaki), pipet ukur 1 mL, spektrofotometer UV-Vis
(Shimadzu 1800), 1 set alat refluks, corong pisah (duran),
stirer dan magnetic strirer, hotplate, gelas kimia 100 mL
(iwaki), buret (pyrex), statif, klem, filler, erlenmeyer 100 mL
(iwaki), labu takar 25 mL (iwaki), pipet ukur 3 mL (pyrex),
pipet ukur 10 mL (pyrex), autoklaf (Hirayama Hv-50),

cawan petri (pyrex), alumunium foil, plastik wrap,

34
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inkubator (memmert BM400), jarum ose, kapas lidi, kertas
cakram 6 mm, dan pinset.
2. Bahan

Kulit mangga arumanis muda, etanol 96%, HCl 5N, amil
alkohol, aquades, HCI 1%, FeCls kloroform, petroleum eter,
metanol, NHs 10%, H;S04 asetat anhidrat, H,SO4, AlCls,
quercetin, CH3COOH, etanol p.a, etil asetat, n-butanol, dietil
eter, serbuk H2C;04, kristal KMnO,, H2SO4 4N, indigokarmin,
alkohol 70%, Nutrient Agar, NaCl 0,9%, DMSO 10%,

siproflaksasin dan bakteri Escherichia coli.

. Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan melalui beberapa tahap.
Awalnya sampel disiapkan atau dilakukan preparasi sampel
agar ekstraksi pada kulit mangga dapat dilakukan,
kemudian dilakukan pengujian skrining fitokimia untuk
mengidentifikasi senyawa fitokimia yang terkandung di
dalam kulit mangga arumanis. Kemudian dilakukan analisa
flavonoid, saponin, serta tanin yang terkandung di dalam
kulit mangga arumanis.

Langkah selanjutnya yaitu dilakukan uji antibakteri
terhadap bakteri Escherichia coli dengan beberapa tahap. Di
antaranya yaitu sterilisasi alat dengan autoklaf dan alkohol
70%, pembuatan media NA untuk peremajaan bakteri,

pembuatan larutan Mc. Farland, pembuatan larutan untuk
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pengujian dan control, dan berakhir dengan pengujian pada

bakteri Escherichia coll.

1. Preparasi Sampel

Kulit mangga arumanis yang telah dicuci hingga bersih
lalu dipotong menjadi kecil dan dilakukan pengeringan
dengan cara diangin-anginkan. Hal ini dikarenakan agar di
dalam kulit mangga arumanis tersebut tidak terdapat jamur
serta masa simpan kulit mangga arumanis ini bisa lebih
lama dan kandungan kimia yang terdapat di dalam kulit
mangga tersebut tidak mengalami kerusakan. Kemudian
kulit mangga tersebut diblender agar halus lalu diperoleh
serbuk halus kulit mangga arumanis (Noviyanty, dkk.

2022).

2. Proses Ekstraksi
Sebanyak 50 gram sampel dibungkus dengan kertas
saring dengan kedua ujungnya diikat dengan benang dan
dimasukkan ke dalam alat soxhletasi. Kemudian tambahkan
250 mL etanol 96% sebagai pelarut ke dalam labu
soxhletasi. Soxhletasi dilakukan dengan suhu 50°C hingga
55°C. Ekstraksi ini dilakukan hingga tetesan pada siklus

menjadi tak berwarna atau biasanya dilakukan hingga 7
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siklus. Setelahnya dihasilkan ekstrak cair dan dipekatkan
dengan waterbath (Rosita, dkk. 2017).

3. Skrining Fitokimia Kulit Mangga Arumanis

Dilakukan secara kualitatif (Flavonoid, Saponin dan
Tanin) pada Kulit Mangga Arumanis.

Sebanyak 10 gram ekstrak sampel diambil dan
dimasukkan ke dalam 5 tabung (i, i, iii, iv, dan v).
a. Flavonoid

Serbuk magnesium sebanyak 100 mg ditambahkan ke
dalam tabung reaksi yang berisi ekstrak sampel. Kemudian
direaksikan dengan 10 tetes HCl 5N dan 3 mL amil alkohol.
Selanjutnya tabung reaksi dikocok hingga larutan
mengalami pemisahan. Ekstrak sampel dikatakan
mengandung senyawa flavonoid saat larutan pada lapisan
amil alkohol berwarna, merah, kuning, dan jingga (Noer,
dkk. 2018).
b. Saponin

Aquades sebanyak 10 mL ditambahkan ke dalam
tabung reaksi dan dikocok hingga 1 menit lalu didiamkan
selama 10 menit. Ekstrak sampel dikatakan mengandung
senyawa saponin apabila tetap terdapat busa saat

direaksikan dengan 1 tetes HCl 1% (Khaerunnisa, 2021).
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¢. Tanin

Tabung yang berisi ekstrak kulit mangga arumanis
direaksikan dengan beberapa tetes FeCl;. Warna larutan
menjadi biru tua atau biru kehitaman menunjukkan bahwa
larutan mengandung senyawa tanin (Khaerunnisa, 2021).
d. Alkaloid

Kloroform sebanyak 1 mL dan 5 mL NHz 10%
ditambahkan ke dalam tabung reaksi yang berisi ekstrak
sampel. Kemudian direaksikan dengan 10 tetes H,SO4 2N
sehingga terjadi pembentukan 2 fase yang berbeda. Ambil
fase atas dan ditambahkan reagen mayer, apabila larutan
membentuk endapan berwarna putih maka larutan
mengandung senyawa alkaloid (Khaerunnisa, 2021).
e. Steroid

Sampel ekstrak kulit mangga arumanis diambil 1 mL
dilarutkan ke dalam etanol 70% sebanyak 2 mL lalu
direaksikan dengan pereaksi Lieberman Buchard dan
dibiarkan selama 15 menit. Kemudian ditambahkan dengan
3 tetes H2S04 pekat. Sampel mengandung senyawa steroid

ketika berwarna biru (Qomaliya, dkk. 2023).
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4. Uji Kadar Flavonoid Kulit Mangga Arumanis
a. Pembuatan Reagen
1) Larutan Induk Quercetin 1000 ppm

Sebanyak 25 gram serbuk quercetin dimasukkan ke
dalam labu ukur 25 mL dan dilarutkan dengan etanol 96%
p-a. hingga tanda batas (Ramadhani, dkk. 2020).

2) Larutan AlClz 10%

Padatan AICl; sebesar 1 gram ditimbang lalu
dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL dan dilarutkan
menggunakan aquades sampai tanda batas (Ramadhani,
dkk. 2020).

3) Larutan CH3COOH 5%

CH3COOH dimasukkan sebanyak 0,5 mL ke dalam
labu ukur 10 mL kemudian dilarutkan dengan aquades
hingga tanda batas (Ramadhani, dkk. 2020).

4) Larutan Quercetin 40 ppm

Larutan quercetin 1000 ppm dipipet sebanyak 0,4 mL
kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL lalu
ditambahkan etanol 96% p.a hingga tanda
batas(Ramadhani, dkk. 2020).

b. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Larutan
Standar Quercetin

Larutan quercetin 40 ppm sebanyak 1 mL dipipet

kemudian tambahkan etanol 96% p.a 3 mL, AlClz 10%
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sebanyak 0,2 mL, CH3;COOH 5% sebanyak 0,2 mL serta
aquades 5,6 mL. Penentuan panjang gelombang larutan
standar quercetin menggunakan spektrofotometer UV-Vis
dengan rentang panjang gelombang 300-600 nm
(Ramadhani, dkk. 2020).
c. Penentuan Kurva Baku Quercetin

Larutan induk quercetin 1000 ppm dipipet sebanyak
0,2 mL; 0,4 mL; 0,6 mL; 0,8 mL; dan 1 mL dimasukkan ke
dalam labu ukur 10 mL untuk membuat larutan seri
dengan masing-masing kadarnya sebesar 20 ppm, 40
ppm, 60 ppm, 80 ppm, dan 100 ppm. Kemudian dilarutkan
dengan etanol 96% p.a hingga tanda batas. Larutan 20
ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm, dan 100 ppm masing-
masing dipipet 1 mL lalu direaksikan dengan etanol 96%
p-a 3 mL, AlIClz 10% sebanyak 0,2 mL, CH3COOH 5%
sebanyak 0,2 mL serta aquades 5,6 mL. Masing-masing
konsentrasi diinkubasi selama 15 menit pada suhu ruang
dan dilakukan pembacaan absorbansi dengan
Spektrofotometer UV-Vis (Ramadhani, dkk. 2020).

d. Penentuan Kadar Flavonoid Total Sampel

Ekstrak etanol kulit mangga arumanis dimasukkan ke
dalam labu ukur 25 mL sebanyak 25 mg dan dilarutkan
etanol 70% hingga tanda batas lalu diperoleh larutan

sampel 1000 ppm. Larutan sampel tersebut diambil
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sebanyak 2,5 mL lalu dimasukkan ke dalam labu ukur 25
mL dan dilarutkan dengan etanol 70% hingga tanda batas
lalu diperoleh larutan sampel 100 ppm. Kemudian diambil
1 mL larutan sampel 100 ppm dan ditambahkan etanol
96% p.a 3 mL, AlCl; 10% sebanyak 0,2 mL, CH3COOH 5%
sebanyak 0,2 mL serta aquades 5,6 mL. Kemudian
diinkubasi selama 15 menit pada suhu kamar dan
dilakukan pembacaan absorbansi dengan
spektrofotometer uv-vis dengan panjang gelombang
maksimum. Dilakukan 2 kali replikasi. Adapun

perhitungan kadar flavonoid total sebagai berikut:
CxVxFP

% Kadar = X 100%

Dimana C merupakan nilai x atau konsentrasi quercetin,
V merupakan volume yang dibutuhkan, FP yaitu faktor
pengenceran yang dilakukan, serta m adalah berat ekstrak

etanol yang digunakan (Ramadhani, dkk. 2020)

5. Uji Kadar Saponin Kulit Mangga Arumanis
Ekstrak kulit mangga arumanis sebesar 2 gram direfluks
menggunakan petroleum eter sebanyak 50 mL selama 30
menit dengan temperature 60°C-80°C. Kemudian
didinginkan dan pisahkan antara larutan petroleum eter

dengan residu. Tambahkan larutan etil asetat sebanyak 50
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mL ke dalam residu dan pindahkan ke dalam corong pisah
untuk memisahkan larutan etil asetat. Setelahnya larutkan
residu menggunakan n-butanol sebanyak 50 mL dan
dilakukan sebanyak 3x pengulangan. Larutan yang telah
tercampur diuapkan dengan rotary evaporator sehingga
menghasilkan sisa hasil penguapan. Kemudian dilarutkan
sisa penguapan menggunakan 10 mL metanol dan
diteteskan pada 50 mL larutan dietil eter dengan
pengadukan.

Apabila endapan mulai terbentuk maka saring dengan
kertas saring yang telah ditimbang sebelumnya. Catat berat
endapan yang terdapat di atas kertas saring sebagai berat
tetap. Sedangkan berat dari kertas saring sebelum dan
setelah dilakukan penyaringan dicatat sebagai berat
saponin. Adapun perhitungan yang digunakan untuk

mencari kadar saponin yaitu:

% kadar = ? 100%

Di mana x1 merupakan berat dari kertas saring, x2
merupakan jumlah antara berat kertas saring dengan
endapan saponin, sedangkan A merupakan berat ekstrak

etanol (Noviyanty, dkk. 2020).
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6. Uji Kadar Tanin Kulit Mangga Arumanis
a. Pembuatan Larutan Asam Oksalat (H2C204)

Asam Oksalat diambil sebanyak 0,63 gram dan
dimasukkan ke labu ukur 100 mL lalu dilarutkan
menggunaakan aquades. Penambahan aquades untuk
pengenceran dilakukan hingga tanda batas lalu hitung

normalitas asam oksalat dengan rumus:

gram 1000

N Asam Oksalat = e X5 L)

x ekuivalen

b. Pembuatan Larutan Kalium Permanganat (KMnO4)
Kristal KMnO4 sebanyak 0,32 gram dimasukkan ke
gelas kimia 100 mL lalu dilarutkan dengan 100 mL aquades
dan didihkan hingga 15 menit. Disimpan selama semalam
lalu saring dan dimasukkan pada labu ukur 250 mlL.
Ditambahkan aquades hingga tanda batas (Maulida, dkk.
2020).
c. Standarisasi Larutan KMnO4dengan H2C2040,1N
Larutan H;C;04 dipipet sebanyak 10 mL dan
dimasukkan ke erlenmeyer 100 mL. Kemudian direaksikan
dengan 10 mL H;SO; 4N dan dipanaskan dengan
temperatur 70°C. Setelahnya dilakukan titrasi dengan 0,1 N
KMnOs. Amati perubahan yang terjadi dan lakukan titrasi
sebanyak 3 kali replikasi. Apabila warna mengalami

perubahan dari tak berwarna menjadi merah muda maka
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titrasi dihentikan dan volumenya dicatat. Hitung normalitas

pada larutan baku H»C204 dengan rumus:

V asam oksalat x N asam oksalat
V KMnO4

N KMnO, =
(Maulida, dkk. 2020)

d. Pembuatan Indikator Indigokarmin

Indigokarmin sebanyak 0,6 gram dilarutkan dengan 50
mL aquades di dalam erlenmeyer kemudian dipanaskan.
Dinginkan larutan apabila larutan telah menguap lalu
tambahkan 100 mL aquades ke dalamnya dan disaring
(Maulida, dkk. 2020).

e. Penetapan Kadar Tanin dengan KMnO,

Air yang telah dididihkan sebanyak 5 mL dimasukkan
ke dalam erlenmeyer 250 mL dan ditambahkan 0,2 gram
ekstrak etanol kulit mangga arumanis. Lalu dipanaskan
hingga 30 menit dan didiamkan 10 menit. Kemudian
larutan disaring dan dimasukkan ke dalam labu takar 25
mL. Saring kembali residu yang tersisa dengan aquades
yang telah dididihkan. Masukkan larutan tersebut ke dalam
wadah yang sama. Penyaringan pada residu dilakukan terus
menerus hingga residu menjadi tidak berwarna biru
kehitaman saat ditambahkan dengan FeCl3z di dalamnya. Hal
ini yang menandakan bahwa tidak ada senyawa tanin yang
ada di dalam ekstrak kulit mangga arumanis (Maulida, dkk.
2020).
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Larutan didinginkan dan tambahkan aquades hingga
tanda batas pada labu takar. Diambil sebanyak 2,5 mL
larutan dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer 100 mlL.
Kemudian tambahkan aquades sebanyak 75 mL dan 2,5 mL
indikator Indigokarmin ke dalamnya. Dipipet 10 mL larutan
dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang terpisah lalu
dititrasi dengan KMnOs. Amati perubahan warna yang
terjadi dan catat volume KMnO4 yang digunakan. Hentikan
titrasi apabila larutan mengalami perubahan warna dari
biru tua menjadi kuning keemasan, lakukan lima kali
replikasi titrasi (Maulida, dkk. 2020).

f. Titrasi Blanko

Aquadest sebanyak 75 mL lalu ditambahkan 2,5 mL
indikator Indigokarmin dan dimasukkan ke dalam
Erlenmeyer 100 mL. Dipipet 10 mL dan dimasukkan ke
dalam erlenmeyer lalu dilakukan titrasi dengan KMnO4
sebanyak lima kali replikasi. Titrasi dihentikan apabila
mengalami perubahan warna dari biru tua menjadi kuning
keemasan. Volume KMnO, yang digunakan dicatat. Setelah
dilakukan titrasi pada sampel dan blanko lalu dihitung

kadar pada tanin dengan rumus:

(V-=V0) x NKMnO4 x 0,00416 x FP
Berat sampel (gram)

% Kadar = x 100%

Di mana V merupakan volume titrasi pada sampel, Vo

adalah volume titrasi pada blanko, N KMnO. sama halnya
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dengan N titran, 1 mL dari KMnOs setara dengan 0,00416
gram tanin, dan FP yaitu faktor pengenceran (Maulida, dkk.
2020).

7. Pengujian Ekstrak Etanol Terhadap Antibakteri
Escherichia coli
a. Sterilisasi Alat
Sterilisasi menggunakan autoklaf dilakukan pada
beberapa alat yang berbahan kaca selama 15 menit pada
temperature 121°C. Sedangkan untuk alat dengan bahan
plastik dilakukan sterilisasi dengan alkohol 70% (Waluyo,
2018).
b. Pembuatan Media Peremajaan Bakteri
Media untuk peremajaan bakteri yang digunakan yaitu
media NA (Nutrient Agar). Di mana dilarutkan 2 gram
media NA ke dalam 100 mL aquades di dalam erlenmeyer.
Kemudian larutan media NA dipanaskan dan dipindahkan
ke dalam tabung reaksi yang telah disterilisasi lalu ditutup
dengan alumunium foil. Selanjutnya dilakukan sterilisasi
terhadap media tersebut dengan autoklaf selama 15 menit
dengan suhu 121°C dan tekanan sebesar 1 atm. Bakteri
yang digunakan disuspensi terhadap media NA yang telah
dibuat lalu dilakukan inkubasi pada temperature 37°C

selama 1x24 jam. Apabila kekeruhan telah muncul maka



47

dilakukan suspense terhadap bakteri dan dilakukan
standarisasi hingga setara dengan perkiraan jumlah
suspense pada bakteri sebanyak 1,5 x 108 atau standard Mc
Farland 0,5 (Waluyo, 2018).
c. Pembuatan Larutan Mc. Farland

Esherichia coli yang telah dibiakkan pada media NA
sebelumnya. Bakteri yang dibiakan diambil sebanyak 1-2
ose lalu disuspensikan pada larutan NaCl 0,9% sebanyak 5
mL hingga menghasilkan kekeruhan yang sesuai dengan
standar 0,5 Mc Farland atau jumlah bakteri sebanyak 108
(Waluyo, 2018). Pemeriksaan kekeruhan pada larutan Mc.
Farland dilakukan dengan cara dilakukan pengukuran
absorbansi supsensi pada panjang gelombang 600 - 625
nm.
d. Pembuatan Larutan Uji

Pembuatan larutan uji menggunakan ekstrak etanol
kulit mangga arumanis dengan melarutkan ekstrak
sebanyak 3 gram ke dalam DMSO steril sebanyak 10 mL
hingga didapatkan larutan stok 300 mg/mL. larutan stok
tersebut kemudian diencerkan hingga konsentrasinya
menjadi 100 mg/mL, 150 mg/mL, dan 250 mg/mL.
Kemudian larutan tersebut dilakukan vortex lalu dilakukan
uji terhadap bakteri dengan metode cakram Kkertas

(Waluyo, 2018)
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e. Pembuatan Larutan Kontrol

Penggunaan larutan siproflaksasin 100 ppm sebagai
control positif terhadap uji antibakteri Escherichia coli
adapun sebagai kontrol negatifnya menggunakan larutan
DMSO 5% (Waluyo, 2018)
f. Pengujian Antibakteri

Media NA sebanyak 20 mL dituang ke cawan petri
hingga memadat lalu ditambahkan 1 mL suspense bakteri e-
coli dengan cara disebarkan dengan kapas lidi yang telah
steril. Hal tersebut dilakukan supaya supensi mengalami
penyebaran dengan merata. Media NA yang telah disebar
didiamkan hingga 10 menit supaya media NA mampu
menyerap supensi. Kemudian Kkertas cakram dengan
diameter 6 mm dimasukkan ke dalam ekstrak kulit mangga
dengan konsentrasi yang telah ditentukan selama 30 menit
dan diinkubasi selama 1x24 jam dengan suhu 37°C.
Selanjutnya kertas cakram tersebut diletakkan di cawan
petri menggunakan pinset yang telah disterilisasi (Hanifa,
dkk. 2022). Adapun rumus pengukuran zona hambat,

sebagai berikut:



BAB 1V
HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia
Fakultas Sains dan Teknologi UIN Walisongo Semarang dan
Laboratorium Kesehatan Provinsi Jawa Tengah. Adapun
penelitian ini terdiri dari beberapa tahap yaitu tahap
pertama dilakukan preparasi sampel sehingga diperoleh
simplisia dari kulit mangga arumanis, kemudian dilanjut
dengan pembuatan ekstrak, lalu dilakukan skrining
fitokimia kulit mangga arumanis, analisa kadar flavonoid,
saponin, dan tanin, dan berakhir dengan dilakukan uji

antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli.

. Preparasi Sampel

Buah mangga arumanis diperoleh dari kebun di Desa
Kalikondang, Kecamatan Demak, Kabupaten Demak.
Kemudian diambil kulitnya lalu dikeringkan di bawah sinar
matahari selama 4 hari. Hal ini bertujuan untuk
menghilangkan kadar air pada kulit mangga arumanis yang
dapat menyebabkan kulit mangga arumanis berjamur dan
rusak. Adapun kulit mangga arumanis yang telah
dikeringkan akan berubah menjadi hijau kehitaman dengan

tekstur kulit mangga yang keras seperti pada gambar 4.1.
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Setelah dilakukan pengeringan, kulit mangga arumanis
dihaluskan dengan blender sehingga diperoleh sebanyak

250 gram serbuk halus kulit mangga arumanis.

Gambar 4. 1 Preparasi sampel

B. Proses Ekstraksi

Serbuk halus kulit mangga arumanis (Mangifera indica
L.) yang telah diperoleh tersebut ditimbang sebanyak 50
gram agar dapat dilakukan ekstraksi. Ekstraksi yang
digunakan menggunakan metode soxhletasi dikarenakan
metode soxhletasi termasuk metode yang mudah
digunakan serta tidak memakan waktu yang lama. Pada
ekstraksi soxhletasi menggunakan etanol 96% sebagai
pelarut dikarenakan zat yang ingin diujikan termasuk
dalam senyawa polar maka pelarut yang cocok digunakan
yaitu pelarut polar. Ekstraksi soxhletasi termasuk dalam
metode panas secara kontinu yang disertai oleh adanya
pendingin balik yang menggunakan suhu menurut titik

didih dari pelarut yang digunakan (Rosita, dkk. 2017).
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Saat ekstraksi soxhletasi dilakukan, 50 gram sampel
yang telah diukur dibungkus dengan kertas saring lalu
ditutup dengan rapat supaya saat ekstraksi terjadi sampel
yang digunakan tidak mengalami kontaminasi dengan
pelarut sehingga akan menyebabkan penyumbatan pada
chamber, merusak sistem ekstraksi, bahkan berat sampel
yang digunakan mengalami pengurangan. Adapun suhu
yang digunakan saat ekstraksi soxhletasi terhadap kulit
mangga arumanis berada pada rentang 50-55°C
dikarenakan pelarut etanol 96% memiliki titik didih
sebesar 78,32°C (Rosita, dkk. 2017).

Penggunaan suhu tinggi saat ekstraksi soxhletasi
terjadi termasuk metode panas secara tidak langsung. Hal
ini bertujuan agar senyawa yang mudah menguap tidak
mengalami kerusakan. Pemanasan ini bertujuan untuk
mempercepat ekstraksi senyawa yang tidak dapat larut
pada suhu ruang dan mencegah senyawa yang mudah
menguap rusak. Ekstraksi dilakukan hingga tidak berwarna
agar memperoleh ekstrak yang diinginkan secara maksimal
(Rosita, dkk. 2017). Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi
soxhletasi hingga 10 siklus.

Pada saat berakhirnya kondensasi, perendaman sampe
sedang berlangsung. Proses berubahnya gas menjadi cair

dapat disebut sebagai proses kondensasi (Andayani, dkk.
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2015). Adapun prinsip dari ekstraksi soxhletasi sendiri
diawali dengan berubahnya fase gas menjadi fase cair
Setelahnya pelarut yang berada di dalam labu dipanaskan
sehingga mengalami penguapan dan menuju ke dalam
kondensor lalu berubah menjadi fasa cair yang akan
menetes ke dalam chamber dan sampel akan terendam
(Rosita, dkk. 2017).

Saat proses ekstraksi terjadi konsentrasi larutan yang
terdapat di dalam sel akan lebih kecil daripada di luar sel.
Hal ini dikarenakan air sel terdorong agar dapat berdifusi
keluar serta menembus membran. Keadaan tersebut
dikatakan sebagai osmosis dan akan menyebabkan sel
mengalami dehidrasi sehingga membran plasma akan lepas
dari dinding sel. Selain itu, keadaan osmosis juga dapat
menyebabkan dinding sel akan pecah dan senyawa pada
sitoplasma larut dengan pelarutnya (Rosita, dkk. 2017).

Ekstraksi soxhletasi menghasilkan ekstrak etanol kulit
mangga arumanis. Ekstraksi dilakukan sebanyak 3 kali
dengan masing-masing memperoleh 15,4107 gram,
14,2985 gram, dan 15,2706 gram ekstrak etanol kulit
mangga arumanis dengan rendemen total sebesar 29,87%.
Setelahnya ekstrak etanol kulit mangga arumanis diuapkan
dengan waterbath pada suhu 65°C untuk menguapkan.

Penguapan dengan waterbath menghasilkan ekstrak kental
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etanol kulit mangga arumanis. Hasil ekstraksi soxhletasi
ekstrak etanol kulit mangga arumanis dapat dilihat pada

Tabel 4.1.

Tabel 4. 1 Hasil Ekstrak Etanol Kulit Mangga Arumanis

Berat

Pelarut Ber(a trzarl;r;ple ekstrak Ren(c(l)/e;nen 123/1\12{123(
8 (gram) 0
. 1 50,0527 15,4107 30,78 Cokl K
tano 50,4994 14,2985 2831 okat pekat
96% kehijauan
50,0120 15,2706 30,53

C. Skrining Fitokimia
Skrining fitokimia dilakukan guna mengidentifikasi
senyawa aktif yang ada di dalam sampel. Senyawa fitokimia
yang diujikan yaitu flavonoid, saponin, alkaloid, tanin, dan
steroid. Hasil skrining fitokimia pada ekstrak etanol kulit

mangga arumanis dapat dilihat pada Tabel 4.2
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Tabel 4. 2 Hasil skrining fitokimia ekstrak etanol
kulit mangga arumanis

Senyawa Ekstrak Etanol
Aktif Kulit Mangga Hasil Gambar
Arumanis
Flavonoid Positif Warna jingga
(Noer, dkk. 2018)  pada lapisan
amil alkohol +
endapan coklat
Saponin  Positif Menghasilkan
(Khaerunnisa, busa
2021)
Tanin Positif Berwarna biru
(Khaerunnisa, kehitaman
2021)
Alkaloid  Positif Terdapat
. endapan putih
(Khaerunnisa, di bawahnya

2021)
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Steroid Negatif Tidak .
i mengalami \
(Qomaliya, dkk. perubahan

2023) menjadi warna “
biru

Hasil pengamatan skrining fitokimia pada Tabel 4.2,
menunjukkan ekstrak etanol kulit mangga di dalamnya
terdapat senyawa aktif seperti senyawa flavonoid, saponin,
dan tanin. Senyawa flavonoid terbentuk ditandai dengan
berubahnya warna menjadi jingga pada lapisan atas (amil
alkohol) dengan disertai endapan berwarna coklat di
bawahnya. Sedangkan pada tabung reaksi yang lain
terdapat busa yang mana menandakan bahwa sampel yang
diujikan mengandung senyawa saponin di dalamnya. Selain
itu juga di dalam ekstrak etanol kulit mangga arumanis
mengandung senyawa tanin yang ditandai dengan

mengalami perubahan warna menjadi biru kehitaman.

a. Flavonoid

Identifikasi senyawa flavonoid dengan cara
penambahan serbuk magnesium dan HCI setelahnya
direaksikan dengan amil alkohol ke dalam sampel. Hasil
akhir yang diperoleh di dalam sampel mengalami

perubahan warna dari coklat menjadi jingga setelah
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direaksikan dengan amil alkohol pada lapisan amil alkohol
dengan disertai endapan berwarna coklat di bawahnya.
Senyawa flavonoid terdiri dari 15 atom karbon dengan
dua cincin benzene diikat rantai propana. Saat ekstrak
etanol ditambahkan serbuk magnesium dan HCl serta
direaksikan dengan amil alkohol maka larutan berwarna
jingga. Hal ini memungkinkan bahwa senyawa flavonoid di
dalamnya merupakan golongan flavanon, flavanonol, serta
flavanol (Noer, dkk. 2018). Adapun gambar 4.2 merupakan

reaksi yang terjadi senyawa flavonon dengan magnesium.

OH OH
Garam Flavilium
Jingga

Gambar 4. 2 Reaksi Flavonid dengan Logam Mg dan HCI
(Pirdina, dkk. 2021)

b. Saponin
Identifikasi senyawa saponin dilakukan dengan cara
ditambah aquades ke dalamnya dan dikocok selama 1 menit

dan didiamkan selama 10 menit, sehingga sampel
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menghasilkan busa. Ekstrak kulit mangga arumanis tetap
terdapat busa di dalamnya setelah direaksikan dengan HCI
1% sebanyak 1 tetes. Hal ini membuktikkan bahwa di dalam
ekstrak kulit mangga arumanis mengandung senyawa
saponin di dalamnya.

Senyawa saponin memiliki peran sebagai gugus
nonpolar serta memiliki steroid dan triterpenoid yang
mana akan membentuk misel saat dikocok menggunakan
air. Di dalam struktur misel yang terdiri gugus non polar
menghadap ke dalam dan gugus polar menghadap ke luar.
Hal tersebut yang mengakibatkan keadaan seperti terdapat
busa di dalam sampel yang diujikan (Rohmah, 2021).
Adapun reaksi pada senyawa saponin terdapat pada

gambar 4.3.

:

Gambar 4. 3 Reaksi Saponin
(Surtina, dkk. 2019)

c. Tanin

Identifikasi senyawa tanin pada ekstrak etanol kulit
mangga arumanis dilakukan dengan direaksikan
menggunakan FeCl; hngga sampel berubah warna menjadi

biru kehitaman. Hal tersebut menunjukkan bahwa di dalam
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ekstrak etanol kulit mangga arumanis terdapat senyawa
tanin. Adapun terjadinya perubahan warna tersebut
merupakan suatu rekasi antara tanin dengan ion Fe3+
sehingga terbentuklah senyawa kompleks. Adapun reaksi

tanin dengan FeCl; terdapat pada gambar 4.4.

OH O._ w0
3 + Fe¥ — /Fe"\ + BH*
OH (0] k (@]

Gambar 4. 4 Reaksi FeClz dengan Tanin
(Perron & Brumaghim, 2009)

d. Alkaloid

Pada identifikasi senyawa alkaloid, ekstrak etanol kulit
mangga arumanis direksikan dengan kloroform dan NH3
10% yang menghasilkan warna coklat. Setelahnya
ditambahkan dengan H;SO, 2N dan larutan terpisah
menjadi 2 fasa dengan lapisan atas dan bawah berwarna
coklat. Di mana lapisan atas diambil lalu direaksi dengan
reagen mayer dan menghasilkan endapat berwarna putih.
Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol kulit mangga
arumanis terdapat senyawa alkaloid di dalamnya.

Sampel yang digunakan direaksikan dengan NH3z 10%

bertujuan untuk mengembalikan garam alkaloid menjadi
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tidak larut ke dalam larutan yang masih terdapat kadar
airnya, selain itu penggunaan kloroform berfungsi supaya
alkaloid tersebut mengalami perpindahan dari fase air
menjadi fase organik. Adapun penambahan larutan H,SO,
2N berfungsi untuk memisahkan senyawa alkaloid terpisah
dari garam yang bersifat basa serta mampu menghasilkan
endapan yang nantinya akan diujikan dengan beberapa
reagen, seperti reagen mayer, wagner, serta reagen
dragendorff. Selain itu juga penambahan reagen mayer
pada sampel berfungsi untuk mengidentifikasi senyawa
alkaloid yang terkandung di dalamnya (Fadhila & Etika,
2023).

Hal ini dikarenakan reagen mayer di dalamya terdapat
KI dan HgCl yang akan bereaksi serta membentuk kalium
iodomerkurat(Ill). Di mana senyawa alkaloid sendiri di
dalamnya mengandung atom N beserta pasangan electron
bebasnya yang bereaksi dengan ion K+ dari kalium
tetraiodomerkurat(Il) sehingga membentuk kalium-
alkaloid. Kalium-alkaloid tersebut merupakan senyawa
yang mengendap sebagai endapan yang berwarna putih.
Adapun reaksi pada senyawa alkaloid terdapat pada

gambar 4.5.
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HgClz(l) + ZKI(l) —p Hglzm + ZKCIU)
Hglz(l) + ZKIU) —» Kz(Hglz)(D

= x
lej + Kz(Hgld) gy —» m + K(Hgls)
N/ N/
K+

Gambar 4. 5 Reaksi pada Senyawa Alkaloid
(Surtina, dkk. 2019)

e. Steroid

Senyawa steroid merupakan senyawa metabolit
sekunder yang diperoleh dari adanya reaksi turunan
terpena yang di dalamnya terdapat tiga cincin siklohexana
dan satu cincin siklopentana. (Melati & Parbuntari, 2022).
Pada identifikasi kali ini menggunakan pereaksi
Liebermann-Buchard untuk menganalisis keberadaan
senyawa steroid di dalam sampel ekstrak kulit mangga
arumanis yang digunakan. Terjadinya reaksi dimulai
dengan adanya asetilasi pada gugus hidroksi yang
diakibatkan oleh asetat anhidrat. Gugus asetil tersebut
kemudian membentuk ikatan rangkap sehingga
mengakibatkan gugus hidrogen dan elektron mengalami
pelepasan. Lepasnya gugus hidrogen dengan elektronnya
mengakibatkan resonansi serta adanya karbokation. Selain
itu pelepasan hydrogen akan mengalami reaksi adisi
elektrofilik yang mana akan mengalami konjugasi yang

berkepanjangan (Qomaliyah, dkk. 2023).
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Adapun dalam penelitian ini tidak terdapat senyawa

steroid di dalam sampel ekstrak etanol kulit mangga

—\\
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Gambar 4. 6 Reaksi Lieberman Burchard dengan steroid
(Xiong, dkk. 2006)
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D. Penetapan Kadar Flavonoid

Dalam penetapan kadar flavonoid ekstrak etanol kulit
mangga arumanis menggunakan metode kalorimetri.
Penggunaan AlCl; dalam metode kalorimetri sesuai dengan
prinsip di mana terjadinya pembentukan kompleks yang
terjadi pada AlCl; dan gugus keton yang berada pada atom
C-4 dan gugus hidroksida pada atom C-3 (Wirasti, 2019).
Penggunaan Spektrofotometer Uv-Vis dalam analisis kadar
flavonoid dikarenakan di dalam senyawa flavonoid terdapat
sistem aromatic yang terkonjugasi yang mengakibatkan
adanya pita serapan yang kuat pada daerah spektrum sinar
ultraviolet dan sinar tampak (Aminah, dkk. 2017).

Penggunaan quercetin sebagai larutan standar dalam
pengujian kadar flavonoid total dengan Spektrofotometer
Uv-Vis dikarenakan quercetin termasuk senyawa flavonoid
turunan dari flavonol yang tersebar secara luas di dalam
tumbuhan. Hal ini dikarenakan ketika quercetin direaksikan
dengan AlClz maka akan terbentuk senyawa kompleks yang
paling stabil dengan adanya gugus ortohidroksil di
dalamnya (Qomaliyah, dkk. 2023). Gambar 4.7
menunjukkan reaksi yang terjadi antara quercetin dengan

AlCl;
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Gambar 4. 7 Reaksi quercetin dengan AlCl3
(Ramadhan, dkk. 2021)

Dalam pengujian kadar flavonoid telah diperoleh hasil
absorbansi sebesar 0,199 A dengan panjang gelombang 421
nm pada larutan standar quercetin 40 ppm. Hal ini
dibuktikkan dengan adanya penelitian bahwa quercetin
mampu menyerap cahaya pada rentang 400-500 nm (Uebel,
dkk. 2016). Hasil panjang gelombang tersebut digunakan
dalam pengukuran kadar total flavonoid pada sampel
ekstrak etanol kulit mangga arumanis.

Kemudian dilakukan pembacaan absorbansi pada
larutan baku quercetin 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm,
dan 100 ppm dengan panjang gelombang 421 nm yang
ditunjukkan pada tabel 4.3 dan gambar 4.8. Kadar total
flavonoid di dalam tumbuhan dinyatakan dalam satuan QE
(Quercetin Ekuivalen) di mana jumlah milligram quercetin

dalam 1 gram ekstrak sampel yang diujikan.
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Tabel 4. 3 Hasil Absorbansi Kurva Baku quercetin

No Konsentrasi Absorbansi

1 20ppm 0.165
2 40 ppm 0.255
3  60ppm 0.392
4 80 ppm 0.507
5 100 ppm 0.623
0.8 0507 0.623
G 0.1168x + 0.038 .
LE 2'iy R2=09971 0.392
o 0.165
202
0+ T T 1
0 2 4 6
Konsentrasi

Gambar 4. 8 Kurva Kalibrasi Larutan
quercetin Standar

Berdasarkan kurva kalibrasi larutan quercetin standar
memperoleh persamaan regresi linier y = 0.1168x + 0.038
dengan R? (koefisien korelasi) sebesar 0.9971. Nilai R2 yang
telah diperoleh mendekati nilai 1 yang mana menunjukkan
bahwa konsentrasi dari quercetin berbanding lurus dengan
nilai absorbansinya. Hal ini dibuktikkan dengan semakin
besarnya konsentrasi dari larutan quercetin, maka nilai

absorbansi yang diperoleh juga meningkat.
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Pengukuran sampel dilakukan sebanyak 2 replikasi
yang bertujuan agar absorbansi sampel yang diperoleh
telah akurat. Konsentrasi mg/ml dari sampel diukur
menggunakan spektrofotometer Uv-Vis dengan panjang
gelombang 421 nm. Sampel 1 memperoleh absorbansi
sebesar 0,302 A sedangkan sampel 2 memperoleh
absorbansi sebesar 0,305 A. hal tersebut sesuai dengan
data pada tabel 4.4. Adapun kadar flavonoid total ekstrak

kulit mangga arumanis sebesar 2,27%.

Tabel 4. 4 Hasil Absorbansi Sampel

Replikasi  Absorbansi (A)  Kadar Flavonoid (%)

1 0.302 2.26
2 0.305 2.28
Rata-rata kadar 2.27

. Penetapan Kadar Saponin

Penetapan kadar saponin yang terdapat di dalam
ekstrak kulit mangga arumanis menggunakan metode
gravimetri. Penggunaan metode gravimetri dikarenakan
metode ini merupakan metode yang mudah dan efisien
untuk dilakukan di mana pada metode ini tidak
membutuhkan zat pembanding lainnya (Noviyanty, dkk.
2020). Hal ini dibuktikkan dengan adanya penentuan massa

zat yang digunakan secara langsung.
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Penggunaan refluks dengan suhu 60-80°C selama 30
menit dalam metode gravimetri bekerja dengan cara
melakukan pemanasan terhadap senyawa yang dianalisa
serta ekstrak yang digunakan bertekstur lebih kasar dan
mudah ditarik. Senyawa non polar yang terdapat di dalam
ekstrak ditarik dengan petroleum eter yang digunakan
sebagai pelarut. Ketika pelarut petroleum eter telah berada
pada suhu ruang maka perlu dilakukan pemisahan antara
petroleum eter dengan ekstrak sampel supaya senyawa non
polar yang terdapat di dalam sampel hilang (Adawiyah R.,
2017).

Residu yang tersisa dilarutkan dengan etil asetat agar
senyawa semipolar yang terdapat di dalam ekstrak
terserap. Adapun untuk menghilangkan senyawa semipolar
tersebut dilakukan pemisahan dengan larutan etil asetat.
Saponin termasuk suatu senyawa polar dengan jumlah
gugus hidroksil ataupun glikosida mudah larut terhadap n-
butanol. Kemudian ditambahkan n-butanol yang bersifat
polar ke dalam residu yang tersisa serta diuapkan dengan
waterbath supaya menghasilkan ekstrak yang lebih pekat.
Ekstrak yang dihasilkan dilarutkan dengan metanol dan
dietil eter dengan pengadukan. Penambahan dietil eter
supaya terbentuk endapan dari senyawa saponin yang tidak

larut terhadap dietil eter (Adawiyah R., 2017).
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Endapan saponin yang dihasilkan dipisahkan dari zat
pengotor lainnya dengan cara disaring menggunakan
kertas saring yang telah diketahui massanya. Endapan
dikeringkan lalu ditimbang hingga diperoleh bobot tetap.
Kadar saponin ekstrak etanol kulit mangga arumanis
sebesar 51.63%. Hasil kadar saponin ekstrak etanol kulit

mangga arumanis dapat dilihat pada tabel 4.5.

Tabel 4. 5 Penetapan Kadar Saponin Ekstrak
Etanol Kulit Mangga Arumanis

Replikasi Berat ekstrak (gram) Kadar saponin (%)

1 2,1518 51.62
2 2,1502 51.64
3 2,1514 51.64
Rata-rata kadar saponin 51.63

. Penetapan Kadar Tanin

Penetapan kadar tanin ekstrak etanol kulit mangga
arumanis dilakukan menggunakan metode
permanganometri yang di dalamnya terjadi reaksi reduksi
dan oksidasi dengan menggunakan larutan KMnO,4 sebagai
larutan standar dengan larutan yang digunakan sebagai
baku primer yaitu asam oksalat. Penggunaan larutan
KMnO, sebagai larutan standar karena mudah ditemukan
serta termasuk oksidator yang kuat. Prinsip dari metode

permanganometri yaitu pengukuran volume KMnO,4 yang
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digunakan saat titrasi sampel mengalami perubahan warna
menjadi kuning keemasan (Ryanata, 2015).

Larutan standar KMnO, dilakukan standarisasi dengan
larutan asam oksalat 0.1N terlebih dahulu sebelum
digunakan. Standarisasi larutan KMnOs dengan larutan
asam oksalat untuk mengetahui penggunaan konsentrasi
larutan KMnOs saat digunakan dalam titrasi. Saat
standarisasi berlangsung supaya larutan baku asam oksalat
dalam suasana asam, maka dilakukan penambahan H,SO4
ke dalam larutan asam oksalat yang digunakan sebagai
titrat. Larutan campuran yang dihasilkan dipanaskan
hingga pada suhu 70°C supaya titrasi yang dilakukan dapat
lebih cepat. Hal ini disebabkan oleh lambatnya proses
titrasi apabila suhu titrat <60°C. Standarisasi dilakukan
sebanyak 3 replikasi agar memperoleh konsentrasi yang
telah akurat (Maulida, dkk. 2020). Terjadinya perubahan
warna menjadi merah muda saat titrasi terjadi
menandakan bahwa telah terjadi titik akhir titrasi (TAT).
Setelah dilakukan standarisasi, larutan KMnO, diperoleh
konsentrasi sebesar 0.10926 N seperti yang terdapat dalam
tabel 4.6.
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Tabel 4. 6 Hasil Penetapan Normalitas KMnO4

Larutan Larutan .
No H,CO,4 KMnO, Normalitas
1 9 mL 0.1111N
2 10 mL 8 mL 0.125N
3 10.9 mL 0.0917 N
Normalitas Rata-Rata 0.10926 N

Kemudian penetapan kadar tanin pada ekstrak etanol
kulit mangga arumanis dilakukan dengan menggunakan
larutan KMnO4 yang telah distandarisasi sebagai titran.
Sebanyak 0.2239 gram dilarutkan dengan aquades lalu
dipanaskan supaya senyawa tanin yang dianalisis larut
dalam air. Setelah 30 menit dipanaskan, larutan
didinginkan lalu disaring dan dilakukan terus menerus
hingga residu yang dihasilkan tidak berwarna biru saat
ditetesi FeCls. Hal ini bertujuan supaya senyawa tanin
tersaring seluruhnya (Ryanata, 2015).

Filtrat sebanyak 2.5 mL dilarutkan dalam aquades
serta ditambahkan indikator indigokarmin lalu dititrasi
dengan larutan KMnO. yang terstandarisasi. Adapun
indikator yang digunakan yaitu indikator indigokarmin
supaya mampu mendeteksi terjadinya TAT dengan adanya
perubahan warna menjadi kuning keemasan. Ketika sudah
mencapai titik akhir titrasi (TAT) maka titrasi dihentikan.
Berdasarkan data pada tabel 4.7 telah diperoleh kadar
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tanin ekstrak etanol kulit mangga arumanis sebanyak

3,2553% dari 3 replikasi.

Tabel 4. 7 Penetapan Kadar Tanin Ekstrak Etanol
Kulit Mangga Arumanis

No Berat Volume Volume Normalitas  Kadar
Sampel Titran (V) Blanko (Vo) KMnO4 Tanin
1 0.2239 24.4 mL 9 mL 3,0817%
gram
2 0.2117 24,8 mL 9 mL 0.10926  3,3622%
gram
02077 24 4mL 9,2 mL 3,3220%
gram
Kadar (%) Rata-Rata 3,2553%
G. Pengujian Aktivitas Antibakteri terhadap Escherichia

coli

Setelah dilakukan skrining fitokimia serta penetapan

kadar flavonoid, saponin, dan tanin pada ekstrak etanol

kulit mangga arumanis selanjutnya dilakukan pengujian

antibakteri menggunakan metode difusi cakram dengan

penggunaan kertas cakram ukuran 6 mm. Dalam Prinsip

metode difusi cakram yaitu terjadinya difusi pada zat

antibakteri dalam media yang diamati wilayah

pertumbuhan bakterinya.

Penggunaan metode difusi

cakram bertujuan agar dapat mengetahui ukuran diameter

hambatan yang terdapat pada paper disk dalam media

Escherichia coli.
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Dalam pengujian antibakteri, siproflaksasin termasuk
antibiotik golongan florokuinolon yang memiliki spektrum
luas baik terhadap gram positif maupun gram negatif.
Untuk memastikan bahwa kontrol negatif tidak
mempengaruhi uji aktivitas antibakteri, kontrol negatif
dilakukan dengan larutan DMSO 5% (Hanifa, dkk. 2022).
Selain itu, larutan DMSO memiliki kemampuan dalam
melarutkan senyawa polar dan nonpolar tanpa mengubah
hasil yang dihasilkan (Permatasari, 2021). Ekstrak yang
digunakan dalam pengujian aktivitas antibakteri
Escherichia coli yaitu ekstrak etanol kulit mangga arumanis.

Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan 3 kali dengan
konsentrasi yang sama untuk memastikan bahwa daya
hambat yang dihasilkan tepat. Hasil zona hambat dapat
dilihat pada tabel 4.8. Zona hambat pada pengujian
antibakteri yang telah dilakukan memperoleh hasil rata-
rata daya hambat sebesar 46%. Berdasarkan tabel 2.1
lebar daya hambat tersebut berada dalam kategori kurang

efektif.
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Tabel 4. 8 Hasil Zona Hambat Ekstrak Etanol Kulit

Mangga Arumanis
Ekstrak Dl;gf;er Efektivitas daya Tingkat
o -
Hambat hambat (%) Efektivitas
S Kurang
Replikasi 1 15 mm 42 efektif
oo Kurang
Replikasi 2 15 mm 42 ofektif
o Kurang
Replikasi 3 19 mm 54 ofektif
siproflaksasin 35 mm 100 Efektif
DMSO 5% 0 mm 0

Keberadaan senyawa flavonoid, saponin, dan tanin
pada ekstrak etanol kulit mangga arumanis yang
mengakhibatkan ekstrak etanol kulit mangga arumanis
memiliki potensi terhadap aktivitas antibakteri Escherichia
coli. Selain itu juga adanya pengaruh dari polaritas suatu
senyawa dalam pelarut. Hal ini disebabkan oleh masing-
masing senyawa yang terdapat di dalam ekstrak mampu
menimbulkan efek yang berbeda untuk menghambat
pertumbuhan bakteri. Efek sinergis yang berbeda di dalam
senyawa metabolit sekunder mempunyai sifat morfologi
bakteri dapat mengakibatkan perbedaan aktivitas

antibakteri (Hanifa, dkk. 2021).
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Menurut Surdowardojo, dkk. (2016) senyawa
flavonoid yang terkandung pada sampel dapat mengalami
pembentukan senyawa kompleks pada protein extraseluler
yang mampu menghambat kinerja bakteri akibat rusaknya
membran serta dinding sel. Menurut Biharee, dkk. (2020)
mekanisme kerja flavonoid terdapat tiga macam, yaitu
menghambat sintesis dari asam nukleat, menghambat
kinerja dari membrane sel, serta dapat mencegah adanya
metabolisme energi. Gambar 4.8 menunjukkan

mekanisme dari senyawa flavonoid terhadap antibakteri.

Altered drug target Biofilm

formation

Cell survive the
inhibitory
effect of drugs

b Enzymatic degradation
0.9
Q Q0
000
Decre:seantibioﬁt uptake
0 Q0
00
Increase O ¢
Drug efflux °

P-gp based efflux

Gambar 4. 9 Mekanisme Flavonoid terhadap Antibakteri
(Biharee, dkk. 2020)

Menurut Harbone (1987) senyawa saponin akan
mengalami pembentukan senyawa kompleks polisakarida

pada dinding sel sehingga mampu memberikan dampak
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terhadap antibakteri. Dinding sel tersebut menghasilkan
tegangan yang mana apabila tegangangan pada dinding sel
diturunkan dapat menyebabkan rusaknya dinding sel
sehingga mampu menghambat bakteri. Selain itu menurut
Haryati, dkk (2015) senyawa saponin akan mengalami
difusi melalui membran luar dan dinding sel yang cukup
rentan lalu mengikat membran sitoplasma sehingga terjadi
kebocoran yang mengakibatkan sel-sel pada bakteri mati.
Sedangkan menurut Hanifa, dkk (2021) sebagai
antibakteri, senyawa tanin menghentikan enzim reverse
transciptase dengan DNA topoisomerase, yang mencegah
pembentukan sel bakteri di dalamnya. Menurut Niken, dkk.
(2022) melalui enzim, senyawa tanin memililiki
kemampuan dalam menginaktivasi adhesin sel bakteri
sehingga transport protein pada lapisan sel bakteri akan
terganggu. Hal ini disebabkan oleh tujuan dari senyawa
tanin pada polipeptida dinding sel dalam bakteri yang akan
menimbulkan adanya dinding sel yang terbentuk sehingga

pertumbuhan bakteri akan kurang sempurna.



BABYV
PENUTUP

A. KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang dilakukan maka

memperoleh kesimpulan :

1.

Senyawa fitokimia pada ekstrak etanol kulit mangga
arumanis (Mangifera indica L.) yaitu flavonoid, saponin,

alkaloid, dan tanin.

. Ekstrak etanol kulit mangga arumanis (Mangifera indica

L.) memiliki kadar flavonoid sebesar 2,27%, kadar
saponin sebesar 51.62%), serta kadar dari senyawa tanin
sebesar 3,2553%.

Hasil pengujian aktivitas antibakteri ekstrak etanol kulit
mangga arumanis (Mangifera indica L.) menghasilkan
daerah zona hambat sebesar 46% dengan kategori

kurang efektif.

B. SARAN

1.

Perlu dilakukan fraksinasi pada ekstrak sampel terlebih
dahulu sebelum dilakukannya pengujian terhadap
antibakteri supaya ekstrak yang dihasilkan lebih murni.
Perlu dilakukan penelitian mengenai karakterisasi dan

isolasi dari ekstrak etanol kulit mangga arumanis

75



76

(Mangifera indica L.) lebih lanjut agar dapat mengetahui
senyawa-senyawa yang memiliki potensi tinggi sebagai
antihelminitik maupun antioksidan.

Perlu  dilakukan penelitian mengenai  variasi
perbandingan tingkat kematangan buah mangga
arumanis dalam pengujian antibakteri terhadap
Escherichia coli untuk mengetahui tingkat kematangan
kulit mangga arumanis yang terbaik pada uji daya

hambat antibakteri Escherichia coli.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Metode Kerja

A. Preparasi sampel

Kulit Mangga Arumanis

<—— Dicuci hingga bersih dan dikeringkan dengan
cara diangin-anginkan.

<—— Diblender hingga halus

Serbuk halus kulit mangga arumanis

(Rohmah, 2021)
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Proses ekstraksi

50 gram serbuk kulit mangga arumanis

Dibungkus menggunakan kertas saring dan
diikat kedua ujungnya dengan benang.
Dimasukkan ke dalam labu soxhletasi dan
ditambahkan 250 mL etanol 95%.

Dilakukan soxhletasi dengan suhu 60°C selama

siklus terakhir tak berwarna.

[

Diuapkan dengan waterbath dengan suhu 50°C
hingga 60°C.

Ekstrak kental etanol kulit
mangga arumanis

(Rosita, dkk. 2017)
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C. Skrining fitokimia ekstrak etanol kulit mangga arumanis
(Mangifera indica L.)

1. Flavonoid

Ekstrak etanol kulit mangga arumanis

<—— Dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan 100 mg Magnesium.

<—— Direaksikan dengan 10 tetes HCl 5N dan amil
alkohol 3 mL lalu dikocok.

<—— Diperoleh warna merah, kuning, ataupun

jingga pada lapisa amil alkohol.

Positif flavonoid
(Khaerunnisa, 2021)
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2. Saponin

Ekstrak etanol kulit mangga arumanis

<— Dimasukkan ke dalam tabung reaksi.

<— Ditambahkan 10 mL aquades yang telah
dipanaskan dan dikocok selama 1 menit.

<— Didiamkan 10 menit dan direaksikan dengan
HCI 1% sebanyak 1 tetes.

<— Diperoleh busa.

Positif saponin

(Khaerunnisa, 2021)

3. Tanin

Ekstrak etanol kulit mangga arumanis

<—— Dimasukkan ke dalam tabung reaksi.
<— Direaksikan dengan FeCls beberapa tetes.

<— Diperoleh warna biru tua ataupun biru

\b kehitaman.

Positif Tanin

(Khaerunnisa, 2021)
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4. Alkaloid

Ekstrak etanol kulit mangga arumanis

<— Dimasukkan ke dalam tabung reaksi.

<—— Ditambahkan 1 mL kloroform dan 5 mL NH3
10%.

<— Ditambahkan 10 tetes H,SOs 2N dan
diperoleh 2 fasa.

<—— Diambil fasa atas dan ditambahkan reagen
mayer.

<— Diperoleh larutan dengan endapan berwarna
putih di bawahnya.

Positif alkaloid

(Khaerunnisa, 2021)
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5. Steroid

Ekstrak etanol kulit mangga arumanis

<— Dimasukkan ke dalam tabung reaksi.

<—— Ditambahkan 2 mL etanol 70%.

<—— Direaksikan dengan pereaksi Lieberman
Buchard dan didiamkan 15 menit.

<—— Ditambahkan 3 tetes H,SO4 pekat.

<—— Diperoleh warna biru.

Positif steroid

(Qomaliya, dkk. 2023)
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. Pengujian kadar flavonoid ekstrak etanol kulit mangga
arumanis (Mangifera indica L.)
Pembuatan reagen

a. Larutan induk quercetin 1000 ppm

Serbuk quercetin

<—— Diambil 25 gram dan dimasukkan ke labu
ukur 25 mL.
<— Dilarutkan dengan etanol 96% p.a hingga

tanda batas.

Larutan induk quercetin 1000 ppm

b. Larutan AlCl3 10%

AlCl3

<— Diambil 1 gram dan dimasukkan ke labu ukur
10 mL.
<— Dilarutkan dengan aquades hingga tanda

batas.

Larutan AlCl3 10%
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c. Larutan CH3COOH 5%

CH3COOH

<— dipipet 0.5 mL dan dimasukkan ke labu ukur

10 mL.
<— Dilarutkan dengan aquades hingga tanda

batas.

Larutan CH3COOH 5%

d. Larutan quercetin 40 ppm

Larutan induk quercetin 1000 ppm

<— dipipet 0.4 mL dan dimasukkan ke labu ukur
10 mL.
<— Dilarutkan dengan etanol 96% p.a hingga

tanda batas.

Larutan quercetin 40 ppm
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Penentuan panjang gelombang maksimum larutan

Quercetin

Larutan quercetin 40 ppm

%
%

Dipipet sebanyak 1 mL

Dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL.
Dilarutkan dengan 3 mL etanol 96% p.a dan
0.2 mL AlClz 10%.

Ditambahkan CH3COOH 5% sebanyak 0.2 mL
dan 5.6 mL aquades.

Dilakukan pembacaan panjang gelombang
maksimum dengan spektrofotometer UV-Vis

pada rentang 300-600 nm.

Panjang gelombang maksimum laritan standar quercetin
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3. Penentuan kurva baku Quercetin

Larutan induk quercetin 1000 ppm

%

Dipipet berturut-turut 0.2 mL; 0.4 mL; 0.6
mL; 0.8 mL; dan 1 mL.

Dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL.
Diperoleh  larutan quercetin  dengan
konsentrasi 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80
ppm, dan 100 ppm.

Dilarutkan dengan 3 mL etanol 96% p.a dan
0.2 mL AlCl3 10%.

Ditambahkan CH3COOH 5% sebanyak 0.2 mL
dan 5.6 mL aquades.

Diinkubasi selama 15 menit pada masing-
masing konsentrasi.

Dilakukan pembacaan absorbansi dengan

spektrofotometer UV-Vis.

Nilai absorbansi tiap konsentrasi
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4. Penentuan kadar flavonoid total sampel

Ekstrak etanol kulit mangga arumanis

<—— Diambil 25 mg dan dimasukkan ke dalam
labu ukur 25 mL.

<—— Dilarutkan dengan etanol 70% hingga tanda

batas.

Larutan sampel 1000 ppm

i <—— Diambil 2.5 mL dan dimasukkan ke dalam
labu ukur 25 mL.

<— Dilarutkan dengan etanol 70% hingga tanda

batas.

Larutan sampel 100 ppm

< Dipipet sebanyak 1 mL.

<—— Dilarutkan dengan 3 mL etanol 96% p.a dan
0.2 mL AlClz 10%.

<—— Ditambahkan CH3COOH 5% sebanyak 0.2 mL
dan 5.6 mL aquades.
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<——— Dilakukan pembacaan absorbansi maksimum
dengan spektrofotometer UV-Vis.
«<——— Dilakukan sebanyak 2 kali replikasi.

Nilai absorbansi sampel

(Ramadhani, dkk. 2020)
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E. Pengujian kadar saponin ekstrak etanol kulit mangga

arumanis (Mangifera indica L.)

Ekstrak etanol kulit mangga arumanis

%
%

%

Dimasukkan 2 gram ke dalam labu alas bulat.
Ditambahkan petroleum eter ke dalamnya
sebanyak 50 mL.

Direfluks selama 30 menit dengan suhu 60°C-
80°C.

Didinginkan lalu dipisahkan antara residu
dengan larutan petroleum eter.

Ditambahkan 50 mL etil asetat ke dalam
residu.

Dipisahkan antara residu dengan larutan etil
asetat dengan corong pisah.

Dilarutkan residu  dengan  n-butanol
sebanyak 50 mL.

Diuapkan dengan waterbath dan sisa
penguapan ditambahkan 10 mL metanol ke
dalamnya.

Direaksikan dengan 50 mL dietil eter dengan

ditetesi dan dilakukan pengadukan.
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< Disaring endapan yang terbentuk dan
ditimbang kertas saring terlebih dahulu.

<—— Ditimbang endapan lalu dicatat.

<—— Dihitung dengan rumus

x2—x1

% kadar = 7

X 100%

Kadar Sapohin

(Noviyanty, dkk. 2020)
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F. Pengujian kadar tanin ekstrak etanol kulit mangga
arumanis (Mangifera indica L.)

1. Pembuatan larutan asam oksalat (H2C204)

Asam oksalat (H2C204)

<« Diambil sebanyak 0.63 gram

<—— Dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL.
<—— Dilarutkan dengan aquades hingga tanda
batas.

<— Dihitung normalitasnya dengan rumus

N = gram 10

1000 ekuivalen
Mr V (mL)

Larutan asam oksalat (H2C204) 0.1N

2. Pembuatan larutan kalium permanganate (KMnO4)

Kristal KMnO4

<« Dimasukkan ke dalam gelas kimia sebanyak
0.32 gram dan dididihkan selama 15 menit.

<— Disimpan semalam.

<—— Disaring dan dimasukkan ke dalam labu ukur
250 mL.

<—— Ditambahkan aquades hingga tanda batas.

Larutan KMnO4
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3. Standarisasi larutan KMnO, dengan H2C2040.1N

Larutan asam oksalat (H2C204)

%

Dipipet 10 mL dan dimasukkan ke dalam
erlenmeyer 100 mL.

Direaksikan dengan 10 mL H,SO4 4N.
Dipanaskan hingga suhu 70°C.

Dititrasi dengan KMnOa.

Dihentikan titrasi saat mengalami perubahan
dari tak berwarna menjadi merah muda.
Dicatat volumenya dan dilakukan sebanyak 3
kali replikasi.

Dihitung normalitasnya dengan rumus

V asam oksalat XN asam oksalat

N KMnO, = V KMnO4

Normalitas KMnO,
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4. Pembuatan indikator indigokarmin

Indigokarmin

«——— Dimasukkan 0.6 gram ke dalam erlenmeyer.

<— Dilarutkan dengan 50 mL aquades dan
dipanaskan.

<—— Didinginkan larutan yang telah menguap dan
ditambahkan 100 mL aquades ke dalamnya.

<— Disaring dengan kertas saring.

Larutan indikator indigokarmin
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5. Penetapan kadar tanin dengan KMnO4

Aquadest

%

Dimasukkan sebanyak 5 mL ke dalam
erlenmeyer 250 mL.

Ditambahkan 0.2 gram ekstrak etanl kulit
mangga arumanis.

Dipanaskan selama 30 menit lalu didiamkan
10 menit.

Disaring lalu dimasukkan ke dalam labu ukur
25 mL.

Disaring kembali residu yang tersisa dengan
aquades yang telah dididihkan.

Ditambahkan 0.2 gram ekstrak etanl kulit
mangga arumanis.

Dimasukkan ke dalam tempat yang sama.
Dilakukan penyaringan terus menerus hingga
residu tidak berwarna biru kehitaman saat
direaksikan dengan FeCls.

Didinginkan lalu ditambahkan aquades
hingga tanda batas.

Diambil 2.5 mL dan dimasukkan ke dalam

erlenmeyer 100 mL.
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<—— Ditambahkan 75 mL aquadest dan 2.5
indikator indigokarmin ke dalamnya.
i« Dimasukkan 10 mL ke dalam erlenmeyer 100
mL yang berbeda.

<« Dititrasi dengan KMnOa.

<— Dihentikan titrasi saat mengalami perubahan
dari biru tua menjadi kuning keemasan.
<—— Dicatat volumenya dan dilakukan sebanyak 3
kali replikasi.

Volume titrasi sampel
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Titrasi blanko

Aquadest

«——— Dimasukkan sebanyak 75 mL ke dalam
erlenmeyer 100 mL.

<—— Ditambahkan 2.5 mL indikator indigokarmin.

Larutan blanko

<— Dipipet 10 mL dan dimasukkan ke dalam

erlenmeyer 100 mL.

l«——— Dititrasi dengan KMnOa.

<—— Dihentikan titrasi saat mengalami perubahan
dari biru tua menjadi kuning keemasan.
<—— Dicatat volumenya dan dilakukan sebanyak 3
kali replikasi.

Volume titrasi blanko

Setelah dilakukan titrasi terhadap blanko dan sampel

maka dilakukan perhitungan kadar tanin dengan rumus:

(V=V0)xN KMnO4 X0.00416 Xfp
Berat sampel

% kadar = X 100%

(Maulida, dkk. 2020)
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Pengujian Aktivitas Antibakteri terhadap Escherichia
coli

Sterilisasi alat

Alat berbahan kaca

.« Dimasukkan ke dalam autoklaf.
<— Dilakukan sterilisasi selama 15 menit dengan

suhu 121°C.

Larutan blanko

<—— Disterilisasi dengan alkohol 70%.

Alat telah steril

113



2. Pembuatan media peremajaan bakteri

Nutrient agar (NA)

%

Dimasukkan 2 gram ke dalam erlenmeyer
250 mL.

Dilarutkan dengan aquades lalu dipanaskan.
Dipindahkan ke dalam tabung reaksi yang
telah steril dan ditutup dengan alumunium
foil.

Dilakukan sterilisasi dengan autoklaf selama
15 menit dengan suhu 121°C.

Disuspensi dengan bakteri yang digunakan.
Diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37°C.
Dilakukan suspense dengan bakteri saat
terjadi kekeruhan.

Distandarisasi.

Bakteri sebanyak 1.5 x 108

3. Pembuatan larutan Mc. Farland

Bakteri sebanyak 1.5 x 108

%
%

Diambil sebanyak 1-2 ose.
Disuspensi dengan 5 mL NaCl 0.9%.

Larutan Mc. Farland
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4. Pembuatan larutan uji dan control

a. Larutan uji

Ekstrak etanol kulit mangga arumanis

%
%

Diambil sebanyak 3 gram.

Dilarutkan dengan 10 mL DMSO steril.
Dilakukan vortex.

Dilakukan pengujian antibakteri dengan

cakram kertas.

Zona daya hambat

b. Larutan kontrol

Siproflaksasin

%

%

Dimasukkan sebanyak 100 mg ke dalam labu

ukur 100 mL.

Dilarutkan dengan aquadest hingga tanda

batas.

Larutan siproflaksasin 1000 ppm

~

%

Dimasukkan sebanyak 10 mL ke dalam labu

ukur 100 mL.

Dilarutkan dengan aquadest hingga tanda

batas.

Larutan siproflaksasin 100 ppm
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Larutan siproflaksasin 100 ppm

%

diambil dan dilakukan pengujian terhadap

antibakteri Escherichia coli.

Zona daya hambat kontrol positif

Larutan DMSO 5%

%

diambil dan dilakukan pengujian terhadap

antibakteri Escherichia coli.

Zona daya hambat kontrol negatif

5. Pengujian antibakteri terhadap Escherichia coli

Nutrient agar (NA)

<« Dituang ke cawan petri sebanyak 20 mL
hingga memadat.

<—— Ditambahkan 1 mL suspense bakteri e-coli
dengan cara disebar dengan kapas lidi yang
steril.

<« Didiamkan selama 10 menit.

<—— Dimasukkan kertas cakram berdiamter 6 mm

ke dalam ekstrak kulit mangga arumanis

selama 30 menit.
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<— Diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37°C.
<—— Diletakkan kertas cakram ke dalam cawan
petri dengan pinset steril.

<« Diamati daerah daya hambat penyebaran.

Zona daya hambat
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Lampiran 2. Analisis Data

A. Perhitungan Rendemen Ekstrak Etanol Kulit Mangga

Arumanis

berat ekstrak
% Rendemen = ———— X 100%
berat simplisia

1. Ekstraksil
Berat simplisia =50,0527 gram
Berat ekstrak =15,4107 gram

_ 15,4107 gram
- 50,4107 gram

=0,3078 x 100%
=30,78%

% Rendemen X 100%

2. Ekstraksi 2
Berat simplisia  =50,4994 gram

Berat ekstrak = 14,2985 gram

_ 14,2985 gram
"~ 50,4994 gram

=0,2831 x 100%
=28,31%

% Rendemen X 100%

3.  Ekstraksi 3
Berat simplisia  =50,0120 gram
Berat ekstrak =15,2706 gram

_ 15,2706 gram
~ 50,0120 gram

=0,3053%x 100%
=30,53%

% Rendemen X 100%
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% Rendemen total =

30,78%+28,31%+30,53%
3

=2987%

B. Perhitungan Penetapan Kadar Flavonoid Total

KONSENTRASI | ABSORBANSI
20 ppm 0.165
40 ppm 0.200
60 ppm 0.392
80 ppm 0.507

100 ppm 0.623

ABSORBANSI

— 17 0.623

2 y:0.1168x+(%9§8 0392 0207

_‘é’ 05 1 @W

_‘-2 0 T T 1
< 0 2 4 6

Konsentrasi
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Y=bx+a

_y-a
X= b

Y = absorbansi
X = variable bebas
A =slope

B = intersep

% Kadar = @ x 100%

C = konsentrasi quercetin (mg/L)
V = volume (L)
Fp = faktor pengenceran

M = berat sampel (mg)

Berat sampel =25mg
Volume =25mL
Faktor pengenceran = %
=10
Y =0,1168x+ 0,038
R2 =0,9971
Replikasi | Absorbansi (A) Kadar Flavonoid (%)
1 0.302 2.26
2 0.305 2.28
Rata-rata kadar 2.27
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Replikasi 1
Y =0,1168x + 0,038
0,302=0,1168x + 0,038

X _ 0,302-0,038
0,1168
0,264
" 0,1168
X =2,26 mg/L
2,26 29 % 0,025 L x 10
% Kadar = L
25mg
0,565
= ? X 100%
=0,0226x100%
=2,26%
Replikasi 2
Y =0,1168x + 0,038
0,305=0,1168x + 0,038
X _ 0,305-0,038
0,1168
X _ 0267
0,1168
X =2,28
2,28 29 % 0,025 L x 10
% Kadar = L
25mg
0,57
= ? X 100%
=0,0228x100%
=2,28%
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2,26% + 2,28%

% kadar flavonoid = >

=2,27%

. Perhitungan Penetapan Kadar Saponin

% Kadar = 22=*1 % 100%

Keterangan :
X2 = Kertas saring + ekstrak

X1 = kertas saring

A = ekstrak
Replikasi | A (gram) | X1 (gram) | X2 (gram)
1 2,1518 1,0924 2,2033
2 2,1502 1,0924 2,2029
3 2,1514 1,0925 2,2036
1. Replikasi 1
_2,2033 gram—1,0924 gram
% Kadar = 21518 gram x 100%
_ 11109
= 21518 100%
=51,62%
2. Replikasi 2
2 ,2029 gram—1,0924 gram
% Kadar 3.1507 gram X 100%
_1,1105
= 21502 100%
=51,64%
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3. Replikasi 3

2,2036 gram—1,0925 gram

[0) - 0,
0% Kadar = 2,1514 gram X 100%
11111 0
= oisia X 100%
=51,64%

51,62% +51,64% +51,64%
3

% Kadar saponin =

_ 154,9%
T3

=51,63%

Perhitungan Penetapan Kadar Tanin

1. Penentuan normalitas asam oksalat (H2C204)

Massa 1000 .
= X X
N H2C204 e v (D ekuivalen

_0,6319gram _ 1000
" 126 g/mol " 100m

=0,0050 x 10 x 2
=0,1N

. X ekuivalen

2. Penentuan normalitas kalium permanganat (KMnO4)

_ Vasam oksalat X N asam oksalat

N KMnO, V kalium permanganat
a.Titrasi 1
V KMnO4=9 ml
N KMnO. =Lomx it
9ml
=0,1111N
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b. Titrasi 2

V KMnO4=8 ml
N KMnO, = 10mlx 0,1 N
8 ml
=0,125N

c. Titrasi3

V KMnO4= 10,9 ml

10ml x 0,1 N
N KMnO4 = ————
10,9 ml

=0,0917N

0,1111 N+ 0,125 N + 0,0917 N

N KMnOqtotal = 3

_0,3278
T3

=0,10926 N

3. Penentuan kadar tanin ekstrak etanol kulit mangga

arumanis

(V=Vo) N KMnO4 x 0,00416 X fp
berat sampel

% Kadar =

X 100%

Keterangan :
\Y = volume titrasi sampel
Vo = volume titrasi blanko

N KMnO4 = normalitas KMnO4

Fp = faktor pengenceran
v2 25
Fp = V_l = E = 0,1
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Titrasi | Volume blanko (Vo) | Volume sampel (V) | Berat sampel
1 9ml 24,4 ml 0,2239 gram
2 9 ml 24,8 ml 0,2117 gram
3 9,2 ml 24,4 ml 0,2077 gram

a. Titrasi1
(24,4 —9) 0,10926 X 0,00416 X 0,1
V) - 1)
% Kadar = 02235 gram X 100%
_ 154 X010926 X 0,00416 X 0,1 100%
0,2239
_0,00069 0
~0,2239 % 100%
=0,0030817 x 100%
=3,0817%
b. Titrasi 2
(24,8 —9) 0,10926 X 0,00416 X 0,1
0, = 0,
Y% Kadar = 02117 gram X 100%
_ 158010926 X 0,00416 X 0,1 100%
0,2117
_0,00071 0
= oL X 100%
=0,0033622 x 100%
=3,3622%
c. Titrasi 3
0% Kadar = (24,4 —9,2) 0,10926 X 0,00416 X 0,1 % 100%

0,2077 gram

15,2 X 0,10926 X 0,00416 X 0,1
B 0,2077

X 100%
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0,00069
~ 00,2077

=0,0033220 x 100%
=3,3220%

X 100%

_3,0817% + 3,3622% +3,3220%

% kadar = 2

_9,7659%
T3

=3,2553%

E. Penentuan Aktivitas Ekstrak Etanol Kulit Mangga

Arumanis sebagai Antibakteri
D
E= e 100%
Keterangan:
E :Efektifitas Daya Hambat (%)

Da : Diameter zona antibiotik

D :Diameter zona jernih

Ekstrak Diameter Zona Hambat
Replikasi 1 15 mm
Replikasi 2 15 mm
Replikasi 3 19 mm

Siproflaksasin 35 mm
DMSO 5% 0 mm

a. Replikasi 1
D
E=—100%

_1s
E=— 100%
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E=42%

. Replikasi 2
D
E=_-100%
15
E=-100%
E=42%
. Replikasi 3
D
E=—-100%
19
E=-100%

E=54%

42442454
E total = 22¥22+>%

=46%
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Lampiran 3. Dokumentasi

Preparasi sampel

Ektrak etanol kulit
mangga arumanis

Ektrak kental etanol kulit
mangga arumanis

Proses Ekstraksi
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Pembuatan larutan Penentuan panjang
pembanding, pereaksi gelombang maksimum
dan sampel larutan baku quercetin

Penentuan absorbansi larutan quercetin 20 ppm, 40
ppm, 80 ppm, dan 100 ppm

Penetapan kadar saponin ekstrak
etanol kulit mangga arumanis
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Penetapan kadar tanin ekstrak etanol
kulit mangga arumanis

Pengujian kontrol aktivitas antibakteri e-
coli ekstrak etanol kulit mangga arumanis

Pengujian aktivitas antibakteri e-coli
ekstrak etanol kulit mangga arumanis
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