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ABSTRACT

Antibacterial activity screening from n-hexane, ethyl acetate, and n-butanol fraction Mussaenda frondosa L.
petals has been done by using the agar diffusion method. it was carried out on 13 pathogenic bacteria
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Salmonella typhimurium ATCC 14028, Salmonella typhosa NCTC 786, Bacillus subtillis ATCC 6633,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Micrococcus luteus ATCC 10240, Salmonella thypi, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Streptococcus mutans ATCC 25175, Vibrio cholerae inaba, and Methicillin resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). The sample concentration was 0.5 mg/ disc. The screening results showed
the most potent antibacterial activity was ethyl acetate fraction with inhibition diameters 5.6 - 8.3 mm against
12 test pathogenic bacteria, except Streptococcus mutans ATCC 25175. The n-hexane fraction showed
antibacterial activity against Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
and Vibrio cholerae inaba with inhibition diameters 6.0 - 7.5 mm. Meanwhile, n-butanol fraction had
antibacterial activity only against Staphylococcus aureus ATCC 25923 with 7.5 mm inhibition diameters.

Keywords: Mussaenda frondosa L., agar diffusion method, antibacterial.

ABSTRAK

Skrining aktivitas antibakteri dari fraksi n-heksana, etil asetat, n-butanol, dan fraksi sisa kelopak bunga
Mussaenda frondosa L. telah dilakukan menggunakan metode difusi agar. Penguijian aktivitas antibakteri
dilakukan terhadap 13 bakteri patogan uji Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Salmonella typhosa
NCTC 786, Bacillus subtillis ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Micrococcus luteus ATCC
10240, Salmonella thypi, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Streptococcus mutans ATCC 25175,
Vibrio cholerae inaba, dan Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Konsentrasi sampel uji yang
digunakan adalah 0,5 mg/cakram.
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Hasil skrining yang menunjukkan aktivitas antibakteri paling potensial adalah fraksi etil asetat dengan
diameter hambat 5,6 — 8,3 mm terhadap 12 bakteri patogen uji, kecuali Streptococcus mutans ATCC 25175.
Fraksi n-heksana menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dan Vibrio cholerae inaba dengan diameter hambat 6,0 — 7,5 mm.
Sedangkan, fraksi butanol hanya memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus ATCC 25923

dengan diameter hambat 7,5 mm.

Kata kunci: Mussaenda frondosa L., metode difusi agar, antibakteri.

PENDAHULUAN

Penyakit infeksi menjadi permasalahan utama
yang terjadi  di negara berkembang, dan
merupakan penyebab utama kematian dunia
setelah penyakit kardiovaskular dan kanker
(Ahmad dan Beg, 2001; Munuswamy et al. 2013).
Penyakit ini bisa disebabkan oleh bakteri, virus,
fungi, dan parasit lainnya (Hemaiswarya, et al.,
2008). Antibiotik yang merupakan obat paling efektif
melawan infeksi mikroba pada era-1950an
perlahan mengalami resistensi terhadap berbagai
mikroorganisme, sehingga pada beberapa tahun
terakhir ini, penelitian terkait pencarian senyawa
baru dari alam untuk penanganan penyakit infeksi
memilki magnet tersendiri bagi banyak peneliti.
Salah satu sumber alam yang paling potensial
sebagai antibakteri adalah tumbuhan dari family
rubiaceae (Huh dan Kwon, 2011).

Mussaenda  frondosa L.  (Rubiaceae)
merupakan tumbuhan tropis asli Asia yang sebaran
utamanya di negara seperti India, Nepal, SriLanka,
Vietnam dan Indonesia. Secara tradisional
Mussaenda frondosa L. telah digunakan untuk
pengobatan berbagai penyakit pada beberapa
negara. Jus dari akar Mussaenda frondosa L. dapat
digunakan untuk mengobati sariawan dan diuretik
(Vidyalakshmi, et al., 2008). Di indonesia (Riau),
Infusa dari bunga atau daun Mussaenda frondosa
L. yang dikombinasikan dengan daun Celosia
argentea (Amar), Costus sp. (Zing) dan Ocimum
basilicum (Labi) digunakan untuk mengobati sakit
kepala dan jaundice (Grosvenor et al., 1995).
Berdasarkan studi literatur yang telah dilakukan
terhadap Mussaenda frondosa L., kajian
bioaktivitas yang pernah dilakukan baru sebatas
penentuan aktivitas antioksidan dari fraksi polar
kelopak bunganya (Putra, Fatra dan Bakhtiar,
2010), namun informasi terkait bioaktivitas
antibakteri dari ekstrak dan fraksi tumbuhan ini
belum pernah dilaporkan. Minimnya informasi

terhadap kajian bioaktivitas dari ekstrak maupun
senyawa kimia dari tumbuhan ini, menjadikan
penelitian ini perlu dilakukan. Adapun tujuan dari
penelitian ini adalah untuk mengetahui apakah
terdapat aktivitas antibakteri dari fraksi kelopak
bunga Mussaenda frondosa L. dan apakah
signifikan aktivitas antibakteri dari fraksi kelopak
bunga Mussaenda frondosa L dibandingkan
dengan pembanding kloramfenikol.

METODE PENELITIAN

A. Alat Penelitian dan Bahan Penelitian

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah
sebagai berikut:

Untuk Ekstraksi: wadah maserasi, seperangkat
alat destilasi vacum, seperangkat alat rofary
evaporator, Erlenmeyer, timbangan analitik,
timbangan, corong pisah, labu rotary berbagai
ukuran, gelas ukur.

Untuk uji antibakteri: pipet mikro, Laminar Air
Flow (LAF), inkubator (Memmert®), autoklaf (model
25X-2), cawan petri, timbangan analitik, vortex,
kasa, kamera, hotplate (Cimarec®).

Bahan yang digunakan pada penelitian ini
adalah sebegai berikut:

Bahan yang digunakan untuk ekstraksi adalah
sampel kelopak bunga Mussaenda frondosa L.,
metanol, etil asetat, n-heksana, n-butanol, dan
aquadest. Sedangkan bahan yang digunakan pada
uji antibakteri adalah ekstrak hasil fraksinasi,
Nutrient Agar (NA) (Merck®), Dimethyl sulfoxide
(DMSO) (Merck®), kertas cakram, kloramfenikol
(Sigma®), cotton bud, alkohol 70%, larutan NaCl
fisiologis.

Bakteri uji yang diujkan  adalah
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Salmonella typhosa NCTC 786, Bacillus subtillis
ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
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Micrococcus luteus ATCC 10240, Salmonella thypi,
Staphylococcus  epidermidis ~ ATCC 12228,
Streptococcus mutans ATCC 25175, Vibrio
cholerae inaba didapatkan dari Balai Besar
Pengawasan Obat dan Makanan (BPOM) Padang
dan Pekanbaru serta Laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Andalas.

B. Prosedur Penelitian
» Pengambilan Sampel

Sampel kelopak bunga Mussaenda frondosa
L., dikoleksi didaerah Silambau, kecamatan
Kinali, Pasaman.
> |dentifikasi Sampel

|dentifikasi sampel dilakukan di Herbarium
Universitas Andalas Padang (ANDA).
> Ekstraksi dan Fraksinasi

Sampel segar kelopak bunga Mussaenda
frondosa L. disortr dengan  memisahkan
pengotornya dan kemudian dioven selama 3 hari
pada temperatur 50°C. Selanjutnya sampel
digrinder dan diperoleh serbuk kering sebanyak 178
gram. Sampel kemudian diekstraksi dengan
metode maserasi menggunakan pelarut metanol
selama 5 hari dengan tiga kali pengulangan.
Maserat yang didapat kemudian disaring dan
diuapkan pelarutnya secara in vacuo, kemudian
dikentalkan  dengan  menggunakan  rotary
evaporator. Ekstrak kental yang diperoleh
kemudian dilanjutkan untuk proses fraksinasi
dengan menyimpan sedikit bagian ekstrak kental
sebagai pembanding.

Fraksinasi dilakukan menggunakan corong
pisah dengan menggunakan pelarut berdasarkan
tingkat kepolaran. Ekstrak kental di suspensikan
dengan aquadest:metanol (10:1) dengan volume
100 mL hingga larut. Suspensi ini kemudian
difraksinasi secara bertahap dimulai dengan pelarut
n-heksana. Fraksi sisa kemudian diuapkan untuk
menghilangkan kandungan metanol, dilanjutkan
dengan etil asetat dan terakhir menggunakan
pelarut n-butanol. Masing-masing fraksi yang
didapat ~ kemudian dipekatkan dengan
menggunakan rotary evaporator.
> Uji Antibakteri
a) Penyiapan Sampel Uji

Konsentrasi ekstrak hasil fraksinasi (fraksi
n-butanol, etil asetat dan n-heksana) adalah 50
mg/1 mL (0,5 mg/cakram) yang dilarutkan dalam
DMSO. Sedangkan konsentrasi kloramfenikol
sebagai kontrol positif adalah 16,6 mg/1 mL (0,1
mg/cakram).

b) Pengujian Aktivitas Antibakteri dengan Metode
Difusi Agar

Sebelum diujikan setiap bakteri ditumbuhkan
secara terpisah di media NA (agar miring) dan
dinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Selanjutnya koloni bakteri uji diambil dari agar
miring 1-2 ose lalu disuspensikan dalam NaCl 0,9%,
kemudian diaduk sampai koloni tercampur dengan
NaCl 0,9% hingga homogen. Selanjutnya suspensi
disetarakan dengan standar 0,5 Mc Farland (McF)
yang setara dengan konsentrasi 108 CFU/ml
bakteri.

Pengujian  antibakteri  dilakukan dengan
metode difusi agar, sejumlah 1 mL suspensi bakteri
yang telah dibuat disuspensikan dengan media NA,
kemudian campuran media NA dan suspensi
dihomogenkan. Selanjutnya 10 pL larutan uji
dipipet ke kertas cakram steril kemudian diletakkan
sesuai dengan tanda pada cawan petri di atas
permukaan media NA yang telah disuspensikan
dengan bakteri, lalu dinkubasi selama 18-24 jam
pada suhu 37°C. Kemudian diamati pertumbuhan
mikroba dan diukur diameter hambatnya. Sebagai
kontrol negatif digunakan pelarut DMSO dan
sebagai kontrol positif digunakan kloramfenikol 16,6
mg/ml .

HASIL DAN PEMBAHASAN

Dari 178 gram sampel kering kelopak bunga
Mussaenda frondosa L. didapatkan ekstrak kental
metanol 43,1 g (24,21%)

Pada penelitian ini dilakukan skrining
aktivitas antibakteri terhadap fraksi kelopak
bunga Nusa Indah (Mussaenda frondosa L.).
Sampel yang digunakan adalah sampel bunga
yang dikoleksi didaerah Silambau, kecamatan
Kinali, Pasaman. Sampel bunga diidentifikasi dan
dibuat spesimen di Herbarium Universitas Andalas
(ANDA). Skrining antibakteri dilakukan terhadap 13
bakteri patogen, Staphylococcus aureus ATCC
25923,  Escherichia  coli  ATCC 25922,
Pseudomonas  aeruginosa  ATCC 27853,
Salmonella  typhimurium ATCC 14028 dan
Salmonella typhosa NCTC 786, Bacillus subtillis
ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Micrococcus luteus ATCC 10240, Salmonella thypi,
Staphylococcus  epidermidis  ATCC 12228,
Streptococcus mutans ATCC 25175, Vibrio
cholerae inaba dan bakteri Methicillin resistant
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Tabel I. Jumlah Ekstrak per Fraksi yang Diperoleh

Sampel

Jumlah ekstrak yang diperoleh

Berat (gram)

Fraksi n-heksana
Fraksi etil asetat
Fraksi n-butanol
Fraksi sisa

Rendemen (%)
1,85

2,81
8,20
11,35

Kelopak bunga Nusa Indah (Mussaenda
frondosa L.) yang diperoleh disortasi untuk
memisahkan antara bagian tumbuhan dengan
kotoran dan kontaminan lainnya. Selanjutnya
dilakukan pengeringan dengan cara dioven pada
temperatur 50°C yang bertujuan menghambat
reaksi enzimatis untuk meminimalisir rusaknya
senyawa.

Pada penelitian ini didapatkan sampel kering
sebanyak 178g, selanjutnya dilakukan penghalusan
menggunakan blender untuk memperkecil ukuran
partikel tumbuhan, yang bertujuan untuk
memaksimalkan proses ekstraksi, karena semakin
kecil ukuran partikel, maka semakin besar luas
permukaannya, sehingga kontak antara partikel
tumbuhan dengan pelarut semakin besar dan
proses ekstraksipun dapat berjalan maksimal.

Setelah itu dilakukan proses ekstraksi dengan
menggunakan metode maserasi. Metode maserasi
dipilih karena metode ini merupakan salah satu
metode ekstraksi dingin yang baik digunakan untuk
sampel dengan kandungan kimianya yang belum
diketahui. Tidak adanya penggunaan panas selama
proses ekstraksi dapat mengantisipasi rusaknya
senyawa-senyawa yang bersifat  termolabil.
Keuntungan lain dari metode ini adalah proses
pengerjaan yang mudah serta peralatan yang
dibutuhkan juga sederhana. Maserasi dilakukan
dengan cara merendam sampel dalam pelarut
selama lima hari, dimana tiap hari selama
perendaman sampel sesekali diaduk sehingga
membantu percepatan difusi zat dari sampel
kedalam pelarut. Di samping itu, pengadukan ini
bertujuan untuk mengurangi kejenuhan pelarut
terhadap sampel, proses ini diulangi sebanyak 3
kali.

Pelarut yang digunakan dalam proses maserasi
adalah metanol. Pemilihan metanol sebagai pelarut
didasarkan karena pelarut ini merupakan salah satu

pelarut universal yang dapat melarutkan hampir
semua senyawa organik yang terdapat pada
sampel, baik senyawa polar ataupun senyawa
nonpolar. Metanol memiliki titik didih yang relatif
rendah (67°C) sehingga mudah diuapkan dan
mengurangi resiko terurainya zat yang terkandung
di dalam maserat yang bersifat termolabil saat
penguapan pelarut.

Maserat metanol yang diperoleh diuapkan
menggunakan destilasi dalam keadaan vakum.
Proses ini akan menguapkan pelarut lebih cepat,
dimana tekanan uap pelarut menjadi turun dan
pelarut akan mendidih pada temperatur yang lebih
rendah dari ftitk didihnya sehingga dapat
mengurangi resiko kerusakan senyawa termolabil
yang ada di dalam sampel.

Pada tabel |, diperoleh ekstrak kental metanol
sebanyak 43,19 dari hasil penguapan. Ekstrak
kental metanol yang diperoleh disimpan 1g dan
sisanya dilakukan fraksinasi. Fraksinasi merupakan
proses  pengelompokkan  senyawa  kimia
berdasarkan sifat kepolarannya.  Fraksinasi
dilakukan dengan menggunakan dua pelarut yang
tidak saling bercampur dan dipisahkan di dalam
corong pisah.

Fraksinasi dimulai dari pelarut non-polar hingga
polar. Pelarut polar yang digunakan adalah
aquadest. Senyawa-senyawa yang relatif bersifat
non-polar difraksi menggunakan pelarut n-heksana.
Untuk fraksinasi senyawa-senyawa yang relatif
bersifat semipolar digunakan pelarut etil asetat.
Sedangkan kelompok senyawa-senyawa yang
relatif bersifat polar difraksi menggunakan n-
butanol. Maserat fraksi yang diperoleh diuapkan
pelarutnya dalam keadaan vakum. Berdasarkan
fraksinasi dan penguapan pelarut, didapatkan fraksi
kental n-heksana 3,3 g (1,85 %), etil asetat 5 g (2,80
%) dan n-butanol 14,6 g (8,20 %) seperti yang
terlihat pada tabel I.
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Tabel lll.Hasil Uji Antibakteri Fraksi Klopak Bunga Mussaenda frondosa L. (0,5 mg/cakram)

Bakteri Fraksi diameter hambat (mm) Kontrol

n-heksana  Etil Asetat n-buthanol  Sisa () ()
S. aureus 7,54 6,00 7,54 - 30,0£2 -
E. coli - 7,011 - - 235+1 -
P. aeruginosa 6,0+0 6,3+1 - - 28,3+1 -
S. typhimurium - 8,010 - - 26,3+2 -
S. typhosa - 6,0+0 - - 253t3 -
B. subtillis - 7,6+1 - - 2466 -
E. faecalis - 6,3+1 - - 28,312 -
M. luteus - 6,3+1 - - 23,3¢1 -
S. thypi - 6,010 - - 24,645 -
S. epidermidis - 7,6¢1 - - 29,0¢1 -
S. mutans - - - - 32,043 -
V. cholerae 6,0£0 8,312 - - 30,3¢1 -
MRSA - 5,6+1 - - 24,683 -

Fraksi yang didapat selanjutnya dilakukan uji
aktivitas antibakteri terhadap 13 bakteri patogen.
Metode yang digunakan adalah metode difusi agar,
metode ini dipilih karena pengerjaannya sederhana,
pengukuran hasil yang didapat juga cukup mudah
dengan cara mengukur diameter (mm) daerah
bening disekeliling cakram.

Menurut Arora dan Bhardwaj (1997) untuk
menghitung total diameter zona hambat tanpa
mengurangi diameter kertas cakram menyatakan
bahwa aktivitas antibakteri dikategorikan tingkat
sensitivitas tinggi apabila diameter zona hambat
mencapai >12 mm, kategori tingkat sensitivitas
sedang diberikan apabila senyawa antibakteri
mampu memberikan diameter zona hambat sekitar
9-12 mm., kategori tingkat sensitivitas rendah,
apabila diameter berkisar antara 6-9 mm dan
resisten apabila <6 mm (tidak memiliki zona
hambat).

Pada tabel Il terlihat bahwa hasil pengujian
antibakteri fraksi etil asetat dengan konsentrasi 0,5
mg/cakram memiliki aktivitas antibakteri dengan
tingkat sensitivitas rendah (5,6-8,3 mm). Fraksi etil
asetat merupakan fraksi yang paling potensial di
antara sampel uji yang lain sebagai antibakteri
karena aktif hampir pada semua bakteri uji. Fraksi
etil asetat tidak menunjukkan aktivitas pada bakteri
Streptococcus mutans. Aktivitas fraksi etil asetat
tertinggi ditunjukkan terhadap bakteri uji Vibrio
cholerae dengan diameter hambat 8,32 mm.

Fraksi n-heksana pada konsentrasi 0,5
mg/cakram menunjukkan aktivitas antibakteri

dengan tingkat sensitivitas rendah terhadap
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
dan Vibrio cholerae. Aktivitas tertinggi ditunjukkan
terhadap bakteri uji Staphylococcus aureus dengan
diameter hambat 7,5+4 mm.

Fraksi n-butanol (konsentrasi 0,5 mg/cakram)
memperlihatkan aktivitas antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus dengan diameter hambat
7,524 mm, sementara untuk fraksi sisa tidak
menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap semua
bakteri uji.

KESIMPULAN

Dari  penelitian yang telah dilakukan,
didapatkan  tiga fraksi yang memiliki aktivitas
aktivitas antibakteri, yaitu fraksi n-heksana, fraksi
etil asetat dan fraksi n-butanol. Dari ketiga fraksi
tersebut, fraksi etil asetat memiliki aktivitas
antibakteri yang paling potensial, dengan
menghambat pertumbuhan 12 bakteri uji patogen,
yaitu Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium
Salmonella typhosa, Bacillus subtillis, Enterococcus
faecalis, Micrococcus luteus, Salmonella thypi,
Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae inaba
dan bakteri Methicillin resistant Staphylococcus
aureus (MRSA). .
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