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Potensi Antifungi Ekstrak Daun Dan Buah Maja (Crescentia
cujete L.) Serta Kombinasinya Terhadap Pertumbuhan
Aspergillus niger

ABSTRAK

Aspergillus niger merupakan salah satu kapang yang sering mengontaminasi
pada komoditas pertanian dengan kandungan karbohidrat tinggi seperti padi,
jagung dan gandum. adanya kontaminasi fungi ini menyebabkan pembusukan
pada tanaman. Kontaminasi ini bisa diantisipasi dengan menggunakan pestisida
alami dari senyawa metabolit sekunder tanaman yang berpotensi menghambat
pertumbuhan Aspergillus niger. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui senyawa
metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak daun dan buah maja dan untuk
mengetahui konsentrasi optimal daya hambat ekstrak daun dan buah maja sebagai
antifungi terhadap pertumbuhan Aspergillus niger. Terdapat 14 kelompok
perlakuan yang terdiri dari berbagai konsentrasi ekstrak daun, buah serta
kombinasi keduanya. Hasil uji fitokimia diperoleh ektrak daun dan buah maja
mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, saponin dan fenol. Hasil uji daya
hambat dengan difusi cakram diperoleh konsentrasi optimal terjadi pada buah
dengan konsentrasi 50% diameter zona hambat yang terbentuk diameter rata-
ratanya sebesar 4,7 mm.

Kata kunci : Ekstrak Daun dan Buah Maja, Kontaminasi, Aspergillus niger,
senyawa antifungi dan difusi cakram.



Antifungal Potential Of Maja (Cresentia cujete L.) Leaf and Fruit Extract

and Its Combination Againts Aspergillus niger Growth

ABSTRACT

Aspergillus niger is one of the molds that often contaminates agricultural
commodities with high carbohydrate content such as rice, corn and wheat. The
presence of this fungal contamination can be anticipated by using natural
pesticides from plant secondary metabolites that have the potential to inhibit the
growth of Aspergillus niger. The purpose of this study was to determine the was
to determine the secondary metabolites contained in maja leaf and fruit extracts
and to determine the optimal concentration of inhibitory power of maja leaf and
fruit extracts as antifungals against the growth of Aspergillus niger. There were
14 treatment groups consisting of various concentrations of leaf extract, fruit and
a combination of both. Phytochemical test results obtained extractsof leaf and fruit
maja contain compounds flavonoids, alkaloids, saponins and phenols. The results
of the inhibition test with disc diffusion obtained that the optimal concentration
occurred in fruit with a concentration of 50% of the diameter of the inhibition zone
that formed the average diameter of 4,7 mm.

Keyword : Leaf Extract, fruit, combination of majapahit leaf and fruit extract,
Aspergillus niger antifungal compounds and paper disc test.
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1.1.

BAB |

PENDAHULUAN

Latar Belakang

Indonesia merupakan wilayah yang memiliki iklim tropis dengan kelembapan
yang tinggi sehingga berpotensi untuk pertumbuhan jamur. Pada umumnya
memang jamur menyukai lingkungan yang lembab dan hangat. Yang mana dalam
hal ini akan mempermudah terjadinya kontaminasi beberapa jenis jamur terhadap
lingkungan, makanan, dan tanaman (Srikandi, 2015).

Kontaminasi yang disebabkan oleh jamur jenis Aspergillus ini ditandai dengan
terjadiny layu pada tanaman yang masih muda, bagian tanaman yang
terkontaminasi jamur berwarna gelap dan tamanan yang terserang jamur ini akam
mati dalam jangka waktu 30 hari sesudah tanam. Tanaman yang sering
terkontaminasi oleh jamur Aspergillus adalah tanaman dengan kandungan
karbohidrat tinggi seperti padi, jagung, gandum, ubi (Arthur dan Verty, 2017).

Jamur (fungi) merupakan salah satu organisme yang eukariotik, memiliki
spora, tidak berklorofil, bereproduksi secara aseksual dan seksual. Fungi
berdasarkan ukuran tubuhnya ada 2 macam yakni makroskopis dan mikroskopis.
Kontaminasi jamur atau kapang biasanya sering mengontaminasi pada produk
pertanian baik saat penanganan pasca panen maupun sebelum panen yang
mengakibatkan penurunan kualitas produk yang dihasilkan. Kebanyakan jamur
yang mengontaminasi ini bisa menghasilkan mikotoksin. Dimana mikotoksin

yang dihasilkan jamur ada beberapa macam diantaranya seperti patulin,



aflatoksin, okratoksin dan altermariol. Beberapa jamur yang dapat menghasilkan
mikotoksin jenis patulin seperti Penicilium sp., Fusarium sp., dan Aspergillus
niger (Winarti et al, 2009).

Salah satu jamur (fungi) yang menyebabkan kerusakan pada bahan pangan
adalah Aspergillus niger, yang mana jamur ini menyerang pada jenis tanaman biji-
bijian dan tanaman yang memiliki kandungan karbohidrat yang tinggi (gandum,
jagung dan padi). Jamur Aspergillus niger ini termasuk jamur saprofit yang
menghasilkan koloni yang dapat menghasilkan spora berwarna coklat kehijauan
hingga kehitaman. Memiliki hifa yang bersekat-sekat serta memiliki lapisan
konidiospora yang tebal dengan warna coklat gelap (Oktariani, 2017).

Jamur jenis Aspergillus ini memiliki kemampuan untuk memproduksi
aflatoksin dan mikotoksin yang bersifat toksik. Pada tanaman jamur ini
mengakibatkan adanya penurunan terhadap daya perkecambahan, perubahan
warna, pembusukan serta perubahan susunan kimia dalam bahan karena adanya
produksi senyawa mikotoksin dan terakumulasinya mikotoksin tersebut pada
tanaman (Kasno, 2004).

Oleh karena itu perlu dilakukan tindakan pengurangan dan pencegahan
terhadap kontaminasi jamur yang mengontaminasi beberapa tanaman dalam
komoditas pertanian. Pada umumnya petani menggunakan pestisida sintesis
dalam mencegah pertumbuhan jamur dan upaya pemeliharaan tanaman terhadap
berbagai serangan hama patogen yang mengganggu (Amilia dkk, 2016).

Pemakaian pestisida dapat bertahan lama di lingkungan dalam jangka waktu
yang relatif lama akan menyebabkan resisten. Resistensi yang ditimbulkan akibat

pestisida ada dua golongan yakni residu dari pestisida yang dapat terakumulasi



dalam jaringan melalui rantai makanan karena terlalu lama di lingkungan seperti
misalnya Dichlorodiphenyl trichloretane (DDT) dan endrin. Kemudian residu
dari pestisida yang kurang resisten efektif terhadap berbagai jenis OPT sasaran
akan tetapi saat didalam tanah akan lebih mudah terdegradasi contohnya

Disulfoton, Diazinon, Azodrin dan lain sebagainya (Amilia dkk, 2016).

Saat ini masyarakat juga sudah banyak yang menyadari akan pentingnya
kesehatan dan dampak kerusakan lingkungan yang diakibatkan oleh penggunaan
pestisida sintesis yang berlebihan sebagai pengendali hama pada lingkup
pertanian. Oleh karena itu pemerintah dan masyarakat sedang menggalakkan
berbagai penelitian dan riset untuk membuat pestisida dengan senyawa alami
sebagai alternatif pengendali hama yang ramah lingkungan. Senyawa alami yang
akan digunakan berasal dari ekstrak tanaman yang sangat berpotensi sebagali
fungisida sintetis yang memiliki aktivitas antimikrobial yang apabila
dikombinasikan dengan ekstrak tanaman lain juga akan menunjukkan efek
antifungal yang aman untuk kesehatan manusia serta tetap menjaga kelestarian
lingkungan karena tidak menimbukan pencemaran lingkungan (Astuti dan Catur,
2016).

Allah menciptakan alam berserta isinya adalah untuk manusia, dan manusia
selayaknya sebagai khalifah di bumi bisa memanfaatkan apa yang sudah ada di
alam. Baik hewan maupun tumbuhan yang ada di sekitar kita terutama tumbuh-
tumbuhan berkhasiat yang dapat dijadikan bahan obat. Seperti yang telah

disebutkan dalam Al-Qur’an surah Asy-Syu’ara (26) ayat 7 :



P8 35 O e s LT 28 (31 1555
Artinya :
“Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik? .

Ayat di atas menjelaskan kepada manusia untuk memikirkan ciptaan Allah
yang ada di bumi diantaranya ada banyak beraneka ragam tumbuhan.
Sesungguhnya pada tumbuhan tersebut terdapat bukti bagi orang yang berakal dan
beriman atas kekuasaan Allah. Ayat tersebut juga terdapat perintah mengenai
penelitian pemanfaatan ciptaan Allah, terutama tentang tumbuh-tumbuhan, karena
dengan menjalankan perintah tersebut manusia akan semakin memahami
kebesaran dan kekuasaan Allah SWT dalam menciptakan tumbuhan-tumbuhan
yang baik sehingga manusia dapat mengambil manfaatnya untuk keberlangsungan
hidup. Salah satunya dengan memanfaatkannya untuk bahan obat (Khotimah,
2016).

Pada beberapa penelitian yang sudah dilakukan dalam pengendalian hama
tanaman dengan fungisida atau pestisida alami diantaranya adalah menggunakan
ekstrak tanaman Tagetes erecta L. (bunga marigold/tahi kotok )yang
diaplikasikan untuk mengendalikan hama patogen penyebab penyakit antraknosa
dan paling banyak menyerang komoditas hortikultura. Pemilihan tanaman Tagetes
erecta L. Ini sebagai fungisida organik disebabkan karena pada tanaman ini
mengandung senyawa kimia aktif seperti alkaloid, flavonoid, poliasitilen dan
minyak atsiri yang mampu digunakan untuk mengendalikan serangan patogen
hama tanaman (Setiawati dkk, 2008).

Selain penggunaan ekstrak tanaman Tagetes erecta L. sebagai fungisida

organik untuk mengendalikan hama tanaman dapat juga digunakan esktrak



tanaman yang lain sebagai bahan untuk fungisida organik. Dalam beberapa
penelitian yang telah dilakukan memang beberapa tanaman bisa digunakan
sebagai bahan fungisida alami seperti ekstrak tanaman daun babadotan(Ageratum
conyzoides), ekstrak rimpang jahe(Zingeber officinale) dan lain sebagainya.
Beberapa ekstrak tanaman tersebut digunakan untuk mengendalikan pertumbuhan
beberapa penyakit yang disebabkan oleh jamur seperti Phytium Sp. dan
Colletotrichum capsici yang menghambat pertumbuhan dari patogen ini
(Wulandari dkk, 2015).

Tanaman maja (Crescentia cujete L.) ini merupakan salah satu tanaman yang
juga dapat digunakan sebagai tanaman obat tradisional. Tanaman ini sering
digunakan untuk menyembuhkan luka yang ada pada daerah kulit. Tanaman ini
memiliki karakteristik batang berbentuk silindris, beralur, berwarna putih
kehitaman dengan diameter mencapai 10 m. Sedangkan daunnya tersusun secara
majemuk, berbentuk menyirip lonjong dengan ujung daun meruncing, panjang
daunnya 10-15 cm, bertangkai pendek. Tanaman maja (Crescentia cujete L.) ini
memiliki bunga tunggal yang keluar dari cabang atau rantingnya. Buah dari
tanaman ini termasuk dalam tipe buah buni yang berbentuk bulat atau bulat telur
dengan biji bertipe kotak dan berwarna coklat (Ejelonu dkk, 2011).

Sebelumnya pemanfaatan daun maja (Crescentia cujete L) ini diaplikasikan
pada uji aktivitas antimikroba dan antifungi terhadap beberapa bakteri diantaranya
adalah Staphylococcus aureus, Escherichia coli dan Vibrio harveyi serta fungi
yang pernah digunakan adalah Candida albicans . Pada penelitian ini hanya
memanfaatkan pembuatan ekstrak dari daun tanaman maja (Crescentia cujete L)

saja dan yang menjadi pembedanya adalah dari perbedaan pelarut, bakteri dan



1.2.

konsentrasi yang diberikan saat perlakuan. Hal ini dikarenakan pada bagian daun
tanaman maja mengandung beberapa metabolit sekunder yang dapat digunakan
tidak hanya penyakit pada tanaman melainkan pada manusia juga yang
disebabkan oleh patogen. Senyawa yang terkandung pada daun tanaman maja
(Crescentia cujete L) diantaranya adalah tanin dan flavonoid dan pada buahnya
mengandung alkaloid, saponin, dan triterpenoid (Rahmaningsih dan Riska, 2017).

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui potensi Antifungi Ekstrak Daun,
Buah Serta Kombinasi Ekstrak Daun dan Buah Maja (Crescentia cujete L.)
Terhadap Pertumbuhan Aspergillus niger dan untuk mengetahui konsentrasi
optimal dari daya hambat ekstrak tanaman maja sebagai antifungi untuk
menanggulangi proses pembusukan pada komoditas pertanian dan perkebunan

khususnya yang mengandung karbohidrat.

Rumusan Masalah

Apa saja kandungan metabolit sekunder yang terdapat pada ekstrak daun dan buah
maja (Crescentia cujete L.) yang berperan sebagai antifungi terhadap
pertumbuhan Aspergillus niger?

Apakah ekstrak daun dan buah maja (Crescentia cujete L.) dan kombinasinya
memiliki efek antifungi terhadap pertumbuhan Aspergillus niger?

Berapa konsentrasi optimal dari ekstrak daun dan buah maja (Crescentia cujete

L.) serta kombinasinya untuk menghambat pertumbuhan jamur Aspergillus niger?
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1.4.

3.

Tujuan Penelitian

Mengetahui kandungan metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak daun
dan buah maja ( Crescentia cujete L.) yang berperan untuk menghambat
pertumbuhan Aspergillus niger.

Mengetahui perbedaan potensi antifungi ekstrak daun, buah serta kombinasi
ekstrak daun dan buah maja ( Crescentia cujete L.) terhadap pertumbuhan
Aspergillus niger berdasarkan variasi konsentrasi.

Mengetahui konsentrasi optimal dari ekstrak daun, buah serta kombinasi ekstrak
daun dan buah maja ( Crescentia cujete L.) untuk menghambat pertumbuhan

jamur Aspergillus niger.

Batasan Masalah

Pada penelitian ini bahan yang digunakan adalah buah dan daun tanaman
majapahit (Cresentia cujete L.) yang daunnya sudah tua namun masih berwarna
hijau yang akan diekstraksi menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol
96%.

Penggunaan konsentrasi ekstrak daun yakni 20%, 25%, 50% dan 75%. Sedangkan
ekstrak buah konsentrasinya 25%, 50%, 75% dan 80% serta untuk konsentrasi
kombinasi daun : buah maja yakni 20% : 80% , 25% : 75% , 50% : 50% dan 75%
: 25%. Kemudian untuk kontrol positif menggunakan antibiotik nystatin 10% dan
kontrol negatif menggunakan DMSO 5%.

Jamur yang diujikan berasal dari biakan murni dari jamur Asperillus niger.



1.5.

1.6.

Manfaat Penelitian

Menambah informasi, literatur dan referensi mengenai keilmuan dibidang
mikrobiologi.

Memberi informasi tentang manfaat dari ekstrak daun, buah serta kombinasi
ekstrak daun dan buah maja (Crescentia cujete L.) dan memberi peluang untuk
dikembangkan menjadi obat antifungi alami pengganti pestisida kimia yang bisa

diaplikasikan di bidang pertanian dan perkebunan.

Hipotesis Penelitian
Terdapat pengaruh penambahan zona hambat yang dihasilkan karena penambahan
konsentrasi ekstrak daun dan buah maja (Cresentia cujete L.) serta kombinasinya

dalam menghambat pertumbuhan Aspergillus niger.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA
2.1. Tanaman Majapahit (Crescentia cujete L.)
2.1.1. Kilasifikasi
Tanaman majapahit (Crescentia cujete L.) memiliki beberapa nama di wilayah
yang berbeda, salah satunya didaerah Sulawesi selatan tanaman ini disebut dengan
nama bila atau maja (Ejelonu dkk, 2011). Menurut Solanki and Mehta(2013)
tanaman maja ini diklasifikasikan sebagai berikut :
Kingdom : Plantae
Divisi : Trachebiota

Sub Kelas  : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Scrophulariales
Famili : Bignoniaceae
Genus : Crescentia

Spesies : Crescentia cujete L.

Gambar 2.1. (A.)Daun dan buah majapahit (B) Daging buah Majapahit
( Sumber : Ejelonu dkk, 2011 dan Fatmawati, 2015)
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Morfologi Tumbuhan Majapahit

Tumbuhan majapahit yang memiliki nama ilmiah Crescentia cujete L. ini
termasuk golongan tanaman perdu dalam famili bignoniaceae. Pohon dari
tanaman majapahit atau maja ini bisa tumbuh hingga 20 m dengan tajuk pohon
yang tingginya mendulang ke atas. Bentuk batangnya silindris, beralur dan
berwarna putih kehitaman. Bunga dari tanaman Crescentia cujete L. ini aromanya
harum sehingga dapat tercium walaupun jaraknya cukup jauh. Tanaman ini akan
mulai berbuah saat tanaman usianya sudah mencapai 5 tahun dan dapat
menghasilkan buah secara maksimal saat umurnya 15 tahun. Biasanya dalam satu
pohon saja bisa berbuah hingga 200- 400 butir buah (Fatmawati, 2015).

Kulit dari buah majapahit (Crescentia cujete L.) ini berwarna hijau dan
memiliki tekstur yang keras. Daging dari buah maja ini berwarna putih dan
memiliki rasa yang pahit dan bijinya berbentuk kotak dan berwarna coklat.
Tanaman maja memiliki diameter buahnya berbentuk bulat atau bulat telur dengan
diameter rata-rata 5-12 cm dan masuk dalam tipe buah buni. Daun dari tanaman
maja tersusun majemuk, menyirip yang pada tiap helai daunnya berbentuk lonjong
dengan ujung meruncing. Panjang dari daunnyaa kisaran 10-12 cm. Akar dari

tanaman ini bertipe akar tunggang yang berwarna putih kotor (BPOM, 2008).

Kandungan Senyawa Kimia Tumbuhan Majapabhit
Tanaman majapahit (Crescentia cujete L.) memiliki beberapa kandungan
senyawa metabolit sekunder yang berpotensi dapat digunakan untuk antifungal

dan antibakteri baik pada daun maupun buahnya. Beberapa kandungan kimia yang
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terkandung adalah alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, polifenol dan triterpenoid,
(Rahmaningsih dan Riska, 2017).
Alkaloid merupakan salah satu kandungan yang ada didalam tanaman majapahit
ini, senyawa ini memiki kemampuan antibakteri, antiradikal, antioksidan,
antiplasmodial, antikanker dan antimutagenik. Mekanisme penghambatan yang
dilakukan oleh senyawa ini dengan merubah komponen penyusun peptidoglikan
dari sel bakteri yang menyebabkan lapisan dinding sel bakteri tidak terbentuk
secara sempurna dan mengakibatkan kematian pada selnya (Juliantina dkk, 2008).
Senyawa alkaloid ini memiliki sifat basa oleh karenanya bisa menghambat
pertumbuhan dari jamur dimana yamur akan tumbuh pada pH 4,8-5. Selain itu
senyawa ini akan larut dan terekstrasi dalam pelarut organik dan bersifat polar.
Alkaloid ini bersifat toksik dan ada juga yang memiliki aktifitas fisiologis

terhadap kesehatan manusia (Sa’adah dan Heny, 2015).

Gambar 2.2 Struktur senyawa alkaloid
(Matsuura dan Arthur,2015)

Saponin adalah salah satu jenis senyawa glioksida yng sering ditemukan pada
beberapa tumbuhan yang berasa pahit. Senyawa ini jika direaksikan dengan air
dan diaduk secara terus-menerus akan menghasilkan busa dan yang bisa bertahan
lama. Saponin ini termasuk senyawa yang larut dalam air dan etanol namun tidak

larut dalam eter, selain itu senyawa saponin akan bersifat racun pada hewan yang
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berdarah dingin. Mekanisme saponin sebaga senyawa antibakteri adalah dengan
penghambatan fungsi membran sel bakteri sehingga akan menggangu
permeabilitas sel tersebut dan dinding sel akan ikut terdegradasi (Ayuningtyas,
2008).

Senyawa ini bersifat surfaktan polar yang memiliki kemampuan memecah
lapisan lemak pada membran sel dan mengakibatkan gangguan permeabilitas
membran sel. Saponin merupakan golongan senyawa glioksida yang memiliki
aglikon berupa steroid dan triterpenoid. Molekul saponin bisa menimbulkan busa
karena memiliki sifat antieksudatif, inflamatori dan haemolisis(merusak sel darah

merah) (Rismayani, 2013).

Gambar 2.3. Struktur senyawa saponin
(Yildirim dan Turkan,2015)

Flavonoid, senyawa ini termasuk dalam golongan senyawa fenol yang mudah
larut dalam air. Biasanya senyawa ini ditemukan tidak dalam bentuk senyawa
tunggal melainkan dalam senyawa turunan atau kombinasi dari glioksida. Akan
tetapi juga tidak menutup kemungkinan pada beberapa jenis tanaman tertentu
ditemukan senyawa flavonoid ini dalam bentuk tunggal (Gunawan dan Mulyani,
2004).

Senyawa flavonoid ini sebagian besar ditemukan sebagai senyawa flavonoid

aglikon dan glioksida. Flavonoid aglikon cenderung larut dalam pelarut semi polar
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seperti etil asetat, kloroform, dan eter sedangkan untuk flavonoid glioksida
cenderung lebih larut dalam pelarut yang lebih polar (Nugraha dkk, 2017).
Flavonoid yang dipakai untuk antibakteri memiliki mekanisme dalam
membentuk senyawa kompleks dengan protein ekstraselular yang mengakiatkan
dinding sel bakteri akan rusak. Selain sebagai antibakteri flavonoid ini juga
berperan dalam sintesis energi, yang mana senyawa ini akan menghambat proses
respirasi dalam penyerapan aktif berbagai metabolit untuk biosintesis

makromolekul (Ngajow dkk, 2013).

OH 0

Gambar 2.4. Struktur senyawa flavonoid
(Redha,2010)

. Tanin, senyawa yang merupakan senyawa fenolik kompleks dan merupakan
golongan polifenol yang bertugas untuk menangkap dan mengendapkan protein,
selain itu tanin juga bisa digunakan untuk menyamak kulit. Metabolit sekunder
tanin dibagi menjadi beberapa kelompok yang berdasaran struktur dan
aktivitasnya terhadap senyawa yang bersifat asam, senyawa tanin yang dapat
terhidrolisis dan senyawa tanin yang terkondensasi (Lenny, 2006).

Senyawa tanin ini memiliki struktur molekul yang beragam tergantung dari
area mana ditemukannnya senyawa ini. Umumnya senyawa tanin ini ditemukan
di area daun, akar, biji, tunas dan batang. Dalam ilmu kesehatan tanin banyak
dimanfaatkan untuk obat diare, gastritis, iritasi, antibakteri, homeostatik,

antihemoroidal dan lain sebagainya (Ashok dan Upadhyaya, 2012).
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Gambar 2.5. Struktur senyawa tanin
(Yildirim dan Turkan,2015)

e. Triterpenoid, merupakan senyawa dengan ciri-ciri tidak berwarna, bentuknya
kristal, bersifat optis aktif dan memiliki titik didih tinggi. Senyawa triterpenoid ini
memiliki kerangka karbon dari 6 isopropena dan secara biosintesis diturunkan
hidrokarbonC-30 asiklik yakni skualena. Senyawa ini dibagi menjadi beberapa
golongan yaitu saponin, steroid dan glioksida. Senyawa triterpenoid ini biasanya
digunakan untuk pestisida alami juga karena memiliki sifat antifeedant yang akan
mengelurkan bau yang menyengat sehingga hama tanaman tidak akan mendekat
pada tanaman tersebut (Cowan,1999).

Mekanisme senyawa triterpenoid sebagai antibakteri akan berikatn dengan
porin pada membran luar dinding sel bakteri dan akan membentuk suatu ikatan
polimer yang kuat yang akan mengakibatkan rusaknya porin yang akan
mengurangi permeabilitas dari dinding sel bakteri dan mengakibatkan sel bakteri
akan kekurangan nutrisi sehingga pertumbuhan sel bakteri terhambat bahkan mati

(Cowan, 1999).
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Gambar 2.6. Struktur senyawa triterpenoid
(Muffler dkk, 2011)

2.2. Fungi Aspergillus niger

2.2.1. Klasifikasi Aspergillus niger

Aspergillus niger merupakan salah satu dari jenis jamur yang

menguntungkan untuk membantu proses fermentasi akan tetapi jamur ini juga bisa

merugikan karena menginfeksi tanaman sehingga tanaman tersebut membusuk.

Fungi jenis Aspergillus ini juga menghasilkan mikotoksin yang disebut dengan

aflatoksin dan banyak mengontaminasi tanaman yang memiliki kandungan

karbohidrat tinggi (Huft dkk, 1986). Berikut ini klasifikasi dari fungi Aspergillus

niger menurut (Hardjo,1989) :

Kingdom

Filum
Kelas
Ordo
Famili
Genus

Spesies

- Fungi

: Ascomycota
: Ascomycetes
: Eurotiales

: Eurotiaceae

: Aspergillus

: Aspergillus niger
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Gambar 2.7. (A)Koloni Aspergillus niger dalam media. (B)Hifa Aspergillus niger
dibawah mikroskop. (C) Aspergillus niger perbesran 400x
(Wangsa dkk, 2017)

2.2.2. Morfologi Aspergillus niger

Aspergillus niger memiliki miselium yang bersekat-sekat, berkembang biak
secara vegetatif dan generatif. Secara vegetatif dengan konidia, sedangkan secara
generatif dengan spora yang berbentuk askus. Fungi ini bersifat saprofit dan
berbentuk koloni yang berwarna coklat kekuningan, kehijauan sampai kehitaman
dan apabila diamati dibawah mikroskop terlihat memiliki vesikula bulat hingga
semi bulat dengan diameter 50-100 um, serta konidia dengan bentuk bulat hingga
semi bulat dengan diameter antara 3,5- 4,5 um. Fungi jenis ini berdiameter antara
4-5 cm yang mana terdiri dari lapisan basal berwarna putih sampai kuning dan
lapisan konidiofor berwarna coklat sampai kehitaman. Untuk jenis fungi
Aspergillus memiliki sifat kosmopolitan di daerah tropis dan sub tropis sehingga
mudah menyebar melalui udara, tanah, dan air (Gandjar, 1999).

Fungi jenis Aspergillus merupakan salah satu fungi yang berperan sebagai
produsen utama penghasil karsinogenik aflatoksin. Apabila makanan
terkontaminasi dengan aflatoksin ini akan sulit dihilangkan karena memiliki sifat

yang tahan panas. Tingkat pemanasan yang mencapai 150°C hanya akan

digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id
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mengurangi  konsentrasi aflatoksin sekitar 33-75%. Pada manusia fungi
Aspergillus ini menyebabkan penyakit aspergillosis klinis (Thakur dkk, 2015).
Pada fungi Aspergillus ini membutuhkan suhu yang lembab dan hangat. Fungi
akan menghasilkan spora dalam jumlah banyak yang tumbuh secara saprofit pada
tumbuhan-tumbuhan yang membusuk dan makanan dan merupakan kontaminan
yang umum ditemukan. Jenis ini memiliki karakteristik yang khas yaitu adanya
lapisan konidiofor yang rapat dan padat berwarna coklat gelap hingga kehitaman
dengan daerah basal berwarna putih atau kuning. Pengamatan secara mikroskopis
memperlihatkan kepala konidia yang menyebar (radiate). Hal ini sesuai dengan
karakteristik yang dikemukakan oleh beberapa peneliti bahwa kepala konidia
yang radiate, konidiofor berdinding halus, fialid terbentuk pada metulae dan
konidia yang berbentuk bulat, dengan ornamen berbentuk duri.(Van Reenen-

Hoekstra, 1988).

2.3. Metode Ekstraksi

Ekstraksi merupakan proses penyarian komponen atau zat aktif pada suatu
simplisia dengan menggunakan pelarut tertentu untuk memperoleh zat-zat tertentu
yang diinginkan. Proses ekstraksi ini ada 2 macam yaitu ekstraksi panas dan
ekstraksi dingin (tanpa pemanasan). Pada proses ekstraksi panas dapat dilakukan
dengan refluks dan sokhletasi sedangkan untuk ekstraksi dingin biasanya
dilakukan maserasi dan perkolasi. Pembagian ini juga didasarkan pada pelarut
yang dipakai selama ekstraksi berlangsung. Untuk pembagian ini ekstraksi
dibedakan menjadi ekstraksi tunggal dan ekstraksi ganda berdasarkan jumlah

pelarut yang digunakan (Mukhriani, 2014).
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2.3.1. Maserasi

2.3.2.

Maserasi merupakan salah satu proses ekstraksi yang sering digunakan untuk
pengekstrakan simplisia ekstrak tanaman. Yang mana proses ekstraksi ini dengan
melakukan pengadukan secara berkala atau terus- menerus dalam temperatur
ruangan. Prinsip dari maserasi adalah pencapaian  konsentrasi dalam
kesetimbangan. Dalam proses maserasi ini masih memerlukan proses lanjutan
yakni remaserasi atau proses pengulangan dan penambahan pelarut pada simplisia
ekstrak tanaman setelah dilakukan penyaringan pertama pada maserat (Voight,
1994) .

Keunggulan dari proses maserasi ini adalah proses pengerjaan dan peralatan
yang digunakan sederhana. Metode ini cocok untuk digunakan pada senyawa yang
bersifat termolabil. Akan tetapi metode ini juga memiliki kelemahan yakni proses
pengerjaannya memakan waktu yang lama. Pada maserasi ini serbuk dri ekstrak
yang sudah dimasukkan pelarut disimpan dalam wadah tertutup dengan
mengadakan proses pengadukan dalam frekuensi sering sampai zat tertentu dapat
terlarut secara maksimal sehingga didapatkan senyawa yang diinginkan untuk

dilakuan pengujian ( Tiwari dkk, 2011).

Pelarut

Pelarut adalah larutan yang digunakan untuk memperoleh kandungan zat aktif
yang diinginkan dalam proses ekstraksi. Penggunaan pelarut ini juga sangat
berpengaruh terhadap kualitas senyawa aktif yang dihasilkan dari ekstrak simplisa

tertentu. Oleh karena itu perlu digunakan jenis pelarut yang didasarkan dari
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tingkat kepolaran seyawa yang diisolasi. Penggunaan pelarut yang tidak sesuai
akan mempengaruhi hasil dari senyawa (Sa’adah dan Heny, 2015)
1. Etanol

Pelarut etanol ini merupakan pelarut yang sering digunakan dalam proses
ekstrasi metabolit sekunder, hal ini dikrenakan etanol memiliki kemampuan untuk
menyari metabolit sekunder secara selektif, jenis kapang dan kuman sulit tumbuh,
senyawa tidak beracun, pH netral, nilai absorbansi stabil. Pelarut etanol ini
merupakan jenis pelarut yang larut dalam air. Pelarut etanol ini termasuk dalam
pelarut yang serba guna dan baik untuk ekstraksi pendahuluan. Beberapa jenis
metabolit sekunder yang dapat terlarut dengan larutan ini diantaranya alkaloid,
glioksida, kurkumin, antrakinon, flavonoid, steroid, tanin, dan saponin. Selain itu
etanol tidak akan mengakibatkan pembengkakan pada membran sel ( Harborne,

1996).

2.3.3. Antifungi

A. Pengertian Antifungi

Antifungi merupakan salah satu antibiotik yang memiliki potensi dalam
penghambatan hingga mematikan pertumbuhan dari jamur. Antifungi ini juga
memiliki dua pengertian yakni sebagai fungisida dan fungistatik. Dalam
peranannya sebagai fungisida karena fungsinya menghasilkan senyawa yang
berpotensi untuk membunuh jamur. Sedangkan dalam peranannya sebagai
fungistatik karena fungsinya dapat melakukan penghambatan dari jamur tanpa

mematikannya. Tujuan utama dari penggunaan antifungi ini adalah mencegah
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penyebaran penyakit dan infeksi serta melakukan pembasmian jamur yang hidup
pada inangnya untuk mencegah pembusukan dan perusakan kualitas oleh jamur
(Pelczar dan Chan, 1998).

Suatu bahan dapat dikatakan sebagai bahan antimikroba harus memenuhi
beberapa hal diantaranya adalah bahan tersebut memiliki potensi untuk
mematikan mikroorganisme, mudah larut, sifatnya stabil, tidak bersifat toksik
bagi manusia dan hewan, tidak mudah inisiasi dengan bahan organik lainnya,
efektif baik pada suhu kamar ataupun suhu tubuh, memiliki potensi untuk
menghilangkan bau tidak sedap dan harga terjangkau serta mudah didapatkan
(Pelczar dan Chan, 1998).

Beberapa faktor yang dapat mempengaruhi aktivitas zat antimikroba
diantaranya yakni konsentrasi atau intensitas zat antimikroba yang diberikan saat
dilakukan perlakuan uji, banyaknya jumlah mikroorganisme yang dihambat,
spesies mikroorganisme yang mengkontaminasi, suhu, dan tingkat keasaman atau
kebasaan lingkungan hidup mikroorganisme tersebut (Pelczar dan Chan, 1998).
B. Mekanisme Antifungi

Senyawa antimikroa merupakan hasil metabolit sekunder atau senyawa non-
esensial yang diperoleh mikroba serta tidak digunakan dalam proses pertumbuhan
(Schlegel, 1993). Akan tetapi digunkan sebagai pertahanan diri dan berkompetisi
dengan mikroba lainnya untuk memperoleh nutrisi, habitat, oksigen dan cahaya
(Baker and Cook, 1974). Senyawa antimikroba tersebut bias digolongkan ke
dalam antibakteri atau antifungi (Pleczar and Chan, 1988). Beberapa senyawa

metabolit yang memiliki potensi sebagai antimikroba diantaranya adalah
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golongan fenol, formaldehida, flavonoid, alkaloid, antibiotik, asam dan toksin
(Dwidjoseputro, 2005).

Antifungi bisa dikelompokkan menjadi dua macam diantaranya adalah
fungistatik dan fungisidal. Antifungi sebagai fungistatik bisa menghambat
pertumbuhan fungi tanpa mematikannya sedangkan antifungi sebagai fungisidal
adalah mematikan pertumbuhan dari fungi tersebut. Mekanisme antifungi ini
dikelompokkan menjadi empat diantaranya ganggungan pada membrane sel,
penghambatan biosintesis ergosterol dalam sel fungi, penghambatan sintesis asam
nukleat serta penghambatan mitosis fungi (Siswandono, 2000).

Menurut Greenwood (1995) Respon pertumbuhan mikroba dapat diklasifikasikan

sebagai berikut :

Tabel 2.1 Standar klasifikasi zona hambat yang terbentuk dalam uji antimikroba

Zona Hambat Keterangan
<10 mm Kurang Efektif
10 - 15 mm Lemah
16 - 20 mm Sedang
>20 mm Kuat

2.4. Metode Pengujian Antifungi
2.4.1. Metode Difusi Cakram
Untuk metode difusi cakram ini menggunakan cara pour plate dimana
dilakukan dengan menuangkan suspense mikroorganisme lebih dulu ke cawan
petri sebelum media dituangkan. Sebelumnya suspense mikroba yang telah diukur
kekeruhannya dhingga konsentrasi standart (108 CFU/ml) diencerkan ke dalam 9
ml larutan garam fisiologis(NaCl 0,85%) atau larutan buffer fosfat. Fungsi dari
larutan ini sebagai penyangga pH agar sel mikroorganisme tidak rusak akibat

penurunan pH lingkungan (Jawetz et al, 2001).
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Suspensi mikroorganisme sebanyak 1-2 ml ditmbahkan ke dalam cawan petri
steril, dilanjutkan dengan menuangkan media PDA hangat kemudian
dihomogenkan. Setelah memadat diletakkan cakram steril yang telah direndam
dengan antibiotic di permukaan media agar dan diinkubasi dengan suhu 37°C.
Penggunaan paperdisc atau kertas cakram ini adalah untuk melakukan penentuan
kepekaan fungi terhadap berbagai perlakuan yang diujikan. Pada metode ini kertas
cakram yang merupakan tempat menampung zat antifungi dan diletakkan di
lempeng agar yang telah terinokulasi mikroorganisme uji. Setelah itu dilakukan
inkubasi dalam waktu dan suhu tertentu untuk mencapai kondisi optimum dari
mikroorganisme uji tersebut. Umumnya hasil akan terlihat dan dapat diamati
setelah dilakukan inkubasi selama 14-24 jam dengan terbentuknya zona bening
yang terbentuk disekitar kertas cakram yang menunjukkan adanya penghambatan
pertumbuhan mikroorganisme uji (Pelczar dan chan, 1998). Pembacaan hasilnya
dengan :

1. Zona radial

Zona ini merupakan daerah di sekitar cakram yang digunakan untuk uji
aktivitas antimikroba yang disekitarnya tidak ditemukan adanya pertumbuhan
mikroorganisme. Potensi antimikroba diukur dengan pengukuran diameter dari
zona radial (Jawetz et al, 2001).

2.Zona Iradial

Zona ini merupakan daeah disekitar cakram yang menunjukkan penghambatan

pertumbuhan mikroorganisme dengan adanya uji aktivitas antimikroba, akan

tetapi tidak dimatikan. Zona iradial akan terlihat terdapat pertumbuhan



2.4.2.

2.5.

23

mikroorganisme yang jarang dibandingkan dengan daerah diluar pengaruh

antimikroba tersebut (Jawets et al, 2001).

Metode Dilusi

Proses pengujian dengan metode dilusi dengan cara mengencerkan zat uji
antifungi(antibiotik) sampai memperoleh beberapa konsentrasi. Untuk dilusi cair
pada masing-masing konsentrasi antibiotic ditambahkan dengan isolate bakteri
pada media dan dilakukan inkubasi. Kemudian dilihat hasilnya berdasarkan pada
tingkat kekeruhannya. Sedangkan untuk dilusi padat, pada tiap konsentrasi
antibiotiknya ditambahkan media agar, kemudian diinokulasi dengan
mikroorganisme uji. Pertumbuhan mikroorganisme ditandai dengan adanya
kekeruhan setelah 16-20 jam masa inkubasi.

Jika terdapat hasil uji pada konsentrasi terendah dapat menghambat
pertumbuhan mikroorganisme yang ditandai dengan tidak keruhnya media setelah
diinkubasi maka hasil tersebut disebut KHM (Konsentrasi Hambat Minimal). Jika
pada masing-masing konsentrasi antibiotik menunjukan hambatan pertumbuhan
saat proses inokulasi dan inkubasi pada media agar, maka konsentrasi terendah
dari antibiotik yang membunuh 99,9% inokulum mikroorganisme disebut dengan

KBM (Konsentrasi Bunuh Minimal) (Brander et, al., 1991).

Uji Fitokimia
Uji fitokimia merupakan salah satu cara untuk mengetahui kandungan dari
senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam suatu ekstrak tanaman. Uji

fitokimia ini bisa dilakukan dengan dua cara yakni secara kualitatif dan kuantitatif.
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Pengujian secara kualitatif dilakukan dengan adanya perubahan warna ataupun
terbentuknya endapan setelah dilakukan penambahan reagen ke dalam ekstrak uji.
Sedangkan pengujian secara kuantitafif dilakukan dengan pengukuran kadar
kandungan dan nilai absorbansi dari metabolit sekunder ekstrak uji yang bisa

dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer (Habibi, 2017).
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BAB Il

METODE PENELITIAN

Rancangan Penelitian

Pada penelitian ini metode yang digunakan adalah metode Rancangan Acak
Lengkap (RAL). Dimana pada percobaan ini akan dilakukan perlakuan dengan
menggunakan beberapa konsetrasi ekstrak daun,buah serta kombinasi ekstrak
daun dan buah majapahit (Crescentia cujete L.) yang akan dibagi menjadi 14
kelompok serta pengulangan sebanyak 2 kali dengan berdasarkan perhitungan

rumus federer berikut :

(n-1) (t-1) >15
(n-1) (t-1) >15

15
(n-1) &=
n >1,2+1
n =)

Berdasarkan pada hasil perhitungan tersebut maka perlakuan pada uji bila

dituliskan dalam tabel sebagai berikut :
Tabel 3.1 Kelompok Perlakuan

Ulangan
Perlakuan
1 2
K1 K11 K12
K2 K21 K22
K3 K31 K32
K4 K41 K42
K5 K51 K52
K6 K61 K62
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Ulangan
Perlakuan
1 2
K7 K71 K72
K8 K81 K82
K9 K91 K92
K10 K101 K102
K11 K111 K112
K12 K121 K122
K13 K131 K132
K14 K141 K142
Keterangan :

K1 = Ekstrak daun maja 25%

K2 = Ekstrak daun maja 20%

K3 = Ekstrak daun maja 50%

K4 = Ekstrak daun maja 75%

K5 = Ekstrak buah maja 75%

K6 = Ekstrak buah maja 80%

K7 = Ekstrak buah maja 50%

K8 = Ekstrak buah maja 25%

K9 = Ekstrak kombinasi daun dan buah maja 25% : 75%
K10 = Ekstrak kombinasi daun dan buah maja 20% : 80%
K11 = Ekstrak kombinasi daun dan buah maja 50% :50%
K12 = Ekstrak kombinasi daun dan buah maja 75% : 25%
K13 = Kontrol positif nistatin 10%

K14 = Kontrol negative DMSO 5%

3.2.  Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Terintegrasi, Fakultas Sains dan

Teknologi, Universitas Islam Negeri Sunan Ampel Surabaya. Waktu pelaksanaan

penelitian dimulai pada bulan Desember — Februari 2021.
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Tabel 3. 2. timeline penelitian

Bulan
9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7

No Kegiatan

1. Pembuatan proposal
skripsi
2. Seminar Proposal

3. Persiapan alat dan
bahan

4. Pembuatan variasi
konsentrasi ekstrak

5. Perlakuan pada
konsentrasi ekstrak
uji

6. Pengambilan data
hasil uji

7. Analisis data

8. Pembuatan draft
skripsi

9.  Seminar hasil
penelitan

Bahan dan Alat Penelitian
Sampel yang digunakan berupa daun yang sudah tua dan buah tanaman

Majapahit (Crescentia cujete L.) yang diambil dari Kecamatan Perak Kabupaten
Jombang. Mikroorganisme yang digunakan dalam uji adalah isolat fungi
Aspergillus niger. Media yang digunakan menumbuhkan, memelihara dan uji ini
Potato Dextrose Agar (PDA). Penelitian ini menggunakan pelarut Etanol 96%,
sebagai kontrol positifnya digunakan nystatin, kontrol negatifnya dengan DMSO
5%. Bahan lainnya yang dibutuhkan diantaranya adalah masker, sarung tangan,
tissue,plastik tahan panas, karet, kertas saring, aluminium foil,plastik wrap,
spirtus, kapas, kasa, kertas cakram(paper disc) 6 mm, aquades steril, etanol pa dan
antibiotik nystatin.

Alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi autoclave, batang pengaduk,

cawan petri, corong kaca, erlenmeyer, beaker glass, gelas ukur, Laminar Air Flow
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(LAF), seperangkat alat sentrifuge, bunsen, mikropipet, timbangan analitik, pisau,
oven, blender, spatula, jarum ose, hot plate, rotary evaporator, inkubator, botol

asi, Tube 1,5mL, Tip.

Variabel Penelitian

Variabel Bebas : Konsentrasi ekstrak daun, buah majapahit (Crescentia cujete
L.).serta kombinasinya.

Variabel Terikat : Zona hambat atau zona inhibisi yang diperoleh dari uji antifungi

Variabel kontrol : Suhu inkubasi uji, Media uji dan variasi konsentrasi ekstrak

daun,buah majapahit (Cresentia cujete L.).

Prosedur Penelitian
Sterilisasi Alat dan Bahan

Cawan petri yang telah dicuci dan dikeringkan dibungkus dengan kertas, lalu
dimasukkan dalam plastik tahan panas. Untuk botol kaca yang akan digunakan
untuk meletakkan alcohol steril cukup ditutup dengan aluminium foil di bagian
atasnya. Sedangkan media PDA dalam erlenmeyer yang telah dilarutkan dan
dipanaskan diatas hot plate kemudian ditutup dengan kapas yang telah dibungkus
kasa, lalu ditutup lagi dengan aluminiu foil. Untuk peralatan seperti jarum ose,
dan batang pengaduk langsung dimasukkan dalam plastik saja, sedangkan untuk
gelas ukur dan erlenmeyer ditutup dengan aluminium foil terlebih dahulu sebelum
dimasukkan dalam keranjang autoclave. Setelah semua alat dan bahan
dimasukkan ke dalam autoclave untuk disterilisasi pada suhu 121°C, tekanan 2

atm dan waktu kurang lebih 15 menit untuk alat dan 30 menit untuk bahan. Setelah
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selesai di autoclave atau disterilisasi alat dan media diangkat dari autoclave dan

diletakkan ditempat yang sudah disterikan dengan alkohol 70%.

Identifikasi Tanaman
Pada penelitian ini menggunakan sampel daun dan buah tanaman majapahit
(Crescentia cujete L.) yang akan diidentifikasi berdasarkan acuan dari artikel

jurnal.

3.5.3. Preparasi Ekstrak Sampel

a. Daun Majapahit

Sampel daun majapahit(Crescentia cujete L.) yang telah tua dan berwarna
hijau diambil, dicuci dan disortasi basah untuk memisahkan sampel dari kotoran-
kotoran atau bahan asing lainnya. Lalu sampel dimasukkan dalam keranjang untuk
dikeringkan-anginkan. Kemudian sampel daun majapahit(Crescentia cujete L.) di
oven dengan suhu 60°C selama 3 hari. Lalu sampel daun yang sudah kering
dipotong menjadi potongan lebih kecil lalu dihaluskan dengan blender. ditimbang
sebanyak 200 gram untuk kemudian dimaserasikan (Dewi dkk, 2015).

Sampel serbuk halus daun majapahit(Crescentia cujete L.) sebanyak 200 gram
ini diletakkan dalam toples, lalu ditambahkan dengan pelarut etanol 96% dengan
perbandingan ekstrak dan pelarut 1:4, dibiarkan selama 3 hari sambil sesekali
dilalukan pengadukan secara konstan untuk dilakukan maserasi pertama.
Selanjutnya ekstrak sampel tersebut disaring dan dipisahkan antara ampas dan
filtratnya. Ampas dari sampel diekstraksi kembali dengan penyari yang baru

dengan jumlah yang sama dan dibiarkan selama 2 hari (remaserasi) untuk
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kemudian dilakukan penyaringan kembali. Setelah itu filtrat hasil dari sampel
diuapkan dalam rotary evaporator dengan suhu <50°C hingga diperoleh ekstrak
kental. Perlakuan terhadap sampel untuk dilakukan proses maserasi dan
remaserasi adalah agar di peroleh filtrat ekstrak dengan kandungan metabolit

sekunder maksimal terserap dalam penyarinya(Ningsih dkk, 2017).

b. Buah Majapahit

Sampel daging buah dan biji majapahit (Crescentia cujete L.) yang belum
matang diambil, dicuci dan dipotong kemudian dikeringkan dalam oven dengan
suhu 60°C. Setelah buahnya mengering kemudian dihaluskan dengan
menggunakan blender. Lalu serbuk buah maja disaring dengan saringan agar
didapatkan serbuk buah majapahit dengan ukuran sama (homogen) sehingga saat
diekstraksi metabolit sekundernya dapat larut maksimal dalam larutan penyari.
Lalu dilanjutkan dengan pengekstraksian serbuk dengan metode maserasi
digunakan sebanyak 250 gram sampel serbuk buah majapahit dan dimasukkan
dalam toples dilanjutkan dengan menambahkan pelarut etanol 96% dengan
menggunakan perbandingan 1:4.

Setelah itu didiamkan selama 3 hari dan sesekali dilakukan pengadukan,
kemudian dipisahkan antara filtrat dan ampas. Selanjutya ampasnya dilakukan
remaserasi dengan pelarut dan perbandingan yang sama. setelah itu dicampurkan
jadi satu dalam erlenmeyer untuk selanjutnya dilakukan evaporasi dalam rotary
evaporator dengan suhu <50°C sehingga didapatkan ekstrak kental (Depkes,

1986).
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3.5.4. Uji Fitokimia

a.

Uji Fitokimia Secara Kualitatif
Untuk mengetahui kandungan metabolit sekunder pada daun dan buah
majapahit digunakan beberapa uji kualitatif sebagai berikut :
1. Uji Flavonoid
Uji flavonoid ini diawali dengan menambahkan 5ml etanol pada ekstrak
daun dan buah maja 10mg, lalu ditambahkan 10 tetes Feclz sampai terjadi
perubahan warna. Hasil yang ditunjukkan apabila larutan yang terlihat
berwarna ungu, biru, hijau, hitam dan merah maka hasilnya terdapat flavonoid

dalam ekstrak tanaman tersebut (Abdillah et al, 2017).

2. Uji Alkaloid
Uji Alkaloid diawali dengan menambahkan 10 mg ekstrak daun dan buah
majapahit masing-masing 2 tabung, lalu ditambahkan beberapa tetes pereaksi
mayer dan dragendroff. Jika hasilnya terbentuk endapan merah bata pada
pereaksi dragendroff maka hasilnya positif dan jika terbentuk endapan putih
pada pereaksi mayer maka hasilnya positif mengandung alkaloid (Fransworth,

1996).

3. Uji Saponin
Uji ini diawali dengan mengambil ekstrak dan dimasukkan dalam tabung
reaksi dan dilarutkan dalam 5 mL air panas, lalu didiamkan sampai agak

dingin. Kemudian ditambahkan dengan HCL 1% 1 tetes ke dalam larutan
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tersebut dan dikocok kuat secara vertikal selama + 1 menit. Jika terbentuk busa
yang stabil selama + 10 detik setelah pengocokan menujukkan bahwa positif

saponin (Tiwari et al, 2011).

4. Uji Tanin
Uji ini diawali dengan mengambil ekstrak daun dan buah maja sebanyak
10 mg kemudian ditambahkan beberapa tetes FeClz sampai warnanya
berubah. Jika menunjukkan warna hijau kecoklatan atau biru kehitaman maka

hasilnya positif tannin (Shetty et al, 2016).

5. Uji Fenol
Uji ini diawali dengan menimbang ekstrak daun dan buah maja sebanyak
30mg dan dimasukkan dalam tabung reaksi, lalu ditetesi dengan FeClz 1%
sebanyak 10 tetes. Jika terjadi perubahan warna menjadi hijau, merah, hitam
pekat, biru atau ungu pada larutan ekstrak maka hasilnya positif

fenol(Harborne, 1987).

6. Uji Triterpenoid
Uji ini diawali dengan menimbang ekstrak daun dan buah maja sebanyak
0,5 mg, lalu ditambahkan dengan 1 ml H>SO4 pekat dalam tabung reaksi.
Apabila menunjukkan warna hijau kebiruan maka hasilnya posistif
triterpenoid, sedangkan jika menunjukkan warna jingga kecoklatan sampai

orange maka hasilnya postif steroid (Adawiyah,2018).



33

b. Uji Fitokimia Secara kuantitatif
1. Pembuatan larutan Standar Quersetin
Dilakukan penimbangan 25 mg baku standar quersetin yang dilarutkan dalam

25 ml etanol. Kemudian larutan stok tersebut dipipet sebanyak 1 ml dan
dicukupkan volumenya sampai 10 ml dengan ditambahkan etanol sehingga
konsentrasi menjadi 100 ppm. Lalu dipipetkan kembali 5ml dan dicukupkan
volumenya sampai 50 ml dengan etanol. Dari larutan stok 100 ppm tersebut, lalu
dibuat beberapa konsentrasi yaitu 7 ppm, 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, dan 80 ppm.
Dari beberapa konsentrasi tersebut dilakukan dengan running pada larutan
quersetin pada range panjang gelombang 400-450 nm dengan bantuan
spektrofotometri UV-Vis. Hasil running menunjukkan panjang gelombang
maksimum standart baku quersetin berada pada panjang gelombang 425 nm.
Panjang gelombang maksimum tersebut digunakan untuk mengukur serapan dari
sampel ekstrak daun dan buah majapahit (Cresentia cujete L.) (Aminah dkk,
2017).

2. Pembuatan Larutan Sampel

Ditimbang sebanyak 20 mg ekstrak kental daun dan buah majapahit yang

dilarutkan dalam 20 ml etanol 96%. Kemudian larutan ini dipipetkan 1 ml
ditambahkan etanol 96% sampai volumenya 10 ml sehingga diperoleh konsentrasi
2000 ppm. Dari larutan tersebut di pipetkan sebanyak 1 ml dalam tabung reaksi
lalu ditambahkan dengan AICIs 10% dan kalium asetat sebanyak 1 ml dalam
masing-masing tabung reaksi. Kemudian sampel didiamkan selama 1 jam pada
suhu ruang. Absorbansi menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang

gelombang maksimum 425 nm. Sampel tersebut dibuat dalam 3 replikasi
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pengulangan pada setiap analisisnya. Sehingga diperoleh nilai rata-rata absorbansi

sampel (Stankovic, 2011).

Peremajaan Isolat Aspergillus niger

Fungi Aspergillus niger yang digunakan dalam penelitian yang diambil dari
stok isolat murni di laboratorium Universitas Negeri Airlangga Surabaya di
inokulasikan pada media PDA baru dalam cawan petri. Inokulasi ini dilakukan
dengan mengambil 1 ose isolate kemudian di osekan dalam media PDA baru
tersebut. Kemudian dilakukan penginkubasian selama 5-7 hari pada suhu kamar

atau ruangan.

Pembuatan Kontrol Negatif DMSO ( Dimetil Sulfoksida)

DMSO 100% yang digunakan untuk larutan stok diencerkan menjadi DMSO
5 % dengan memakai aquades steril. Sebanyak 2,5 mL dari DMSO 100%
ditambahkan aquades sampai volume mencapai 50 mL. untuk mendapatkan
larutan DMSO dengan konsentrasi 5% digunakan rumus :
DMSO 100% x. V1 =V2. N>

DMSO 100% x. V1 = DMSO 5%. 50 mL

__ 250 mL%
~ 100%

V1

V1 = 2,5mL
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3.5.7.  Pembuatan Kontrol Positif Nistatin
Kontrol positif yang digunakan untuk pengujian ini adalah nystatin 10% dengan
melarutkan nystatin sebanyak 1000mg dalam 10mL aquades steril. Kemudian

diambil 30uL dengan mikropipet dan dimasukkan dalam tube.

3.5.8. Pembuatan Konsentrasi Ekstrak
Konsentrasi ekstrak dibuat dengan melarutkan ekstrak kental daun dan buah
majapahit (Cresentia cujete L.) masingg-masing sebanyak 10 gram dengan 1 ml
DMSO 5% dan ditambah akuades steril hingga volume akhir 10 ml untuk
mendapatkan konsentrasi 100%. Kemudian dari konsentrasi ekstrak 100% ini di
encerkan kembali dengan menambahkan DMSO 5% untuk mendapatkan
beberapa konsentrasi diantaranya 25%, 20%, 50% dan 75% untuk ekstrak daun
sedangkan ekstrak buah konsentrasinya 75%, 80%, 50% dan 25%. Seri
konsentrasi dibuat dengan cara :
1. Konsentrasi ekstrak daun 25% (250ul ekstrak ditambahkan dengan 750 pl
DMSO 5%)
2. Konsentrasi ekstrak daun 20% (200 pl ekstrak ditambahkan dengan 800 pl
DMSO 5%)
3. Konsentrasi ekstrak daun 50% (500 pl ekstrak ditambahkan dengan 500 pl
DMSO 5%)
4. Konsentrasi ekstrak daun 75%(750 pl ekstrak ditambahkan dengan 250 pl
DMSO 5%)
5. Konsentrasi ekstrak buah 75%(750 pl ekstrak ditambahkan dengan 250 pl

DMSO 5%)
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Konsentrasi ekstrak buah 80%(800 ul ekstrak ditmbahkan dengan 200 pl
DMSO 5%)

Konsentrasi ekstrak buah 50%((500 ul ekstrak ditambahkan dengan 500 pl
DMSO 5%)

Konsentrasi ekstrak buah 25%(250ul ekstrak ditambahkan dengan 750 pl
DMSO 5%)

Konsentrasi kombinasi 25%:75%(100 ul konsentrasi daun 25% + 100 pl
konsentrasi buah 75%)

Konsentrasi kombinasi 20%:80%( 100 pl konsentrasi daun 20% + 100 pl
konsentrasi buah 80%)

Konsentrasi kombinasi 50%:50%( 100 pl konsentrasi daun 50% + 100 pl
konsentrasi buah 50%)

Konsentrasi kombinasi 75%:25%( 100 pl konsentrasi daun 75% +100 pl
konsentrasi buah 25%)

Kontrol positif nystatin 10%(1000mg nystatin dilarutkan dalam 10ml aquades)

Kontrol negatif DMSO 5%( 5ml DMSQ dilrutkan dalam 100 ml aquades)

3.5.9. Pembuatan Standart Mc Farland

Larutan baku McFarland ada 2 komponen, yakni larutan BaClz 1% dan H2SO4

1%. Larutan BaCl> 1% sebanyak 0,05 ml dihomogenkan dengan larutan H2SO4

1P% sebanyak 9,95 ml dan di homogenkan dengan menggunakan magnetik stirer.

Nilai absorban larutan baku McFarland 0,5 ekuivalen dengan suspensi sel bakteri

konsentrasi 1,5 x 108 CFU/mI (Torar dkk,2015).
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Pembuatan Suspensi Isolat Aspergillus niger
Isolate Aspergillus niger yang sudah di remajakan diambil 1 ose dengan
menggunakan ose steril. Kemudian koloni tersebut kemudian dimasukkan dalam

larutan NaCl steril sampai kekeruhannya sama dengan standar McFarland.

Pembuatan Media PDA

Pembuatan medium PDA dilakukan berdasarkan resep pada kemasan. Medium
PDA dibuat dengan menimbang PDA sebanyak 5,85 gram dan dilarutkan dalam
150 mL aquades steril didalam erlenmeyer. Lalu medium ini dipanaskan dengan
menggunakan hot plate hingga mendidih dan bening. Kemudian ditutup dengan
kapas yang telah dibungkus dengan kasa, lalu disterilkan dengan menggunakan
autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121° C dan tekanan 2 atm. Medium yang

telah steril dituangkan dalam cawan petri dan dibiarkan padat.

Uji Daya Hambat

Penentuan diameter zona hambat dilakukan dengan metode difusi agar.
Ekstrak uji daun, buah dan kombinasi ekstrak daun dan buah tanaman majapahit
(Crescentia cujete L.) yang telah disiapkan dengan beberapa konsentrasi
diantaranya adalah konsentrasi esktrak daun (25%, 20%, 50% dan 75%),
sedangkan ekstrak buah (75%, 80%, 50% dan 25%) dan kombinasi buah : daun
(25%:75% ;20%: 80% ; 50%:50% dan 75%:25% )serta kontrol positif dan kontrol
negatif.

Suspensi isolat yang telah disiapkan diambil 100 pL. dengan menggunakan

mikropipet lalu disebar merata didalam cawan petri, dituangkan media PDA
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sebanayak 10 mL pada cawan tersebut kemudian dihomogenkan dan dibiarkan
memadat. Lalu disiapkan kertas cakram untuk menguji aktivitas antifungi, lalu
kombinasi ekstrak yang telah disiapkan direndamkan kertas cakram tersebut
didalam tube yang berisi 200 pL, kontrol DMSO 5% sebanyak 200 uL dan kontrol
positifnya nystatin 10%. Dalam 1 cawan petri diisi dengan 2 buah kertas cakram.
Setelah ditanam lalu diinkubasikan pada suhu 37°C selama 24 jam untuk
kemudian dilihat hasil daya hambat yang dihasilkan. Setelah inkubasi dihitung
diameter penghambatan atau zona bening yang terbentuk dengan menggunakan

jangka sorong.

Analisis Data

Data yang diperoleh berupa data kuantitatif yang meliputi hasil perhitungan
diameter dari zona hambat(inhibisi) larutan kombinasi ekstrak buah : daun
majapahit untuk pengujian antifungi dengan metode difusi agar cakram. Dari hasil
perolehan data kuantitatif metode difusi inilah digunakan uji Kruskall-Wallis
dengan menggunakan aplikasi SPSS.

Jika p value < a (0,05) maka hasilnya signifikan, yaitu terdapat hubungan
antara variable bebas dan terikat atau bisa dikatakan HO ditolak. Namun apabila p
value > a (0,05) maka artinya HO diterima. Hal ini dikatakan bila data sampel yang
dihasilkan tidak terdapat perbedaan yang signifikan. Sehingga harus dilakukan

analisis lanjutan yaitu post hoc untuk melihat adanya beda.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Analisis Fitokimia Daun dan Buah Majapahit (Crescentia cujete L.)

Sampel daun dan buah majapahit (Crescentia cujete L.) diekstraksi dengan
menggunakan etanol 96%, Hal ini dikarena pelarut etanol 96% merupakan pelarut
yang sangat efektif untuk melarutkan metabolit sekunder secara optimal.
Sehingga bahan lain yang menyebabkan kontaminasi yang ikut dalam pelarut bisa
diminimalisir (Voight, 1994). Pelarut etanol ini juga salah satu pelarut yang dapat
menyerap metabolit sekunder terutama golongan senyawa fenolik dan flavonoid
dalam ekstrak dibandingkan pelarut lainnya. Dimana senyawa fenolik dan
flavonoid ini sangat berperan sebagai antimikroba (Mardiyaningsih and Aini,
2014).

Pemilihan ekstraksi dengan maserasi ini karena merupakan salah satu metode
ekstraksi paling sederhana diantara metode lainnya yakni dengan merendam
sampel atau simplisia dengan pelarut yang sesuai. Dalam proses maserasi
konsentrasi lingkungan luar sel harus lebih tinggi dibandingkan dengan di dalam
sel. Sehingga memungkinkan metabolit sekunder yang ada dalam sampel akan
terlarut dalam pelarut (Yulianty et al, 2011).

Kemudian dilakukan evaporasi pada sampel buah dan daun majapahit
(Crescentia cujete L.) dengan suhu 50°C sehingga didapatkan ekstrak kental
sampel. Tujuan dilakukannya evaporasi adalah untuk memisahkan ekstrak dari
pelarut dan senyawa aktif yang terkandung didalam sampel serta memekatkan
ekstrak tanpa merusak senyawa yang diisolasi dari ekstrak, karena rangkaian alat
ini menggunakan pompa vakum sehingga di dalam evaporator terjadi

pengurangan tekanan yang menyebabkan pelarut dapat menguap di bawah titik

39
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didihnya dan tidak merusak sampel metabolit sekunder yang dihasilkan
(Siadi,2012).

Guna untuk mengetahui kandungan metabolit sekunder yang ada dalam
tanaman majapahit (Crescentia cujete L.), ekstrak kental sampel diuji fitokima
secara kualitatif dengan menambahkan pereaksi pada masing-masing sampel yang
akan diuji dengan memperhatikan perubahan warna dan bentuk dari sampel
tersebut. Dan didapatkan hasil bahwa dalam ekstrak daun dan buah majapahit
positif mengandung senyawa flavonoid, saponin, alkaloid dan fenol.

Tabel 4.1. Hasil uji Kulitatif Sampel Daun dan Buah Majapahit (Crescentia cujete L.)

Sampel Uji Hasil Keterangan
Fitokimia
Daun Flavonoid Berwarna hijau, merah bata,
Majapahit(Crescentia hitam pekat atau ungu
cujete L.) .
Alkaloid Terdapat endapan berwarna
Wagner kecoklatan
Alkaloid Terdapat endapan berwarna
Dragendroff kuning, orange sampai merah
bata
Tanin -
Saponin Terdapat buih
Fenol Berwarna hijau pekat

Triterpenoid

Buah Flavonoid Berwarna hijau, merah
Majapahit(Crescentia bata,hitam pekat atau ungu
cujete L.) Alkaloid Terdapat endapan berwarna
Wagner kecoklatan
Alkaloid Terdapat endapan berwarna
Dragendroff kuning, orange sampai merah
bata
Tanin -
Saponin Terdapat buih
Fenol Berwarna hijau kehitaman
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Sampel Uji Hasil Keterangan
Fitokimia

Triterpenoid - -

Hasil uji fitokimia ekstrak daun dan buah dapat dilihat pada tabel 4.1. dimana
pada sampel daun dan buah majapahit (Crescentia cujete L.) mengandung
beberapa metabolit seperti flavonoid, saponin, alkaloid dan fenol. Hasil ini tidak
setara dengan penelitian yang dilakukan oleh Ejelonu, et al (2011) yang dalam uji
kulitatifnya sampel ekstrak daun dan buah majapahit dengan hasil positif pada
senyawa flavonoid, alkaloid, saponin, fenol, tannin, anthraquinon dan
cardenolida. Perbedaan hasil ini juga bisa diakibatkan karena perbedaan
konsentrasi pelarut yang digunakan akan mempengaruhi tingkat kepolaran pelarut
itu sendiri (Riwanti et al, 2020). Dimana pada penelitian sebelumnya pelarut yang
digunakan adalah etanol 70% dengan menggunakan metode yang sama yakni
maserasi.

Setelah dilakukan uji fitokimia pada penelitian ini diketahui bahwa senyawa
tannin pada sampel baik pada sampel daun maupun buah maja (Cresentia cujete
L.) hasilnya negatif, padahal dalam penelitian lain senyawa tannin ini terdapat
pada kedua sampel tersebut. Hal ini dikarenakan terdapat perbedaan pelarut yang
digunakan dalam beberapa penelitian senyawa tannin hasilnya positif dengan
menggunakan pelarut etanol 70%. Dimana tingkat kepolaran dari etanol 70%
lebih tinggi dibandingkan dengan etanol 96% (Riwanty et al, 2020).

Hal ini diperkuat lagi dalam penelitian yang dilakukan oleh Arel dkk,2018
diketahui bahwa dalam ekstrak daun majapahit yang diekstraksi menggunakan
pelarut etanol 96% dengan melalui uji fitokimia kualitatif dan kuantitatif.

Berdasarkan uji fitokimia tersebut diketahui bahwa ekstrakdaun majapahit
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mengandung beberapa senyawa metabolit sekunder diantaranya adalah alkaloid,

flavonoid, fenolik dan steroid.

T
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Gambar 4.1. (a)dokumentasi hasil uji daun maja. (b) dokumentasi ha5|l uji buah maja.
(Dokumentasi Pribadi, 2021)

Setelah dilakukan pengujian secara kualitatif dilanjutkan dengan pengujian
sampel secara kuantitatif menggunakan bantuan spektrofotometri UV-Vis.
Sebelum dilakukan pengujian terlebih dahulu membuat larutan quersetin sampel
untuk mengetahui panjang gelombang maksimum yang akan digunakan untuk
menguji absorbansi sampel daun dan buah majapahit (Crescentia cujete L.).
Pengujian ini dilakukan bertujuan untuk membuat kurva kalibrasi hubungan
antara konsentrasi quersetin dengan absorban (Adhayanti dkk, 2018) dalam uji
kuantitatif dilakukan mengukur nilai absorbansi dari senyawa flavonoid sampel.

Pemilihan uji kuantitatif sampel hanya flavonoid karena pada sampel
ekstraknya yang paling berperan untuk menghambat proses pertumbuhan dari
jamur Aspergillus ini adalah flavonoid. Hal ini dikarenakan dalam senyawa
flavonoid memiliki aktivitas anti kanker, antioksidan, anti inflamasi, anti alergi,
anti hipertensi dan antibakteri serta hampir di semua bagian tanaman terdapat
flavonoid (Sholekah, 2017).

Mekanisme Penghambatan senyawa antijamur terhadap sel jamur adalah
dengan menetralisir enzim yang terkait dalam proses invasi dan kolonisasi jamur,

merusak membran sel jamur, memnghambat system enzim jamur sehingga

digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id
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mengganggu proses terbentuknya ujung hifa jamur dan mempengaruhi sintesis
asam nukleat dan protein (Djunaedy, 2008). Berikut adalah hasil dari uji quersetin
dengan spektrofotometri UV-Vis yang digunakan sebagai standar uji sampel

ekstrak daun dan buah majapahit :

Kurva Standart Quersetin Etanol 96%

1,4
12 y = 0,0153x - 0,0063
E R? = 0,9953
£
@ 0,8
©
S 06
204
© 02

0

0 20 40 60 80 100

Konsentrasi (ppm)

Keterangan Y = nilai absorbansi quersetin & X = konsentrasi quersetin
Gambar 4.1 Gambar hasil uji quersetin etanol 96% sebagai standart uji sampel majapahit.

Berdasarkan hasil spektrofotometri standar quersetin etanol 96% didapatkan
persamaan y = 0,0153x — 0,0069. Berdasarkan hasil persamaan inilah yang akan
digunakan untuk mengetahui kadar flavonoid total dari sampel ekstrak daun dan
buah majapahit (Cresentia cujete L.), yang mana dari hasil persamaan tersebut
diketahui bahwa kandungan total flavonoid ekstrak daun dan buah majapahit

sebagai berikut :

Tabel 4.2. Hasil nilai absorbansi total flavonoid ekstrak daun dan buah majapahit

Sampel Kandungan total flavonoid Berat Randemen Ekstrak
Daun Majapahit 0,193 % 2,1%
Buah Majapahit 0,145 % 57%

Berdasarkan hasil uji kuantitatif flavonoid ini bisa disimpulkan bahwa kadar

flavonoid yang dihasilkan dari pelarut etanol 96% pada ekstrak daun majapahit
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lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak buah majapahit. Perbedaan ini
dikarenakan senyawa flavonoid merupakan hasil biosintesis karbohidrat melalui
proses fotosintesis tanaman dan proses fotosintesis terjadi di bagian daun
tanaman. Oleh karena itu kandungan flavonoid lebih banyak di daun dibandingkan
buah (Sholekah, 2017).

Berdasarkan hasil uji kuantitatif flavonoid daun dan buah maja (Cresentia
cujete L.) ini memiliki kadar yang berbeda. Pada daun flavonoid yang terkandung
sebanya 0, 193% sedangkan pada buah sebesar 0,145%. Hal ini menunjukkan
bahwa metabolit sekunder yang terkandung dalam tanaman berfungsi untuk
mempertahankan diri dari kondisi lingkungan yang kurang menguntungkan,
seperti untuk mengatasi hama dan penyakit oleh karenanya dalam satu tanaman
yang sama namun pada bagian berbeda memiliki kandungan metabolit sekunder

sama tetapi kadarnya berbeda (Angelina dkk, 2015).

Pernyataan ini diperkuat dengan ayat Al- Qur’an Allah berfirman dalam surah Al-

An’am(6) ayat 141 sebagaimana berikut :

SN R

O30 5 4RI GEAL £ 5305 0AU5 ¢ty i i 5 g e i L 301 54 5
Y 5ealias e)—“*-sa \;\j )43\ 13) BJAS Cr \}j}si_,w e 5 Lelsis Ha3 5

Artinya :

“Dan Dialah yang menjadikan tanaman-tanaman yang merambat dan yang
tidak merambat, pohon kurma serta tanaman yang beraneka ragam rasanya
seperti zaitun dan delima yang serupa (bentuk dan warnanya) namun tidak
serupa (rasanya). Makanlah buahnya apabila ia berbuah dan berikanlah
haknya (zakatnya) pada waktu memetik hasilnya, tapi janganlah berlebih-
lebihan. Sesungguhnya Allah tidak menyukai orang-orang yang berlebihan .
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Menurut tafsir Quraish Shihab ayat tersebut menjelaskan tentang Allah yang
menciptakan kebun dengan berbagai macam cara diantaranya ada yang ditanam
ada pula yang disangga dengan tiang. Allah juga menciptakan berbagai tanaman
yang menghasilkan buah dengan berbagai rasa, warna dan aroma, seperti buah
zaitun dan delima yang memiliki banyak persamaan akan tetapi pasti terdapat
perbedaan pula diantara keduanya. Padahal itu semua tumbuh diatas tanah yang
sama dan disiram dengan air yang sama juga (Shihab, 2010).

Seperti hal nya yang telah disebutkan dalam surah al- An’am (6) ayat 141 dan
dalam tafsir Quraish shihab diatas yang menyebutkan bahwa dalam area yang
sama dan perlakuan sama selalu terdapat perbedaan yang menjadi ciri khas
tanaman tersebut. Oleh karena itu wajar apabila dalam satu tanaman yang sama
sekalipun memiliki perbedaan kandungan metabolit sekunder yang berbeda pada

setiap bagian tanaman tersebut.

4.2. Aktivitas Antifungi Ekstrak Daun dan Buah Maja (Cresentia cujete L.) Serta
Kombinasinya Terhadap Pertumbuhan Aspergillus niger

Berdasarkan hasil uji fitokimia yang telah dilakukan diketahui bahwa ekstrak

daun dan buah maja memiliki kandungan senyawa yang berpotensi untuk

menghambat pertumbuhan mikroorganisme. Beberapa kandungan metabolit

sekunder yang terkandung diantaranya flavonoid, saponin, alkaloid dan fenol.

Sehingga bisa dilanjutkan dengan melakukan uji daya hambat ekstrak daun, buah

dan kombinasi daun dan buah majapahit(Cresentia cujete L.) terhadap Aspergillus

niger. Uji aktifitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi, menggunakan

kertas cakram berdiameter 6 mm.
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Berdasarkan hasil uji antifungi ekstrak daun dan buah maja (Cresentia cujete

L.) serta kombinasinya terhadap pertumbuhan Aspergillus niger diketahui zona

hambat terkecil dan zona hambat terbesar dari ekstrak seperti gambar berikut:

h i
Kel. Ekstr‘ak Daun 50% Kel. Ekstrak Buah 25%
(Zona hambat 2.2 mm) (Zona Hambat 3.28 mm)

wd
Kel.  Ekstrak  Kombinasi
Daun:Buah 50% : 50% (Zona
Hambat 3.35 mm)

Gambar 4.3. Hasil zona hambat terkecil pada kelompok ekstrak daun, Kel. Ekstrak buah dan Kel.

v

Kel. Ekstrak Daun 75% (Zona | Kel.
hambat 3,1 mm) (Zona hambat 4.73 mm)

F 4 ’." N
Ekstrak Buah 50% | Kel. Ekstrak Kombinasi

Kombinasi daun dan buah majapahit. (Dokumentasi pribadi, 2021).
v s 7 i - R 7 r

N

T 4

Daun:Buah 75%:25% (Zona
Hambat 4.38 mm)

Gambar 4.4. Hasil zona hambat ekstrak terbesar pada kelompok ekstrak daun, ekstrak buah serta
kombinasi daun dan buah majapahit. (Dokumentasi pribadi, 2021).

Berdasarkan gambar 4.4. hasil pengamatan yang telah dilakukan diketahui

bahwa zona hambat ekstrak terbesar terdapat pada ekstrak daun konsentrasi 75%

dengan rata-rata diameter 3,1 mm, untuk ekstrak buah zona hambat terbesar pada

konsentrasi ekstrak 50% dengan diameter rata-rata 4,73 mm serta pada ekstrak

kombinasi daun dan buah zona hambat terbesar terbentuk pada perbandingan

konsentrasi 75% : 25% dengan diameter rata-rata 4,38 mm. Akan tetapi apabila

dibandingkan dengan kontrol positif (nistatin) zona hambatnya masih lebih besar

pada kontrolnya dengan diameter rata-rata sebesar 27,35 mm dalam menghambat
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pertumbuhan Aspergillus niger. Sedangkan pada kontrol negatif (DMSO 5%)
zona hambat sama sekali tidak terbentuk.

Terbentuknya zona hambat dalam uji menunjukkan bahwa ekstrak daun, buah
serta kombinasi keduanya memiliki senyawa yang mampu menghambat
pertumbuhan Aspergillus niger seperti flavonoid, alkaloid, saponin, tanin dan
fenol (Alimuddin et al, 2016). Pada sampel ekstrak juga zona hambat yang
terbentuk berbeda-beda, hal ini dikarenakan aktivitas antifungi suatu senyawa
dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain: kandungan senyawa antifungi, daya
difusi, jenis jamur dan umur jamur yang dihambat dan konsentrasi ekstrak (Jawetz
et al., 2007).

Pada sampel ekstrak daun dan buah maja diketahui bahwa apabila konsentrasi
ekstrak tersebut semakin tinggi maka zona hambat yang dihasilkan pun semakin
besar. Pernyataan ini diperkuat dengan sumber yang menyatakan apabila
konsentrasi ekstrak semakin tinggi menyebabkan terbentuknya zona bening yang
semakin besar dan semakin pekat konsentrasi suatu ekstrak maka senyawa aktif
yang terkandung di dalam ekstrak tersebut semakin banyak, sehingga berpengaruh
terhadap diameter zona hambat yang terbentuk (Pleczar dan chan, 2008).

Selain itu kandungan flavonoid dalam ekstrak daun dan buah maja (Cresentia
cujete L.) ini dapat membentuk ikatan senyawa kompleks protein yang
menyebabkan rusaknya membran sel karena adanya perubahan permeabilitas sel
dan hilangnya kandungan isi sel dalam sitoplasma yang mengakibatkan
terhambatnya metabolisme jamur yang akan mengganggu pertumbuhan sel dan

terjadinya degradasi sel jamur (Tuasikal, 2016).
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Kemudian pada senyawa kombinasi daun dan buah maja (Cresentia cujete L.)
terhadap pertumbuhan Aspergillus niger dengan perbandingan konsentrasi ekstrak
75% : 25% hasilnya terbentuk zona hambat terbesar dengan diameter rata-rata
4,38 mm. Zona hambat yang dihasilkan oleh ekstrak kombinasi ini lebih kecil
dibandingkan dengan zona hambat yang terbentuk dari konsentrasi ekstrak buah
50% yang menghasilkan diameter rata-rata zona hambat sebesar 4,73 mm. hal ini
disebabkan karena pada ekstrak memiliki daya difusi yang berbeda-beda dan
adanya pengaruh senyawa metabolit sekunder yang kerjanya bisa sinergis dan
antagonis saat proses penghambatan terjadi. Yang mana efek sinergis dari
senyawa metabolit sekunder ekstrak yang dihasil akan menyebabkan zona hambat
lebih besar serta mengurangi efek samping yang dihasilkan ekstrak (Rijayanti,
2014).

Pada penelitian sebelumnya yang telah dilakukan oleh Ejelonu et al (2011)
diperoleh hasil pada ekstrak daun dan buah majapahit ini memiliki kemampuan
dalam menghambat pertumbuhan jamur pada konsentrasi 10 % terhadap jamur
Candida albicans dengan menggunakan pelarut etanol 70% dengan diameter rata-
rata sebesar 6,77 mm. Perbedaan hasil terhadap zona hambat yang dihasilkan ini
dapat dipengaruhi oleh perbedaan konsentrasi pelarut yang digunakan dalam uji
sehingga mengakibatkan perbedaan tingkat kepolaran suatu pelarut dalam
menyerap metabolit sekunder dalam suatu ekstrak sampel (Novilia et al, 2014).

Selain itu umur, tingkat kematangan sampel dan kondisi lingkungan suatu
bahan alam juga sangat mempengaruhi kandungan metabolit sekunder yang aktif
secara maksimal dalam tanaman tersebut. Yang mana apabila sampel masih muda

maka aktivitas penghambatan akan lebih kuat dibandingkan sampel yang sudah
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tua. Hal ini dikarenakan sampel yang masih muda kandungan metabolit
sekundernya lebih bekerja aktif dalam sel tanaman (Supriatna dkk, 2019).

Berdasarkan kandungan senyawa aktif di dalam ekstrak daun, buah serta
kombinasi daun dan buah majapahit (Cresentia cujete L.) dan hasil uji antifungi
disimpulkan bahwa sampel ekstrak mampu menghambat pertumbuhan
Aspergillus niger. Dimana zona hambat yang terbentuk semakin meningkat
seiring dengan pertambahan besarnya konsentrasi ekstrak yang diberikan. Selain
itu zona hambat ini juga dipengaruhi oleh hasil uji kuantitatif ekstrak daun dan
buah maja (Cresentia cujete L.) yang mana kandungan senyawa flavonoid dari
daun maja lebih tinggi dibandingkan dengan buah maja akan berpengaruh saat
dikombinasikan dengan ekstrak buah dengan konsentrasi lebih banyak maka zona
hambat yang dihasilkan juga semakin besar.

Menurut hasil uji kualitatif adanya metabolit sekunder yang ada dalam ekstrak
daun dan buah majapahit seperti flavonoid, fenol, alkaloid dan saponin memiliki
mekanisme yang berbeda dalam menghambat mikroorganisme uji. Beberapa
senyawa ini mekanisme hambatnya dengan invaktivasi protein pada membrane
sel. Oleh karena dinding sel bakteri gram negatif tersusun atas lipoprotein dan
lipid sebagai membran terluar mengakibatkan ketidakstabilan pada dinding sel
yang mengakibatkan fungsi permeabilitas selektif, fungsi pengangkutan aktif,
pengendalian susunan protein bakteri terganggu sehingga makromolekul dan ion
sel luruh yang berakibat bakteri kehilangan bentuknya dan lisis (Susanti, 2008).
Oleh karena itu terbentuknya zona hambat yang dihasilkan dari ekstrak besar.

Mekanisme hambat yang dilakukan oleh senyawa saponin dalam menghambat

pertumbuhan mikroorganisme uji dengan melakukan penghambatan fungsi dan
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pemecahan lapisan lemak pada membrane sel mikroorganisme sehingga
permeabilitas dari sel tersebut terganggu yang akan menyebabkan dinding selnya
luruh dan terdegradasi (Ayuningtyas, 2008). Selain senyawa saponin ada juga
senyawa flavonoid yang paling berperan dalam menghambat pertumbuhan
mikroorganisme dengan mekanisme membentuk senyawa fenoleat dan
membentuk senyawa kompleks protein ekstraseluler yang menyebabkan rusaknya
dinding sel dan akhirnya terdegradasi. Kemudian pada mekanisme penghambatan
alkaloid sebagai antibakteri yaitu dengan cara mengganggu komponen penyusun
peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara
utuh dan menyebabkan kematian sel tersebut (Rijayanti, 2014).

Berdasarkan beberapa pemberian konsentrasi yang telah diperlakukan saat uji
diketahui bahwa ekstrak yang paling efektif dalam menghambat pertumbuhan
Aspergillus niger adalah ekstrak buah. Hal ini dikarenakan pada konsentrasi 50%
ekstrak buah sudah mampu menghambat optimal dibandingkan dengan variasi
konsentrasi ekstrak lain. Hal ini dipengaruhi oleh kandungan saponin yang
terdapat dalam buah maja lebih banyak dibandingkan daun, yang mana hal ini
ditandai dengan banyaknya busa yang dihasilkan oleh buah maja serta memiliki
efek antijamur karena kandungan saponn tersebut (Parwanti, 2019).

Menurut Greenwood (1995) Respon pertumbuhan mikroba dapat
diklasifikasikan jika zona hambat yang dihasilkan kurang dari 10 mm, maka
penggunaan ekstrak daun, buah serta kombinasi daun dan buah majapahit sebagai
pengganti pestisida kimia kurang efektif karena zona hambat yang terbentuk
dimeter rata-ratanya kurang dari 10 mm. Berdasarkan hasil uji zona hambat

ekstrak tersebut diketahui ekstrak kurang efektif daya hambatnya hal ini bisa
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dipengaruhi beberapa faktor perlakuan yang kurang tepat yang menyebabkan daya
hambat ekstrak kurang maksimal diantaranya kurang sterilnya proses perlakuan
dalam prosedur uji zona hambat dan penggunaan pelarut yang kurang tepat saat
ekstraksi.

Berdasarkan hasil pengukuran zona hambat kemudian dilanjutkan pada uji
statistic dengan menggunakan uji Kruskal wallis. Pengujian statistic dengan
kruskal wallis dikarenakan hasil uji normalitas dan homogenitas nilai (p value
(0.00) < 0,05) sehingga bisa disimpulkan bahwa data yang dihasilkan tidak normal
dan sebarannya tidak merata. Berikut hasil analisis uji kruskal wallis yang telah

dilakukan :

Tabel 4.3. Hasil Uji Kruskal-Wallis Konsentrasi Ekstrak Daun dan Buah Majapahit (Cresentia
cujete L.) serta Kombinasinya Terhadap zona hambat Aspergillus niger

Perlakuan Konsentrasi  Rata-rata Standart Deviasi P - Value
Ekstrak Daun 25% 2.6 +0.42

Ekstrak Daun 20% 2.7 +0.57

Ekstrak Daun 50% 2.2 +0.14

Ekstrak Daun 75% 3.1 +1.13

Ekstrak Buah 75% 3.8 +0.42

Ekstrak Buah 80% 4.13 +0.57

Ekstrak Buah 50% 4.73 +0.14 0.039
Ekstrak Buah 25% 3.28 +1.13
Daun:Buah(25%:75%) 3.85 +0.42
Daun:Buah(20%:80%) 3.63 +0.57
Daun:Buah(50%:50%) 3.35 +0.14
Daun:Buah(75%:25%) 4.38 +1.13

Kontrol Positif 27.35 +5.73

Kontrol Negatif 0 +0

Menurut uji Kruskal wallis tersebut didapatkan bahwa pada ekstrak daun,
ekstrak buah dan ekstrak kombinasi diperoleh hasil nilai p value 0,039 < 0,05
(Tabel 4.3). Berdasarkan hasil uji kruskal-wallis tersebut diketahui data zona
hambat dari ekstrak daun, buah maja (Cresentia cujete L.) serta kombinasinya

terdapat perbedaan hasil zona hambat dari masing-masing konsentrasi walaupun
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zona hambat yang dihasilkan hamper sama diameternya. Hal ini disebabkan oleh
pengaruh kandungan metabolit sekunder yang dihasilkan dari ekstrak daun dan
buah maja sama sesuai dengan hasil uji kualitatif yang telah dilakukan
sebelumnya dan variasi konsentrasi ekstrak yang dibuat kurang beragam sehingga
zona hambat yang dihasilkan hampir sama.

Walaupun zona hambat yang dihasilkan hampir sama dan kurang efektif
ekstrak daun dan buah maja (Cresentia cujete L.) serta kombinasinya tetap
memiliki pengaruh untuk menghambat pertumbuhan Aspergillus niger. Akan
tetapi ekstrak tersebut belum bisa digunakan sebagai pengganti pestisida sintesis
di bidang pertanian dan perkebunan untuk mengurangi kontaminasi yang
disebabkan oleh Aspergillus niger.

Berdasarkan hasil daya hambat ekstrak daun, buah serta kombinasi ekstrak
daun dan buah maja (Cresentia cujete L.) terhadap Aspergillus niger ini kurang
efektif mekanisme hambatnya. Hal ini dikarenakan pembentukan zona hambat
juga dipengaruhi oleh jenis mikroorganisme yang dihambat. Pada penelitian
sebelumnya ekstrak daun segar majapahit ini mampu menghambat optimal pada
bakteri gram negatif seperti bakteri Vibrio alginolyticus pada konsentrasi ekstrak
60% hingga 95% dengan uji dilusi jumlah koloninya semakin berkurang. Dan
pada uji difusi cakram ekstrak segar daun majapahit menunjukkan zona hambat
sebesar 19,8 mm. Yang mana menurut Greenwood (1995) zona hambat 19,8 mm
termasuk dalam klasifikasi zona hambat sedang (Rinawati, 2011).

Selain itu dari hasil beberapa penelitian yang sudah dilakukan sebelumnya bisa
dilihat bahwa ekstrak daun, buah maja (Cresentia cujete L.) serta kombinasinya

lebih efektif sebagai antibakteri dibandingkan antifungi. Hal ini disebabkan oleh
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perbedaan susunan dinding sel antara bakteri gram negatif dan kapang. Dinding
sel bakteri gram negatif terdiri dari 3 komponen yakni lipoprotein (membran
terluar yang tersusun atas protein atau purin), lipopolisakarida dan lipid serta
memiliki peptidoglikan yang tipis (Rinawati, 2011). Sedangkan susunan dinding
sel kapang terdiri atas glukan, kitin dan selulosa (Ahmad, 2018).

Berdasarkan pada beberapa literatur dan penelitian yang disebutkan
sebelumnya tersebut dapat dikatakan bahwa ekstrak daun dan buah maja
(Cresentia cujete L.) sebagai antibakteri untuk bakteri gram negative lebih efektif
daya hambatnya dibandingkan sebagai antifungi terlebih pada jenis fungi kuat
seperti Aspergillus niger, karena zona hambat yang dihasilkan lebih besar hasilnya
saat mikroorganisme ujinya menggunakan bakteri dengan gram negatif.

Dari beberapa perlakuan konsentrasi tersebut diketahui bahwa diantara
berbagai perlakuan zona hambat yang paling optimal penghambatannya adalah
pada control positif, yang mana zona hambat yang terbentuk sebesar 27,35 mm.
Berdasarkan variasi konsentrasi ekstrak yang diujikan diperoleh bahwa pada
ekstrak buah maja konsentrasi 50% adalah yang paling optimal aktivitas
hambatnya karena dalam konsentrasi rendah sudah mampu menghambat dan zona
hambat yang dihasilkan lebih besar dibandingkan dengan variasi konsentrasi
ekstrak lainnya. Sedangkan dalam variasi kombinasi ekstrak daun dan buah maja
yang paling optimal konsentrasi hambatnya pada kombinasi 75%:25% dengan

diameter zona hambat sebesar 4,38 mm.



2.1.

2.2.

BAB V

PENUTUP

Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka bisa ditarik kesimpulan

bahwa :

1.

Ekstrak daun dan buah majapahit (Cresentia cujete L.) mengandung beberapa
senyawa metabolit sekunder. Berdasarkan hasil uji kualitatif ekstrak daun dan
buah maja terkandung senyawa metabolit seperti Flavonoid, Alkaloid, Saponin
dan Fenol yang berperan dalan aktivitas antifungi terhadap Aspergillus niger.
Terdapat perbedaan zona hambat yang terbentuk dari berbagai variasi
konsentrasi yang dibuat dengan ekstrak daun, buah serta kombinasi daun dan
buah majapahit (Cresentia cujete L.) dalam menghambat pertumbuhan
Aspergillus niger walaupun perbedaannya tidak signifikan.

Didapatkan konsentrasi optimal dari masing-masing ekstrak yakni pada ekstrak
daun konsentrasi 75% dengan diameter rata-rata sebesar 3,1 mm, ekstrak buah
konsentrasi 50% dengan diameter rata-rata sebesar 4,73 mm serta kombinasi
daun : buah konsentrasi (75% : 25%) dengan diameter rata-rata sebesar 4,38

mm.

Saran

1. Diperlukan penggantian objek mikroba uji dalam penelitian selanjutnya untuk

mengetahui potensial antifungi yang paling optimal yang dihasilkan dari
ekstrak daun, buah serta kombinasi daun dan buah majapahit (Cresentia cujete

L.).
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2. Diperlukan penelitian lanjutan untuk mengetahui senyawa fitokimia yang
paling banyak berperan sebagai antifungi pada ekstrak daun, buah serta
kombinasi keduanya sehingga perlu dilakukan fraksinasi pada senyawa

tersebut.
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