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INTI SARI 

Daun jeruk nipis (Citrus aurantiifolia (Christm. & Panz.) Swingle.) 

memiliki kandungan senyawa flavonoid yang berpotensi sebagai antibakteri. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadar flavonoid total dan aktivitas 

antibakteri Salmonella typhi antara ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun jeruk 

nipis.  

Pada penelitian ini daun jeruk nipis diekstraksi dengan metode maserasi 

menggunakan pelarut etanol 70% kemudian dilarutkan dengan air hangat dan 

difraksinasi menggunakan pelarut n-heksan dan etil asetat. Penetapan kadar 

flavonoid total menggunakan spektrofotometri UV-Vis kemudian dilakukan uji 

antibakteri dengan menggunakan metode difusi. 

Hasil penelitian penetapan kadar flavonoid total ekstrak etanol dan fraksi 

etil asetat daun jeruk nipis berturut-turut sebesar 1,0324 b/b QE dan 1,2702 b/b 

QE. Analisis statistik Independent Samples T-Test menunjukkan bahwa kadar 

flavonoid total pada ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun jeruk nipis terdapat 

perbedaan yang signifikan (p=0,000 (p<0,05)). Hasil statistik daya hambat ekstrak 

etanol dan fraksi etil asetat mampu menghambat bakteri Salmonella typhi pada 

konsentrasi 100% dengan diameter zona hambat beturut-turut sebesar 10,4 mm 

dan 12,63 mm kategori resisten yang memiliki perbedaan bermakna (p<0,05) 

dengan kontrol negatif DMSO 10%. Hasil tersebut belum setara dengan kontrol 

positif chloramphenicol 30 µg dengan zona hambat sebesar 34,5 mm. 

 

Kata kunci : Daun jeruk nipis, Flavonoid, Antibakteri, Salmonella typhi 
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ABSTRACT 

Lime leaves (Citrus aurantiifolia) contain flavonoid compounds that have 

the potential as antibacterial. This study aims to determine the total flavonoid 

content and antibacterial activity of Salmonella typhi between the ethanol extract 

and the ethyl acetate fraction of lime leaf (Citrus aurantiifolia).  

In this study, lime leaves were extracted by maceration method using 70% 

ethanol solvent then dissolved in warm water and fractionated using n-hexane and 

ethyl acetate as solvents. Determination of total flavonoid levels using UV-Vis 

spectrophotometry and then antibacterial test using the diffusion method.  

The results of the study were to determine the total flavonoid content of 

the ethanol extract and the ethyl acetate fraction of lime leaf, respectively, at 

1.0324 w/w QE and 1.2702 w/w QE. Statistical analysis of the Independent 

Samples T-Test showed that the total flavonoid content in the ethanol extract and 

the ethyl acetate fraction of lime leaves had a significant difference (p=0.000 

(p<0.05)). Statistical results of the inhibitory power of ethanol extract and ethyl 

acetate fraction were able to inhibit Salmonella typhi bacteria at a concentration of 

100% with an inhibition zone diameter of 10.4 mm and 12.63 mm in the resistant 

category which had a significant difference (p<0.05) with DMSO 10% negative 

control. These results were not equivalent to the positive control of 

chloramphenicol 30 g with an inhibition zone of 34.5 mm. 

 

Key words : Lime leaf, Flavonoid, Antibacterial, Salmonella typhi 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang 

Flavonoid merupakan senyawa metabolit sekunder. Flavonoid dapat 

diperoleh melalui proses ekstraksi yang merupakan suatu kegiatan yang dilakukan 

untuk menarik kandungan kimia yang dapat larut agar terpisah dari bahan yang 

tidak dapat larut dengan pelarut cair (Depkes RI, 2000). Flavonoid termasuk 

golongan terbesar senyawa fenol alam dan merupakan senyawa polar karena 

mempunyai gugus hidroksil, sehingga akan larut dalam pelarut polar seperti 

metanol dan etanol. Senyawa flavonoid umumnya terdapat dalam tumbuhan, terikat 

pada gula sebagai glikosida dan aglikon (Sukadana, 2010). 

Salah satu tanaman di Indonesia yang memiliki kandungan flavonoid yaitu 

daun jeruk nipis (Citrus aurantiifolia (Christm. & Panz.) Swingle.). Daun jeruk 

nipis mengandung senyawa bioaktif seperti alkaloid, polifenol, saponin, tanin, 

flavonoid dan triterpenoid (Afrina, 2016). Flavonoid memiliki efek farmakologis 

sebagai antioksidan, antimikroba,  antihipertensi, antiinflamasi serta mengobati 

gangguan pada fungsi hati.  

Salmonella typhi merupakan golongan bakteri Gram negatif. Salmonella 

typhi dapat menyebabkan penyakit demam tipoid. Bakteri ini masuk melalui mulut 

kemudian menuju ke saluran cerna. Pengobatan pada penyakit demam tipoid pada 

umumnya menggunakan obat antibiotik sintetik seperti kloramfenikol, ampisilin 

dan kotrimoksazol namun, karena memiliki banyak efek samping maka pengobatan 
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dikembangkan melalui pengobatan bahan alam (Marhamah, 2010). Penelitian 

sebelumnya menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun jeruk nipis pada konsentrasi 

20% efektif sebagai antimikroba dalam membunuh bakteri Gram-negatif, 

diantaranya Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeroginosa, Serratia 

marcescens, Klebsiella pneumoniae dan juga dapat membunuh bakteri Gram-

positif, diantaranya Bacillus cereus, Enterobacter faecalis, dan Staphylococcus 

aureus serta memiliki daya hambat minimum pada bakteri rata-rata adalah 0,25% 

(Reddy, dkk., 2012). Ekstrak air daun jeruk nipis (Citrus aurantiifolia (Christm. & 

Panz.) Swingle.) dapat menghambat pertumbuhan bakteri Salmonella typhi dan 

Escherchia coli dengan berbagai konsentrasi. Konsentrasi yang paling baik dalam 

menghambat pertumbuhan bakteri adalah 25% dengan nilai hambat 11,25 mm dan 

12,33 mm (Abubakar, 2018). 

Pengembangan obat dengan bahan alam pada saat ini tidak hanya pada 

ekstrak saja melainkan dapat dikembangkan pada fraksi. Pengembangan obat pada 

fraksi dapat dilakukan dengan cara memisahkan senyawa-senyawa yang hanya 

memiliki aktivitas saja hal ini disebabkan karena pelarut yang digunakan sesuai 

dengan tingkat polaritasnya (Sarker, dkk., 2006). Penelitian sebelumnya 

menunjukkan senyawa flavonoid dari fraksi etil asetat daun jeruk nipis dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri Gram negatif Escherchia coli  sebesar 12,21 mm 

pada konsentrasi 2000µg/disk. Fraksi etil asetat memiliki sifat semi polar sehingga 

dapat menarik senyawa flavonoid (Andini, 2018). 

Flavonoid merupakan salah satu senyawa yang memiliki kemampuan untuk 

menghambat pertumbuhan bakteri (Kharismayanti, 2015). Kuersetin termasuk 
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senyawa flavonoid yang terdapat pada daun jeruk nipis (Citrus aurantiifolia 

(Christm. & Panz.) Swingle.) golongan flavonol yang paling banyak dan 

merupakan senyawa yang paling aktif (Amic, 2003). Penetapan kadar flavonoid 

total dilakukan menggunakan spektrofotometri UV-Vis dengan metode kolorimertri 

AlCl3 yaitu dengan menggunakan pereaksi AlCl3 yang akan membentuk kompleks 

tahan asam antara gugus hidroksi dengan keton yang berdekatan dan membentuk 

kompleks tidak tahan asam dengan gugus ortohidroksi pada flavonoid, sehingga 

pereaksi AlCl3 digunakan untuk mendeteksi gugus flavon dan flavonol pada 

senyawa flavonoid (Cahyadi, dkk., 2014). Hasil penelitian Hindun., dkk (2017) 

menyatakan bahwa kadar flavonoid total pada ekstrak metanol daun jeruk nipis 

sebesar 0,467% b/b.  

Penetapan kadar flavonoid total memiliki hubungan dengan aktivitas 

antibakteri karena flavonoid mempunyai kemampuan berinteraksi dengan DNA 

bakteri dan menghambat fungsi membran sitoplasma bakteri dengan mengurangi 

fluiditas dari membran dalam dan membran luar sel bakteri (Sudirnan, 2014). 

Semakin besar kadar flavonoid maka zona hambat pertumbuhan bakteri yang 

dihasilkan akan semakin besar (Elia, dkk., 2020).  Maka berdasarkan uraian latar 

belakang masalah, perlu dilakukan penelitian mengenai hubungan penetapan kadar 

flavonoid total ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun jeruk nipis (Citrus 

aurantiifolia (Christm. & Panz.) Swingle.) dilanjutkan dengan uji aktivitas 

antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri Salmonella typhi. 
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B. Rumusan Masalah 

1. Berapa kadar flavonoid total ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun jeruk 

nipis (Citrus aurantiifolia (Christm. & Panz.) Swingle.) dengan metode 

kolorimetri AlCl3? 

2. Apakah ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun jeruk nipis memiliki 

aktivitas antibakteri terhadap bakteri Salmonella typhi? 

3. Apakah konsentrasi dari ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun jeruk nipis 

yang memiliki kemampuan dalam menghambat bakteri Salamonella typhi 

setara dengan kontrol positif Chloramphenicol? 

 

C. Tujuan Penelitian 

1. Untuk mengetahui kadar flavonoid total yang terdapat pada ekstrak etanol 

dan fraksi etil asetat daun jeruk nipis. 

2. Untuk membuktikan aktivitas antibakteri ekstrak etanol dan fraksi etil asetat 

daun jeruk nipis dapat menghambat pertumbuhan bakteri Salmonella thypi. 

3. Membandingkan kemampuan ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun jeruk 

nipis penghambatannya setara dengan kontrol positif Chloramphenicol.  

 

D. Manfaat Penelitian 

1. Dapat mengetahui kadar flavonoid total yang terdapat pada ekstrak etanol dan 

fraksi etil asetat daun jeruk nipis. 
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2. Dapat mengetahui kemampuan antibakteri dari ekstrak etanol dan fraksi etil 

asetat daun jeruk nipis sehingga dapat menambah sumber data ilmiah atau 

rujukan bagi penelitian selanjutnya dalam bidang kesehatan dalam upaya 

perkembangan obat tradisional. 

3. Mendapatkan informasi pemanfaatan tanaman sebagai bahan baku obat yaitu 

dari tanaman daun jeruk nipis yang berfungsi sebagai antibakteri. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

A. Desain Penelitian 

Desain penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

penelitian eksperimental mengenai penetapan kadar flavonoid total ekstrak 

etanol dan fraksi etil asetat daun jeruk nipis (Citrus aurantiifolia (Christm. 

& Panz.) Swingle.) dan aktivitas antibakteri terhadap Salmonella typhi. 

 

B. Alat dan Bahan 

1. Alat 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah timbangan 

analitik (Acis BC 500), spatula, blender (Philips), rotary evaporator 

(IKA HB 10 basic), bejana maserasi (Maxi), waterbath (WNB), cawan 

porselin (herma), tabung reaksi (herma), corong pisah (pyrex), 

mikropipet (pyrex), cawan petri steril (pyrex), jarum ohse, korek api, 

gelas ukur (pyrex), beaker gelas (pyrex), labu ukur (pyrex), pipet 

volume (pyrex), spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV mini-1240), 

silica gel GF 254 (ABM), chamber (herma), penutup chamber (herma), 

lampu UV 254 nm dan 366 nm (Acis BC 500), rak tabung reaksi 

(Mitra), botol semprot (exsi), kapas lidi steril, ayakan 40 mesh, pipet 

tetes, eppendorf, oven, autoklaf, inkubator, tabung reaksi, blank disk, 

jangka sorong. 
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2. Bahan  

Bahan yang digunakan untuk penelitian ini adalah daun jeruk nipis 

(Citrus aurantiifolia (Christm. & Panz.) Swingle.), bakteri uji 

Salmonella typhi berasal dari biakan bakteri murni yang ada di 

Laboraturium STIKES Nasional. Bahan kimia yang digunakan yaitu 

pelarut n-heksan (E. Merck), etil asetat (E. Merck), etanol 70% 

(Medika), kuersetin (Alrich Chemist), antibiotik chloramphenicol, 

spiritus, blank paper disk, aquadest (Medika), pelarut DMSO 10%, 

metanol p.a (Medika), asam sulfat pekat, pereaksi mayer, pereaksi 

dragendoft, pereaksi mayer, asam asetat galsial (Chemist), FeCl₃ 10% 

(E. Merck), AlCl₃ 10% (E. Merck), serbuk magnesium (E. Merck), 

HCl pekat (E. Merck), HCl 1 N (E. Merck), HCl 5M (E. Merck), 

larutan H₂SO₄ (Merck), asetat anhidrat (E. Merck), cat Gram A, cat 

Gram B, cat Gram C, cat Gram D, NaCl 0,9%, reagen kovack, KOH 

40%, HCl (E. Merck), BHI, minyak emersi, alkohol mikroskop. Bahan 

media yang digunakan NA (Nutrien Agar), MC (Mac Conkey), Caso, 

Sulfide Indol Motilitas (SIM), TSIA (Triple Sugar Iron Agar), Citrat, 

Urea, PAD (Phenil Alanin Diaminase), Glukosa, Manitol, Maltosa, 

Laktosa, Sukrosa. 
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C. Variabel Penelitian 

Variabel yang digunakan dalam penelitian ini adalah: 

1. Variabel bebas dalam penelitian ini adalah seri konsentrasi dari ekstrak 

etanol dan fraksi etil asetat daun jeruk nipis (Citrus aurantiifolia 

(Christm. & Panz.) Swingle.). 

2. Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah kadar flavonoid total 

dan aktivitas antibakteri ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun jeruk 

nipis terhadap Salmonella typhi. 

3. Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah kualitas bahan, 

penetapan waktu kestabilan serapan, media pertumbuhan bakteri, 

bakteri Salmonella typhi, lama inkubasi dan suhu inkubasi. 

 

D. Definisi   Operasional Variabel 

Devinisi operasional yang digunakan dalam penelitian ini adalah: 

1. Ekstrak etanol daun jeruk nipis adalah ekstrak yang diperoleh dari 

simplisia daun jeruk nipis dengan metode maserasi menggunakan 

pelarut etanol. 

2. Fraksinasi merupakan proses pemisahan senyawa berdasarkan tingkat 

kepolaran. Fraksi etil asetat daun jeruk nipis (Citrus aurantiifolia 

(Christm. & Panz.) Swingle.) diperoleh dari partisi (ekstraksi cair-cair) 

ekstrak etanol daun jeruk nipis yang dilarutkan dengan akuades 

menggunakan pelarut berturut-turut n-heksan dan etil asetat dengan 

perbandingan (1:1) difraksinasi menggunakan corong pisah. 
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3. Penetapan kadar flavonoid total dengan menggunakan larutan baku 

induk kuersetin. Kadar flavonoid total merupakan kadar flavonoid 

dalam sampel yang dinyatakan sebagai ekuivalen kuersetin (QE). 

Kadar flavonoid total didapatkan dari perhitungan menggunakan 

rumus total flavonoid, dimana kadar flavonoid dalam sampel (sumbu 

x) diketahui dengan memasukkan absorbansi sampel ke dalam (sumbu 

y) pada persamaan regresi linear kuersetin. 

4. Diameter zona hambat pertumbuhan bakteri Salmonella typhi adalah 

diameter zona radikal di mana bakteri tersebut tidak tumbuh di sekitar 

blank disc yang ditandai dengan adanya daerah bening yang diukur 

dengan satuan milimeter. Hasil tersebut dapat dilihat setelah diinkubasi 

selama 24 jam pada suhu 37ºC.  

5. Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun jeruk nipis dikatakan 

memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Salmonella typhi jika 

hasil diameter zona hambatnya berbeda bermakna dengan diameter 

zona hambat dari kontrol negatif yaitu DMSO 10%. 

6. Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun jeruk nipis dikatakan 

memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Salmonella typhi yang 

setara dengan kontrol positif chloramphenicol 30 µg jika menunjukkan 

hasil interpretasi sensibilitas pada CLSI.  
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E. Jalannya Penelitian 

1. Determinasi tanaman jeruk nipis 

Tahap pertama dalam penelitian ini adalah memastikan kebenaran 

tanaman jeruk nipis berkaitan dengan ciri-ciri morfologisnya yang ada 

pada tanaman jeruk nipis. Determinasi tanaman jeruk nipis dilakukan 

di Laboratorium Biologi Fakultas MIPA Universitas Muhammadiyah 

Surakarta. 

2. Persiapan bahan 

Daun jeruk nipis (Citrus aurantiifolia (Christm. & Panz.) Swingle.) 

ini adalah daun jeruk nipis berasal dari tanaman yang tumbuh di Desa 

Kemasan, Kartasura Sukoharjo. Teknik pengambilan daun yaitu 

memetik pada sore hari dengan mengambil daun yang tua, berwarna 

hijau, daun yang utuh serta tidak berlubang atau sobek-sobek. Daun 

diambil pada urutan ke empat sampai ke tujuh tiap ranting dari pucuk. 

Daun jeruk nipis yang telah dikumpulkan dibersihkan dari 

pengotor, selanjutnya dicuci di bawah air mengalir sampai bersih 

kemudian ditiriskan. Daun jeruk nipis tersebut selanjutnya dikeringkan 

dengan pengeringan kombinasi sinar matahari dan oven. Daun dijemur 

dibawah sinar matahari dengan cara ditutup kain hitam hingga daun 

layu, lalu dilanjutkan dengan pengeringan dalam oven pada suhu 

50±3°C untuk mendapatkan simplisia kering yang ditandai dengan 

daun ketika di remas akan remuk. Daun yang telah dikeringkan 
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kemudian dihaluskan dengan blender kemudian diayak menggunakan 

saringan berukuran 60 mesh (Wicaksono dan Ulfah, 2017). 

3. Pembuatan ekstrak etanol daun jeruk nipis 

Ekstrak daun jeruk nipis dibuat dengan mengekstraksi 500,0 gram 

serbuk daun jeruk nipis dalam bejana maserasi dengan pelarut etanol 

70% sebanyak 3750,0 mL dengan perbandingan 1:7,5 yaitu 1 bagian 

simplisia dimasukkan dalam 7,5 bagian penyari, didiamkan selama 3 

hari dengan dilakukan pengadukan 1 kali dalam sehari. Hasil maserat 

disaring dengan kain flanel kemudian residu kembali dengan 1250,0 

mL etanol didiamkan selama 1 hari. Hasil maserat yang diperoleh dari 

maserasi tahap pertama dan kedua disaring dan dipekatkan dengan 

vacum rotary evaporator yang diatur kecepatan putaran 200 rpm 

dengan suhu 50°C dilanjutkan dengan penguapan di atas penangas air, 

hingga diperoleh ekstrak kental daun jeruk nipis (Wicaksono dan 

Ulfah, 2017). 

4. Pembuatan fraksi daun jeruk nipis  

Ekstrak kental daun jeruk nipis difraksinasi menggunakan pelarut 

yang memiliki kepolaran berbeda. Sebelumnya 30 gram ekstrak daun 

jeruk nipis dilarutkan dengan aquadest hangat sebanyak 300 mL, 

diaduk sampai homogen. Ekstrak dimasukkan ke dalam corong pisah, 

difraksinasi secara bertingkat dengan ekstraksi cair-cair. Fraksinasi 

menggunakan pelarut non polar yaitu n-heksan sebanyak 50 mL 

dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali, diperoleh fraksi n-heksan dan 
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residu air. Selanjutnya residu air difraksinasi menggunakan pelarut 

semi polar yaitu etil asetat sebanyak 50 mL, pisahkan fraksi etil asetat. 

Fraksinasi dilakukan hingga didapatkan larutan bening dengan 

menggunakan 50 mL pelarut untuk sekali penyarian, dengan tujuan 

mengoptimalkan pemisahan senyawa. Hasil fraksi etil asetat 

dievaporasi menggunakan rotary evaporator, kemudian dipekatkan 

dengan penangas air hingga diperoleh fraksi etil asetat kental 

(Muthmaina dkk, 2017). 

5. Penapisan fitokimia  

a. Pembuatan larutan uji fitokimia 

Pembuatan larutan uji fitokimia untuk skrining fitikimia 

dengan melarutkan 250 mg ekstrak etanol 70% dan fraksi etil 

asetat daun jeruk nipis dalam 25 mL etanol 70% (Susanti, dkk., 

2013). 

b. Flavonoid 

Larutan uji sebanyak 1,0 mL diuapkan, ditambahkan 1,0 

mL etanol 70%, kemudian sedikit serbuk magnesium dan 2,0 

mL HCl 5M. Warna merah hingga merah lempuyang 

menunjukkan adanya senyawa flavonol, flavonon, flavonolol, 

dan dihidroflavonol (Hanani, 2017). 

c. Alkaloid  

Larutan uji sebanyak 2 mL diuapkan diatas cawan porselin 

hingga diperoleh residu. Residu kemudian dilarutkan dengan 5 
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mL HCl. Larutan yang didapat dibagi ke 3 tabung lalu diujikan 

dengan uji Mayer (+ endapan putih) dan uji Dragendroff (+ 

endapan merah kecoklatan) (Alamsyah, 2014). 

d. Saponin 

Larutan uji sebanyak 10 mL dalam tabung reaksi dikocok 

vertikal selama 10 detik kemudian dibiarkan selama 10 detik. 

Pembentukan busa setinggi 1-10 cm yang stabil selama tidak 

kurang dari 10 menit menunjukkan adanya saponin. Pada 

penambahan 1 tetes HCl 2N, busa tidak hilang (Susanti, dkk., 

2013). 

e. Tanin 

Larutan uji sebanyak 1 mL direaksikan dengan larutan 

FeCl₃ (+ warna biru kehitaman) (Simaremare, 2014). 

f. Terpenoid dan steroid 

Larutan uji sebanyak 2 ml diuapkan dalam cawan penguap. 

Residu dilarutkan dengan 0,5 mL kloroform, ditambahkan 0,5 

mL asam asetat anhidrat dan 2 mL asam sulfat pekat melalui 

dinding tabung. Terbentuknya cincin kecoklatan atau violet 

pada perbatasan larutan menunjukkan adanya triterpenoid, 

sedangkan bila muncul cincin hijau kebiruan menunjukkan 

adanya steroid (Susanti, dkk., 2013). 
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6. Uji bebas etanol  

Ekstrak sebanyak 0,5 g ditambah 2,0 mL asam asetat dan 2,0 mL 

H₂SO₄, kemudian dipanaskan. Reaksi positif bebas etanol ditunjukkan 

dengan tidak tercium bau ester wangi, artinya masih ada kandungan 

etanol yang mengalami esterifikasi (Scrool, 1998). 

7. Pengujian pendahuluan flavonoid secara KLT  

Ekstrak etanol daun jerik nipis, fraksi etil asetat daun jeruk nipis 

dan pembanding kuersetin yang telah dilarutkan dengan etanol, 

ditotolkan bersama-sama pada lempeng kromatografi lapis tipis (KLT) 

dengan fase diam silika gel GF 254 nm dan fase gerak etil 

asetat:metanol (3:1). Bercak kromatogram (noda) yang dihasilkan 

diamati dengan penampak noda sinar ultraviolet 245 nm dan 366 nm, 

kemudian disemprot dengan AlCl₃ 5%. Bercak dengan fluoresensi 

warna kuning menunjukkan adanya flavonoid (Markham, 1988). 

8. Penetapan kadar flavonoid 

a. Pembuatan reagen untuk penetapan kadar flavonoid total 

1. Pembuatan larutan AlCl₃ 10% . 

Serbuk AlCl₃ sebanyak 5,0 gram ditimbang dan 

dimasukkan ke dalam beaker glass kemudian dilarutkan dengan 

sebagian akuades hingga larut sempurna, dimasukkan ke dalam 

labu ukur 50,0 mL dan ditambahkan akuades hingga tanda batas. 
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2. Pembuatan Asam asetat 5%  

Asam asetat ditimbang sebanyak 5,0 gram diukur dan 

dimasukkan ke dalam beaker glass kemudian dilarutkan dengan 

sebagian akuades hingga larut sempurna, dimasukkan labu ukur 

100,0 mL ditambahkan akuades hingga tanda batas (Depkes RI, 

1995). 

3. Pembuatan larutan blangko 

Alumunium klorida 10% sebanyak 1,0 mL ditambahkan 8,0 

mL asam asetat 5% ke dalam labu ukur 10,0 mL dan ditambahkan 

etanol 70% hingga tanda batas. 

4. Pembuatan larutan baku induk kuersetin 1000 ppm 

Larutan baku induk 1000 ppm dibuat dengan cara 

menimbang 25,0 mg kuersetin dan dilarutkan dengan etanol 70% 

hingga volume sampai 25,0 mL (Sari, dkk., 2019). 

5. Pembuatan larutan baku kuersetin 100 ppm 

Konsentrasi 1000 ppm dipipet 1,0 mL ditambahkan etanol 

70% ke dalam labu ukur 10 mL hingga tanda batas dan didapatkan 

konsentrasi 100 ppm (Sari, dkk., 2019). 

b. Penentuan Operating Time (OT) 

Larutan kuersetin 100 ppm diambil sebanyak 1,0 mL 

ditambahkan dengan 1,0 mL AlCl₃ 10% dan 8,0 mL asam asetat 

5%. Larutan tersebut diukur absorbansinya dengan interval waktu 
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tiap menit pada panjang gelombang teoritis 414 nm hingga 

diperoleh absorbansi yang stabil (Anna dan Noverda, 2017). 

c. Penetapan panjang gelombang maksimum kuersetin 

Larutan  kuersetin 100 ppm diambil sebanyak 1,0 mL lalu 

direaksikan dengan 1,0 mL AlCl₃ 10% dan 8,0 mL asam asetat 5% 

didiamkan selama operating time. Lakukan pembacaan dengan 

spektrofotometri UV-visible pada panjang gelombang 350-450 nm 

(Das, dkk., 2019). 

d. Pembuatan kurva baku kuersetin 

Larutan baku induk kuersetin 1000 ppm, kemudian dipipet 

sebanyak 0,2 mL; 0,3 mL; 0,4 mL; 0,5 mL; 0,6 mL dan 

ditambahkan etanol 70% sampai volumenya 5 mL sehingga 

diperoleh konsentrasi yaitu 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm, 100 ppm, 

dan 120 ppm. Masing-masing konsentrasi dari seri baku kuersetin 

dipipet 1,0 mL, kemudian ditambahkan 1,0 mL AlCl3 10% dan 8,0 

mL asam asetat 5%, didiamkan selama operating time. Absorbansi 

ditentukan menggunakan metode spektrofotometri Uv-Vis pada 

panjang gelombang maksimum yang diperoleh (Sari & 

Ayuchecaria, 2017). 

e. Penetapan kadar flavonoid total 

Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun jeruk nipis 

masing-masing ditimbang 100,0 mg dilarutkan dengan 100,0 mL 

etanol 70% kemudian diambil 1,0 mL larutan ekstrak etanol dan 
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fraksi etil asetat dilarutkan 1,0 mL AlCl₃, 8,0 mL asam asetat 5% 

sampel didiamkan selama  operating time. Absorbansi ditentukan 

menggunakan metode spektrofotometri Uv-Vis pada panjang 

gelombang maksimum yang diperoleh (Sari & Ayuchecaria, 2017). 

9. Sterilisasi alat dan bahan 

Alat dan bahan untuk pemeriksaan mikrobiologi terlebih dahulu 

disterilkan sebelum digunakan untuk menghindari terjadinya 

kontaminasi dalam pengujian. Pertama, alat-alat yang akan digunakan 

didetoks terlebih dahulu lalu dikeringkan. Selanjutya alat yang telah 

didetoksifikasi bersama dengan bahan media disterilisasi 

menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit. Alat-alat 

yang disterilkan menggunakan autoklaf biasanya alat-alat yang terbuat 

dari kaca seperti tabung reaksi, erlenmeyer dan cawan petri. Alat yang 

lain dapat disterilisasi dengan dipijarkan pada lampu bunsen atau 

dicelupkan ke dalam alkohol 70% dan dilewatkan di api bunsen 

(Kulla, 2016). 

10. Karakterisasi bakteri 

a. Pewarnaan Gram 

1) Disiapkan objek glass yang bersih, kering, dan bebas lemak. 

2) Diambil 1-2 ohse sampel bakteri Salmomella typhi, secara 

aseptis kemudian diratakan pada objek glass. 

3) Preparat dikering anginkan lalu difiksasi di atas nyala api 

kemudian dikering anginkan. 



42 
 

 
 

4) Preparat ditetesi dengan cat Gram A Kristal Violet. Dibiarkan 

selama 1 menit. Zat warna dibuang dan dicuci dengan air 

mengalir. 

5) Preparat ditetesi dengan cat Gram B lugol iodine. Dibiarkan 

selama 1 menit. Zat warna dibuang dan dicuci dengan air 

mengalir. 

6) Preparat ditetesi dengan cat Gram C alkohol. Dibiarkan selama 

30 detik lalu segrera dibuang. 

7) Preparat ditetesi dengan cat Gram D safranin. Dibiarkan selama 

1 menit. Zat warna dibuang dan dicuci dengan air mengalir. 

8) Preparat dikeringkan. 

9) Diamati dibawah mikroskop dengan perbesaran lensa objektif 

100×. 

10) Dicatat hasil pengamatan. 

b. Inokulasi bakteri pada media Mac Conkey 

1) Kuman yang telah digoreskan pada media Mac Conkey Agar 

(MCA) diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. 

2) Diamati pertumbuhan koloni pada media. 

3) Hasil pertumbuhan koloni dicatat. 

c. Uji biokimia 

1. Uji (Sulfide Indole Motility) SIM (Dwinna, dkk., 2016) 
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a. Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri dari media ke 

tryptophan broth, diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 

jam. 

b. Indol : ditambah 3-4 tetes reagen kovack melalui dinding 

tabung reaksi. Uji indol positif, ditandai dengan 

terbentuknya cincin merah. 

c. Motil : hasil positif jika terdapat pertumbuhan yang 

menyebar disekitar tusukan atau pada permukaan media 

atau media menjadi keruh. 

d. H₂S : hasil positif ditandai dengan terbentuknya warna 

hitam pada media 

2. Uji  (Methyl Red) MR 

a. Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri ke media MR, 

diinokulasikan pada suhu 37°C selama 24 jam. 

b. Ditambah 2-3 tetes reagen MR. MR positif, jika terbentuk 

warna merah pada media. 

3. Uji (Voges Proskauer) VP 

a. Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri ke media VP, 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. 

b. Ditambah 10 tetes reagen Barried dan 3-4 tetes KOH 40%. 

c. Uji VP positif, jika terbentuk warna pada media. 
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4. Uji (Kigler Inron Agar/Triple Sugar Iron Agar ) KIA/TSIA 

Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri ke media 

TSIA diambil 1 ose dan ditanam dengan cara digores pada 

lereng media dan ditusukan sampai dasar media, diinkubasi 

pada suhu 37°C selama 24 jam. 

5. Citrat 

Biakan bakteri diinokulasi pada media dengan cara 

inokulasi tusukan dan gores kemudian diinkubasi selama 24 

jam pada suhu 37°C. Hasil positif ditandai dengan 

terbentuknya warna biru pada media. 

6. Urea 

Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri ke media, 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Hasil uji urease 

fermen positif ditandai dengan berubahnya warna media 

menjadi merah. 

7. Uji (Phenil Alanin Diaminase) PAD 

Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri ke media, 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Hasil positif 

ditandai dengan warna hijau pada media setelah ditambahkan 

HCl 0,1 N sampai media berwarna kuning dan ditambahkan 5 

tetes FeCl₃ 10%. 
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8. Fermentasi karbohidrat 

Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri ke media, 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Gula-gula positif 

ditandai dengan media berwarna kuning. Adanya indikator 

Phenol Red akan menyebabkan media menjadi kuning. Gas (+) 

ditandai dengan kosongnya tabung durham. 

11. Pembuatan suspensi bakteri 

Bakteri dari hasil uji biokimia khas yaitu pada media TSIA dibuat 

suspensi bakteri dengan menggunakan larutan NaCl fisiologi. Dengan 

cara koloni bakteri diambil lima ohse bakteri uji Salmonella typhi 

kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 10mL NaCl 

0,9%, lalu dikocok sampai homogen. Kekeruhan suspensi bakteri 

tersebut lalu dibandingkan dengan standar Mac Farland 0,5 

(Handayani, 2016). 

12. Uji antibakteri ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun jeruk 

nipis terhadap bakteri uji 

Media agar NA yang telah disterilkan dimasukkan ke dalam cawan 

petri steril masing-masing sebanyak 10 mL dan dibiarkan memadat 

pada suhu kamar. Media tersebut ditambahkan dengan 100  L 

suspensi bakteri uji dan diratakan dengan menggunakan kapas lidi 

steril sampai rata. Medium didiamkan selama 10 menit pada suhu 

kamar agar suspensi biakan terdifusi ke dalam media. Kertas cakram 

steril dengan diameter 6 mm diteteskan ekstrak etanol dan fraksi etil 
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asetat daun jeruk nipis (Citrus aurantiifolia) sebanyak 30  L dengan 

masing-masing konsentrasi yaitu 25%, 50%, 75% dan 100%, 

kemudian diletakkan pada media agar padat yang telah ditetesi 100  L 

suspensi bakteri uji. DMSO 10% sebagai kontrol negatif, dan kertas 

cakram chloramphenicol 30 µg sebagai kontrol positif, kemudian 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam dan setelah diinkubasi 

diukur zona hambat yang terbentuk yang ditandai dengan adanya zona 

bening kemudian diameter diukur menggunakan jangka sorong. 

Pengujian dilakukan sebanyak 3 kali replikasi (Prayoga, 2013). 

 

F. Analisis Hasil 

1. Perhitungan rendemen  

Ekstrak etanol dan fraksi etik asetat yang diperoleh kemudian dihitung 

rendemennya dengan rumus: 

%Rendemen = 
                    

                
      

2. Analisis kualitatif flavonoid 

Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat dan jeruk nipis dianalisis 

dengan pereaksi warna dan KLT. Uji reagen dengan etanol dan serbuk 

Mg ditambah dengan HCl jika berwarna merah lembayung makan 

positif mengandung flavonoid. Pengujian flavonoid menggunakan 

KLT, noda diamati dengan penampak noda sinar ultraviolet 254 nm 

dan 366 nm. Flavonoid dengan KLT diidentifikasi dengan 

penyemprotan AlCl₃ yang akan memberikan warna kuning, diukur 
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nilai Rf noda pada masing-masing sample standar kuersetin (Hanani, 

2017). 

3. Perhitungan regresi linier 

Kadar flavonoid dihitung menggunakan persamaan linier 

berdasarkan kurva baku hasil pembacaan spektrofotometer UV-Vis. 

Data absorbansi diperoleh dari pengukuran dimasukkan ke dalam 

persamaan regresi linier sebagai y dan nilai x sebagai konsentrasi 

larutan baku. 

Persamaan regresi linier dinyatakan dengan: y = bx + a 

Keterangan : y = absorbansi 

 x = konsentrasi (ppm) 

 b = slope 

 a = intersep 

4. Perhitungan koefisien variasi (KV) 

Data penetapan kadar flavonoid total tiap replikasi pada masing-

masing proses ekstraksi dan fraksi etil asetat dihitung nilai koefisien 

variasi. Koefisien variasi (KV) digunakan untuk mengetahui 

kesesuaian analisis satu dengan hasil analisis lain dari suatu seri 

pengukuran yang diperoleh dari sampling acak secara berulang dari 

sampel homogennya. Koefisien variasi yang baik adalah kurang dari 

2% (Snyder dan Kirkland, 2010). 

%KV = 
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5. Standar uji sensitivitas antibakteri 

 

Antibiotik 

 

Konsentrasi 

Interpretasi Sensibilitas  

Keterangan Sensitif Intermediet Resisten 

Chloramphenicol 

(cl) 

30µg ≥ 18 13-17 ≤ 12 Salmonella 

typhi 

Sumber: Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2019 

Tabel 1. Standar Sensitivitas Antibakteri 

6. Uji statistika  

Uji analisis statistika kadar flavonoid total ekstrak etanol dan fraksi 

etil asetat daun jeruk nipis dengan menggunakan uji Independent T test 

digunakan untuk menguji rata-rata anatara dua kelompok independen, 

sehingga uji ini digunakan untuk mengetahui adanya perbedaan kadar 

flavonoid total yang signifikan antara sampel ekstrak etanol dan fraksi 

daun jeruk nipis (Riyanto, 2011). 

Aktivitas antibakteri dari ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun 

jeruk nipis terhadap bakteri Salmonella typhi data diameter zona 

hambatnya dapat dilihat dari hasil uji statistika One Way Anova 

menggunakan aplikasi SPSS. Uji ANOVA dilakukan atas dasar asumsi 

bahwa data terdistribusi normal dan varian data homogen. Jika p<0,05 

(ada beda nyata) pada uji ANOVA, maka analisis dilanjutkan uji 

Duncan. Jika p<0,05 (tidak ada beda nyata) pada Homogencity of 

Variance variasi data tidak homogen, maka analisis dilanjutkan dengan 

uji non parametrik K-Independent sampel (Febrianasari, 2018). 
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G. Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. Bagan pembuatan ekstrak dan fraksi daun jeruk nipis serta 

penetapan kadar Flavonoid Total 
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Gambar 6. Bagan uji aktivitas antibakteri 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

A.  Kesimpulan 

Hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa 

1. Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun jeruk nipis memiliki rata-rata 

kadar flavonoid total sebesar 1,0324 %QE dan 1,2702%QE. Kadar 

flavonoid total dari ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun jeruk nipis 

memiliki perbedaan signifikan p=0,000 (p<0,05) berdasarkan uji statistik 

menggunakan Independent Samples T-Test. 

2. Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat daun jeruk nipis pada semua 

konsentrasi mampu menghambat bakteri Salmonella typhi dengan 

diameter rata-rata sebesar 10,4 mm dan 12,63 mm (p=0,000), yang artinya 

data tersebut memiliki perbedaan bermakna dengan kontrol negatif DMSO 

10% (p<0,05). 

3. Kemampuan daya hambat bakteri Salmonella typhi dari sampel ekstrak 

etanol dan fraksi etil asetat daun jeruk nipis belum setara dengan kontrol 

positif chloramphenicol yang memiliki diamter rata-rata sebesar 34,5 mm. 

 

B. Saran 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut lagi mengenai kandungan flavonoid 

dalam bentuk sediaan serta melakukan isolasi senyawa aktif yang terdapat 

dalam daun jeruk nipis yang bertanggung jawab sebagai antibakteri. 
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