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[bookmark: _Toc202315167][bookmark: _GoBack]BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 [bookmark: _Toc202315168]Hasil Identifikasi Tumbuhan 
Hasil identifikasi tumbuhan buah keranji (Dialium indum L.) yang dilakukan di Herbarium Biologi FMIPA Universitas Syiah Kuala Banda Aceh. Indentifikasi tumbuhan ini bertujuan untuk memastikan kebenaran jenis buah keranji yang akan digunakan sebagai sampel penelitian. Berdasarkan hasil identifikasi yang telah dilakukan pada tanggal 27 Desember 2024 menunjukkan bahwa tumbuhan yang digunakan dalam penelitian ini adalah benar tumbuhan ini termasuk spesies Dialium indum L dengan suku Fabaceae. Hasil identifikasi dapat dilihat pada Lampiran 1.
4.2 [bookmark: _Toc202315169]Hasil Pemeriksaan Karakterisasi Simplisia
4.2.1 [bookmark: _Toc202315170]Makroskopik Simplisia Buah Keranji
Pemeriksaan makroskopik pada buah keranji (Dialium indum L.) dilakukan dengan pancaindera yang bertujuan untuk mendeskripsikan warna, bentuk, bau dan rasa. Hasil pemeriksaan makroskopik buah keranji (Dialium indum L.) dapat dilihat pada Tabel 4.1 berikut ini.
[bookmark: _Toc202225053]Tabel 4.1 Hasil Makroskopik Simplisia Buah Keranji
	No
	Parameter
	Hasil

	1.
	Bentuk
	Berbentuk polong yang kurang melingkar, pipih, pada lapisan luar terdapat serbuk daging, panjangnya 2 cm dan lebarnya 1,5 cm

	2.
	Warna
	Coklat

	3.
	Rasa
	Asam manis

	4.
	Bau
	Khas aromatik


Buah keranji memiliki biji yang dimana pada saat proses pengeringan biji dan daging buah keranji dipisahkan. Tujuannya yaitu supaya kadar air pada daging buah 
keranji dapart berkurang sehingga mampu menghambat pertumbuhan bakteri  atau jamur ketika disimpan dalam jangka waktu yang ditentukan. Penggilingan daging buah keranji yang sudah kering dilakukan supaya permukaan pada simplisia dapat menjadi lebih kecil dan pada saat proses penyarian dilakukan maka akan menjadi lebih optimal.
4.2.2 [bookmark: _Toc202315171]Pemeriksaan Mikroskopik
Pemeriksaan mikroskopik bertujuan untuk melihat atau mengamati fragmen dan jaringan yang terdapat didalam sampel yang diteliti. Hasil pemeriksaan mikroskopik pada serbuk buah keranji menunjukkan adanya fragmen parenkim, serabut sklerenkim, berkas pengangkut tipe tangga, sklerida, perikarpium. Hasil dapat dilihat pada Lampiran 13.
4.2.3 [bookmark: _Toc202315172]Pemeriksaan Karakterisasi Simplisia
Karakterisasi merupakan tahap awal dalam upaya pengendalian mutu simplisia, dengan tujuan memperoleh bahan baku yang homogen sehingga efek farmakologis tanaman dapat terjamin (BPOM, 2005). Beberapa parameter yang digunakan untuk menjamin mutu simplisia meliputi penentuan kadar air, kadar abu total, kadar abu tidak larut dalam asam, serta kadar sari yang larut dalam air dan etanol. Hasil karakterisasi simplisia dapat dilihat pada Tabel 4.2 berikut.
[bookmark: _Toc202225054]Tabel 4.2 Hasil Karakterisasi Simplisia
	No
	Parameter
	Hasil
	Syarat menurut
FHI Edisi II 2017
	Ket

	
	
	
	
	

	1.
	Kadar air
	2,66%
	10%
	MS

	2.
	Kadar sari larut air
	43,3%
	36,6%
	MS

	3.
	Kadar sari larut etanol
	60%
	30,4%
	MS

	4.
	Kadar abu total
	3,8%
	 5,6%
	MS

	5.
	Kadar abu tidak larut asam
	0,33%
	 0,5%
	MS


Keterangan:
≤   = Tidak lebih dari
≥	 = Tidak kurang dari
MS = Memenuhi Syarat
Penetapan kadar air bertujuan untuk menentukan jumlah maksimal kandungan air yang terdapat dalam simplisia. Kadar air yang terdapat dalam suatu bahan dapat dinyatakan dalam bentuk persen. Parameter ini digunakan untuk menetapkan jumlah minimum dari kandungan air yang diperbolehkan dalam bahan tersebut. Berdasarkan Tabel 4.2 hasil rata-rata penetapan kadar air yang diperoleh dalam sampel dinyatakan memenuhi syarat yaitu sebesar 2,66%, karena syarat yang ditetapkan tidak boleh lebih dari 10% (Kemenkes RI, 2022). Hal ini bertujuan untuk menghindari terjadinya pertumbuhan bakteri dan jamur secara cepat. Sejalan dengan penelitian Wandira (2023) menyatakan bahwa terdapat hubungan antara kadar air dengan lama pengeringan, di mana semakin lama proses pengeringan yang dilakukan, maka kadar air dalam bahan akan semakin menurun.
Penetapan kadar sari bertujuan untuk memberikan gambaran awal mengenai jumlah senyawa yang dapat larut atau terekstraksi dalam pelarut tertentu, tergantung pada tingkat polaritas masing-masing senyawa (Depkes RI, 2000). Parameter yang digunakan meliputi kadar sari larut dalam air dan etanol. Pada uji kadar sari larut air, penambahan kloroform dilakukan untuk mencegah pertumbuhan mikroorganisme, mengingat air merupakan medium utama bagi pertumbuhan mikroba (Latifa et al., 2022).
Berdasarkan  Tabel 4.2 menunjukkan bahwa hasil kadar sari larut air dan kadar sari larut etanol yang diperoleh dalam sampel dinyatakan memenuhi syarat yaitu sebesar 43,3% dan 60%, dimana menurut Farmakope Herbal Indonesia Edisi II 2017 menyatakan bahwa syarat kadar sari larut air yang ditetapkan tidak kurang dari 36,6%, sedangkan syarat kadar sari larut etanol yang ditetapkan tidak kurang dari 30,4% (Kemenkes RI, 2022). Nilai kadar sari larut etanol yang lebih tinggi disebabkan oleh dominannya senyawa non polar dalam buah keranji, sehingga lebih mudah diekstraksi dengan pelarut etanol. Senyawa yang terekstraksi dalam etanol meliputi flavonoid, glikosida, monoterpen, dan seskuiterpen, sementara pelarut air lebih efektif menarik senyawa seperti alkaloid, polifenol, tanin, dan saponin (Gunarti, 2017).
Hasil kadar abu total simplisia buah keranji pada Tabel 4.2 menunjukkan nilai sebesar 3,8% yang masih berada dalam batas yang ditetapkan, yaitu tidak melebihi 5,6% (Chandra et al., 2024). Pemeriksaan ini bertujuan untuk mendeteksi keberadaan senyawa anorganik atau mineral baik yang berasal dari bahan itu sendiri (internal) maupun yang berasal dari kontaminasi luar selama proses pengolahan (Hermawati et al., 2023). 
Langkah selanjutnya adalah melarutkan abu dalam 25 ml asam klorida selama 5 menit. Sisa abu yang tidak larut kemudian dikumpulkan dan dipijarkan kembali hingga mencapai bobot tetap, lalu dilakukan penimbangan. Hasil yang diperoleh sebesar 0,33% dimana masih berada di bawah batas maksimum yang ditetapkan yaitu 0,5% sehingga simplisia dinyatakan memenuhi syarat standar. Penetapan kadar abu tidak larut asam ini bertujuan untuk mengidentifikasi kandungan abu yang berasal dari kontaminan seperti pasir atau tanah. Zat-zat tersebut umumnya berasal dari senyawa oksida anorganik. Kadar abu total yang tinggi mengindikasikan adanya kandungan logam anorganik seperti kalsium (Ca), magnesium (Mg), besi (Fe), kadmium (Cd), dan timbal (Pb), yang sebagian besar kemungkinan berasal dari kontaminan. Karena logam berat dalam jumlah berlebih dapat membahayakan kesehatan, maka penetapan kadar abu total dan kadar abu tidak larut asam menjadi penting untuk memastikan bahwa kandungan logam-logam tersebut tidak melebihi batas aman yang telah ditentukan (Anggraeni, 2020).
4.3 [bookmark: _Toc202315173]Hasil Ekstrak Etanol Buah Keranji
Pada penelitian ini, serbuk simplisia buah keranji yang telah dihaluskan diekstraksi menggunakan metode maserasi. Prinsip kerja dari metode maserasi adalah pelarut akan menembus dinding sel tanaman dan mencapai ruang intraseluler yang mengandung senyawa aktif. Senyawa aktif ini kemudian larut ke dalam pelarut karena adanya perbedaan konsentrasi antara bagian dalam dan luar sel. Perbedaan konsentrasi tersebut mendorong larutan yang lebih pekat keluar dari sel ke dalam pelarut (Hujjatusnaini et al., 2021). Hasil rendemen ekstraksi buah keranji dapat dilihat pada Tabel 4.3.
[bookmark: _Toc202225055]Tabel 4.3 Hasil Ekstraksi Buah Keranji
	Bobot Simplisia Buah Keranji (gram)
	Bobot Ekstrak Etanol Buah Keranji (gram)
	Rendemen (%)
	Organoleptik Ekstrak Etanol Buah Keranji

	
	
	
	Bentuk
	Warna
	Bau

	500
	64,3961
	12,879
	Kental
	Jingga kecoklatan
	Aromatik


Pada metode maserasi dilakukan perendaman menggunakan pelarut yaitu etanol 96%, karena etanol bersifat semipolar, sehingga mampu melarutkan senyawa baik itu senyawa polar maupun non-polar. Proses maserasi dilakukan dengan mendiamkan campuran selama 5 hari dalam waktu 24 jam. Selama proses tersebut, sampel diaduk secara berkala setiap 24 jam menggunakan batang pengaduk untuk membantu tercapainya keseimbangan konsentrasi antara bagian dalam dan luar sampel. Pemilihan metode ini didasarkan pada beberapa keuntungana yaitu kemudahan dalam pelaksanaan dan tidak memerlukan pemanasan, risiko kerusakan atau degradasi senyawa aktif dalam sampel menjadi lebih kecil (Herdiansyah, 2023)
Setelah proses maserasi selesai, maserat yang dihasilkan disaring secara bertahap kemudian dipekatkan dengan menggunakan alat rotary evaporator. Berdasarkan Tabel 4.3 menunjukkan hasil yang diperoleh dari ekstrak kental yaitu sebanyak  64,3961 gram, dengan hasil perhitungan rendemen ekstrak buah keranji yaitu sebanyak 12,879%.  Hasil perhitungan rendemen dapat dikatakan baik apabila nilai rendemen ekstrak yang diperoleh yaitu tidak kurang 10% (Saerang et al., 2023). 
4.4 [bookmark: _Toc202315174]Hasil Skrining Fitokimia
Skrining fitokimia merupakan metode kualitatif yang dilakukan untuk mengetahui dan mengidentifikasi ada atau tidak adanya kandungan metabolit sekunder yang terkandung dalam buah keranji. Metabolit sekunder yang di periksa yaitu alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, triterpenoid/steroid dan glikosida. Hasil skrining fitokimia simplisia dan ekstrak dapat dilihat pada tabel 4.4 berikut ini.
[bookmark: _Toc202225056]Tabel 4.4 Hasil Skrining Fitokimia
	No.
	Parameter
	Hasil

	
	
	Simplisia
	Ekstrak

	1.
	Alkaloid
	+
	+

	2.
	Flavonoid
	+
	+

	3.
	Tanin
	+
	+

	4.
	Saponin
	+
	+

	5.
	Triterpenoid/steroid
	+
	+

	6.
	Glikosida
	+
	+


Keterangan: (+) : Mengandung golongan senyawa yang diperiksa
 		         (-) : Tidak mengandung golongan senyawa yang diperiksa
Berdasarkan Tabel 4.4 hasil skrining fitokimia pada ekstrak dan simplisia buah keranji (Dialium indum L.) menunjukkan bahwa ekstrak dan serbuk memiliki kandungan senyawa alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, triterpenoid dan glikosida yang ditandai dengan hasil positif setelah ditambahkan pereaksi ke dalam masing-masing tabung reaksi.
Adapun hasil pemeriksaan simplisia dan ekstrak etanol buah keranji dinyatakan positif mengandung alkaloid. Identifikasi alkaloid dilakukan dengan menggunakan 3 pereaksi, yaitu dragendorff, bouchardart, dan mayer. Hasil positif didapati pada ekstrak dan simplisia buah keranji menggunakan peraksi Dragendorff dengan membentuk endapan jingga, hal ini karena senyawa alkaloid akan bereaksi dengan tetraiodobismustat (III). Sementara pada pereaksi Mayer, ekstrak  dan simplisia menunjukkan hasil negatif dengan tidak membentuk endapan putih kuning, hal ini diduga karena ion tetraiodomerkurat (II) tidak bereaksi dengan alkaloid. Pada pereaksi Bouchardart, ekstrak dan simplisia dinyatakan positif dengan membentuk endapan coklat kehitaman. Endapan coklat kehitaman terbentuk atas ikatan kovalen kooridnasi antara ion logam K+ dengan alkaloid. Endapan coklat kehitaman yang terbentuk pada uji dengan pereaksi Bouchardat disebabkan oleh terbentuknya kompleks antara ion kalium dan senyawa alkaloid, yang kemudian mengalami pengendapan (Tidar et al., 2024). Hal ini menunjukkan bahwa pada pereaksi dragendrof dan bouchardat diperoleh hasil positif, sedangkan pada pereaksi meyer menunjukkan hasil negatif. Sejalan dengan penelitian Khasanah (2023) menyatakan bahwa didapat hasil pemeriksaan alkaloid dianggap positif bila didapat endapan 2 atau 3 dari pengujian.
Pada hasil pemeriksaan flavonoid untuk simplisia dan ekstrak etanol buah keranji menunjukkan hasil positif, yang ditandai dengan terbentuknya warna merah atau jingga pada lapisan amil alkohol. Flavonoid merupakan senyawa golongan fenol yang memiliki banyak gugus hidroksil (-OH), menjadikannya bersifat polar akibat perbedaan keelektronegatifan yang mencolok. Sifat polar ini mempermudah pelarutan flavonoid dalam pelarut polar seperti etanol, yang juga mengandung gugus hidroksil dan mampu membentuk ikatan hidrogen. Flavonoid banyak ditemukan dalam berbagai jenis buah, sayuran, dan minuman (Rahmah et al., 2023). Flavonoid diketahui memiliki beragam aktivitas biologis, antara lain sebagai antiinflamasi, antimikroba, antialergi, antioksidan, serta memiliki efek terhadap sistem vaskular dan aktivitas sitotoksik (Khasanah, 2023).  
Hasil uji saponin menunjukkan reaksi positif, ditandai dengan terbentuknya busa stabil dengan tinggi 1 cm pada simplisia dan 1,3 cm pada ekstrak setelah dikocok. Umumnya dinyatakan positif jika setelah penambahan HCl 2 N busa yang terbentuk tetap stabil. Senyawa saponin diketahui memiliki aktivitas antimikroba dan antitumor, sehingga berpotensi dimanfaatkan dalam pengembangan obat  (Astryna, 2024). 
Pemeriksaan tanin pada simplisia dan ekstrak menunjukkan hasil positif  ditandai dengan terbentuknya warna hijau kehitaman. Tanin merupakan senyawa polar karena mengandung gugus hidroksil (–OH). Sifat ini menyebabkan tanin bereaksi dengan pereaksi FeCl₃ membentuk warna biru tua atau hijau kehitaman (Larasati & Putri, 2023). Reaksi tersebut menunjukkan adanya senyawa tanin dalam ekstrak, di mana penambahan FeCl₃ akan memicu proses kompleksasi atau hidrolisis yang menghasilkan perubahan warna menjadi hijau kehitaman ditandai adanya tanin kondensasi. Sejalan dengan penelitian Nazirah (2023) dimana hasil saponin terbentuk warna hijau kehitaman yang menandakan tanin kondensasi saat penambahan FeCl3. 
Pengujian terhadap senyawa triterpenoid dan steroid dilakukan  menggunakan pereaksi Liebermann-Burchard. Uji ini memberikan hasil positif apabila terbentuk warna warna hijau kebiruan, maka menandakan adanya steroid dalam ekstrak. Pada pemeriksaan steroid/triterpenoid untuk ekstrak etanol buah keranji menunjukkan hasil positif mengandung triterpenoid ditandai dengan terbentuknya warna merah muda. Terbentuknya warna ini berkaitan dengan reaksi antara senyawa triterpenoid maupun steroid dengan asam sulfat pekat dalam pelarut asam asetat anhidrat. Reaksi ini memicu pembentukan ikatan rangkap akibat pengaruh gugus asetil, yang menyebabkan pelepasan atom hidrogen beserta elektronnya. Proses tersebut menciptakan karbokation melalui mekanisme resonansi dan berlangsung melalui reaksi adisi elektrofilik. Pelepasan elektron dan hidrogen ini memperluas sistem konjugasi (Qomaliyah et al., 2023) sehingga warna yang dihasilkan antara triterpenoid dan steroid disebabkan oleh adanya perbedaan struktur kimia, khususnya pada gugus fungsi yang terletak pada atom karbon nomor 4 (C-4) (Firmansyah, 2022).
Hasil pengujian glikosida pada simplisia dan ekstrak etanol buah keranji menunjukkan bahwa saat penambahan preaksi Molisch dan asam sulfat pekat terbentuknya cincin ungu diantara dua larutan yang dinyatakan positif glikosida. Pereaksi Molisch merupakan pereaksi umum yang digunakan untuk mengidentifikasi keberadaan karbohidrat, termasuk senyawa gula (Nasution, 2020). Hal ini sesuai dengan hasil yang diperoleh terhadap rasa yang dimiliki oleh buah keranji sendiri yaitu adanya rasa manis dengan perpaduan asam. 
4.5 [bookmark: _Toc202315175]Hasil FTIR
Data spektrum FTIR yang diperoleh dilakukan khusus pada wilayah sidik jari, dan dilakukan identifikasi terhadap gugus – gugus fungsi berdasarkan puncak – puncak utama yang muncul pada masing – masing sampel ekstrak etanol buah keranji. FTIR (Fourier Transform Infrared) merupakan metode analisa yang efisien
dan mudah digunakan, di mana karakteristik kimia suatu senyawa atau sampel dapat diidentifikasi melalui spektrum yang dihasilkannya. Setiap senyawa menghasilkan spektrum FTIR yang unik, dengan ciri khas yang dapat dibedakan berdasarkan jumlah puncak, intensitas, serta posisi bilangan gelombang dari masing-masing pita serapan. Pengukuran spektrum FTIR pada ekstrak etanol buah keranji yang berasal dari lokasi aceh dilakukan pada rentang IR pertengahan (4000-500 cm⁻¹) dan menunjukkan pola spektrum yang relatif serupa antara satu sampel dengan yang lain, seperti yang ditampilkan pada Gambar 4.1 berikut ini.
[bookmark: _Toc202225766][image: ]Gambar 4.1 Spektrum FTIR Ekstrak Buah Keranji
Berdasarakan gambar di atas, hasil analisis FTIR dari ekstrak buah keranji menunjukkan adanya berbagai puncak serapan khas yang dapat diinterpretasikan sebagai gugus fungsi dari senyawa metabolit sekunder. Hasil interpretasi gugus fungsi dapat dilihat pada tabel 4.5 berikut:

[bookmark: _Toc202225057]Tabel 4.5 Interpretasi FTIR Ekstrak Buah Keranji
	No.
	Bilangan Gelombang (cm-1)
	Gugus Fungsi
	Indikasi Senyawa/Metabolit Sekunder

	1.
	3307,51
	O-H (Hidroksil)/N – H 
	Fenol, Flavonoid, Tanin, Saponin, Alkaloid

	2.
	2928,53
	C-H Alifatik
	Alkana – Triterpenoid, Alkaloid

	3.
	1734,15
	C=O (ester/aldehida/keton)
	Flavonoid, Saponin, Triterpenoid

	4.
	1653,76
	C=C aromatik/C=O amida
	Flavonoid, Tanin, Alkaloid

	5.
	1561,88 dan 1521,69
	C=C aromatik
	Flavonoid, Tanin

	6.
	1412,58 – 1251,80
	CH/C–O / C–N / O–H bending
	Alkaloid, Glikosida, Fenol

	7. 
	988,75 – 775,20
	C–H aromatik 
/ C–O–C
	Flavonoid, Tanin, Saponin, alkaloid

	8.
	551,25 – 419,18
	Fingerprint region
	Struktur spesifik metabolit kompleks


Hasil analisis FTIR pada Tabel 4.5, senyawa flavonoid dan tannin ditunjukkan oleh bilangan gelombang 3307,51 cm⁻¹ menunjukkan adanya gugus gugus O-H (fenolik), 1653 cm⁻¹ (C=C aromatik), dan 1521 cm⁻¹ (aromatik). Hal ini sesuai dengan hasil skrining fitokimia yang menunjukkan adanya kandungan flavonoid, yang sejalan dengan data spektrum FTIR. Menurut Khofifah (2025) keberadaan pita serapan yang melebar dari gugus O–H menandakan adanya senyawa fenolik, yang termasuk ke dalam kelompok flavonoid. 
Hasil FTIR senyawa saponin ditunjukkan oleh puncak 3307 cm⁻¹ menunjukkan adanya gugus –OH dan puncak 2928 cm⁻¹  adanya gugus C–H alifatik. Temuan ini sejalan dengan pernyataan Khopkar (1990), yang menyebutkan bahwa serapan C–H alifatik pada spektrofotometer IR berada pada kisaran 2853–2962 cm⁻¹. Menurut Salimi (2022) menyatakan bahwa dimana serapan gugus fungsi dari daun ketapang  terdapat pada bilangan gelombang 2931,73 cm⁻¹ yang menyatakan bahwa adanya gugus C–H alifatik.
Selanjutnya, senyawa alkaloid ditunjukkan pada puncak 3307 cm⁻¹ menunjukkan adanya serapan gugus fungsi N – H, dan daerah serapan pada bilangan gelombang 1412, 1343, 1251 menunjukkan adanya gugus fungsi C – N. Pita serapan tajam pada bilangan  988, 895, 867, 815, dan 775 mengindikasikan gugus C – H aromatik. Menurut Renda et al., (2023) menyatakan bahwa pada bilangan gelombang 3361,93 cm⁻¹ dan 3379,29 cm⁻¹ menunjukkan vibrasi ulur dari gugus amina (N–H), dan pada serapan 1026,13 cm⁻¹ menunjukkan adanya regangan pada ikatan C–N, sedangkan pada puncak 769,9 cm⁻¹ menunjukkan vibrasi tekuk dari gugus C–H aromatik.
Analisis FTIR pada senyawa triterpenoid adanya ciri khas gugus C=O pada puncak 1734 cm⁻¹ dan C–H alifatik pada serapan bilangan gelombang 2928, sedangkan pada bilangan gelombang 1412 dan 1343 mengindikasikan adanya gugus fungsi CH2 dan CH3. Sejalan dengan penelitian Kopon et al., (2020) menyatakan bahwa ekstrak metanol biji alpukat menunjukan adanya gugus OH, CH, C=C, dan C-O. Hasil FTIR senyawa glikosida mengingikasikan adanya gugus fungsi C-O pada bilangan gelombang 1016 dan diperkuat dengan bilangan gelombang 3307 menunjukkan adanya gugus O-H. Sedangkan pada bilangan gelombang 1653 menunjukkan adanya gugus C=C aromatik.
Berdasarkan interpretasi spektrum inframerah, secara keseluruhan ekstrak buah keranji menunjukkan keberadaan berbagai senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid, tanin, saponin, alkaloid, dan triterpenoid didapatkan gugus fungsi yang mempunyai karakteristik dari gugus fungsi yaitu O–H, C=O aromatik, dan cincin aromatik yang merupakan ciri dari senyawa bioaktif tersebut. 
4.6 [bookmark: _Toc202315176]Hasil Penetapan Kadar Falvonoid Total
4.6.1 [bookmark: _Toc202315177]Hasil Penentuan Panjang Gelombang Maksimum
Analisis kadar flavonoid dalam sampel dilakukan menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis. Prosedur ini melibatkan reaksi antara senyawa flavonoid dengan reagen pembentuk warna, yaitu aluminium klorida (AlCl₃), yang menghasilkan serapan pada panjang gelombang di daerah cahaya tampak.  Pada pengujian ini dipilih kuersetin sebagai baku pembanding, karena kuersetin dapat bereaksi dengan AlCl3 yang menghasilkan warna kuning. Langkah awal dalam pengujian ini adalah menentukan panjang gelombang maksimum dari larutan kuersetin berkonsentrasi 4 µg/ml dalam pelarut metanol, yang kemudian digunakan dalam pengukuran panjang gelombang baku kuersetin yaitu 436 nm termasuk ke dalam rentang panjang gelombang maksimum yaitu sekitar 400-800 ( Chandra & Handayani, 2024) dengan nilai absrobansi yang di dapat yaitu 0,428. Panjang gelombang tersebut digunakan untuk mengukur serapan kurva kalibrasi dan deret sampel. Menurut Panca (2022) berdasarkan pengukuran panjang gelombang maksimum menyatakan bahwa semakin tinggi konsentrasi yang digunakan, maka nilai absorbansi yang dihasilkan juga akan semakin meningkat. Hasil pengukuran panjang gelombang maksimum dapat dilihat pada gambar 4.2.
[image: ]
[bookmark: _Toc202225767]Gambar 4.2 Kurva Panjang Gelombang Maksimum
4.6.2 [bookmark: _Toc202315178]Hasil Operating Time
Penentuan operating time bertujuan untuk mengetahui waktu pengukuran yang stabil, yaitu saat reaksi antara sampel dan pereaksi berlangsung secara sempurna dan senyawa kompleks telah terbentuk secara optimal (Satria et al., 2022). Pengujian ini dilakukan dengan mengamati hubungan antara waktu pengukuran dan absorbansi larutan. Penetapan operating time penting dilakukan untuk meminimalkan kesalahan, mengingat senyawa yang dianalisis merupakan kompleks antara kuersetin dan reagen, yang membutuhkan waktu tertentu agar reaksi mencapai kestabilan. Pengukuran yang dilakukan sebelum reaksi sempurna berisiko menghasilkan data yang tidak akurat (Afrizani et al., 2023).
Stabilitas warna larutan kuersetin sangat mempengaruhi nilai absorbansi pada spektrofotometri sinar tampak, sehingga pemilihan waktu kerja yang tepat menjadi krusial. Dalam pengujian ini digunakan larutan kuersetin dengan konsentrasi 4 µg/mL yang diukur pada panjang gelombang 436 nm dengan interval waktu pengamatan setiap 2 menit dengan total waktu selama 60 menit. Berdasarkan hasil pengamatan, waktu pengukuran yang stabil diperoleh pada rentang menit ke-1 hingga menit ke-3. 
4.6.3 [bookmark: _Toc202315179]Hasil Pengukuran Kurva Kalibrasi Kuersetin
Pengukuran kurva kalibrasi dilakukan dengan menggunakan larutan kuersetin stok berkonsentrasi 100 µg/mL, yang kemudian dipipet masing-masing 0,2 mL, 0,3 mL, 0,4 mL, 0,5 mL dan 0,6 mL sehingga diperoleh variasi konsentrasi sebesar 4 µg/mL, 5 µg/mL, 7 µg/mL, 8 µg/mL, dan 10 µg/mL. Masing-masing larutan dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL dan kemudian ditambahkan 0,1 mL larutan AlCl₃ 10%, 0,1 mL natrium asetat, dan 2,8 mL aquades serta ditambahkan metanol hingga mencapai tanda batas. Campuran tersebut didiamkan selama 3 menit sebelum dilakukan pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 436 nm. Nilai absorbansi yang diperoleh dari masing-masing konsentrasi larutan kemudian digunakan untuk menyusun persamaan regresi linier dapat dilihat pada Gambar 4.6.
[bookmark: _Toc202225058]Tabel 4.6 Nilai Absorbansi Larutan Baku Kuersetin
	No.
	Konsentrasi
(mcg/mL)
	Absorbansi

	1.
	0
	0,000

	2.
	2
	0,195

	3.
	3
	0,329

	4.
	4
	0,428

	5.
	5
	0,511

	6.
	6
	0,609


Persamaan regresi yang diperoleh dari pengukuran larutan baku kuersetin yaitu y = 0,1024x + 0,0041 dengan koefisien korelasi yang diperoleh sebesar r = 0,998. Nilai korelasi yang mendekati satu menunjukkan bahwa persamaan regresi tersebut adalah linear. Persamaan kurva kalibrasi kuersetin dapat digunakan sebagai acuan untuk menentukan konsentrasi total flavonoid dalam ekstrak sampel. Hasil pengukuran kurva kalibrasi kuersetin dapat dilihat pada Gambar 4.3 berikut.
[image: ]
[bookmark: _Toc202225768]Gambar 4.3 Kurva Kalibrasi Kuersetin
4.6.4 [bookmark: _Toc202315180]Hasil Analisis Kadar Flavonoid Total Ekstrak Buah Keranji
Penetapan kadar flavonoid dilakukan untuk mengetahui jumlah total flavonoid dalam ekstrak buah keranji, yang dihitung berdasarkan persamaan kurva kalibrasi antara konsentrasi kuersetin dan nilai absorbansi. Dalam penelitian ini, analisis kadar flavonoid pada sampel buah keranji menggunakan metode spektrofotometri. Hasil pengukuran absorbansi pada sampel ekstrak buah keranji dapat dilihat pada Tabel 4.7.
[bookmark: _Toc202225059]Tabel 4.7 Kadar Flavonoid Total Ekstrak Etanol Buah Keranji
	No.
	Pengulangan
	Serapan (A)

	1.
	1
	0,299

	2.
	2
	0,284

	3.
	3
	0,290

	4.
	4
	0,284

	5.
	5
	0.301

	6.
	6
	0.297


Penetapan kadar flavonoid buah keranji dilakukan menggunakan metode spektrofotometri, yang didasarkan pada pembentukan kompleks antara aluminium klorida (AlCl₃) dengan gugus karbonil (keto) pada atom C-4 serta gugus hidroksil pada atom C-3 atau C-5 yang berdekatan dalam struktur flavon dan flavonol. Penambahan AlCl₃ memicu terbentuknya kompleks asam yang stabil melalui interaksi dengan gugus orto-hidroksil yang terdapat pada cincin A atau B dari senyawa flavonoid (Chang et al., 2002; Maqfirah et al., 2023). Dalam analisis penetapan kadar flavonoid, kuersetin dipilih sebagai senyawa standar pembanding karena mewakili golongan flavonoid dan memiliki karakteristik spektral yang sesuai. Hasil pengukuran menunjukkan bahwa kuersetin memiliki panjang gelombang maksimum pada 436 nm. Kuersetin merupakan senyawa aktif yang termasuk dalam golongan flavonoid dan banyak ditemukan dalam berbagai jenis tumbuhan. Senyawa ini dipilih sebagai standar karena kuersetin dan bentuk glikosidanya menyumbang sekitar 60% hingga 75% dari total kandungan flavonoid (Asmoro Bangun, 2021).
Dalam analisis total flavonoid, penambahan AlCl₃ ke dalam larutan sampel membentuk kompleks berwarna yang menyebabkan pergeseran panjang gelombang ke spektrum tampak (visible), yang terlihat dari perubahan warna larutan menjadi kuning. Natrium asetat ditambahkan untuk mempertahankan kestabilan panjang gelombang dalam rentang tersebut (Chang et al., 2002; Afrizani et al., 2023). Hal ini menunjukkan bahwa pada pengujian yang dilakukan larutan sampel yang ditambah dengan AlCl₃  mengalami perubahan menjadi warna kuning pucat.
Persamaan garis linear y = ax+b digunakan dalam penetapan kadar flavonoid total, yang diperoleh dari kurva kalibrasi kuersetin untuk menentukan nilai konsentrasi (x). Nilai x tersebut kemudian disubstitusikan ke dalam rumus perhitungan kadar flavonoid total. Penetapan dilakukan sebanyak 6 kali ulang (replikasi), dan diambil nilai rata-rata dari hasil pengukuran tersebut yang dapat dilihat pada Tabel 4.8 berikut.
[bookmark: _Toc202225060]Tabel 4.8 Nilai Rata-Rata Kadar Sebenarnya Flavonoid Ekstrak Buah Keranji
	No.
	Konsentrasi
	Kadar Sebenarnya

	1.
	mgQE/g Ekstrak Etanol Buah Keranji
	28,1633 ± 1,2148 mgQE/g 


Berdasarkan Tabel 4.8 hasil kadar sebenernya flavonoid total menunjukkan bahwa ekstrak buah keranji positif mengandung flavonoid. Hal ini dibuktikan dari hasil analisis dengan menggunakan metode spektrofotometer UV-Vis yang dilakukan dengan 6 kali pengulangan. Dari hasil rata-rata kadar sebenernya flavonoid total dalam sampel ekstrak etanol buah keranji diperoleh nilai yaitu sebesar 28,1633 ± 1,2148 mgQE/g. Semakin tinggi nilai kadar flavonoid, maka semakin tinggi kandungan flavonoid yang terdapat dalam suatu sampel.
4.7 [bookmark: _Toc202315181]Hasil Uji Konsentrasi Hambat Minimum dan Konsentrasi Bunuh Minimum
Hasil pengujian KHM dari ekstrak buah keranji terhadap bakteri Escherichia coli menunjukkan bahwa pada ekstrak 35% sampai 50% memiliki nilai absorbansi menurun dari sebelum dan sesudah. Hasil nilai absorbansi konsentrasi hambat minimum dapat dilihat pada Tabel 4.9 dan grafik nilai absorbansi KHM dapat dilihat pada Gambar 4.4.
[bookmark: _Toc202225061]Tabel 4.9 Nilai Absorbansi KHM Ekstrak Buah Keranji terhadap Escherichia coli
	Konsentrasi Ekstrak Buah Keranji (%)
	Hasil
	Rata-rata
	Ket

	
	PI
	PII
	PIII
	
	

	
	I0
	It
	I0
	It
	I0
	It
	Ir0
	Irt
	

	K (-)
	0,478
	0,440
	0,465
	0,431
	0,459
	0,421
	0,467
	0,430
	-

	35%
	0,276
	0,120
	0,276
	0,225
	0,277
	0,193
	0,276
	0,179
	KHM

	40%
	0,341
	0,314
	0,341
	0,301
	0,341
	0,289
	0,341
	0,301
	-

	45%
	0,421
	0,292
	0,431
	0,352
	0,432
	0,286
	0,428
	0,311
	-

	50%
	0,615
	0,556
	0,614
	0,561
	0,615
	0,556
	0,614
	0,557
	-

	K (+)
	0,041
	0,278
	0,041
	0,278
	0,041
	0,282
	0,041
	0,279
	+



Keterangan: I0 = Inkubasi sebelum
	         It = Inkubasi sesudah

KHM

[bookmark: _Toc202225769]Gambar 4.4 Grafik Nilai Absorbansi KHM Ekstrak Etanol Buah Keranji terhadap Escherichia coli
Hasil konsentrasi bunuh minimum ekstrak buah keranji terhadap bakteri Escherchia coli dapat dilihat pada Tabel 4.10 berikut ini.
[bookmark: _Toc202225062]Tabel 4.10 Konsentrasi Bunuh Minimum Ekstrak Etanol Buah Keranji    terhadap Escherichia coli
	Konsentrasi
	Pertumbuhan koloni
	KBM

	35%
	Tumbuh 
	-

	40%
	Tumbuh 
	-

	45%
	Tidak tumbuh
	KBM

	50%
	Tidak tumbuh
	-


Berdasarkan tabel 4.8 hasil konsentrasi hambat minimum ekstrak etanol buah keranji menunjukkan bahwa pada konsentrasi 35% larutan uji sudah jernih dan dapat dinyatakan sebagai konsentrasi hambat minimum (KHM) ekstrak etanol buah keranji. Pada pengujian KHM metode yang digunakan adalah metode dilusi yang tujuannya untuk melihat kejernihan pada tabung perlakuan. Jika kejernihan tidak terlihat maka dapat dilakukan pengukuran menggunakan spektrofotmeter UV-Vis dengan panjang gelombang 600 nm. Penggunaan panjang gelombang 600 nm bertujuan untuk meningkatkan akurasi pengukuran sinyal, karena bakteri dapat menghasilkan produk sampingan serta mengalami pertumbuhan yang tidak merata dalam media, yang berpotensi menyebabkan peningkatan nilai absorbansi (Sari et al., 2020). Peningkatan ini terjadi menunjukkan adanya pertumbuhan bakteri, sedangkan penurunan nilai absorbansi menunjukkan adanya hambatan terhadap pertumbuhan bakteri pada konsentrasi tersebut. Hal ini terjadi karena semakin sedikit jumlah bakteri yang tumbuh dan bermetabolisme, maka semakin rendah pula intensitas cahaya yang diserap oleh larutan. Dengan kata lain, semakin terhambat pertumbuhan bakteri, semakin kecil pula nilai absorbansi yang terdeteksi (Syahrani et al., 2024).
Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) terhadap ekstrak etanol buah keranji terhadap bakteri Escherichia coli menunjukkan bahwa pada konsentrasi 35% sampai 50% mengalami penurunan nilai absorbansi antara sebelum dan sesudah inkubasi. KHM sendiri merupakan konsentrasi terendah dari suatu ekstrak atau antibiotik yang masih mampu menghambat pertumbuhan mikroorganisme tertentu. Hal ini menunjukkan bahwa pada konsentrasi 35% dinyatakan sebagai KHM. Selanjutnya dilakukan pengujian terhadap konsentrasi hambat minimum (KBM).
Berdasarkan tabel 4.9 hasil konsentrasi bunuh minimum diperoleh bahwa pada konsentrasi 35% dan 40% menunjukkan adanya pertumbuhan koloni bakteri, sedangkan pada konsentrasi 45% dan 50% menunjukkan tidak adanya pertumbuhan koloni. Nilai KBM ditentukan berdasarkan konsentrasi terendah yang tidak memperlihatkan adanya pertumbuhan bakteri pada media agar. Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi 45% dinyatakan sebagai KBM.
4.8 [bookmark: _Toc202315182]Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Buah Keranji 
Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui ada atau tidaknya zona daya hambat antibakteri ekstrak etanol buah keranji terhadap bakteri Escherichia coli. Daya hambat yang terjadi berupa zona bening yang terbentuk pada area cakram yang telah direndam dalam masing – masing konsentrasi 35, 40, 45 dan 50%. Kemudian dilakukan pengujian dengan 3 kali pengulangan dan diinkubasi selama 1x24 jam pada suhu 37C. Setelah diinkubasi, diamati zona bening yang terbentuk dan diukur masing – masing zona bening dari setiap konsentrasi menggunakan jangka sorong digital. Hasil yang diperoleh dari pengujian antibakteri ekstrak etanol buah keranji (Dialium indum L.) dapat dilihat pada Tabel 4.11 sebagai berikut.
[bookmark: _Toc200392298][bookmark: _Toc202225063]Tabel 4.11 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Buah Keranji terhadap Escherichia coli
	No.
	Konsentrasi ekstrak etanol buah keranji
	Zona Hambat (mm)
	Rerata  SD
	Keterangan

	
	
	Replikasi
	
	

	
	
	I
	II
	III
	
	

	1.
	K (-)
	0
	0
	0
	0±0 
	Tidak ada

	2.
	35%
	7,7
	8,5
	8,7
	8,3±0,5291*
	Sedang

	3.
	40%
	9,0
	9,7
	8,4
	9,0±0,6506*
	Sedang

	4.
	45%
	10,2
	10,3
	9,6
	10,0±0,3785*
	Kuat

	5.
	50%
	11,7
	11,4
	12,5
	11,8±0,5686*
	Kuat

	6.
	K (+)
	38,1
	38,4
	40,9
	39,1±1,5373*
	Sangat kuat


Keterangan: (-): DMSO sebagai kontrol negatif
 	        (+): Ciprofloxacin sebagai kontrol positif
	        (*): Sig (p0.05) perbedaan yang signifikan
Nilai rata-rata diameter zona hambat beserta masing-masing konsentrasi juga dapat dilihat dalam bentuk grafik pada Gambar 4.5 sebagai berikut:

[bookmark: _Toc202225770]Gambar 4.5 Grafik Nilai Zona Hambat Ekstrak Etanol Buah Keranji  terhadap Escherichia coli
Berdasarkan tabel 4.11 hasil uji aktivitas ekstrak etanol buah keranji terhadap bakteri Escherichia coli menunjukkan bahwa dari setiap konsentrasi memiliki aktivitas daya hambat yang berbeda – beda. Pada konsentrasi 35%  sebesar 8,3 mm, pada konsentrasi 40% sebesar 9,0 mm, pada konsentrasi 45% sebesar 10,0 mm dan pada konsentrasi 50% sebesar 11,8 mm. Hasil aktivitas antibakteri pada konsentrasi 35% – 40% dikategorikan sedang karena mamiliki nilai daya hambat 5 – 10 mm, sedangkan pada konsentrasi 45% – 50% dikategorikan kuat karena nilai nilai daya hambatnya 10 – 20 mm. Menurut Davis dan Stout (1971), tingkat kekuatan daya hambat bakteri diklasifikasikan menjadi empat kategori, yaitu: sangat kuat jika zona hambat  20 mm, kuat antara 10–20 mm, sedang antara 5–10 mm, dan lemah jika  5 mm (Karim, 2024). 
Kontrol positif yang digunakan adalah ciprofloxacin yaitu antibiotik yang paling efektif terhadap Escherichia coli. Ciprofloxacin bersifat bakterisidal, artinya mampu membunuh bakteri, dengan cara menghambat replikasi DNA melalui pengikatan pada enzim DNA gyrase. Pengikatan ini dapat menyebabkan kerusakan pada DNA bakteri sehingga mengalami keretakan ganda pada kromosom, karena enzim tersebut memiliki peran penting dalam pemisahan DNA dari hasil replikasi (Sumampouw, 2018). Hasil uji kontrol positif menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli, dengan daya hambat rata-rata sebesar 39,1 mm yang dikategorikan sebagai sanagt kuat (10–20 mm).
Kontrol negatif yang digunakan adalah pelarut DMSO (Dimetil sulfoksida) murni yaitu pelarut yang mampu melarutkan berbagai senyawa, baik polar maupun non-polar. DMSO tidak memiliki sifat bakterisidal, karena tidak menunjukkan terbenttuk adanya zona hambat sehingga tidak memiliki kemampuan sebagai antibakteri (Fatonah et al., 2021). Hasil kontrol negatif menunjukkan tidak adanya aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli, dengan daya hambat rata-rata sebesar 0 mm.
Berdasarkan bentuk grafik pada gambar 4.4 menunjukkan dimana aktivitas antibakteri mengalami peningkatan seiring meningkatnya konsentrasi ekstrak etanol buah keranji. Perbedaan tingkat daya hambat pada berbagai konsentrasi disebabkan oleh meningkatnya meningkatnya kandungan senyawa aktif di dalamnya. Hal ini sejalan dengan penelitian Farhan (2022) dimana besarnya zona hambat yang terbentuk menjadi lebih luas sehingga mengalami peningkatan seiring bertambahnya konsentrasi pada ekstrak yang diuji. 
Beberapa kandungan metabolit sekunder yang didapat yaitu alkaloid, flavonoid, tannin, saponin, steroid/triterpenoid dan glikosida. Senyawa metabolit sekunder ini memiliki potensi yang bertindak sebagai agen antibakteri. Adanya senyawa bioaktif yang didapat dalam ekstrak etanol buah keranji akan memberikan aktivitas yang baik dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Berdasarkan Rahayu (2022), aktivitas antibakteri dari suatu ekstrak tanaman dipengaruhi oleh jenis tanamannya, kandungan senyawa metabolit di dalamnya, serta jenis bakteri yang digunakan.
Mekanisme kerja flavonoid sebagai antibakteri melibatkan penghambatan fungsi membran sel dan metabolisme energi bakteri. Dalam menghambat fungsi membran sel, flavonoid membentuk kompleks dengan protein ekstraseluler yang merusak integritas membran sel, sehingga menyebabkan keluarnya senyawa intraseluler. Selain itu, flavonoid juga menghambat metabolisme energi bakteri dengan cara menghambat penggunaan oksigen. Karena energi diperlukan untuk biosintesis makromolekul, gangguan pada proses ini akan mencegah bakteri membentuk struktur molekul kompleks yang dibutuhkan untuk pertumbuhan dan kelangsungan hidupnya (Saptowo et al., 2022).
Mekanisme kerja saponin sebagai antibakteri adalah mendanaturasi protein. Saponin dapat berdifusi melalui membran luar dan dinding sel bakteri yang rentan, lalu berikatan dengan membran sitoplasma. Ikatan ini menyebabkan membran menjadi tidak stabil, sehingga sitoplasma bocor keluar dari sel dan akhirnya mengakibatkan kematian bakteri (Ariyanti et al., 2022). Mekanisme kerja alkaloid sebagai antibakteri dilakukan dengan mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada dinding sel bakteri, sehingga dinding sel tidak terbentuk secara sempurna dan menyebabkan kematian sel. Selain itu, alkaloid juga menghambat proses sintesis protein, yang berdampak pada terganggunya metabolisme bakteri dan menghambat pertumbuhannya (Goetie et al., 2022).
Tanin berperan sebagai antibakteri dengan menghambat adhesi sel mikroba, menonaktifkan enzim, serta mengacaukan proses transport protein pada lapisan dalam sel. Akibatnya, dinding sel bakteri yang terbentuk secara tidak sempurna mengalami kerusakan pada polipeptida, sehingga terjadinya lisis dan kematian akibat tekanan osmotik dan fisik yang tidak dapat ditahan ((Fransisca et al., 2020). 
Berdasarkan hasil analisis data uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol buah keranji (Dialium indum L.) terhadap bakteri Escherichia coli dilanjutkan pada uji SPSS untuk mengevaluasi perbedaan yang signifikan antar kelompok. Hasil uji normalitas pada ekstrak etanol buah keranji terhadap Escherichia coli memiliki nilai signifikan 1.000 yang berarti nilai ini 0.05 sehingga distribusi data dinyatakan normal. Karena data dinyatakan terdistribusi normal, selanjutnya dilakukan Uji Homogenitas data untuk memenuhi syarat One Way Anova. Pada pengujian homogenitas data pada penelitian ini menggunakan uji Levene Statistic. Hasil homogenitas ekstrak etanol buah keranji memiliki nilai signifikan yaitu 1.000 yang berarti nilai ini 0.05 sehingga H0 diterima yang dinyatakan bahwa varians antar kelompok tidak berbeda atau sama yang artinya homogen.
Hasil data One Way ANOVA dari diameter zona hambat ekstrak etanol buah keranji terhadapat bakteri Escherichia coli  memiliki nilai 0.000 yang berarti nilai ini 0.05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan pemberian varian konsentrasi ekstrak etanol buah keranji terhadap aktivitas antibakteri Escherichia coli. Selanjutnya dilihat kesamaan rata-rata varian konsentrasi ekstrak etanol buah keranji dengan uji lanjut yaitu Uji Turkey HSD. Berdasarkan hasil lanjut uji Tukey HSD, diperoleh hasil bahwa seluruh perbandingan antar kelompok konsentrasi ekstrak 35%, 40%, 45% dan 50% dengan kontrol positif menunjukkan perbedaan yang signifikan secara statistik (p0,05). Hal ini menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi secara konsisten meningkatkan efek diamati, mendekati efek yang ditunjukkan oleh kontrol positif. Dengan demikian, konsentrasi memberikan pengaruh bermakna terhadap efektivitas sampel yang diuji.
4.9 [bookmark: _Toc202315183]Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Buah keranji (Dialium indum L.) dalam Kebocoran DNA dan Protein Bakteri Escherichia coli
Secara umum, agen antibakteri dapat bekerja dengan berbagai mekanisme terhadap sel bakteri, antara lain melalui penghambatan pembentukan dinding sel, gangguan terhadap fungsi membran sel, penghambatan sintesis protein dan asam nukleat, perubahan struktur molekul protein dan asam nukleat, serta penghambatan aktivitas enzim yang penting bagi kelangsungan hidup bakteri. Penghambatan ini menyebabkan terjadinya kerusakan dan pecahnya sel bakteri, sehingga perlu diukur nilai absorbansi menggunakan spektrofotometri. Panjang gelombang 260 nm digunakan untuk mendeteksi senyawa seperti purin, pirimidin, dan ribonukleotida, sedangkan panjang gelombang 280 nm efektif untuk mengidentifikasi tirosin dan triptofan (Sogandi dan Nilasari, 2019). Kehadiran asam nukleat dan protein di luar sel bakteri menunjukkan terjadinya peningkatan nilai absrobansi yang ditandai kerusakan pada dinding sel atau perubahan permeabilitas membran, yang menyebabkan isi sel bocor keluar dan berujung pada kematian bakteri. Dalam penentuan kebocoran DNA dapat diukur dengan panjang gelombang 260 nm. Hasil pengukuran absorbansi kebocoran DNA dapat dilihat pada tabel 4.12 dibawah ini.
[bookmark: _Toc202225064]Tabel 4.12 Konsentrasi dan Absrobansi Kebocoran DNA
	No.
	Konsentrasi ekstrak etanol buah keranji
	Kebocoran DNA (Absorbansi
	RerataSD

	
	
	Replikasi
	

	
	
	I
	II
	III
	

	1.
	45%
	0,203
	0,277
	0,212
	0,277±0,074

	2.
	50%
	0,312
	0,324
	0,338
	0,324±0,013



Keterangan: Replikasi I: Tabung reaksi I
  Replikasi II: Tabung reaksi II
  Replikasi III: Tabung reaksi III
Berdasarkan Tabel 4.12 hasil kebocoran DNA menunjukkan bahwa rerata dan standar deviasi absorbansi paling tinggi didapatkan pada konsentrasi 50% yaitu 0,324±0,013, sedangkan rerata dan standar deviasi absrobansi rendah didapatkan pada konsentrasi 45% yaitu 0,277±0,074. Nilai rerata absorbansi kebocoran DNA dapat dilihat pada Gambar grafik 4.6 dibawah ini.

[bookmark: _Toc202225771]Gambar 4.6 Grafik Nilai Rerata Absorbansi Kebocoran DNA

Berdasarkan Grafik 4.6 hasil rata-rata absorbansi menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak etanol buah keranji diikuti oleh peningkatan nilai absorbansi. Kebocoran sel masih termasuk ke dalam rentang nilai absrobansi menurut hukum Lamber Beer yaitu 0,2-0,8. Kebocoran tersebut merupakan indikasi umum terganggunya integritas membran sel, yang secara spesifik menunjukkan bahwa sel mengalami kehilangan cairan ke lingkungan sekitarnya (Nasri et al., 2023).  
Pengukuran kebocoran protein dilakukan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 280 nm. Nilai absorbansi tersebut mencerminkan tingkat konsentrasi protein yang larut dalam suspensi bakteri setelah diberikan perlakuan. Hasil rerata dan standar deviasi nilai absrobansi kebocoran protein dapat dilihat pada Tabel 4.13 sebagai berikut:
[bookmark: _Toc202225065]Tabel 4.13 Konsentrasi dan Absrobansi Uji Kebocoran Protein
	No.
	Konsentrasi ekstrak etanol buah keranji
	Kebocoran Protein (Absorbansi)
	RerataSD

	
	
	Replikasi
	

	
	
	I
	II
	III
	

	1.
	45%
	0,135
	0,272
	0,204
	0,2030,068

	 2.
	50%
	0,223
	0,243
	0,218
	0,2280,013



Keterangan: Replikasi I: Tabung reaksi I
    Replikasi II: Tabung reaksi II
    Replikasi III: Tabung reaksi III
Berdasarkan abel 4.13 hasil kebocoran Protein menunjukkan bahwa rerata dan standar deviasi absorbansi paling tinggi didapatkan pada konsentrasi 50% yaitu 0,228±0,013, sedangkan rerata dan standar deviasi absrobansi rendah didapatkan pada konsentrasi 45% yaitu 0,203±0,068. Grafik nilai rerata absorbansi kebocoran protein terhadap bakteri Escherichia coli dapat dilihat pada Gambar 4.7 berikut ini.

[bookmark: _Toc202225772]Gambar 4.7 Grafik Nilai Rerata Absorbansi Kebocoran Protein
Berdasarkan Grafik 4.7 hasil rata-rata absorbansi kebocoran protein menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak etanol buah keranji diikuti oleh peningkatan nilai absorbansi. Pada hasil kebocoran protein nilai absorbansi yang diperoleh dari setiap konsentrasi sama sama mendapatkan nilai yaitu 0,2. Akan tetapi pada konsentrasi 50% tetap menunjukkan hasil grafik yang tinggi dibandingkan dengan konsentrasi 45%. Hal ini menyebabkan kebocoran pada protein mengalami sedikit penurunan dibandingkan kebocoran pada DNA terhadap bakteri Escherichia coli.  
DNA dan protein adalah bagian penting dalam sel bakteri yang membantu bakteri tetap hidup, menyesuaikan diri dengan lingkungan, dan menyebabkan penyakit. DNA menyimpan informasi penting untuk membuat protein, dan bekerja sama dengan protein khusus seperti NAPs untuk mengatur bentuk kromosom dan mengontrol gen agar sesuai dengan kondisi sekitar (Matilla et al., 2022; Xia et al., 2025). Protein di dalam bakteri memiliki berbagai fungsi penting, seperti menjadi enzim, membentuk bagian struktur sel, dan mengatur proses di dalam sel. Contohnya, protein Hfq membantu mengatur produksi protein setelah proses pembuatan RNA dan membuat bakteri lebih tahan terhadap antibiotik. Sedangkan protein Universal Stress (Usp) membantu bakteri bertahan saat menghadapi kondisi sulit, seperti stres akibat oksidasi atau kekurangan makanan (Bloch et al., 2025; Calderón et al., 2021).
Faktor lainnya yang mempengaruhi efektivitas senyawa antibakteri dalam menyebabkan kebocoran sel adalah jenis bakteri uji yang digunakan. Escherichia coli adalah bakteri gram negatif yang memiliki lapisan lipopolisakarida, yang membuatnya lebih rentan terhadap kerusakan struktur saat terpapar senyawa antibakteri (Widyasanti & Febrianti, 2024). Kerusakan membran sel ini ditandai dengan keluarnya komponen sitoplasma seperti DNA, protein, serta ion-ion penting seperti kalsium dan kalium (Auza et al., 2025). Selain itu juga ditandai dengan terganggunya integritas membran, yang menyebabkan cairan intraseluler keluar dari sel dan mengindikasikan terjadinya lisis atau kematian sel (Nasri et al., 2023).
Keluarnya DNA dan protein dari sel bakteri menunjukkan adanya kerusakan pada dinding dan membran sel, yang dipicu oleh tingginya konsentrasi ekstrak. Konsentrasi yang lebih tinggi mengandung lebih banyak senyawa bioaktif, sehingga meningkatkan efektivitas antibakteri dalam menghambat atau membunuh bakteri. Dalam menentukan nilai absorbansi yang sesuai, maka diperoleh nilai  berdasarkan dengan prinsip Hukum Lambert-Beer dalam rentang, yakni antara 0,2 hingga kurang dari 0,8 (0,2 ≤ A < 0,8), yang dianggap sebagai kisaran optimal (Ahriani et al., 2021). Pada pengujian kebocoran sel ini maka dapat diukur serapan panjang gelombangnya yaitu 260 nm (DNA) dan 280 nm (Protein). 
Rata-rata dan standar deviasi hasil uji kebocoran DNA dan protein setelah penambahan ekstrak etanol buah keranji pada konsentrasi 50% diperoleh nilai adalah 0,324±0,013 dan 0,228±0,013. Nilai pada kebocoran DNA lebih tinggi  dibandingkan dengan kebocoran protein yang dihasilkan oleh ekstrak etanol buah keranji pada konsentrasi 45% yaitu 0,277±0,074 dan 0,2030,068. Perbedaan ini kemungkinan disebabkan oleh keberadaan senyawa metabolit sekunder dalam ekstrak yang bekerja secara optimal dalam merusak DNA dan protein sel bakteri melalui berbagai mekanisme antibakteri. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak yang diberikan, maka semakin besar pula nilai absorbansi yang terdeteksi, yang mengindikasikan peningkatan kebocoran asam nukleat dan protein. 
Ekstrak etanol buah keranji mengandung senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid, yang berperan dalam menghambat sintesis asam nukleat. Cincin A dan B pada struktur flavonoid berkontribusi dalam proses interkalasi atau pembentukan ikatan hidrogen dengan basa-basa nitrogen pada asam nukleat, sehingga mengganggu pembentukan DNA dan RNA. Interaksi ini juga dapat merusak permeabilitas dinding sel. Dalam menghambat fungsi membran sel, flavonoid membentuk kompleks dengan protein ekstraseluler dan senyawa terlarut lainnya, yang menyebabkan kerusakan membran dan keluarnya komponen intraseluler (Nomer et al., 2019).
Alkaloid memiliki aktivitas antibakteri dengan mekanisme kerja yang mengganggu sintesis peptidoglikan pada dinding sel bakteri. Gangguan ini menyebabkan dinding sel tidak terbentuk sempurna, yang akhirnya berujung pada kematian sel. Sementara itu, steroid bekerja dengan berinteraksi terhadap membran lipid bakteri. Sensitivitas bakteri terhadap komponen steroid dapat menyebabkan kebocoran liposom, sehingga mengganggu integritas membran (Anggraini et al., 2019). Adapun saponin berperan sebagai antibakteri dengan menurunkan tegangan permukaan sel, yang meningkatkan permeabilitas membran dan menyebabkan keluarnya senyawa-senyawa intraseluler (Hayon, et al., 2023).
Tanin bekerja sebagai antibakteri melalui mekanisme penghambatan adhesi sel bakteri, penginaktifan enzim, serta gangguan terhadap proses transport protein di dalam sel. Selain itu, tanin juga dapat merusak polipeptida penyusun dinding sel, sehingga pembentukan dinding sel bakteri menjadi tidak sempurna, yang pada akhirnya menyebabkan lisis atau pecahnya sel bakteri (Ramadhani, et al., 2024).
Mekanisme kerja saponin sebagai antibakteri adalah mendanaturasi protein. Saponin dapat berdifusi melalui membran luar dan dinding sel bakteri yang rentan, lalu berikatan dengan membran sitoplasma. Ikatan ini menyebabkan membran menjadi tidak stabil, sehingga sitoplasma bocor keluar dari sel dan akhirnya mengakibatkan kematian bakteri (Ariyanti et al., 2022)
Konsentrasi Hambat Minimum
Sebelum inkubasi	K (-)	35%	40%	45%	50%	K (+)	0.46700000000000003	0.27600000000000002	0.34100000000000003	0.42799999999999999	0.61399999999999999	4.1000000000000002E-2	Sesudah inkubasi	K (-)	35%	40%	45%	50%	K (+)	0.43	0.17899999999999999	0.30099999999999999	0.311	0.55700000000000005	0.27900000000000003	Konsentrasi

Nilai Absorbansi



Escherichia coli
Rerata	K (-)	35%	40%	45%	50%	K (+)	0	8.3000000000000007	9	10	11.8	39.1	Standar Deviasi	K (-)	35%	40%	45%	50%	K (+)	0	0.52910000000000001	0.65059999999999996	0.33784999999999998	0.56859999999999999	1.5373000000000001	Konsentrasi

Zona Hambat (mm)




Rerata	0.45	0.5	0.27700000000000002	0.32400000000000001	
 Nilai Absorbansi



Rerata	0.45	0.5	0.20366666666666666	0.22799999999999998	
Nilai Absorbansi
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