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Abstract: Treatment of P. aeruginosa infection often involves antibiotics 

but these bacteria can develop resistance. An alternative strategy is 

developing drugs from natural ingredients such as gotu kola herb (Centella 

asiatica) which contains potential antibacterial secondary metabolites. This 

study aims to test the antibacterial activity of the ethyl acetate fraction of C. 

asiatica extracted by the soxhletation method against clinical isolates of P. 

aeruginosa and identify the secondary metabolites. The research used 

laboratory experiment using the disc diffusion method (Kirby-Bauer) in 

vitro. It includes 3 treatment groups with concentrations of 5.000 ppm, 7.500 

ppm, and 10.000 ppm and 2 control groups: positive (colistin) and negative 

(DMSO 10%). The diameter of the inhibition zone served as an indicator of 

activity, and each group was reproduced five times. The biggest inhibitory 

zone diameter, with an average of 3 mm, was formed by the C. asiatica ethyl 

acetate fraction at a concentration of 7.500 ppm, according to the results. 

Secondary metabolites such triterpenoids, flavonoids, and phenolics were 

detected by phytochemical analyses. The ethyl acetate fraction of C. asiatica 

exhibited antibacterial activity against clinical isolate P. aeruginosa, as 

demonstrated by the significant difference between all concentration series 

with the positive control in the Mann-Whitney post-hoc test results. 

 

Keywords: Antibacterial, Centella asiatica, ethyl acetate, soxhletation, 

Pseudomonas aeruginosa. 

 

 

Pendahuluan 

 

Infeksi Pseudomonas aeruginosa 

merupakan masalah kesehatan global yang 

signifikan khususnya di rumah sakit sehingga 

menjadi penyebab infeksi nosokomial (Gellatly 

& Hancock, 2013; Spagnolo et al., 2021). 

Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri 

Gram-negatif dengan kemampuan adaptasi yang 

tinggi serta kemampuan untuk menginfeksi 

berbagai organ tubuh sehingga dikategorikan 

sebagai patogen oportunistik yang sering kali 

menginfeksi individu dengan sistem kekebalan 

tubuh yang lemah (Gellatly & Hancock, 2013; 

Horcajada et al., 2019; Spagnolo et al., 2021). P. 

aeruginosa menjadi salah satu patogen yang 

bertanggung jawab sebesar 16% dari seluruh 

infeksi yang ditemukan di ICU (Saharman et al., 

2021). 

Pengobatan infeksi P. aeruginosa dapat 

menggunakan antibiotik namun penggunaan 

antibiotik yang berkepanjangan dan tidak 

terkontrol dapat memicu bakteri ini untuk 

mengembangkan resistensi terhadap satu 

antibiotik dalam tiga atau lebih golongan 

antibiotik (multidrug resistance) (El Zowalaty et 

al., 2015; European Centre for Disease 

Prevention and Control (ECDC), 2022). 

Berdasarkan penelitian El Zowalaty et al (2015), 

hanya sekitar 3.4% dari isolat P. aeruginosa yang 
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dilaporkan sensitif terhadap 9 agen antibakteri 

yang diuji (piperacilin, ticarcillin, meropenem, 

imipenem, amikasin, gentamisin, seftazidim, 

sefepim, dan siprofloksasin). Resistensi bakteri 

ini terhadap antibiotik dikenal sebagai P. 

aeruginosa Multidrug Resistance (MDR) yang 

dilaporkan kasusnya berkisar < 1-6% hingga 

setinggi 70% (El Zowalaty et al., 2015).  

Resistensi ini menjadi salah satu tantangan 

terbesar dalam pengobatan infeksi karena 

dikaitkan dengan peningkatan angka morbiditas 

dan mortalitas (Gellatly & Hancock, 2013; 

Tacconelli et al., 2018; Spagnolo et al., 2021). 

Oleh karena itu, salah satu strategi untuk 

mengatasi infeksi P. aeruginosa yaitu melalui 

pengembangan obat berbasis bahan alami aman 

dan efektif. Senyawa yang ditemukan pada 

tanaman, terutama jumlah molekul bioaktif, 

terkait dengan pemanfaatan bahan alami sebagai 

bentuk pengobatan. Tanaman memiliki produk 

metabolisme sekunder yang disebut zat bioaktif 

(Sutardi, 2016; Ogunka-Nnoka et al., 2020). 

Salah satu bahan alami yang memiliki 

kandungan metabolit sekunder yaitu Centella 

asiatica. Penggunaan tradisional C. asiatica 

sebagai obat herbal untuk berbagai penyakit, 

termasuk infeksi, sudah ada sejak bertahun-tahun 

yang lalu (Idris & Nadzir, 2021; Bandopadhyay 

et al., 2023).  

Hasil penelitian Sutrisno et al., (2014); 

Ferdous et al., (2017); Sen et al., (2019); 

Vinolina & Sigalingging, (2021); dan Siregar et 

al., (2022) telah menunjukkan bahwa ekstrak 

dari C. asiatica mengandung senyawa bioaktif 

seperti alkaloid, fenolik, flavonoid, steroid, 

saponin, tanin, dan triterpenoid. Senyawa ini 

mempunyai aktivitas antibakteri terhadap 

beberapa jenis bakteri patogen termasuk P. 

aeruginosa (Sutrisno et al., 2014). Senyawa 

fenolik dan triterpenoid menjadi metabolit 

sekunder terbanyak yang dimiliki oleh C. 

asiatica (Sen et al., 2019). Berbagai senyawa 

aktif tersebut dapat diekstraksi menggunakan 

pelarut selektif melalui metode ekstraksi yang 

digunakan sehingga metode ekstraksi dan pelarut 

memiliki peran krusial dalam menentukan 

senyawa aktif yang diekstraksi dari bahan alami.   

Sokletasi salah satu teknik ekstraksi yang 

dapat digunakan untuk mengekstrak zat kimia 

aktif dari C. asiatica. Sokhletasi memiliki 

kelebihan seperti hasil ekstraksi tidak 

meninggalkan residu sehingga memungkinkan 

mengekstraksi C. asiatica lebih menyeluruh, 

sampel sering terkena pelarut sehingga 

memungkinkan mengekstraksi lebih banyak 

senyawa seperti alkaloid, fenolik, flavonoid, 

glikosida, saponin, tanin, steroid, terpenoid, dan 

triterpenoid, serta proses ekstraksi lebih singkat 

dan menggunakan pelarut lebih sedikit 

dibandingkan dengan maserasi (Nasution et al., 

2018; Idris & Nadzir, 2021).  

Fraksinasi diperlukan untuk memisahkan 

senyawa kimia kompleks dalam hasil ekstraksi 

berdasarkan tingkat polaritasnya. Fraksi etil 

asetat menunjukkan aktivitas antibakteri yang 

lebih unggul dibandingkan ekstrak etanol, fraksi 

n-heksana, dan fraksi air. Hasil penelitian Sandy 

et al., (2021), yang melakukan proses ekstraksi 

dengan maserasi dan kemudian dilanjutkan 

dengan fraksinasi. Menurut penelitian dalam 

literatur, belum ada penelitian yang menilai 

aktivitas antibakteri fraksi etil asetat C. asiatica 

terhadap isolat klinis P. aeruginosa 

menggunakan metode ekstraksi soxhlet. Oleh 

karena itu, penting dilakukan penelitian untuk 

menguji aktivitas antibakteri fraksi etil asetat dari 

C. asiatica dengan metode ekstraksi sokhletasi 

terhadap isolat klinis P. aeruginosa. 

 

Bahan dan Metode 

 

Jenis penelitian 

Penelitian ini adalah eksperimental 

laboratorium (in vitro) dengan rancangan 

penelitian posttest-only control group design. 

Subjek penelitian terdiri dari 3 kelompok 

perlakuan (fraksi etil asetat konsentrasi 5.000 

ppm, 7.500 ppm, dan 10.000 ppm) serta 2 

kelompok kontrol (kolistin sebagai kontrol positif 

dan DMSO 10% sebagai kontrol negatif). 

 

Alat dan Bahan  

Alat penelitian yaitu timbangan elektrik 

analitik, blender, ayakan 40 mesh, heating 

mantle, apparatus sokhlet (labu alas bulat, tabung 

thimble, tabung sifon, pipa F, dan kondensor), 

pompa air, baskom, gunting, gelas ukur, rotary 

vacuum evaporator, kompor listrik, gelas beaker, 

cawan porselen, spatula, batang pengaduk, 

termometer, kompor listrik, kulkas, tabung 

Erlenmeyer, vortex, corong pisah, klem, statif, 

laminar air flow, gelas kimia, tabung reaksi, rak 

tabung, pipet ukur, pipet tetes, kaca objek, kawat 

ose, lampu spiritus, mikroskop, spuit, 
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mikropipet, spreader, cawan petri, pinset, 

inkubator, dan penggaris. 

Bahan-bahan yang digunakan yaitu 

simplisia C. asiatica, silica gel, kertas label, 

etanol 96%, kertas saring, es batu, aluminium 

foil, plastic wrap, tisu, sarung tangan, masker, 

aquades, n-Heksan, kloroform, etil asetat, reagen 

Dragendroff, reagen Mayer, reagen Wagner, 

FeCl3, serbuk Mg 0.2 mg, HCl pekat, amil 

alkohol, H2SO4 pekat, gelatin, korek api, stock 

culture isolat klinis Pseudomonas aeruginosa, 

kristal violet, lugol, safranin, minyak imersi, 

cakram antibiotik kolistin, media MacConkey 

Agar (MCA), media Meuller-Hinton Agar 

(MHA), tip mikropipet, DMSO 10%, larutan 

NaCl 0.9%, larutan standar McFarland 0,5 ml, 

dan cakram kosong (blank disc). 

 

Ekstraksi Centella asiatica 

Serbuk C. asiatica ditimbang sebanyak 

300 gram dengan menggunakan timbangan 

elektrik analitik. Kertas saring dibuat menjadi 

selongsong yang dapat masuk ke tabung thimble 

dengan tinggi tidak melebihi tabung sifon. 

Serbuk C. asiatica dimasukkan ke dalam 

selongsong lalu kedua ujung selongsong diikat 

dengan irapat untuk mencegah serbuk keluar 

selama proses ekstraksi. Proses ekstraksi dimulai 

dengan menempatkan selongsong di dalam 

tabung thimble dan menambahkan etanol 96% 

dengan perbandingan 1:10 ke dalam labu alas 

bulat kemudian dipanaskan pada suhu 70C 

hingga etanol 96% mendidih dan menguap. Uap 

pelarut yang dihasilkan akan naik melalui pipa F 

ke kondensor dan mengembun menjadi air yang 

kemudian jatuh ke tabung thimble yang berisi 

sampel C. asiatica.  

Proses ekstraksi sokhletasi melibatkan 

pengulangan siklus ekstraksi yang meliputi 

pemanasan dan pendinginan hingga senyawa 

aktif dari C. asiatica larut dalam etanol 96%. 

Ekstrak diuapkan menggunakan rotary vacuum 

evaporator pada suhu 40C dan kompor listrik 

untuk memekatkan ekstrak sehingga etanolnya 

habis dan diperoleh ekstrak kental etanol C. 

asiatica. Selanjutnya, ekstrak kental yang 

diperoleh dari proses ekstraksi ditimbang untuk 

mengetahui persen rendemennya lalu 

dimasukkan dalam wadah tertutup untuk 

menjaga kualitas dan stabilitas ekstrak. Semakin 

besar persen rendemen maka semakin banyak 

kandungan senyawa yang terekstraksi dari 

sampel C. asiatica. 

 

Fraksinasi Ekstrak Etanol Centella asiatica 

350 mililiter air hangat (40°C) digunakan 

untuk melarutkan ekstrak kental 35 gram hingga 

larut sempurna. Dengan menggunakan pelarut n-

heksana, kloroform, dan etil asetat, fraksinasi 

dilakukan sebanyak tiga kali. Pertama, pelarut n-

heksana digunakan sebanyak tiga kali dalam 

corong pisah untuk melakukan fraksinasi. 

Fraksinasi yang pertama menggunakan 350 ml n-

heksan kemudian 2 kali dengan 175 ml n-heksan. 

Kedua, fraksi air yang didapatkan dari fraksinasi 

n-heksan dilanjutkan fraksinasi dengan pelarut 

kloroform sebanyak 3 kali dengan cara yang 

sama seperti fraksinasi sebelumnya. Ketiga, 

dengan menggunakan teknik yang sama, fraksi 

air dipisahkan tiga kali lagi menggunakan pelarut 

etil asetat. Rotary vacuum evaporator digunakan 

untuk menguapkan fraksi etil asetat yang 

dihasilkan pada suhu 40°C, dan sebuah hot plate 

digunakan untuk mengonsentrasikannya hingga 

fraksi yang kental tercapai. 

 

Uji Fitokimia  

Uji alkaloid 

Alkaloid diuji menggunakan tiga reagen 

yaitu Dragendorff, Mayer, dan Wagner. Tiga 

tabung reaksi yang berisi 3 mililiter fraksi etil 

asetat C. asiatica dan 3 mililiter HCL 2N 

dimasak di atas hot plate selama 2menit 

(Meigaria et al., 2016; Indah et al., 2022). 

Menambahkan 4 tetes reagen Dragendorff dalam 

tabung reaksi pertama; jika terbentuk endapan 

merah atau jingga, uji alkaloid positif (Abubakar 

& Haque, 2020). Menambahkan empat tetes 

reagen Mayer dalam tabung reaksi kedua; jika 

terbentuk endapan putih atau kuning keruh, uji 

alkaloid positif (Indah et al., 2022; Julianto, 

2019). Empat tetes reagen Wagner diteteskan ke 

tabung reaksi ketiga; jika terbentuk endapan 

coklat kemerahan, uji alkaloid positif (Abubakar 

& Haque, 2020). 

 

Uji Fenolik 

Fenolik diuji menggunakan reagen FeCl3. 

Memasukkan sebanyak 3 ml fraksi etil asetat C. 

asiatica dalam tabung reaksi lalu menambahkan 

beberapa tetes larutan FeCl3. Endapan berwarna 

hijau pekat atau perubahan warna menjadi hitam 
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kebiruan menunjukkan hasil positif fenolik 

(Julianto, 2019; Zambari et al., 2023). 

 

Uji Flavonoid 

Flavonoid diuji menggunakan tes 

wilstater. Sebanyak 0,2 g serbuk magnesium, 1 

ml HCl pekat, dan 1 ml amil alkohol 

ditambahkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 

3 ml fraksi etil asetat C. asiatica (Julianto, 2019; 

Sudira et al., 2019). Lapisan amil alkohol 

berubah menjadi kuning, menandakan hasil yang 

berhasil (Sudira et al., 2019). 

 

Uji saponin 

3 mililiter fraksi etil asetat C. asiatica 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan diaduk 

kuat selama sepuluh detik secara vertikal untuk 

menguji saponin. Hasil positif saponin jika 

terbentuk busa stabil selama 10 menit hingga 1–

10 cm. Selanjutnya, larutan HCl 2N ditambahkan 

sebanyak 2 tetes untuk menstabilkan busa, hasil 

positif saponin jika busa tidak hilang (Sulasmi et 

al., 2018; Indah et al., 2022). 

 

Uji Steroid dan Triterpenoid 

Steroid dan triterpenoid diuji 

menggunakan kloroform dan H2SO4 pekat. 3 

mililiter fraksi etil asetat C. asiatica dicampur 

dalam tabung reaksi, diikuti dengan penambahan 

masing-masing satu mililiter kloroform dan 

H2SO4. Perubahan warna menjadi merah atau 

jingga kemerahan menunjukkan hasil positif 

triterpenoid, sedangkan warna hijau kebiruan 

menunjukkan hasil positif steroid (Sulasmi et al., 

2018). 

 

Uji Tanin 

Gelatin digunakan untuk mengevaluasi 

tanin. Lima tetes larutan gelatin ditambahkan ke 

tabung reaksi yang berisi tiga mililiter fraksi etil 

asetat C. asiatica. Pembentukan endapan putih 

menandakan hasil tanin yang baik (Pandey & 

Tripathi, 2014; Mera et al., 2019). 

 

Uji aktivitas antibakteri  

Penelitian ini menggunakan uji aktivitas 

antibakteri metode difusi cakram (Kirby-Bauer). 

Kertas cakram direndamkan pada masing-

masing konsentrasi fraksi etil asetat C. asiatica 

dan kontrol negatif menggunakan larutan DMSO 

10%. Selanjutnya, inokulasi 100 l suspensi 

isolat klinis P. aeruginosa pada media MHA 

menggunakan mikropipet lalu diratakan dengan 

spreader. Pinset digunakan untuk meletakkan 

kertas cakram yang telah direndam, dengan jarak 

setiap cakram sekitar 2-3 cm, pada permukaan 

media MHA. Kontrol kolistin positif sama saja. 

Selain itu, proses inkubasi dilakukan dalam 

inkubator yang diatur pada suhu 37°C selama 24 

jam. Setelah masa inkubasi, diameter zona 

hambat pertumbuhan bakteri diukur dengan 

penggaris berskala milimeter (mm) pada area 

bening di sekitar kertas cakram untuk 

mengetahui besarnya daya hambat fraksi etil 

asetat C. asiatica terhadap isolat klinis P. 

aeruginosa. Setiap kelompok dilakukan 

pengujian sebanyak 5 kali replikasi. 

 

Analisis Data 

Data zona hambat fraksi etil asetat Centlla 

asiatica dianalisis dengan uji normalitas Shapiro 

Wilk karena jumlah sampel kecil yaitu <50 

sampel data serta uji homogenitas menggunakan 

Levene’s Test (Tyastirin & Hidayati, 2017). 

Apabila data terdistribusi normal dan homogen, 

dilanjutkan uji parametrik dengan uji one-way 

ANOVA. Jika data terdistribusi tidak normal, 

maka uji one-way ANOVA tidak bisa dilakukan 

sehingga menggunakan uji nonparametrik yaitu 

Kruskal-Wallis dengan jumlah kelompok sampel 

lebih dari dua. Apabila uji one-way ANOVA atau 

uji Kruskal-Wallis didapatkan hasil yang 

bermakna yaitu p < 0.05, maka dilanjutkan uji 

Post Hoc dengan Mann-Whitney untuk 

membandingkan dua kelompok antara satu 

kelompok dengan kelompok lainnya sehingga 

mengetahui adakah perbedaan yang signifikan. 

Analisis data tersebut menggunakan program 

SPSS (Statistical Product of Service Solution) 

edisi 25. 

 

Hasil dan Pembahasan 

 

Hasil ekstraksi dan fraksinasi  

Filtrat yang didapatkan dari ekstraksi C. 

asiatica menggunakan metode sokhletasi 

menghasilkan 51,86 gram ekstrak kental etanol 

berwarna cokelat tua dengan persentase 

rendemen sebesar 17,28%. Sementara itu, hasil 

fraksinasi C. asiatica menggunakan metode 

corong pisah menghasilkan 0,916 gram fraksi etil 

asetat dengan persentase rendemen sebesar 

2,61%. 

 

http://doi.org/10.29303/jbt.v24i1b.8075


Anggraeni et al., (2024). Jurnal Biologi Tropis, 24 (1b): 540 – 551 

DOI: http://doi.org/10.29303/jbt.v24i1b.8075 

 

544 

Hasil Uji Fitokimia 

Hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa 

fraksi etil asetat C. asiatica mengandung 

metabolit sekunder yaitu fenolik, flavonoid, dan 

triterpenoid yang disajikan pada Tabel 1.

 

Tabel 1. Hasil Uji Fotokimia Fraksi Etil Asetat Centella asiatica 
 

Uji Reagen Parameter Hasil Positif Hasil  Foto Tabung 

Alkaloid 

Dragendroff Endapan merah atau jingga - 

 

Mayer Endapan putih atau kuning 

keruh 

- 

Wagner Endapan coklat/kemerahan - 

Fenolik FeCl3 Endapan hijau pekat + 

 
Flavonoid HCl pekat, 

serbuk Mg, amil 

alkohol 

Perubahan warna kuning + 

 
Saponin HCl 2N Terbentuknya busa - 

 
Steroid/ 

Triterpenoid 

Kloroform, 

H2SO4 

Perubahan warna menjadi hijau 

kebiruan untuk steroid dan 

perubahan warna menjadi 

merah atau jingga kecoklatan 

untuk triterpenoid 

+  

(Triterpenoid) 

 
Tanin Gelatin Endapan putih - 

 

Hasil Uji Aktivitas Antibakteri 

Metode difusi cakram (Kirby-Bauer) 

digunakan untuk menyelidiki aktivitas 

antibakteri dan menentukan seberapa baik 

penghambatan bakteri bekerja. Pembentukan 

zona bening di sekitar kertas cakram 

menunjukkan daya penghambatan fraksi etil 

asetat C. asiatica terhadap isolat klinis P. 

aeruginosa pada dosis 5.000 ppm, 7.500 ppm, 

dan 10.000 ppm. Tabel 2 menunjukkan diameter 

zona penghambatan yang dihasilkan dari uji 

aktivitas antibakteri fraksi etil asetat C. asiatica.

 

 
Tabel 2. Respons Zona Hambat Fraksi Etil Asetat Centella asiatica 
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Kelompok 
Rata-Rata Diameter 

Zona Hambat (mm) 
Kategori Respons Hambat 

Konsentrasi 5.000 ppm 1,96  1,89 Lemah 

Konsentrasi 7.500 ppm 3  1,41 Lemah 

Konsentrasi 10.000 ppm 2,96  1,49 Lemah 

Kontrol positif 7,3  0,00 Sedang 

Kontrol negatif 0  0,00 Tidak ada aktivitas 

Pembahasan 

 

Ekstraksi dan Fraksinasi Centella asiatica 

Saringan 40 mesh digunakan untuk 

meningkatkan luas permukaan simplisia C. 

asiatica setelah digiling dalam blender. Hal ini 

meningkatkan kontak antara simplisia dan 

pelarut selama ekstraksi dan memfasilitasi 

kemampuan pelarut untuk menarik metabolit 

sekunder dari simplisia (Amaliah et al., 2019). 

Etanol 96%, pelarut ekstraksi, dapat 

membahayakan sel tanaman pada konsentrasi 

tinggi, membuatnya lebih mudah melewati 

dinding sel C. asiatica dan menarik senyawa 

sekunder polar (Pandey & Tripathi, 2014; Idris & 

Nadzir, 2021; Wendersteyt et al., 2021; Masriani 

et al., 2023). C. asiatica diekstraksi 

menggunakan metode sokhletasi. Sokletasi 

adalah teknik untuk mengekstraksi lebih banyak 

bahan kimia yang tahan panas dari sampel 

dengan lebih cepat dan dengan lebih sedikit 

pelarut daripada maserasi. Teknik ini melibatkan 

pemanasan sampel dan penyaringan berulang 

kali untuk memaparkannya pada pelarut 

(Nasution et al., 2018; Idris & Nadzir, 2021). 

Selain itu, metode sokhletasi tidak meninggalkan 

residu sehingga memungkinkan C. asiatica 

terekstraksi secara menyeluruh. 

Berdasarkan Farmakope Herbal Indonesia 

tahun 2017, hasil rendemen yang baik pada 

ekstrak kental herba pegagan yaitu lebih dari 

7,3% (Kementerian Kesehatan RI, 2017). Nilai 

rendemen berkaitan dengan banyaknya metabolit 

sekunder yang terekstrak dari simplisia C. 

asiatica yang digunakan. Semakin banyak 

metabolit sekunder yang diisolasi dari sampel C. 

asiatica, semakin tinggi persentase hasil. 

Terdapat beberapa hal yang dapat memengaruhi 

hasil rendemen termasuk waktu ekstraksi, suhu, 

rasio pelarut dengan sampel, jumlah 

pengulangan ekstraksi sampel, dan jenis pelarut 

(Khoddami et al., 2013).  

Fraksinasi diperlukan untuk memisahkan 

bahan kimia kompleks dalam hasil ekstraksi 

menurut tingkat polaritasnya. Dalam penelitian 

ini, tiga pelarut n-heksana, kloroform, dan etil 

asetat difraksinasi secara berurutan 

menggunakan metode corong pisah. Berdasarkan 

prinsip "like dissolves like", senyawa yang 

bersifat polar akan larut dalam pelarut polar, 

sedangkan senyawa yang bersifat nonpolar akan 

larut dalam pelarut nonpolar karena adanya 

perbedaan tingkat polaritas dalam pelarut 

(Haslina & Eva, 2017). Zat polar, semipolar, dan 

nonpolar dapat diekstraksi menggunakan etil 

asetat sebagai pelarut karena sifatnya yang 

semipolar (Murdiyansah et al., 2020). Pelarut ini 

memiliki kemampuan untuk bercampur dengan 

eter, etanol, dan kloroform sehingga 

menjadikannya pilihan pelarut yang efektif 

(Maneak, 2018). 

 

Uji Fitokimia Fraksi Etil Asetat Centella 

asiatica 

Uji fitokimia dilakukan dengan pengujian 

kualitatif menggunakan metode uji tabung. 

Metode ini melibatkan observasi perubahan yang 

terjadi setelah penambahan reagen sehingga 

dapat mengidentifikasi metabolit sekunder dalam 

fraksi etil asetat C. asiatica. Tabel 2 

menampilkan hasil identifikasi dan 

mengungkapkan keberadaan metabolit sekunder, 

termasuk triterpenoid, flavonoid, dan fenolik. 

Ketiga metabolit sekunder tersebut memiliki cara 

kerja yang sama seperti kolistin yang dapat 

melarutkan dinding sel bakteri (Thi Khanh Nhu 

et al., 2016). Selain itu, ketiga metabolit 

sekunder tersebut memiliki sifat termostabil 

karena memiliki titik didih yakni 181,7C 

(Nurfadilah et al., 2021). Oleh karena itu, metode 

ekstraksi cara panas seperti sokhletasi yang 

menggunakan suhu 70C dapat mengekstraksi 

senyawa yang tidak terdegradasi oleh pemanasan 

seperti fenolik, flavonoid, dan triterpenoid. 

Sementara itu, alkaloid, saponin, dan steroid 

memiliki sifat termolabil atau tidak tahan dengan 

pemanasan sehingga ekstraksi cara dingin akan 

lebih baik digunakan untuk mengekstraksi 
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metabolit sekunder tersebut (Nurfadilah et al., 

2021). 

Fenolik dapat berkontribusi pada 

penghambatan pertumbuhan bakteri dengan 

mendenaturasi protein sel dan mencegah 

produksi asam nukleat bakteri (Rahmadeni et al., 

2019; Widowati et al., 2021). Adanya kandungan 

fenolik ditandai dengan terbentuknya endapan 

hijau pekat saat direaksikan dengan beberapa 

tetes ferri klorida (FeCl3). Flavonoid 

menghambat pertumbuhan bakteri dengan 

berinteraksi langsung dengan membran sel 

bakteri karena memiliki sifat lipofilik yang dapat 

menyebabkan kerusakan pada struktur membran 

(Renzetti et al., 2020). Selain itu, flavonoid juga 

dapat menghambat pembentukan biofilm dan 

menghambat sintesis asam nukleat dengan 

menghambat DNA gyrase (Lobiuc et al., 2023). 

Kandungan flavonoid ditandai dengan adanya 

perubahan warna kuning setelah direaksikan 

dengan 1 ml HCl pekat, 0,2 mg serbuk Mg, dan 

1 ml amil alkohol yang disebabkan oleh reaksi 

reduksi oleh HCl pekat dan serbuk Mg. 

Triterpenoid juga bekerja untuk 

menghentikan pertumbuhan bakteri dengan 

menyebabkan kerusakan pada membran sel 

bakteri, yang menyebabkan kebocoran 

sitoplasma dan kematian sel (Subaryanti et al., 

2022). Selain itu, triterpenoid menunjukkan 

aktivitas antibakteri melalui penghambatan 

sintesis protein dan mengganggu membran 

sitoplasma (Widowati et al., 2021). Adanya 

kandungan triterpenoid ditandai dengan 

perubahan warna merah saat direaksikan dengan 

1 ml kloroform dan 1 ml H2SO4. 

 

Uji Aktivitas Antibakteri Fraksi Etil Asetat 

Centella asiatica  

Sebuah bahan alami memiliki potensi 

sebagai antibakteri karena di dalamnya 

terkandung berbagai metabolit sekunder 

(Sutardi, 2016; Mahmood et al., 2019). Sifat 

antibakteri zat alami ini terbagi dalam beberapa 

area. Menurut klasifikasi Davis & Stout (1971) 

dalam Novita (2017) bahwa diameter zona 

penghambatan yang terbagi dalam empat 

kelompok menunjukkan aktivitas antibakteri zat 

alami yakni diameter > 20 mm (sangat kuat), 

diameter 10-20 mm (kuat), diameter 5-9 

(sedang), dan diameter < 5 (lemah). 

Tabel 2 menunjukkan fraksi etil asetat C. 

asiatica didapatkan aktivitas antibakteri minimal 

terhadap isolat klinis P. aeruginosa. Hal ini 

mungkin terjadi karena konsentrasi metabolit 

sekunder fraksi etil asetat, yang memberikan 

aktivitas antibiotik pada C. asiatica, tidak 

mencukupi. Fraksi etil asetat C. asiatica 

menunjukkan aktivitas antibakteri yang kuat 

terhadap Escherichia coli ATCC 25922, menurut 

sebuah penelitian oleh Sandy et al. (2021), 

dengan diameter zona penghambatan rata-rata 

13,66 mm pada konsentrasi 20%. Hasil 

penelitian ini berbeda dengan penelitian tersebut. 

Penggunaan isolat klinis bakteri Pseudomonas 

aeruginosa dari spesimen pasien (sputum) yang 

bersifat patogen dalam penelitian ini mungkin 

menjadi penyebab perbedaan hasil. Bakteri yang 

berasal dari isolat klinis cukup persisten untuk 

memproduksi alginat yang berkontribusi 

terhadap pembentukan dan pengembangan 

matriks biofilm (Moradali & Rehm, 2019). Hal 

ini meningkatkan resistensi bakteri yang berasal 

dari isolat klinis terhadap agen antibakteri dan 

pertahanan tubuh inang.  

Pseudomonas aeruginosa termasuk dalam 

klasifikasi bakteri Gram-negatif dengan dinding 

sel yang mengandung komponen membran luar 

yang merupakan struktur bilayer asimetris 

dengan kandungan lipid yang tinggi (Riedel et 

al., 2019; Paray et al., 2023). Struktur tersebut 

menjadi penghalang selektif yang membuat 

bakteri tersebut memiliki permeabilitas yang 

rendah. Hal ini menyebabkan lambatnya molekul 

antibakteri yang besar dalam menembus 

membran luar (Riedel et al., 2019). Oleh karena 

itu, resistensi bakteri Pseudomonas aeruginosa 

relatif tinggi pada beberapa agen antibakteri 

karena permeabilitas membran luarnya 100 kali 

lebih rendah daripada Escherichia coli (Riedel et 

al., 2019). 

Membran luar P. aeruginosa juga terdapat 

komponen lipopolisakarida (LPS) yang memiliki 

peran dalam antigenisitas, respons inflamasi, dan 

mencegah masuknya molekul eksternal (Gellatly 

& Hancock, 2013). LPS terdiri dari lipid A, inti 

oligosakarida, dan antigen O (Zhang et al., 

2018). Bakteri dari isolat klinis dapat melakukan 

modifikasi lipid A yang menyebabkan resistensi 

bakteri terhadap polimiksin dan peptida 

antimikroba kationik seperti kolistin serta 

mengubah sifat inflamasinya (Gellatly & 

Hancock, 2013). Lipid A dan antigen O 

merupakan komponen yang paling berkontribusi 
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terhadap infeksi sehingga LPS menjadi salah satu 

faktor virulensi utama bakteri P. aeruginosa. 

Faktor virulensi lainnya yang disekresikan 

oleh P. aeruginosa dan dapat berkontribusi pada 

patogenisitasnya yaitu eksotoksin A, lipase, 

fosfolipase, piosianin, dan rhamnolipid 

(Bjarnsholt, 2013; Gellatly & Hancock, 2013). 

Eksotoksin A menghambat elongation factor 2 

(EF2) inang sehingga menghambat sintesis 

protein dan menginduksi apoptosis sel inang 

(Gellatly & Hancock, 2013). Adanya eksotoksin 

A pada bakteri dapat meningkatkan virulensi 20 

kali lipat dibandingkan dengan bakteri yang 

defisiensi eksotoksin A (Gellatly & Hancock, 

2013). Lipase dan fosfolipase memecah lipid dan 

fosfolipid membran sel inang. Piosianin (pigmen 

hijau kebiruan) memberi warna pada koloni P. 

aeruginosa dan dapat menyebabkan stres 

oksidatif pada inang, mengganggu katalase inang 

dan transpor elektron mitokondria, menginduksi 

apoptosis pada neutrofil, serta menghambat 

fagositosis sel tubuh yang apoptosis oleh 

makrofag (Gellatly & Hancock, 2013). Produksi 

rhamnolipid dalam biofilm P. aeruginosa 

bersifat protektif sehingga tidak mudah 

dihancurkan oleh leukosit polimorfonuklear 

(PMN) (Bjarnsholt, 2013). Isolat klinis P. 

aeruginosa memiliki kapasitas untuk 

menghasilkan rhamnolipid selama beberapa 

dekade dalam infeksi kronis (Bjarnsholt, 2013). 

Ketika konsentrasi fraksi etil asetat C. 

asiatica ditingkatkan, efektivitas antibakteri 

dapat berubah namun peningkatan konsentrasi 

tidak selalu berarti terjadi peningkatan efek 

antibakteri. Fraksi etil asetat C. asiatica pada 

5.000 ppm menghasilkan diameter zona 

penghambatan rata-rata terpendek, sedangkan 

pada 7.500 ppm menghasilkan diameter zona 

penghambatan rata-rata terbesar, seperti yang 

ditunjukkan pada Tabel 2. Hal ini menunjukkan 

bahwa konsentrasi ideal untuk menghentikan 

pertumbuhan isolat klinis P. aeruginosa adalah 

7.500 ppm. Perbedaan yang dihasilkan dalam 

zona hambat dapat dipengaruhi oleh faktor 

perbedaan sensitivitas organisme yang dihambat 

serta mekanisme kerja dan interaksi antara 

metabolit sekunder yang terkandung pada sampel 

yang diuji (Haryati et al., 2016). Faktor lain yang 

dapat memengaruhi kualitas daya hambat yaitu 

peningkatan konsentrasi yang dapat membuat 

larutan fraksi menjadi lebih kental sehingga 

metabolit sekunder yang terkandung di dalamnya 

tidak tercampur rata ketika fraksi dilarutkan 

(Dianah et al., 2020). Hal ini dapat memengaruhi 

kecepatan dan kemampuan difusi metabolit 

sekunder yang memiliki peran antibakteri ke 

dalam media agar sehingga dapat menyebabkan 

terjadinya perbedaan diameter zona hambat 

(Anggita et al., 2018). Dengan demikian, 

peningkatan konsentrasi tidak selalu berbanding 

lurus dengan efek antibakterinya yang dapat 

diamati dari diameter zona hambat yang 

terbentuk. 
 

Tabel 3. Hasil Uji Post Hoc dengan Mann-Whitney 
 

Perbandingan Dua Kelompok Sampel 

5.000 ppm 

 

7.500 ppm* 

10.000 ppm* 

Kontrol Positif** 

Kontrol Negatif* 

7.500 ppm 10.000 ppm* 

Kontrol Positif** 

Kontrol Negatif** 

10.000 ppm Kontrol Positif** 

Kontrol Negatif** 

Ket : *) = tidak berbeda signifikan; **) = berbeda 

signifikan 

 

Shapiro Wilk digunakan untuk menguji 

normalitas, dan Uji Levene digunakan untuk 

menguji homogenitas. Hasilnya menunjukkan 

beberapa data tidak terdistribusi normal dan 

bervariasi secara tidak homogen. Kelompok 

perlakuan fraksi etil asetat C. asiatica, yang 

mencakup konsentrasi 5.000 ppm, 7.500 ppm, 

dan 10.000 ppm, juga menunjukkan perbedaan 

yang signifikan (nilai p <0,05) dalam 

menghambat pertumbuhan isolat klinis P. 

aeruginosa jika dibandingkan dengan kelompok 

kontrol positif dan kontrol negatif, menurut hasil 

uji Kruskal-Wallis. Perbedaan ini menunjukkan 

bahwa diameter zona penghambatan yang 

dihasilkan secara signifikan dipengaruhi oleh 

konsentrasi komponen etil asetat C. asiatica. 

Hasil uji Post Hoc menggunakan Mann-

Whitney menunjukkan adanya perbedaan 

signifikan (p value < 0,05) antara semua seri 

konsentrasi dengan kontrol positif dalam 

menghambat isolat klinis P. aeruginosa yang 

menunjukkan semua seri konsentrasi fraksi etil 

asetat C. asiatica mempunyai aktivitas 

antibakteri terhadap isolat klinis P. aeruginosa 

namun konsentrasi 5.000 ppm dengan kontrol 

negatif menunjukkan tidak ada perbedaan yang 
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signifikan (p value > 0,05) artinya konsentrasi 

5.000 ppm memiliki efek yang sama dengan 

kontrol negatif dalam menghambat perumbuhan 

isolat klinis P. aeruginosa. Dengan demikian, 

konsentrasi 7.500 ppm dan 10.000 ppm yang 

efektif dalam menghambat pertumbuhan isolat 

klinis P. aeruginosa. 

 

Kesimpulan 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah 

dilakukan, fraksi etil asetat Centella asiatica 

menggunakan metode ekstraksi sokhletasi 

memiliki aktivitas antibakteri terhadap isolat 

klinis Pseudomonas aeruginosa. Konsentrasi 

optimum untuk menghambat pertumbuhan isolat 

klinis P. aeruginosa yakni 7.500 ppm yang 

membentuk diameter zona hambat dengan rata-

rata 3 mm. Hal ini disebabkan oleh kandungan 

metabolit sekunder pada fraksi etil asetat C. 

asiatica seperti fenolik, flavonoid, dan 

triterpenoid yang dapat berperan sebagai 

antibakteri. 
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L., Luque, S., Gómez-Zorrilla, S., Benito, 

N. & Grau, S. (2019). Epidemiology and 

Treatment of Multidrug-Resistant and 

Extensively Drug-Resistant Pseudomonas 

aeruginosa Infections. Clinical 

Microbiology Reviews, 32 (4): 1–52. doi: 

10.1128/CMR.00031-19. 

Idris, F. N. & Nadzir, M. M. (2021). Comparative 

Studies on Different Extraction Methods of 

Centella asiatica and Extracts Bioactive 

Compounds Effects on Antimicrobial 

Activities. Antibiotics. 10 (4): 457. doi: 

10.3390/antibiotics10040457. 

Indah, Asri, M., Auliah, N. & Ashari, A. T. 

(2022). Sintesis Nanopartikel Perak 

dengan Air Rebusan Daun Pegagan 

(Centella asiatica L.) dan Uji Aktivitas 

dalam Menghambat Pertumbuhan Bakteri 

Pseudomonas aeruginosa dan 

Staphylococcus aureus. Majalah Farmasi 

dan Farmakologi, 26 (2): 88–91. doi: 

10.20956/mff.v26i2.19903. 

Julianto, T. S. (2019). Fitokimia Tinjauan 

Metabolit Sekunder dan Skrining 

Fitokimia. 1st Ed. Universitas Islam 

Indonesia, Yogyakarta. ISBN: 978-602-

450-332-1, pp: 85, 88. 

Kementerian Kesehatan RI. (2017). Farmakope 

Herbal Indonesia. Edisi II. Kementerian 

Kesehatan RI. Jakarta. 

https://bikinpabrik.id/wp-

content/uploads/2023/04/Farmakope-

Herbal-Indonesia-Edisi-II-Tahun-2017-

1.pdf. 

Khoddami, A., Wilkes, M. A. & Roberts, T. H. 

(2013). Techniques for Analysis of Plant 

Phenolic Compounds. Molecules, 18 (2): 

2328–2375. doi: 

10.3390/molecules18022328. 
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