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SUMMARY

Antioxidant and antibacterial activity of takokak (Solanum torvum)
fruit extract; Rizki Kurniawan; 121710101009; 2016; 63 pages; Department of
Agricultural Product Technology, Faculty of Agricultural Technology, University
of Jember.

Takokak is an underutilized vegetable that is found in almost all regions in
Indonesia. Takokak is a wild plant. Takokak fruit is a traditional medicine for the
treatment of stomach diseases, stiffness waist, chronic cough, ulceration, heart
disease, and high blood pressure. Takokak fruit contains isoflavones sulfate,
steroid glycosides and alkaloids. Flavonoids and alkaloids that are expected to
inhibit the growth of pathogenic bacteria including Bacillus subtilis and
Escherichia coli.

Extraction of bioactive compounds in fruits takokak using a suitable
solvent. Active compounds in takokak fruit are polar compounds that can be
extracted using a polar solvent. The used of ethanol as solvent of bioactive
compounds in food is highly recommended because ethanol is food grade. In a
different context, the used of ethanol in food is reduced along with public
awareness of halal food consumption. This study was conducted to determine the
ratio of water and ethanol is most effective to extract flavonoids in takokak fruits
and used for natural antibacterial.

This research was conducted in four stages. The first stage is a preliminary
research to determine the extraction method. The second stage is making takokak
fruit extract powder. The third stage is extract powder characterization includes
color analysis, total polyphenols (Folin-Ciocalteu) and antioxidant activity (DPPH
scavenging activity). The fourth stage is analysis of antibacterial activity in well

diffusion method and the determination of minimum inhibitory concentration.

vii
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The results showed takokak fruit extracts powder that have appropriate
criteria is the use of 50% ethanol as a solvent with a total of 265.44 polyphenols
mgGAE / ml and antioxidant activity of 44.46%. The well diffusion method in
Bacillus subtilis showed inhibition zone of 221,50mm? at a concentration of
extract powder 80mg / ml and 338,60 mm? in Escherichia coli. Probit curve
Bacillus subtilis takokak fruit extracts showed 1Cs of 5.69 mg / ml and the MIC
of 26.03 mg / ml while the probit curve of Escherichia coli takokak fruit extracts
showed IC50 of 5.59 mg / ml and the MIC at 17, 78 mg / ml

viii
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RINGKASAN

Ekstraksi Senyawa Bioaktif Buah Takokak (Solanum torvum) serta
Pengujian Sifat Antioksidan dan Antibakterinya; Rizki Kurniawan;
121710101009; 2016; 63 halaman; Jurusan Teknologi Hasil Pertanian Fakultas

Teknologi Pertanian Universitas Jember.

Takokak merupakan jenis sayuran yang ditemukan hampir di seluruh
wilayah Indonesia sebagai tanaman liar yang tidak dibudidayakan. Buah takokak
sering dikonsumsi mentah sebagai lalapan maupun diolah terlebih dahulu menjadi
masakan. Buah takokak mengandung komponen kimia seperti isoflavonoid
sulfat, steroid glikosida, dan alkaloid. Buah takokak berpotensi menjadi sumber
flavonoid dan alkaloid yang diharapkan dapat menghambat pertumbuhan bakteri
patogen diantaranya Bacillus subtilis dan Eschericia coli.

Senyawa aktif dalam buah takokak tergolong senyawa polar yang dapat
diekstrak menggunakan etanol. Etanol banyak digunakan sebagai pelarut senyawa
bioaktif dalam bahan pangan (bersifat food grade). Namun, penggunaan etanol
mulai dikurangi seiring dengan kesadaran masyarakat akan konsumsi pangan
halal. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui rasio air dan etanol yang efektif
dalam ekstraksi senyawa flavonoid buah takokak dan pengujian lebih lanjut
ekstrak buah takokak sebagai antibakteri.

Penelitian ini dilakukan dalam empat tahapan, vyaitu penelitian
pendahuluan untuk menentukan metode ekstraksi, pembuatan bubuk ekstrak buah
takokak, karakterisasi bubuk ekstrak meliputi analisis warna, total polifenol
(Follin-Ciocalteau), aktivitas antioksidan (DPPH scavenging activity), dan
analisis aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi sumur serta penentuan
minimum inhibitory concentration (MIC).

Hasil penelitian menunjukkan bubuk ekstrak buah takokak yang memiliki
kriteria sesuai adalah pada penggunaan etanol 50% sebagai pelarut dengan total
polifenol sebesar 265,44 mgGAE/ml dan aktivitas antioksidan sebesar 44,46%.

Pengujian aktivitas antibakteri metode difusi sumur pada bakteri Bacillus subtilis
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menghasilkan zona hambat sebesar 221,50mm? pada konsentrasi 80mg/ml bubuk
ekstrak dan pada bakteri Eschericia coli sebesar 338,60 mm? pada konsentrasi
yang sama. Kurva probit Bacillus subtilis dengan ekstrak buah takokak
menghasilkan 1Csq sebesar 5,69 mg/ml dan MIC sebesar 26,03 mg/ml sedangkan
pada Kurva probit Eschericia coli dengan ekstrak buah takokak menghasilkan
ICso sebesar 5,59 mg/ml dan MIC sebesar 17,78 mg/ml
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Takokak (Solanum torvum) merupakan tanaman jenis sayuran yang jarang
dikonsumsi masyarakat umum. Takokak ditemukan hampir di seluruh wilayah
Indonesia sebagai tanaman liar yang tidak dibudidayakan. Selain di Indonesia,
tanaman takokak juga dikenal di beberapa kawasan seperti di Asia Timur, Asia
Selatan dan Amerika Latin. Pemanfaatan tanaman takokak di berbagai negara di
dunia cukup beragam, diantaranya sebagai bahan makanan, campuran obat obatan
bahkan sebagai pengatur kesuburan tanah (Yousaf et al., 2013). Di daerah Jawa
Barat, takokak sering dikonsumsi dalam keadaan mentah sebagai lalapan (Hidayat
dan Rodame, 2015). Buah takokak juga dijadikan obat tradisional untuk
pengobatan penyakit lambung, pinggang kaku, batuk kronis, koreng, jantung, dan
menurunkan tekanan darah tinggi (Sirait, 2009).

Penelitian Chah (2000) melalui uji penapisan fitokimia membuktikan
bahwa buah takokak mengandung komponen flavonoid, saponin, tanin, alkaloid,
dan steroid glikosida. Buah takokak muda mengandung komponen steroid jenis
solasodin 0,84%, sedangkan buah yang telah menguning mengandung steroid
jenis solasonin 0,1%. Buah takokak muda juga mengandung klorogenin,
sisologenenon, torvogenin, vitamin A, dan neo-klorogenin (Sirait, 2009).

Menurut penelitian Ambarwati (2007) kandungan flavonoid dalam suatu
bahan dapat berperan dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen sampai
pada konsentrasi tertentu. Buah takokak merupakan sumber flavonoid dan
alkaloid yang mudah ditemui dan memiliki harga relatif terjangkau. Kandungan
flavonoid, alkaloid ,dan steroid dalam ekstrak buah takokak diharapkan dapat
menghambat pertumbuhan bakteri patogen.

Keberadaan bakteri patogen dalam bahan pangan merupakan salah satu
penyebab kerusakan bahan pangan dan keracunan makanan. Konsumsi
masyarakat akan produk pangan yang kurang higienis menyebabkan munculnya
beragam penyakit salah satunya yaitu keracunan makanan. Berdasarkan data
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BPOM (2016) kasus keracunan makanan di Indonesia pada rentangan bulan
Januari hingga Maret 2016 menyebabkan sebanyak 1.544 orang korban, 30 orang
diantaranya meninggal dunia. Artikel BPOM (2008) menyebutkan bahwa salah
satu penyebab keracunan makanan adalah konsumsi makanan yang
terkontaminasi oleh mikroorganisme patogen dan menghasilkan toksin yang
berbahaya bagi manusia.

Efek negatif yang disebabkan bakteri patogen pada bahan makanan dan
tubuh manusia dapat dihindari dengan penggunaan antibiotik sintetis. Penggunaan
antibiotik sintetis yang berlebihan dapat mengakibatkan dampak degeneratif pada
tubuh. Data BPOM (2015) pada tahun 2014 hampir seperempat jumlah obat yang
menimbulkan efek samping berasal dari golongan antibiotik. Efek samping yang
ditimbulkan antibiotik sintesis membuka fikiran masyarakat untuk beralih pada
bahan-bahan alami.

Buah takokak merupakan salah satu bahan alami yang potensial untuk
dikembangkan sebagai antibakteri. Kandungan senyawa bioaktif dalam buah
takokak dapat diekstrak dan dimanfaatkan sebagai antibakteri alami. Oleh karena
itu perlu dilakukan penelitian terkait aktivitas antibakteri ekstrak buah takokak
sebagai alternatif pangan fungsional dan sediaan alami terapi penyembuhan
terhadap efek negatif yang disebabkan bakteri patogen.

1.2 Perumusan Masalah

Buah takokak sangat potensial untuk dimanfaatkan sebagai antibakteri
alami. Kandungan komponen flavonoid, steroid, dan alkaloid dalam buah takokak
diharapkan dapat berperan sebagai antibakteri. Senyawa aktif dalam buah takokak
perlu diekstrak untuk mengetahui konsentraasi penghambatan yang efektif
menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Ekstraksi senyawa bioaktif dalam
buah takokak dilakukan menggunakan pelarut yang sesuai. Senyawa aktif dalam
buah takokak merupakan senyawa polar yang dapat diekstrak menggunakan
pelarut polar pula.

Etanol merupakan salah satu jenis pelarut semi polar yang umum

digunakan dalam prosedur ekstraksi berbagai senyawa bioaktif dalam suatu
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bahan. Penggunaan etanol sebagai pelarut senyawa bioaktif dalam bahan pangan
sangat disarankan karena etanol bersifat food grade. Pada konteks yang berbeda,
penggunaan etanol saat ini dalam bahan pangan juga mulai dikurangi seiring
dengan kesadaran masyarakat akan konsumsi pangan halal. Menurut Stobiecki
(2006), campuran etanol dan air dengan berbagai rasio dapat digunakan untuk
mengekstrak senyawa flavonoid dalam jaringan tumbuhan salah satunya buah
takokak. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui rasio air dan etanol yang
paling efektif untuk mengekstrak senyawa flavonoid dalam buah takokak dan
selanjutnya dimanfaatkan sebagai antioksidan dan antibakteri. Pengujian
antibakteri dilakukan secara in vitro yang diwakili Bacillus subtilis dari jenis

bakteri gram positif dan Escherichia coli dari jenis bakteri gram negatif.

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut,
a. mengetahui konsentrasi pelarut yang tepat untuk mengekstrak
senyawa bioaktif ekstrak buah takokak,
b. mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak buah takokak, dan
c. mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak buah takokak.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah memberikan informasi mengenai

ekstrak buah takokak sebagai sumber antioksidan dan antibakteri alami.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKAz

2.1 Buah Takokak(Solanum torvum )

Tanaman takokak merupakan salah satu tanaman obat tradisional untuk
pengobatan penyakit lambung, pinggang kaku, batuk kronis, koreng, jantung, dan
menurunkan tekanan darah tinggi. Bagian tanaman yang digunakan sebagai obat
adalah akar, daun, dan buah. Tanaman ini termasuk tanaman perdu yang tumbuh
tegak, tinggi tanaman sekitar 3 m. Batang bulat, berkayu, bercabang, berduri
jarang, dan percabangan simpodial berwarna putih kotor. Daun tunggal, berwarna
hijau, tersebar, berbentuk bulat telur, tepi rata, ujung meruncing, dan panjang
sekitar 27- 30 cm dan lebar 20 — 24 cm, pertulangan menyirip dan ibu tulang
berduri. Buah berbentuk buni dan bulat, apabila masih muda berwarna hijau
setelah tua berwarna jingga. Buah berbiji pipih, kecil, licin, berwarna kuning
pucat, berakar tunggang, dan berwarna kuning pucat. Buah pertama takokak dapat
dipanen setelah tanaman berumur sekitar 3 — 4 bulan dari waktu tanam, buah yang
dipetik biasanya adalah buah yang hampir tua (Sirait 2009). Bentuk buah takokak
dapat dilihat pada Gambar 2.1

Gambar 2.1. Buah takokak (Dokumentasi pribadi, 2016)

Hasil beberapa penelitian menyebutkan bahwa takokak memiliki aktivitas
antimikroba yang cukup baik. Sivapriya et al., (2011) menunjukkan bahwa jumlah
kandungan metabolit,seperti polifenol dan flavonoid pada ekstrak kulit buah

takokak, berkaitan erat dengan efektivitas penghambatan bakteri. Penelitian lain
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menunjukkan  bahwa ekstrak metanolik takokak memiliki  aktivitas
antibakteri yang baik terhadap bakteri-bakteri patogen. Dari hasil beberapa
penelitian dapat diketahui bahwa aktivitas antibakteri dari tanaman takokak lebih
efektif terhadap bakteri gram positif dibandingkan bakteri gram negatif (Yousaf et
al., 2013). Walaupun penelitian mengenai aktivitas antibakteri pada tanaman
takokak telah banyak dilakukan, namun hingga saat ini penelitian yang dilakukan
untuk mengetahui komponen yang berperan sebagai antibakteri dari ekstrak buah

takokak belum banyak dilakukan.

2.2 Ekstraksi

Ekstraksi menggunakan pelarut cair atau gas yang melarutkan benda cair,
padat, atau gas yang menghasilkan sebuah larutan melalui suatu pemisahan suatu
zat berdasarkan perbedaan kelarutannya. Menurut hukum distribusi atau partisi
dapat diketahui bahwa zat-zat tertentu lebih mudah larut dalam pelarut-pelarut
tertentu yang dipengaruhi oleh konsentrasi iod, konstanta dielektrik, dan
kepolaran. Pelarut merupakan cairan yang mampu melarutkan zat lain yang
umumnya berbentuk padatan tanpa mengalami perubahan kimia. Dalam bentuk
cairan dan padatan, tiap molekul saling terikat akibat adanya gaya tarik menarik
antar molekul, gaya tarik menarik tersebut akan mempengaruhi pembentukan
larutan. Apabila terdapat zat terlarut dalam suatu pelarut, maka partikel zat terlarut
tersebut akan menyebar ke seluruh pelarut. Hal ini menyebabkan bentuk zat
terlarut menyesuaikan dengan bentuk pelarutnya (Setiono, 1985).

Larutan terbentuk dari campuran zat-zat yang homogen, dimana pelarut
memiliki komponen dengan jumlah yang lebih banyak daripada zat terlarut.
Kemudahan partikel zat terlarut menggantikan molekul pelarut bergantung pada
kekuatan relatif dari interaksi antara pelarut-pelarut, interaksi antara zat terlarut-
zat terlarut, dan interaksi antara pelarut-zat terlarut. Jika tarik menarik zat terlarut-
pelarut lebih kuat daripada tarik menarik pelarut-pelarut dan tarik menarik zat
terlarut-terlarut, maka proses pelarutan akan berlangsung, proses ini disebut reaksi

eksoterm. Jika interaksi zat terlarut-pelarut lebih lemah daripada interaksi pelarut-
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pelarut dan interaksi zat-zat terlarut maka proses ini disebut reaksi endoterm
(Setiono, 1985).

Biasanya pelarut yang digunakan untuk melarutkan suatu zat adalah air.
Ada beberapa hal yang memungkinkan pelarut selain air digunakan seperti
melarutkan basa kuat dalam air yang akan membuat basa kuat bereaksi dengan air
memproduksi OH-. Pelarut organik merupakan pelarut yang umumnya
mengandung atom karbon dalam molekulnya. Dalam pelarut organik, zat terlarut
didasarkan pada kemampuan koordinasi dan konstanta dielektriknya. Pelarut
organik dapat bersifat polar dan non-polar bergantung pada gugus kepolaran yang
dimilikinya. Pada proses kelarutan dalam pelarut organik, biasanya reaksi yang
terjadi berjalan lambat sehingga perlu energi yang didapat dengan cara pemanasan
untuk mengoptimumkan kondisi kelarutan. Larutan yang dihasilkan bukan
merupakan konduktor elektrik. Contoh pelarut organik adalah alkohol, eter, ester,
etil asetat, keton, dan sebagainya (Agoes, 2007).

Pelarut dengan nilai permitivitas statis relatif (er) lebih besar dari 15
(seperti kutub atau polarisasi) dapat dibagi menjadi protik dan aprotik. Pelarut
protik melarutkan anion dengan kuat (larutan bermuatan negatif) melalui ikatan
hidrogen. Air termasuk pelarut protik polar. Dalam reaksi kimia penggunaan polar
protik pelarut mendukung mekanisme reaksi SN1. Reaksi SN1 adalah
sebuah reaksi substitusi dalam kimia organik. SN1 adalah singkatan dari substitusi
nukleofili dan "1" memiliki arti bahwa tahap penetapan laju reaksi ini adalah
reaksi molekul tunggal. Reaksi ini melibatkan sebuah zat antara karbokation dan
umumnya terjadi pada reaksi alkil halida sekunder ataupun tersier, atau dalam
keadaan asam yang kuat, alkohol sekunder dan tersier (Stobiecki, 2006).

Metode dasar dari ekstraksi adalah maserasi dan perkolasi. Biasanya
metode ekstraksi dipilih berdasarkan beberapa faktor seperti sifat dari bahan dan
daya penyesuaian dengan tiap macam metode ekstraksi dan kepentingan dalam
memperoleh ekstrak yang sempurna atau mendekati sempurna. Sifat dari bahan
merupakan faktor utama yang harus dipertimbangkan dalam memilih metode
ekstraksi. Maserasi merupakan metode sederhana yang paling banyak digunakan.

Cara ini sesuai, baik untuk skala kecil maupun skala industri (Agoes,2007).
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metode maserasi dapat menghindari rusaknya senyawa-senyawa yang bersifat
termolabil.

2.3 Antioksidan

Antioksidan dalam pengertian kimia adalah senyawa pemberi elektron
(electron donors) dan secara biologis antioksidan merupakan senyawa yang
mampu mengatasi dampak negatif oksidan dalam tubuh seperti kerusakan elemen
vital sel tubuh (Kanisus, 2007). Keseimbangan antara oksidan dan antioksidan
sangat penting karena berkaitan dengan kerja fungsi sistem imunitas tubuh,
terutama untuk menjaga integritas dan berfungsinya membran lipid, protein sel,
dan asam nukleat, serta mengontrol tranduksi signal dan ekspresi gen dalam sel
imun. Produksi antioksidan di dalam tubuh manusia terjadi secara alami untuk
mengimbangi produksi radikal bebas. Antioksidan tersebut kemudian berfungsi
sebagai sistem pertahanan terhadap radikal bebas, namun peningkatan produksi
radikal bebas yang terbentuk akibat faktor stress, radiasi UV, polusi udara dan
lingkungan mengakibatkan sistem pertahanan tersebut kurang memadai, sehingga
diperlukan tambahan antioksidan dari luar.

Antioksidan di luar tubuh dapat diperoleh dalam bentuk sintesis dan alami.
Antioksidan sintetis seperti buthylatedhydroxytoluene (BHT), buthylated
hidroksianisol (BHA) dan ters-butylhydroquinone (TBHQ) secara efektif dapat
menghambat oksidasi. Namun, penggunaan antioksidan sintetik dibatasi oleh
aturan pemerintah karena, jika penggunaannya melebihi batas justru dapat
menyebabkan racun dalam tubuh dan bersifat karsiogenik, sehingga dibutuhkan
antioksidan alami yang aman. Salah satu sumber potensial antioksidan alami
adalah tanaman karena mengandung senyawa flavonoid, klorofil dan tanin (Lie
dan Jin, 2012). Antioksidan ini menghambat pembentukan senyawa oksigen reatif
dengan cara pengelatan metal, atau dirusak pembentukannya. Prinsip kerja sistem
antioksidan non enzimatis yaitu dengan cara memotong reaksi oksidasi berantai
dari radikal bebas atau dengan menangkap radikal tersebut, sehingga radikal bebas
tidak akan bereaksi dengan komponen seluler.
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2.4 Komponen Antibakteri Alami

Antibakteri merupakan obat pembasmi mikroba, khususnya mikroba yang
merugikan manusia. Antibiotik ialah zat yang dihasilkan oleh suatu mikroba,
terutama fungi, yang dapat menghambat atau dapat membasmi mikroba lain.
Banyak antibiotik yang dibuat secara semisintetik atau sintetik penuh. Obat yang
digunakan untuk membasmi mikroba, penyebab infeksi pada manusia, ditentukan
harus memiliki sifat toksisitas selektif setinggi mungkin. Artinya, obat tersebut
haruslah bersifat sangat toksik untuk mikroba. Berdasarkan sifat toksisitas
selektif, ada antibakteri yang bersifat menghambat pertumbuhan mikroba, dikenal
sebagai aktivitas bakteriostatik; dan ada yang bersifat membunuh mikroba,
dikenal sebagai aktivitas bakterisid (Pratiwi, 2008).

Komponen metabolit dari tanaman berpotensi sebagai bahan
pengembangan obat-obatan. Salah satu pengembangan obat-obatan dari tanaman
adalah sebagai antibiotik (Verpoorte 2000). Aktivitas antibiotik dari komponen
metabolit tanaman tidak terlepas dari aktivitas komponen tersebut sebagai
antibakteri. Beberapa komponen metabolit yang telah diketahui memiliki aktivitas
sebagai antibakteri dijelaskan sebagai berikut.

2.4.1 Senyawa Fenolik

Senyawa fenolik merupakan istilah bagi substansi tanaman yang umumnya
mengandung cincin aromatik yang berikatan dengan satu atau lebih gugus
hidroksil. Fenolik banyak terdapat di vakuola sel dan bersifat larut air karena
umumnya senyawa ini berikatan dengan gugus gula seperti glukosida. Senyawa
fenol sederhana, asam fenolat, dan flavonoid merupakan senyawa fenolik yang
diketahui memiliki aktivitas antimikroba (Cowan 1999).

2.4.2 Alkaloid

Alkaloid merupakan salah satu komponen metabolit yang telah digunakan
sebagai bahan baku obat-obatan. Alkaloid telah diteliti memiliki efek farmakologi
termasuk bersifat sitotoksik dan sebagai antiprotozoa, namun masih sedikit yang
meneliti tentang aktivitas alkaloid sebagai antibakteri (Karou et al., 2005).
Alkaloid merupakan senyawa siklik yang mengandung satu atau dua atom

nitrogen yang biasanya merupakan bagian dari struktur siklik tersebut. Jenis
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alkaloid yang umum ditemukan dalam tanaman famili Solanaceae, yang
merupakan famili dari buah takokak khususnya adalah solanin, atropin, dan
nikotin. Salah satu jenis alkaloid yang diketahui sebagai antimikroba adalah
berberine. Berberine diduga berpotensi melawan beberapa mikroorganisme
seperti plasmodia dan tripanosoma. Mekanisme dari komponen ini berhubungan
erat dengan kemampuannya sebagai DNA intercalator (Cowan, 1999). DNA
intercalator adalah senyawa yang dapat berikatan pada struktur DNA sehingga
DNA yang seharusnya berbentuk heliks berubah menjadi tidak beraturan.
2.4.3 Terpenoid

Komponen terpen merupakan kelompok metabolit sekunder yang
mengandung struktur isopren dalam jumlah banyak. Secara umum, komponen
terpen memiliki struktur kimia CyHys dan berada dalam bentuk diterpen (C,0),
triterpen (Cs0), tetraterpen (C,0), hemiterpen (Cs), dan sesquiterpen (C;s). Ketika
komponen tersebut mengandung oksigen maka kelompok ini didefinisikan
sebagai terpenoid (Cowan 1999). Terpenoid merupakan komponen yang berperan
terhadap aroma dan kandungan minyak esensial dari suatu tanaman
(Brielmann et al., 2006). Salah satu triterpen glikosida yang memiliki berat
molekul tinggi adalah saponin. Ekstrak saponin dari tanaman Anabasis artadulata
diketahui memiliki aktivitas antibakteri yang baik terhadap bakteri Escherichia
coli ATCC 25922, Bacillus subtilis ATCC 6538, Klebsiella pneumonia, Bacillus
subtilis ATCC 6633, dan Pseudomonas aeruginosa ATCC 14028. Aktivitas
antibakteri dari saponin ini lebih baik dibandingkan dengan ekstrak alkaloid dari

tanaman yang sama (Maatalah et al., 2012).

2.5 Metode Pengujian Antibakteri
2.5.1 Pengujian Antibakteri secara Difusi Agar

Metode difusi agar diperkenalkan oleh William Kirby dan Alfred Bauer
pada tahun 1966. Selanjutnya, metode Kirby-Bauer digunakan untuk menentukan
keampuhan bahan antimikrobial (Lay, 1994). Pada uji ini, cakram kertas steril
berukuran 6 mm ditetesi ekstrak tanaman dengan konsentrasi tertentu. Beberapa

penelitian melakukan penetesan ekstrak tanaman sebelum cakram diletakkan pada
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permukaan media yang telah disemai bakteri uji, sedangkan pada penelitian yang
lain dilakukan setelahnya. Ketika kertas cakram yang telah jenuh dengan bahan
antibakteri berada pada media agar maka bahan antibakteri akan mulai berdifusi
ke sekitar media. Laju difusi bahan antibakteri dalam media dipengaruhi oleh
berat molekul bahan antibakteri dan kelarutannya dalam media agar (Pratiwi,
2008).

Penghambatan pertumbuhan bakteri oleh bahan antibakteri terlihat sebagai
wilayah jernih di sekitar pertumbuhan bakteri. Luasnya wilayah jernih merupakan
petunjuk kepekaan bakteri terhadap bahan antibakteri. Luas atau ukuran wilayah
hambatan berkaitan dengan Kkecepatan difusi antibakteri dalam medium.
Kecepatan difusi ini harus dipertimbangkan dalam penentuan kemampuan
antibakteri (Lay, 1994). Selain itu, ketebalan media juga dapat berpengaruh
terhadap luas daerah hambatan karena bahan antibakteri berdifusi secara 3
dimensi, sehingga lapisan media agar yang tipis akan menghasilkan daerah
hambatan yang lebih besar daripada lapisan media yang tebal (Amer et al., 2013).
Faktor-faktor lain yang dapat mempengaruhi luas daerah hambatan antara lain
jenis dan kondisi bakteri uji, kepadatan inokulum, jenis media, potensi dari bahan
antibakteri, volume bahan antibakteri yang diaplikasikan dan temperatur inkubasi
(Nurainy et al., 2008)

2.5.2 Pengujian Antibakteri secara Dilusi Cair

Metode ini mengukur MIC (minimum inhibitory concentration atau kadar
hambat minimum, MIC) dan MBC (minimum bactericidal concentratrion atau
kadar bunuh minimum, KBM). Cara yang dilakukan adalah dengan membuat seri
pengenceran agen antimikroba pada medium cair yang ditambahkan dengan
mikroba uji. Larutan uji agen antimikroba pada kadar terkecil yang terlihat jernih
tanpa adanya pertumbuhan mikroba uji ditetapkan sebagai MIC. Larutan yang
ditetapkan sebagai MIC tersebut selanjutnya dikultur ulang pada media cair tanpa
penambahan mikroba uji ataupun agen antimikroba dan diinkubasi selama 18-24
jam. Media cair yang tetap terlihat jernih setelah inkubasi ditetapkan sebagai
KBM (Pratiwi, 2008).
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2.4 Bakteri Patogen

Bakteri patogen merupakan penyebab utama dari kasus keracunan pangan
yang masih menjadi masalah serius di berbagai negara. Bakteri patogen yang
cukup menyita perhatian terkait kemampuannya mengkontaminasi produk pangan
adalah Bacillus subtilis dan Eschericia coli
2.4.1 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis memerlukan suhu optimal dalam pertumbuhannya yakni
antara 28 — 38°C. Apabila bakteri tersebut diisolasi dari seorang penderita, suhu
optimal yang diperlukan adalah 37 C, pH optimum pertumbuhannya adalah 7,4.
Bakteri Bacillus subtilis terdapat pada hidung, mulut, tenggorokan, pori-pori,
permukaan kulit, kelenjar keringat dan saluran usus. Infeksi Bacillus subtilis dapat
berupa jerawat, bisul dan luka (Jawetz et al.,, 2001). Bacillus subtilis dapat
menyebabkan kerusakan pada makanan kaleng yang juga dapat mengakibatkan
gastroenteritis pada manusia yang mengkonsumsinya. Oleh sebab itu makanan
yang disimpan dalam waktu lama perlu dilakukan pengawetan agar tidak
membahayakan konsumen (Pratiwi, 2008).

2.4.2 Eschericia coli

Eschericia coli merupakan bakteri batang gram negatif dan tidak
membentuk spora, serta memiliki kapsul. Bakteri ini juga bersifat fakultatif, dan
sering disebut sebagai facultative intra-cellular parasites. Dinding selnya terdiri
atas murein, lipoprotein, fosfolipid, protein, dan lipopolisakarida (LPS) dan
tersusun sebagai lapisan-lapisan (Dzen, 2003).

Struktur sel Eschericia coli dikelilingi oleh membran sel, terdiri dari
sitoplasma yang mengandung nukleoprotein. Membran sel Eschericia coli
ditutupi oleh dinding sel berlapis kapsul. Flagela dan pili Eschericia coli menjulur
dari permukaan sel (Tizard 2004). Tiga struktur antigen utama permukaan yang
digunakan untuk membedakan serotipe golongan Eschericia coli adalah dinding
sel, kapsul dan flagela. Dinding sel Eschericia coli berupa lipopolisakarida yang
bersifat pirogen dan menghasilkan endotoksin serta diklasifikasikan sebagai
antigen O. Kapsul Eschericia coli berupa polisakarida yang dapat melindungi

membran luar dari fagositik dan sistem komplemen, diklasifikasikan sebagai
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antigen K. Flagela Eschericia coli terdiri dari protein yang bersifat antigenik dan
dikenal sebagai antigen H. Faktor virulensi Eschericia coli juga disebabkan oleh
enterotoksin, hemolisin, kolisin, 6 siderophor, dan molekul pengikat besi
(aerobaktin dan entrobaktin) (Quinn et al., 2002).

Bakteri Eschericia coli dapat membentuk koloni pada saluran pencernaan
manusia maupun hewan dalam beberapa jam setelah kelahiran. Faktor
predisposisi pembentukan koloni ini adalah mikroflora dalam tubuh masih sedikit,
rendahnya kekebalan tubuh, faktor stres, pakan, dan infeksi agen patogen lain.
Kebanyakan Eschericia coli memiliki virulensi yang rendah dan bersifat oportunis
(Songer & Post, 2005).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kimia dan Biokimia Pangan
dan Hasil Pertanian, Laboratorium Teknologi dan Manajemen Agroindustri, dan
Laboratorium Mikrobiologi Pangan dan Hasil Pertanian Fakultas Teknologi

Pertanian Universitas Jember pada bulan Januari sampai Mei 2016.

3.2 Bahan dan Alat Penelitian
3.2.1 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan adalah buah takokak hijau berdiameter 7 — 10 mm
dari sekitar Kabupaten Jember, Aquades, NB (Nutrient Broth), NA (Nutrient
Agar), etanol 96%, DMSO (Dimethyl Sulfoxide) 2%, larutan garam fisiologis
0,85%, kultur bakteri Escherichia coli dan Bacillus subtillis diperoleh dari koleksi
Laboratorium Mikrobiologi Pangan dan Hasil Pertanian Fakultas Teknologi
Pertanian Universitas Jember.
3.2.2 Alat Penelitian

Alat yang digunakan adalah peralatan gelas, Shaker waterbath (Memmert
D-91126, Jerman), rotary evaporator (Butchi, German) , oven vacuum (Lab-line
Instruments), penangas air (Medline MS300HS, German), spektrofotometer
(Thermo Scientific Genesys 10S UV-VIS, China) pipet mikro (Biohit 12636255,
Jerman), blue tip, yellow tip, bunsen, vortex (Medline VM-3000-MD, German),
cawan petri, magnetic stirrer(Medline MS300HS, German), laminar air flow
(Crumair, Spanyol), inkubator (Heraeus Inst B6200, Jerman), colony counter
(Stuart Scientific), autoklaf (Hirayama HL 36, Jepang), neraca analitik (Ohaus,
USA) dan ose.
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3.3  Pelaksanaan Penelitian

3.3.1 Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dilakukan dalam tiga

ulangan yang terdiri dari empat tahap yaitu:

a. Penentuan persiapan bahan dan metode ekstraksi

Penelitian tahap pertama adalah penelitian pendahuluan untuk

mengetahui persiapan bahan dan metode yang sesuai dalam ekstraksi
senyawa bioaktif buah takokak. Pemilihan metode persiapan bahan
berdasarkan pengaruh blanching terhadap total polifenol sampel. Secara
umum prosedur persiapan bahan dapat dilihat pada Gambar 3.1

< Buah Takokak >
v
Pencucian 7/ Air Limbah /

Segar Steam Blanching 5 menit

| |
v

Penimbangan 25 gram

v

Pengecilan

v

Penghancuran (blender)

v
Ekstraksi
v

Uji total polifenol metode Follin Ciocalteau

v

Pemilihan metode persiapan bahan

etanol 70%
Buah takokak :
Etanol (1:7,5)

Gambar 3.1 Pembuatan bubuk ekstrak buah takokak

Penelitian pendahuluan 1 dilakukan untuk mengetahui persiapan
sampel vyang tepat sebelum dilakukan ekstraksi. Buah takokak

dipersiapkan dalam keadaan segar dan telah diblanching. Metode
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blanching yang dipilih adalah steam blanching, hal ini bertujuan untuk

mencegah larutnya senyawa dalam buah takokak jika dilakukan dengan

metode hot water blanching.

< Buah Takokak >

v
Pencucian —7/ Air Limbah /
v
Steam Blanching 5 menit
v
Penimbangan 25 gram
v
Pengecilan
v
Penghancuran (blender)
etanol 70% Buah v
takokak : Etanol Pencampuran
(1:7,5)
| | | |
Ekstraksi (suhu ruang, Ekstraksi (suhu ruang, Ekstraksi (suhu 60°C, Ekstraksi (suhu 60°C,
tanpa pengadukan) 5 jam dengan pengadukan) 5 jam tanpa pengadukan) 5 jam dengan pengadukan) 5 jam
v
Uji total polifenol metode Follin Ciocalteau
v

Pemilihan metode ekstraksi

Gambar 3.2 Pembuatan bubuk ekstrak buah takokak
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Penelitian pendahuluan 1l dilakukan untuk mengetahui suhu
ekstraksi dan pengaruh pengadukan dalam ekstraksi. Sampel diekstraksi
pada suhu ruang dan suhu 60°C. Selanjutnya sampel diekstraksi dengan
maserasi dan dengan disertai pengadukan. Hasil penelitian pendahuluan
digunakan sebagai prosedur ekstraksi dalam penelian utama.

Pembuatan Bubuk Ekstrak Buah Takokak

Penelitian tahap kedua adalah pembuatan bubuk ekstrak buah
takokak. Prosedur yang dilakukan berdasarkan hasil penelitian tahap
pertama pada Gambar 3.2
Karakterisasi Bubuk Ekstrak Buah Takokak

Penelitian tahap ketiga adalah karakterisasi bubuk ekstrak buah
takokak dengan melakukan pengamatan yang meliputi analisis warna
serbuk, total polifenol, analisis aktivitas antioksidan dan identifikasi
senyawa ekstrak menggunakan LC-MS.

Uji Penghambatan Pertumbuhan Bakteri

Pada penelitian tahap keempat dilakukan uji penghambatan
pertumbuhan bakteri dengan dua metode yaitu metode difusi sumur dan
metode dilusi agar dari bubuk ekstrak buah takokak terhadap pertumbuhan
bakteri Eschericia coli dan Bacillus subtilis. Pada pengujian
penghambatan bakteri dilakukan peremajaan bakteri dan pembuatan media
terlebih dahulu yang merupakan tahapan persiapan pada uji penghambatan
pertumbuhan bakteri.
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Buah takokak segar
Pencucian —7/ Air Limbah /

v

Steam blanching 5 menit

v

Penimbangan 25 gram

v

Penghancuran (blender)

v
Ekstraksi (maserasi)(suhu 60°C,
dengan pengadukan) 5 jam

v

Penyaringan dengan kertas saring 7/ Supernatan /
v

Penguapan pelarut (Rotary Evaporator)
60°C hingga volume 20 ml

v

Pengeringan (oven vacuum)
50°C, 24 jam
v

Penghalusan (mortal)

v

@ ekstrak buah t@

Gambar 3.3 Pembuatan bubuk ekstrak buah takokak

Penambahan etanol dan aquades
Buah takokak : Etanol (1:7,5)
TO = Etanol 0%
T1 = Etanol 25%
T2 = Etanol 50%
T3 = Etanol 75%
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3.3.2 Prosedur Analisis

a.

Warna bubuk ekstrak
Pengukuran warna dilakukan dengan menggunakan colour reader
Minolta CR-10. Tiap sampel terdiri dari 3 ulangan dan setiap ulangan
dilakukan pengukuran warna pada lima titik yang berbeda, dikonversi dan
dirata-rata. Lensa diletakkan pada porselen standar secara tegak lurus dan
menekan tombol “Target” maka muncul nilai pada layar (L, a, b) yang
merupakan nilai standarisasi kemudian menekan kembali tombol “Target”
sehingga muncul nilai dE, dL, da, dan db. Pada colour reader yang diamati
adalah nilai kecerahan warna (L).
Dimana: L=0 (gelap)
L= 100 (cerah)

a* = standar a + da

* = standar b + db

H = arc tan -~

H =180 — tan -1 b/a (jika a positifdan b positif)
=180 + tan -1 b/a (jika a negatifdan b positif)
= 180 —tan -1 b/a (jika a negatifdan b negatif)

b. Total Polifenol (Metode Folin-Ciocalteau)

Pembuatan kurva standard untuk perhitungan polifenol dibuat
dengan cara menggunakan larutan asam galat dalam metanol (5,4 mg galid
acid/5 ml). Larutan asam galat di stirrer selama 5-10 menit dan ditera
sampai mencapai 10 ml. Siapkan 9 tabung reaksi yang masing-masing diisi
dengan asam galat dengan jumlah pengambilan (0, 50, 100, 150, 200, 250,
300, 350 dan 400 pl). Lalu ditambahkan 0,8 ml reagen Follin-Ciocalteu
yang telah diencerkan 10 kali pada masing-masing tabung reaksi.
Kemudian divortex dan didiamkan selama 5 menit. Selanjutnya
ditambahkan 0,8 ml larutan Na,CO3 7% dan 0,72 ml aquades (total volume
4 ml). Kemudian tabung reaksi yang berisi larutan kurva standart tersebut

dibungkus/ditutup dengan aluminium foil dan didiamkan ditempat gelap
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selama 60 menit, kemudian dilakukan pengukuran absorbansi pada
panjang gelombang 765 nm.

Analisa total polifenol ditentukan secara spektrofotometri
menggunakan metode Follin-Ciocalteu. Pada penelitian ini sampel yang
diuji berbentuk serbuk. Pada sampel serbuk sebanyak 0,02 gram sampel
dilarutkan dalam 10 ml aquades lalu di vortex. Sebanyak 0,04 ml sampel
ditambahkan 0,8 ml reagen Follin-Ciocalteu yang telah diencerkan 10 kali
dan biarkan 5 menit, selanjutnya tambahkan 0,8 ml larutan Na,CO3; 7%
lalu divortex dan diamkan selama 120 menit dengan cara ditutup semua
lapisan tabung reaksi menggunakan aluminium foil. Selanjutnya dilakukan
pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 765 nm.

Analisa kandungan total polifenol pada sampel dihitung
berdasarkan kurva standard asam galat yang diperoleh. Nilai absorbansi
(y) dimasukkan pada persamaan kurva standard asam galat, sehingga
diperoleh nilai (x) yang kemudian dikali faktor pengenceran dan konversi
berat molekul asam galat.

Aktivitas Antioksidan (Metode DPPH (1,1-diphenyl-1-2-Picrylhidroksil))

DPPH adalah salah satu senyawa radikal bebas yang memiliki
nitrogen tidak stabil dengan absorbansi maksimal pada panjang gelombang
517 nm dan berwarna biru gelap. Sebanyak 0,02 gram serbuk esktrak buah
takokak dilarutkan dalam 10ml etanol. Disiapkan DPPH yang dilarutkan
dalam etanol p.a konsentrasi 0,1576 mg/ml. Sampel yang diencerkan
diambil 0,1 ml ditambahkan ke tabung reaksi, ditambahkan 0,9 ml etanol
dan 2 ml DPPH. Selanjutnya divortex dan didiamkan selama 15 menit dan
diukur absorbansinya pada panjang gelombang 517nm. Blanko dibuat
dengan cara menganti sampel dengan etanol. Aktivitas antioksidan

dihitung dengan rumus:

o o Absorbansi blanko — absorbansi sampel
Aktivitas antioksidan (%) = Absorbansi blanke x100%
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Identifikasi senyawa ekstrak (LC-MS)

Sampel yang memiliki total polifenol paling tinggi diidentifikasi
menggunakan LC-MS (Liquid Chromatography-Mass Spectra). Sampel di
injeksi pada konsentrasi 1000 ppm, sebanyak 5ul pada alat Shimadzu LC-
MS 2020 dengan kondisi fase gerak gradient pada menit ke O mobile phase
B 0%, pada menit ke-60 mobile phase B 100%. Column yang digunakan
ada dua, pada column 1 yaitu Shim-Pack GVP-ODS (5Lx2,0), column 2
yaitu Shim-Pack VP-ODS (250Lx4,6). Mobile phase A yaitu water
forMIC acid 0,1%, mobile phase B vyaitu acetonitrile. Kecepatan alir
sampel sebesar 0,3ml/menit pada suhu 30°C. Data yang dihasilkan berupa
scan berat molekul setiap zat yang terkandung di dalam sampel
Uji penghambatan serbuk ekstrak buah takokak terhadap pertumbuhan
bakteri Eschericia coli dan Bacillus subtilis

1) Metode Difusi Sumur

Sebanyak 12 ml media (NA) yang masih cair dituang kedalam
cawan petri yang telah berisi 200ul suspensi mikroba (pengenceran
10™) secara aseptis dan dicampur perlahan. Setelah padat dibuat 5
sumuran dengan diameter 5 mm. Setiap sumur diisi dengan 25pl
ekstrak dengan berbagai berbagai penambahan polifenol yaitu 20
mg/ml, 40 mg/ml, 60 mg/ml, dan 80 mg/ml, kemudian dibiarkan 45
menit untuk berdifusi, selanjutnya diinkubasi 37°C selama 12 dan 24
jam. Diameter zona hambatan yang terbentuk diukur dengan
menggunakan mistar. Daerah inhibisi (daerah yang jernih) diukur dan
dicatat. Pengukuran daerah inhibisi yaitu dengan membalikkan cawan
sehingga terlihat daerah hambatan yang tampak transparan. Cara

pengukuran dapat disajikan pada Gambar 3.4.
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L]

Gambar 3.4 Cara pengukuran daerah penghambatan

2) Metode Dilusi Agar

Metode dilusi agar dilakukan dengan cara penentuan nilai

minimum inhibitory concentration (MIC) dan inhibitory concentration
50 (ICsp) ekstrak buah takokak bubuk terhadap bakteri yang terdiri

dari beberapa tahapan sebagai berikut:

a.

Tahap persiapan sampel

Pada tahap persiapan sampel, peralatan dan bahan disterilisasi
(kecuali ekstrak buah takokak bubuk). Selanjutnya pembuatan
larutan uji yaitu pembuatan stok larutan ekstrak buah takokak
dengan cara melarutkan ekstrak buah takokak dalam akuades
steril. Kemudian larutan uji dibuat dalam berbagai konsentrasi 0
mg/ml; 2 mg/ml; 4 mg/ml; 8 mg/ml; 16 mg/ml; 32 mg/ml. Setelah
itu dilakukan penambahan DMSO (Dimethyl Sulfoxide) masing-
masing sebanyak 20ul dan larutan fisiologis berturut-turut adalah
980ul, 930pul, 880ul, 780ul, 580ul, dan 180ul. Pada saat akan
dilakukan uji ditambah dengan media NA yang masih hangat
dengan perbandingan 1:4. Pembuatan kontrol negatif 0% yaitu
hanya menggukana DMSO 20ul yang ditambah dengan larutan
fisiologis 980ul dan media NA yang masih hangat.

Selain itu disiapkan pula suspensi bakteri sebanyak 1 ose Eschericia

coli atau Bacillus subtilis dari kultur stok agar miring NA diambil

menggunakan ose steril kemudian dimasukkan kedalam ependorf steril
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yang berisi 1 ml media NB dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu
37°C. Hasil inkubasi dibuat seri pengenceran dengan cara
mencampurkan 1 ml media NB yang telah diinkubasi dengan 9 ml NaCl
0,85% sampai pengenceran 10

b. Tahap pengujian
Penentuan MIC dan 1Cs, pada bakteri Eschericia coli dan Bacillus
subtilis dilakukan dengan metode dilusi agar dengan hitung
koloni. Masing-masing media NA yang masih hangat
ditambahkan pada larutan uji dengan perbandingan 4:1.
Campuran media dan larutan uji yang telah divortex dimasukkan
dalam cawan petri yang telah berisi 200ul suspensi mikroba
(pengenceran 10°) diratakan dan dibiarkan memadat kemudian
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.

c. Tahap pengamatan
Pengamatan dilakukan dengan menghitung koloni yang tumbuh
pada cawan petri. MIC merupakan konsentrasi yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri secara optimal (99%) yaitu
hampir tidak ada mikroba dalam cawan petri yang tumbuh,
sedangkan ICsy merupakan konsentrasi yang mampu memberikan
50% penghambatan dari total koloni yang terdapat pada kontrol
negatif.

3.4 Analisis Data
Data yang telah diperoleh dibahas secara deskriptif disusun dalam tabel
dan dimuat dalam bentuk grafik kemudian diinterpretasikan sesuai dengan

pengamatan yang ada.
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BAB 5. PENUTUP

51 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa ekstraksi senyawa
bioaktif antibakteri buah takokak paling tepat dilakukan menggunakan solven
etanol konsentrasi 50%. Ekstrak buah takokak terbukti memiliki sifat antibakteri
terhadap Bacillus subtilis dan Eschericia coli. Uji difusi sumuran menunjukkan
bahwa konsentrasi ekstrak buah takokak terbaik dalam menghambat pertumbuhan
bakteri patogen adalah pada 80 mg/ml menghasilkan zona hambat terhadap
Bacillus subtilis 221,50 mm? dan 338,60 mm? untuk Eschericia coli pada inkubasi
24 jam. Konsentrasi penghambatan untuk Bacillus subtilis lebih besar jika
dibandingkan konsentrasi penghambatan Eschericia coli. Kurva probit Bacillus
subtilis dengan ekstrak buah takokak menghasilkan 1Csq sebesar 5,69 mg/ml dan
MIC sebesar 26,03 mg/ml sedangkan pada Kurva probit Eschericia coli dengan
ekstrak buah takokak menghasilkan 1Csy sebesar 5,59 mg/ml dan MIC sebesar
17,78 mg/ml.

5.2 Saran

Hasil penelitian ini dapat dijadikan dasar penelitian berikutnya untuk
diaplikasikan pada produk pangan fungsional maupun sebagai pengawet al.,ami.
Senyawa bioaktif dari ekstrak buah takokak bersifat antimikrostatik yang dapat
mencegah pertumbuhan bakteri pembusuk daging (Bacillus subtilis dan

Eschericia coli).
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Lampiran A. Penelitian Pendahuluan
buah takokak disiapkan segar dan sudah diblanching, lalu diekstrak menggunakan etanol 70% dan di aduk menggunakan strirrer selama 5 jam

konsentrasi
akhir (mg rata
GAE/ml)

variabel

konstanta konversi stdev

Sampel

Ulangan Absorbansi konesntrasi bubuk (uM)

Segar 1 0,594 0,0003 0,1358 1527,333333 76366,66667 0,17012 12,9915 12,96314 0,040098
2 0,592 0,0003 0,1358 1520,666667 76033,33333 0,17012 12,93479

Blanching 1 0,773 0,0003 0,1358 2124 106200 0,17012 18,06674 18,03839 0,040098
2 0,771 0,0003 0,1358 2117,333333 105866,6667 0,17012 18,01004

buah takokak yang telah diblanching, lalu diekstrak menggunakan etanol 70% dan di maserasi selama 24 jam pada suhu ruang dan suhu 60C

konsentrasi
variabel akhir (mg
Sampel Ulangan Absorbansi X konstanta konesntrasi bubuk (UM) konversi  GAE/ml) rata stdev

E1S1 1 0,775  0,0003 0,1358 2130,666667 106533,3333 0,17012  18,12345 18,12345 0
2 0,775  0,0003 0,1358 2130,666667 106533,3333 0,17012  18,12345

E1S2 1 0,819  0,0003 0,1358 2277,333333 113866,6667 0,17012 19,371 19,34264 0,040098
2 0,817  0,0003 0,1358 2270,666667 113533,3333 0,17012  19,31429

E2S1 1 0,795  0,0003 0,1358 2197,333333 109866,6667 0,17012  18,69052 18,64799 0,060147
2 0,792  0,0003 0,1358 2187,333333 109366,6667 0,17012  18,60546

E2S2 1 0,964  0,0003 0,1358 2760,666667 138033,3333 0,17012  23,48223 23,59564 0,160391
2 0,972  0,0003 0,1358 2787,333333 139366,6667 0,17012  23,70906
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Lampiran B. Warna Bubuk Ekstrak Buah Takokak

PERLAKUAN
TO 1 2,4
2 2,2
2,4
T1 1 2,5
3
3 2,2
T2 1 29
4,2
2,7
T3 1 34
2 2,7
3,7

2,4
41
2,2

2,5
2,1
2,2

3,3
2,8
31

2,4
3,5
3,5

NILAI A
3
3,7

2,7

29
2,4

41
3,4
3,7

33
gih
2,1

2,8

3,5

2,4
2,2
31

31
31

2,8
2,4
2,5

Kecerahan Bubuk Ekstrak Buah Takokak

PERLAKUAN L
T0
T1
T2
T3

42
46
47
51

stdev
97 1,41
,48 0,71
75 0,83
,33 0,34

3,3
51
41

2,9
2,6
2,1

3,5
3,5
3,7

4,4
3,7
3,5

2,92
3,28
2,98

2,64
2,46
2,72

3,36
3,4
3,26

3,26
3,16
3,06

3,7
35

44
43
6.5

38
4,2

10,5
11,2
12,5

5,6
5,2

6,7
4,5
53

4,4
4,2
3,8

12,4
10,8
12,5

NILAI B
3
8,1
8,4
3,1

78

6,7

3,6

315

3,5

12,6

13,5
11,7

7.8
5,4

75

7.7

7,2

3,5

4,3

10

10,6
10,8

3,7
915

8,1
8,3
7,1

4,7
33
4,2

13,4
12,1
11,5

47
6,16
4,54

6,9
6,275
6,56

4,04
3,96

11,78
11,64
11,8

443
42,2
42,9

483
475
44,2

47,3
46,9
47,7

49,8
50,9
53

44,1
431
431

453
443
452

484
48,1
47,2

51
51,3
52

NILAI L

3
44,1
36,1
42,8

493
44,3
473

48,8
47,6
49,6

52
52
52

42,6
42,8
44,2

46,8
45,9
47,3

49,2
48,2
44,3

50,7
52
51,5

453
42,7
44,2

46,5
47,2
478

49,2
47,9
45,8

52
49,6
50,1

44,08
41,38
43,44

47,24
45,84
46,36

48,58
47,74
46,92

51,1
51,16
51,72

48
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Nilai Hue Bubuk Ekstrak Buah Takokak

PERLAKUAN ULANGAN

T0

T1

T2

T3

1
2
3

N

L

44,08
41,38
43,44

47,24
45,84
46,36

48,58
47,74
46,92

51,1
51,16
51,72

2,92
3,28
2,98

2,64
2,46
2,72

3,36
34
3,26

3,26
3,16
3,06

Hue

49

Rata stdev

4,7 121,8517 121,0553 2,712425

6,16
4,54

6,9
6,275
6,56

4,04
3,96

11,78
11,64
11,8

118,0339
123,2804

110,9373
111,4068
112,5206

130,0303
130,0834
129,4623

105,4689
105,1885
104,5378

111,6215 0,813198

129,8587 0,344281

105,0651 0,477649
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Lampiran C. Perhitungan Total Polifenol Bubuk Ekstrak Buah Takokak

Kurva Standard Asam Galat

Konsentrasi (UM)  Absorbansi

125 0,173

250 0,19

500 0,282
1000 0,428
2000 0,789
4000 1,473
8000 2,615
3 -

y = 0.0003x + 0.1358
25 - R?=0.9981

Absorbansi

0 2000 4000 6000 8000 10000
Konsentrasi (LM)
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Total Polifenol Bubuk Ekstrak Buah Takokak

konsentrasi akhir (mg

51

Sampel
TO

T1

T2

T3

Ulangan Absorbansi

=

W NEFE WNEFE WODNPE DN

0,657
0,692
0,678
0,848
0,816
0,699
1,073
1,064
1,079
1,123
1,191
1,098

variabel X
0,0003
0,0003
0,0003
0,0003
0,0003
0,0003
0,0003
0,0003
0,0003
0,0003
0,0003
0,0003

konstanta
0,1358
0,1358
0,1358
0,1358
0,1358
0,1358
0,1358
0,1358
0,1358
0,1358
0,1358
0,1358

1737,333333
1854
1807,333333
2374
2267,333333
1877,333333
3124
3094
3144
3290,666667
3517,333333
3207,333333

868666,6667
927000
903666,6667
1187000
1133666,667
938666,6667
1562000
1547000
1572000
1645333,333
1758666,667
1603666,667

konesntrasi bubuk (UM) konversi

0,17012
0,17012
0,17012
0,17012
0,17012
0,17012
0,17012
0,17012
0,17012
0,17012
0,17012
0,17012

GAE/ml)
147,7775733
157,70124
153,7317733
201,93244
192,8593733
150,6859733
265,72744
263,17564
267,42864
279,9041067
299,1843733
272,8157733

153,0701956

184,8259289

265,4439067

283,9680844

4,994803

22,23945

2,14063

13,64598
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52

Lampiran D. Perhitungan Aktivitas Antioksidan

%

Sampel  Ulangan Blanko  Absorbansi penghambatan stdev
TO 1 2,851 1,793 37,10978604 36,0795 0,981722
2 2,752 1,762 35,97383721
3 2,873 1,863 35,15489036
T1 1 2,851 1,742 38,89863206 39,24946 0,419811
2 2,752 1,675 39,13517442
3 2,873 1,732 39,71458406
T2 1 2,851 1,594 44,08979306 44,46196 0,493536
2 2,752 1,513 45,02180233
3 2,873 1,601 4427427776
T3 1 2,851 1,585 44,40547176 45,00412 0,581526
2 2,752 1,498 45,56686047
3 2,873 1,579 45,04002785
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Lampiran E. Perhitungan Metode Sumuran

Bakteri Bacillus subtilis pengamatan 12 jam

53

pr(::gfmnfl rsurrzumrr?qr)\ (L) replikasi 1 g 3 L2-L12(mm2) rata-rata rata-rata

20 19,625 di 6 7 6 28,26 38,465 28,26 8,635 18,84 8,635 12,03666667 13,7375 1,963953166
19,625 d2 7 6 7 38,465 28,26 38,465 18,84 8,635 18,84 15,43833333
19,625 d3 6 7 6 28,26 38,465 28,26 8,635 18,84 8,635 12,03666667
19,625 d4 6 7 7 28,26 38,465 38,465 8,635 18,84 18,84 15,43833333

40 19,625 di 9 10 10 63,585 78,5 78,5 43,96 58,875 58,875 53,90333333 47,81958333 4,628739604
19,625 d2 10 9 9 7855 63585 63585 58,875 43,96 43,96 48,93166667
19,625 d3 9 10 50,24 63,585 78,5 30,615 43,96 58,875 44,48333333
19,625 d4 9 9 63585 63585 63585 43,96 43,96 43,96 43,96

60 19,625 di 13 12 12 132,665 113,04 113,04 113,04 93,415 93,415 99,95666667 106,76 9,499617244
19,625 d2 12 12 13 113,04 113,04 132,665 93,415 93,415 113,04 99,95666667
19,625 d3 14 13 13 153,86 132,665 132,665 134,235 113,04 113,04 120,105
19,625 d4 12 12 14 113,04 113,04 153,86 93,415 93,415 134,235 107,0216667

80 19,625 di 16 14 15 200,96 153,86 176,625 181,335 134,235 157 157,5233333 151,4395833 7,405289948
19,625 d2 15 15 14 176,625 176,625 153,86 157 157 134,235 149,4116667
19,625 d3 14 15 14 153,86 176,625 153,86 134,235 157 134,235 141,8233333
19,625 d4 15 15 15 176,625 176,625 176,625 55 157 157 157
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Bakteri Bacillus subtilis pengamatan 24 jam

polifenol

rsumuran

replikasi

L2-L1 (mm2)

rata-rata

rata-rata

54

stdev

mg/ml

(L1) (mm)

20 19,625 di 10 12 11 78,5 113,04 94,985 58,875 93,415 75,36  75,88333333 74,37875 7,157671535
19,625 d2 12 11 11 113,04 94,985 94,985 93,415 75,36 75,36 81,37833333
19,625 d3 11 10 10 94,985 78,5 78,5 75,36 58,875 58,875 64,37
19,625 d4 11 11 12 78,5 94,985 113,04 58,875 75,36 93,415 75,88333333

40 19,625 di 13 13 14 132,665 132,665 153,86 113,04 113,04 134,235 120,105 113,4325 9,498415901
19,625 d2 14 12 13 153,86 113,04 132,665 134,235 93,415 113,04 113,5633333
19,625 d3 14 13 13 153,86 132,665 132,665 134,235 113,04 113,04 120,105
19,625 d4 12 13 12 113,04 132,665 113,04 93,415 113,04 93,415 99,95666667

60 19,625 di 15 14 14 176,625 153,86 153,86 157 134,235 134,235 141,8233333 146,2716667 7,517320987
19,625 d2 16 15 14 200,96 176,625 153,86 181,335 157 134,235 157,5233333
19,625 d3 14 13 16 153,86 132,665 200,96 134,235 113,04 181,335 142,87
19,625 d4 13 16 14 132,665 200,96 153,86 113,04 181,335 134,235 142,87

80 19,625 di 17 18 17 226,865 254,34 226,865 207,24 234,715 207,24 216,3983333 221,5008333 5,321985236
19,625 d2 19 18 16 283,385 254,34 200,96 263,76 234,715 181,335 226,6033333
19,625 d3 16 19 17 200,96 283,385 226,865 181,335 263,76 207,24 217,445
19,625 d4 17 18 18 226,865 254,34 254,34 207,24 234,715 234,715 225,5566667
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Bakteri Eschericia coli pengamatan 12 jam

55

pﬁ:gfmnfl EET)T;T;? replikasi g Lol 2(mm2) rata-rata rata-rata stdev

20 19,625 di 10 9 8 78,5 63,585 50,24 58,875 43,96 30,615 44,48333333 47,95041667 4,488555896
19,625 d2 9 10 10 63,585 78,5 78,5 43,96 58,875 58,875 53,90333333
19,625 d3 10 9 9 785 63,585 63,585 58,875 43,96 43,96 48,93166667
19,625 d4 10 8 9 78,5 50,24 63,585 58,875 30,615 43,96 44,48333333

40 19,625 di 12 14 13 113,04 153,86 132,665 93,415 134,235 113,04 113,5633333 115,0679167 3,36710541
19,625 d2 13 13 13 132,665 132,665 132,665 113,04 113,04 113,04 113,04
19,625 d3 14 13 12 153,86 132,665 113,04 134,235 113,04 93,415 113,5633333
19,625 d4 13 14 13 132,665 153,86 132,665 113,04 134,235 113,04 120,105

60 19,625 di 18 16 18 254,34 200,96 200,96 234,715 181,335 181,335 199,1283333 192,6520833 4,338593255
19,625 d2 16 18 15 200,96 254,34 176,625 181,335 234,715 157 191,0166667
19,625 ds 17 15 17 226,865 176,625 226,865 207,24 157 207,24 190,4933333
19,625 d4 17 16 16 226,865 200,96 200,96 207,24 181,335 181,335 189,97

80 19,625 di 20 21 16 314 346,185 200,96 294,375 326,56 181,335 267,4233333 263,115625 11,75915686
19,625 d2 19 19 20 283,385 283,385 314 263,76 263,76 294,375 273,965
19,625 d3 18 20 19 200,96 314 283,385 181,335 294,375 263,76 246,49
19,625 d4 19 18 20 284,2875 254,34 314 264,6625 234,715 294,375 264,5841667
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Bakteri Eschericia coli pengamatan 24 jam

56

pﬁ:gfmnfl ELST)m(umrr%r)] replikasi L2—L12(mm2) rata-rata rata-rata stdev

20 19,625 di 11 11 9 94,985 94,985 63,585 75,36 75,36 43,96 64,89333333 70,65 4,577297237
19,625 d2 11 11 10 94,985 94,985 78,5 75,36 75,36 58,875 69,865
19,625 d3 12 10 11 113,04 785 94,985 93,415 58,875 75,36 75,88333333
19,625 d4 13 9 10 132,665 63,585 78,5 113,04 43,96 58,875 71,95833333

40 19,625 di 14 16 15 153,86 200,96 176,625 134,235 181,335 157 157,5233333 161,1866667 4,537232596
19,625 d2 15 15 16 176,625 176,625 200,96 157 157 181,335 165,1116667
19,625 d3 15 15 15 176,625 176,625 176,625 157 157 157 157
19,625 d4 15 16 15 176,625 200,96 176,625 157 181,335 157 165,1116667

60 19,625 di 19 18 20 283,385 254,34 314 263,76 263,76 294,375 273,965 274,0958333 14,18561586
19,625 d2 19 20 18 283,385 314 254,34 263,76 263,76 234,715 254,0783333
19,625 ds 20 17 19 314 226,865 283,385 294,375 294,375 263,76 284,17
19,625 d4 20 20 19 314 314 283,385 294,375 294,375 263,76 284,17

80 19,625 di 22 23 19 379,94 415,265 283,385 360,315 360,315 263,76 328,13 338,5966667 19,97255575
19,625 d2 22 21 22 379,94 346,185 379,94 360,315 360,315 360,315 360,315
19,625 d3 20 22 22 314 379,94 379,94 294,375 294,375 360,315 316,355
19,625 d4 21 20 23 346,185 314 415,265 326,56 326,56 395,64 349,5866667
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Lampiran F. Perhitungan Minimum inhibitory concentration (MIC)

1. Bacillus subtilis

Jumlah Koloni Bacillus subtilis

57

Polifenol (mg/ml jumlah koloni/200ul (U1 jumlah koloni/200ul (U2 jumlah koloni/200ul (U3
0 816 824 802
2 612 629 632
4 498 509 514
8 342 327 335
16 169 184 157
32 42 48 53

Jumlah Koloni Bacillus subtilis dalam CFU/mI

_ jumlah Jumlah = b koloni lo
Polifenol koloni koloni Ju?é,iU,ﬁ],())n' rata-rata 'umiqah sD %
(mg/ml)  (CFU/ml)  (CFU/mI) (U3) (CFU/mI) Jkoloni penghambatan

(U1) (U2)

0 4,1E+08 412000000 401000000 4,1E+08 8,60959 5567764 0

2 3,1E+08 314500000 316000000 3,1E+08 8,49439 5392897 0,233006

4 2,5E+08 254500000 257000000 2,5E+08 8,40398 4092676 0,37715

8 2E+08 163500000 167500000 1,7E+08 8,22358 3752777 0,58886

16 8E+07 92000000 78500000 8,5E+07 7,92942 6763875 0,791155

32 2E+07 24000000 26500000 2,AE+07 7,37718 2753785 0,941441

rata-rata
814,00
624,33
507,00
334,67
170,00
47,67

11,14
10,79
8,19
7,591
13,53
5,51
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Kurva Reguler Penghambatan Pertumbuhan Bacillus subtilis

Polifenol
(mg/ml) % Penghambatan
0 0,00%
2 23,30%
4 37,71%
8 58,89%
16 79,12%
32 94,14%

100.00%
90.00%
80.00%
70.00%
60.00% -

Subtilis (%)

40.00% .
30.00% -
20.00%

10.00% -

0.00% & — | :
0 5 10 15

Penghambatan Pertumbuhan B.

50.00% y =-0.0014x2 + 0.0706x + 0.0694

R2=0.979

[~ W B UJ L

20 25 30 35

Polifenol (mg/ml)

Y =-0,0014X2 +0,0706X + 0,0694
50% = -0,0014X2 +0,0706X + 0,0694
0,5 = -0,0014X2 +0,0706X + 0,0694

Y =-0,0014X2 +0,0706X + 0,0694
90% =-0,0014X2 +0,0706X + 0,0694
0,9 =-0,0014X2 +0,0706X + 0,0694

X2 - 50X + 307
(X - 42,83) (X - 7,17)

X =42,83 mg/ml
X =7,17 mg/ml

X2 - 50X + 593
(X - 19,63) (X - 30,65)

X =30,65 mg/ml
X =19,35 mg/ml

Kurva Logaritmik Penghambatan Pertumbuhan Bacillus subtilis

Polifenol (mg/ml) Log jumlah koloni
0 8,610
2 8,494
4 8,404
8 8,224
16 7,929

32 7,377

58
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8.800
2 8.600 l

59

E
3 8.400 -
.d_j 8.200 -
c
S
§ 8.000 -
S 7.800 -
€
= 7.600 - y =-0.0379x + 8.5644
(@] —
S 7.400 - R
7.200 T - —
0 5 10 15 20 25 30 35
Polifenol (mg/ml)
Kons. Polifenol
(mg/ml)
1 log 7 41,277 26,385
6 67,662
2 log 7 41,277 52,770
5 94,047
3 log 7 41,277 52,770
3 94,047
IC 5 Polifenol (mg/ml
Y1=1x10° LogYl= 8000 | X1 = 14,892
Y2 =50% (Y1) =5x 10’ Log Y2= 7,699 X2 = 22,835
IC 5 7,943

Polifenol (mg/ml)

Y1=1x10° LogYl= 7000 | X1 = 41,277
Y2 =90% (Y1) =5 x 10’ LogY2= 6,000 | X2 = 67,662
IC g0 26,385
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Kurva Probit Penghambatan Pertumbuhan Bacillus subtilis

Polifenol (mg/ml) rata-rata (CFU/ml) Log % Pertumbuhan
0 4,07E+08 8,610 100,00
2 3,12E+08 8,494 76,70
4 2,54E+08 8,404 62,29
8 1,67E+08 8,224 41,11
16 8,50E+07 7,929 20,88
32 2,38E+07 7,377 5,86

Table 3.2 'Transformation of percentages to probits

— —

%Penghambatan
0,00

23,30
37,71
58,89
79,12
94,14

% 0 1 2 3 4 6 6 7 8 9

0 — 267 295 3.2 3.26 3.36 3.456 3.62 3.69 3.60
10 3,72 3.97 3.82 3.87 3.92 3.96 4.01 4.06 4.08 4.12
20 4.16 4.19 4.23 4.20 4.20 4.33 4.36 4.30 4.42 4.45
30 4.48 4.50 4.03 4.50 4.69 4.61 4.64 4.07 4.69 4.72
40 4.76 4.77 4.80 4.82 4.85 4.87 4.90 4.92 4.95 4.97
650 5.00 6.03 5.05 6.08 6.10 5.13 6.156 5.18 5.20 5.23
60 5.26 6.28 b5.31. 6.33 b5.36 6.30 541 b5.44 547 6.60
70 5.62 5.55 6.68 b56.61 6.64 56.67 5.71 6.74 5.77 5.81
80 b5.84 05.88 5,92 5.6 b5.99 06.04 0.08 6.13 6.18 6.23
90 06.28 0.34 0.41 0.48 0.66 6.64 6.75 0.88 7.06 7.33

— 0.0° 01 02 03 04 05 06 07 08 0.9
99 7.33 7.37 741 1746 7.61 7.68 7.66 7.76 '7.88 8.09

Log C
0,00
0,30
0,60
0,90
1,20
1,51

Probit
0,00
4,20
4,67
5,20
5,81
6,55

60
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7.00 r
6.00 r
5.00 r

4.00 +
y = 1.94x + 3.534
3.00 - Rz =0.9919

2.00 r

Probit Value

1.00 r

61

0.00 ||||||||||||||||||||||||||

Y =194 X + 3,534

5=1,94 X + 3,534
5-3534=194X

1,466 =1,94 X

X = Log C 5= 1,466/1,94 = 0,75567
LOG Csp = 0,75567

IC 50 =5,6973 (mg/ml)

Y =194 X+ 3,534

6,28 =1,94 X + 3,534

6,28 - 3,534 =1,94 X

2,746 = 3,1458 X

X = Log C 50= 2,746/1,94 = 1,41546
LOG Cgp = 1,41546

IC g0 = 26,02938 (mg/ml)
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2. Eschericia coli

Jumlah Koloni Eschericia coli

'zr?]'g/erglo)' jumlah koloni/200ul (U1) jumlah koloni/200p1 (U2) jumlah koloni/200pl (U3)  rata-rata  SD
0 732 716 698 71533 17,01
2 622 594 643 619,67 2458
4 488 436 448 45733 2723
8 236 228 216 22667 10,07
16 108 117 134 11967 1320
32 17 14 9 13,33 4,04

Jumlah Koloni Eschericia coli dalam CFU/ml

jumlah jumlah

Polifenol koloni Khiahs jumlah koloni

rata-rata %
(Cl(:leé;nl) (CFU/m|) penghambatan

(mg/ml)  (CFU/ml) (CFU/mI)
(Ul) ()

0 3,66E+08 3,58E+08 3,49E+08 3,58E+08 8,553478 8504901 O

2 3,11E+08 2,97E+08 3,22E+08 3,1E+08 8,491128 12291596 0,133737
4 2,44E+08 2,18E+08 2,24E+08 2,29E+08 8,359203 13613719 0,360671
8 1,18E+08 1,14E+08 1,08E+08 1,13E+08 8,054358 5033223 0,683131
16 54000000 58500000 67000000 59833333 7,776943 6601767 0,832712
32 8500000 7000000 4500000 6666667 6,823909 2020726 0,981361
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Kurva Reguler Penghambatan Pertumbuhan Eschericia coli

Polifenol
(mg/ml) % Penghambatan
0 0,00%
2 13,37%
4 36,07%
8 68,31%
16 83,27%
32 98,14%
120.00%
100.00%
80.00%
60.00%

40.00%

20.00%

Penghambatan Pertumbuhan E.
Coli (%)

0.00%

_ =

0 5 10

y =-0.0016x? + 0.0822x + 0.0237
R2=0.9707

- —

20 25 30 35

Polifenol (mg/ml)

y  =-0,0016x2 + 0,0822x + 0,0237
50% = -0,0016x2 + 0,0822x + 0,0237
0,5 =-0,0016x2 + 0,0822x + 0,0237

X2-51X+297
(X-443)(X-6,7)

X =443 mg/ml
X =6,7 mg/ml

y  =-0,0016x2 +0,0822x + 0,0237
90% = -0,0016x2 + 0,0822x + 0,0237
0,9 =-0,0016x2+ 0,0822x + 0,0237

X2- 51X + 547
(X - 35,65) (X - 15,35)

X =35,65 mg/ml
X =15,35mg/ml

Kurva Logaritmik Penghambatan Pertumbuhan Eschericia coli

Polifenol
(mg/ml) Log jumlah koloni
0 8,553
2 8,491
4 8,359
8 8,054
16 7,777

32 6,824
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9.000
5 8.500
m
= 8.000 -
S
o
X 7500 -
<
s
£ 7.000 - y = -0.0539x + 8.5664
o R2=0.9936
S 6500 -
6.000 ; — -
0 5 10 15 20 25 30 35
Polifenol (mg/ml)
Kons. Polifenol (mg/ml)
1 log 7 29,02411874 18,5528757
6 47,57699443
2 log 7 29,02411874 37,10575139
5 66,12987013
3log 7 29,02411874 37,10575139
5 66,12987013
IC 50% Polifenol (mg/ml
Y1=1x10° Log Y1 = 8,000 X1 = 10,4712
Y2 =50% (Y1) =5x 10’ Log Y2 = 7,699 X2 = 16,0562
X% = 5,58497
IC 90% Polifenol (mg/ml)
Y1=1x10° Log Y1= 7,000 X1 = 29,0241
Y2 =90% (Y1) =5x 10’ Log Y2 = 6,000 X2 = 47577

X% = 18,5529
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Kurva Probit Penghambatan Pertumbuhan Eschericia coli

Table 3.2

rata-rata (CFU/ml)
3,58E+08
3,10E+08
2,29E+08
1,13E+08
5,98E+07
6,67E+06

8,553
8,491
8,359
8,054
7,777
6,824

% Pertumbuhan

100,00
86,63
63,93
31,69
16,73

1,86

Transformation of percentages to probits

—

%

0

1

2

3

4

6

6

7

8

9

10
20
30
40
50
60
70
80
90

99

3.72
4.16
4.48
4.16
5.00
5.26
6,62
5.84
6.28

0.0°
7.33

2.07
3.77
4.19
4.60

477

5.03
5.28
5.565
5.88
6.34

0.1
7.37

2.95
3.82
4.23
4.53
4.80
5.05
5.31
5.68
5.92
6.41

0.2
7.41

3.12
3.87
4.26
4.50
4.82
5.08
5.33
5.61
5.95
0.48

0.3
7.40

3.26
3.92
4.29
4.69
4.85
5.10
5.30
6.04
5.99
6.66

0.4
7.61

3.36
3.96
4.33
4.61
4.87
5.13
5.39
5.67
6.04
6.64

0.5
7.68

3.45
4.01
4.36
"4.04
4.90
6.15
5.41
6.71
6.08
6.75

0.6
7.65

3.62
4.06
4.39
4.07
4.92
5.18
5.44
5.74
6.13
6.88

0.7
7.76

3.69
4.08
4.42
4.09
4,956
5.20
5.47
5.7
6.18
7.06

0.8
'7.88

3.66
4.12
4.45
4.72
4.97
5.23
5.50
6.81
6.23
7.33

0.9
8.09

%Penghambatan
0,00
13,37
36,07
68,31
83,27
98,14

Log
0,00
0,30
0,60
0,90
1,20
1,51

0,00
3,87
4,64
5,47
5,95
7,05
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8.00 r
7.00
6.00 |
5.00 F

4.00 +

3.00 - y = 2.5479x + 3.095
' R2=0.989

Probit Value

2.00
1.00

0.00 PR T S T N T T SN R Y ST S T S I TN T T N N T N T Y S T S |
0.00 0.30 0.60 0.90 1.20 1.50 1.80

Log C

Y = 2,5479x + 3,095
5 = 2,5479x + 3,095

5 - 3,095 = 2,5479x

1,905 = 2,5479 X

X = Log C = 1,905/2,5479 = 0,74767456
LOG Cs, = 0,74767456

IC s = 5,5933 (mg/ml)

Y = 2,5479x + 3,095
6,28 = 2,5479x + 3,095

6,28 - 3,095 = 2,5479x

3,185 = 2,5479 X

X = Log C 4= 3,185/2,5479 = 1,25
LOG Cg = 1,25

IC 40 = 17,7827(mg/ml)
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Lampiran G. Dokumentasi Foto Penelitian

Y

Buah takokak segar Buah takokak setelah Steam blanching
5 menit

Penghancuran menggunakan Buah takokak dalam pelarut sebelum
blender dimasukkan shaker waterbath

yit K3

\

Buah takokak dalam pelarut setelah Ekstrak cair buah takokak
ekstraksi dalam shaker waterbath
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Zona hambat bakteri B. subtilis Zona hambat bakteri B. subtilis
pengamatan 12 jam pengamatan 24 jam

Zona hambat bakteri E. coli Zona hambat bakteri E. coli
pengamatan 12 jam pengamatan 24 jam

Uji MIC bakteri B. subtilis Uji MIC bakteri E. coli
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