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Penyakit infeksi menjadi salah satu permasalahan kesehatan di dunia baik di
negara maju maupun negara berkembang, termasuk Indonesia. Penyakit infeksi
mendominasi sepuluh penyakit terbanyak pada pasien rawat jalan maupun rawat inap
di RS diantaranya, infeksi saluran napas atas, diare dan gastroenteritis penyebab
infeksi tertentu (Kolitis infeksi) serta tuberkulosis. Pada tahun 2015 jumlah penderita
penyakit saluran pernapasan Kkhususnya pneumonia balita mengalami kenaikan
sebesar 33,98% dari tahun 2014. Selain itu angka kematian akibat diare juga
meningkat menjadi 2,47% yang semula 1,92%.

Penyakit infeksi merupakan suatu penyakit yang disebabkan karena adanya
mikroorganisme patogen, salah satunya bakteri. Penyakit infeksi yang ditimbulkan
oleh bakteri dapat diatasi menggunakan antibiotik. Intensitas penggunaan antibiotik
perlu diperhatikan karena penggunaan yang tidak rasional dapat menimbulkan
berbagai permasalahan dan resistensi bakteri.

Salah satu alternatif pengobatan infeksi adalah melalui eksplorasi senyawa
bioaktif dari bahan alam. Pemanfaatan tanaman untuk pengobatan semakin
meningkat dengan meningkatnya pengetahuan tentang khasiat berbagai tanaman.
Salah satu tanaman yang dapat dijadikan sebagai agen antibakteri adalah Flagellaria
indica (Tumbuhan Wowo). Tumbuhan wowo secara empiris digunakan untuk
pengobatan sakit perut, diare, disentri, demam, mual, influenza, batuk, dan sakit mata.

Dalam penelitian ini dilakukan uji penapisan fitokimia dan uji aktivitas
antibakteri ekstrak etanolik daun wowo terhadap bakteri Bacillus cereus dengan
menggunakan metode mikrodilusi. Berdasarkan hasil uji penapisan fitokimia ekstrak

etanolik daun wowo mengandung golongan senyawa alkaloid, flavonoid, polifenol,
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saponin, triterpenoid. Berdasarkan beberapa penelitian sebelumnya golongan
senyawa tersebut dilaporkan memiliki aktivitas antibakteri.

Pada uji aktivitas antibakteri metode mikrodilusi menggunakan 7 seri
konsentrasi ekstrak etanolik daun wowo yaitu 7,8125; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250
dan 500 pg/ml dengan tiga kali replikasi dan menggunakan kontrol positif
gentamisin. Uji mikrodilusi digunakan untuk mengetahui nilai 1Csg ekstrak etanolik
daun wowo. Bahan uji yang telah dimasukkan kedalam microplate 96 well diinkubasi
selama 18-24 jam selanjutnya diukur dengan microplate reader pada panjang
gelombang 595 nm karena absorbansi tertinggi terdapat pada rentang panjang
gelombang 550-600 nm.

Nilai ICsy ekstrak etanolik daun wowo dalam menghambat pertumbuhan
bakteri sebesar 39,399 + 1,9 pg/ml. Nilai 1Csy ekstrak etanolik daun wowo dibawah
100 pg/ml yang menunjukkan bahwa ekstrak etanolik daun wowo merupakan agen
antibakteri yang selektif dan relevan. Kontrol positif yang digunakan dalam penelitian
ini adalah gentamisin. Berdasarkan hasil pengujian nilai ICsy gentamisin sebesar
2,772+ 0,202 .
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BAB I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit infeksi masih menjadi permasalahan kesehatan di dunia termasuk di
Indonesia. Penyakit infeksi mendominasi sepuluh penyakit terbanyak pada pasien
rawat jalan maupun rawat inap di RS diantaranya, infeksi saluran napas atas, diare
dan gastroenteritis penyebab infeksi tertentu (kolitis infeksi) serta tuberculosis
(Kemenkes RI, 2011). Pada tahun 2015 jumlah penderita penyakit saluran pernapasan
khususnya pneumonia balita mengalami kenaikan sebesar 33,98% dari tahun 2014,
Selain itu angka kematian akibat diare juga meningkat menjadi 2,47% yang semula
1,92% (Kemenkes RI 2016). Penyakit ini timbul terutama disebabkan karena patogen
yang berasal dari pangan dan air. Bakteri Bacillus cereus merupakan salah satu
bakteri yang memiliki prevalensi tinggi menyebabkan infeksi melalui makanan
(WHO, 2008). Bacillus cereus merupakan bakteri gram positif yang tersebar luas di
alam dengan spora yang lebih tahan terhadap stres lingkungan daripada sel
vegetatifnya. Gejala infeksi dapat ditemukan pada 1-6 jam setelah makan makanan
yang terkontaminasi bakteri B. cereus (Zein, 2004). B.cereus juga dapat
menyebabkan infeksi kulit lokal, pneumonia dan infeksi mata (Morris dkk., 2013).

Penyakit infeksi yang ditimbulkan oleh bakteri dapat diatasi menggunakan
antibiotik. Penggunaan antibiotik perlu diperhatikan karena penggunaan antibiotik
yang tidak rasional dapat menimbulkan berbagai permasalahan dan resistensi bakteri.
Resistensi terjadi apabila antibiotik tidak dapat membunuh bakteri patogen yang
mengakibatkan efek terapeutik suatu antibiotik tidak tercapai (Kuswandi, 2011).
Salah satu alternatif pengobatan infeksi adalah melalui eksplorasi senyawa bioaktif
dari bahan alam, utamanya tanaman obat yang sering digunakan masyarakat.

Tanaman obat berpotensi dikembangkan lebih lanjut untuk pengobatan penyakit
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infeksi, namun masih banyak yang belum dibuktikan bioaktivitasnya secara ilmiah
(Setyani dkk., 2016).

Pemanfaatan tanaman untuk pengobatan semakin meningkat dengan
meningkatnya pengetahuan tentang khasiat berbagai tanaman. Selain aspek kesehatan
yang menjadi pendorong utama berbagai penelitian obat dari bahan alam, aspek
ekonomi juga menjadi pendorong penting dalam menggali potensi yang ada di negara
kita. Indonesia merupakan negara dengan keanekaragaman hayati terkaya kedua
setelah Brazil (Korompis dkk., 2010). Salah satu taman nasional yang memiliki
keanekaragaman hayati yaitu Taman Nasional Meru Betiri (TNMB) di Provinsi Jawa
Timur (Balai TNMB, 2006). Kekayaan jenis tumbuhan obat di dalam kawasan
konservasi tersebut berpotensi sebagai agen antibakteri, salah satunya adalah
Flagellaria indica (tumbuhan wowo) (Sujanapal dan Sankaran, 2016).

Menurut penelitian Gnanaraj dkk (2015) ekstrak daun wowo dengan pelarut
metanol, heksana, butanol, kloroform, etil asetat, dan air dilaporkan memiliki
kandungan kimia flavonoid, saponin, tanin, polifenol, dan alkaloid. Senyawa
alkaloid dilaporkan mempunyai aktivitas sebagai antibakteri. Flavonoid efektif
sebagai substansi antibakteri karena kemampuan flavonoid membentuk ikatan dengan
protein terlarut (Cowan, 1999). Saponin mempunyai efek antibakteri dengan
membentuk komplek pada membran sel (Cheeke,1999).

Wowo oleh masyarakat sekitar TNMB digunakan sebagai diuretik, perawatan
rambut, obat luka, dan astringen (Dephut dan IPB, 2000). Bagian batang dan daun
dari tanaman wowo dimanfaatkan sebagai tanaman obat oleh penduduk Papua New
Guinea untuk menyembuhkan sakit perut, diare, disentri, asma, sesak napas, dan
demam (WHO, 2009). Daun wowo juga dimanfaatkan untuk pengobatan sakit mata
(Stuart, 2016). Sediaan dekok dari akar tanaman wowo di Malaysia digunakan untuk
mengobati mual, influenza dan batuk (Ahmad dan Holdsworth, 1995). Penelitian
sebelumnya tentang tanaman wowo banyak dilakukan pada bagian daun, diantaranya
penelitian efek hepatoprotektor dari ekstrak air daun wowo (Gnanaraj dkk., 2016).

dan uji aktivitas antioksidan dari variasi ekstrak daun wowo (Gnanaraj dkk., 2015;).
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Berdasarkan latar belakang tersebut, perlu diadakannya penelitian tentang

penapisan fitokimia karena belum adanya penelitian sebelumnya mengenai penapisan

fitokimia dari ekstrak daun wowo dengan pelarut etanol dan dilakukan uji aktivitas

antibakteri ekstrak etanolik daun wowo terhadap B. cereus untuk mengetahui

golongan senyawa dan aktivitas antibakteri dari ekstrak etanolik daun wowo.

1.2 Rumusan Masalah
Dari uraian diatas, permasalahan yang dapat dirumuskan dalam penelitian ini

adalah:

1.  Apakah ekstrak etanolik daun wowo mengandung golongan senyawa alkaloid,
flavonoid, saponin, steroid, tanin, triterpenoid dan polifenol?

2. Apakah estrak etanolik daun wowo memiliki aktivitas antibakteri terhadap B.
cereus

3. Berapa nilai Inhibitory Concentration 50 (ICs) ekstrak etanolik daun wowo
terhadap bakteri B. cereus ?

1.3 Tujuan Penelitian

14

Penelitian ini memiliki tujuan antara lain :

Untuk mengetahui adanya golongan senyawa alkaloid, flavonoid, saponin,
steroid, tanin, terpenoid dan polifenol dari ekstrak etanolik daun wowo

Untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanolik daun wowo terhadap
B.cereus.

Untuk mengetahui nilai 1Cso dari ekstrak etanolik daun wowo terhadap B.

cereus.

Manfaat Penelitian

Berdasarkan tujuan yang ingin dicapai, maka penelitian ini diharapkan

mempunyai manfaat sebagai berikut:
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Hasil dari penelitian dapat dijadikan bahan informasi penggunaan daun wowo
sebagai sumber antibakteri baru yang mempunyai nilai ekonomis dalam
mengobati penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri B. cereus.

Hasil dari penelitian dapat dijadikan dasar dalam penelitian selanjutnya untuk

pengembangan obat baru dari bahan alam.
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BAB Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Infeksi

Mikroorganisme memiliki kemampuan menginfeksi manusia, hewan serta
tanaman. Infeksi adalah masuknya mikroorganisme patogen ke dalam tubuh dan
berkembang biak. Infeksi yang ditimbulkan bisa berdampak ringan hingga
berdampak kematian. Kemampuan suatu organisme patogen untuk menyebabkan
infeksi tidak hanya dipengaruhi oleh sifat-sifat mikroba itu sendiri, tetapi juga oleh
kemampuan inang untuk menahan infeksi (Pelczar dan Chan, 1988).

Proses infeksi bakteri di dalam tubuh meliputi, bakteri yang menyebabkan
penyakit pertama-tama melekat pada sel inang, biasanya sel-sel epitel. Setelah bakteri
menetapkan situs utama infeksi, bakteri berkembang biak dan menyebar langsung
melalui jaringan atau melalui sistem limfatik ke aliran darah. Infeksi ini (bakteremia)
dapat bersifat sementara atau persisten. Bakteremia memungkinkan bakteri untuk
menyebar luas dalam tubuh dan memungkinkan bakteri untuk mencapai jaringan
yang sesuai untuk pengandaan bakteri (Brooks dkk., 2013).

Tanda-tanda infeksi antara lain jumlah leukosit meningkat. Peningkatan
leukosit mengindikasikan adanya infeksi. Adanya infeksi juga didukung oleh
peningkatan nadi dan respiratory rate (RR) meskipun peningkatan RR tidak terlalu
tinggi. Selain itu juga diikuti dengan peningkatan suhu tubuh. Pada pemeriksaan
berikutnya, terjadi penurunan leukosit. hal ini mengindikasikan adanya respon
terhadap terapi antibiotik (Kemenkes R1, 2011).

2.2  Tinjauan Antibakteri

Bahan antibakteri merupakan bahan yang mengganggu pertumbuhan dan
metabolisme bakteri, sehingga dapat menghambat pertumbuhan atau bahkan
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membunuh bakteri. Cara kerja bahan antibakteri antara lain dengan merusak dinding
sel, mengubah permeabilitas sel, mengubah molekul protein dan asam nukleat,
menghambat kerja enzim, serta menghambat sintesis asam nukleat dan protein
(Pelczar dan Chan, 1988).

Secara umum aktivitas agen antibakteri dapat bersifat bakteriostatik atau
bakterisida. Agen antibakteri yang bersifat bakteriostatik hanya menghambat
pertumbuhan atau multiplikasi bakteri sedangkan agen antimikroba yang bersifat
bakteriosida bekerja dengan membunuh bakteri (Sosa dkk., 2010).

Penggunaan antibiotik yang tidak rasional menimbulkan berbagai
permasalahan dan merupakan ancaman global bagi kesehatan terutama resistensi
bakteri terhadap antibiotik. Resistensi terjadi apabila antibiotik tidak dapat
membunuh bakteri patogen yang mengakibatkan efek terapeutik suatu antibiotik tidak
tercapai (Kuswandi, 2011).

Ada beberapa golongan besar antibiotik anatara lain, golongan penisilin,
golongan sefalosporin, golongan kloramfenikol, golongan tetrasiklin, golongan
makrolida, golongan aminoglikosida, golongan sulfonamide dan golongan
flourokuinolon. Penisilin diklasifikasikan sebagai obat -laktam karena cincin laktam
mereka yang unik. Sefalosporin mirip dengan penisilin secara kimiawi, cara kerja,
dan toksisitas. Hanya saja sefalosporin lebih stabil terhadap banyak beta-laktamase
bakteri sehingga memiliki spektrum yang lebih luas. Kloramfenikol merupakan
inhibitor yang poten terhadap sintesis protein mikroba. Kloramfenikol bersifat
bakteriostatik dan memiliki spektrum luas dan aktif terhadap masing — masing bakteri
gram positif dan negatif. Golongan aminoglikosida memiliki spektrum kerja yang
luas. Aktifitasnya adalah bakterisid, berdasarkan dayanya untuk menembus dinding
bakteri dan mengikat diri pada ribosom di dalam sel. Contohnya streptomisin,

gentamisin, amikasin, neomisin, dan paranomisin (Katzung, 2007).
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2.3 Tinjauan Bacillus cereus

Klasifikasi secara ilmiah bakteri Bacillus cereus sebagai berikut:

Kingdom : Prokaryota

Divisio : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili : Bacillaceae

Genus : Bacillus

Spesies : B. cereus (Breed dan Smith, 1957).

B. cereus termasuk golongan bakteri gram positif, bersifat aerob fakultatif, dan
motil. B. cereus merupakan bakteri yang menyebabkan keracunan pada makanan. B.
cereus ditemukan pada sampel produk makanan sekitar 25% meliputi, puding,
daging, rempah-rempah, kentang kering, susu bubuk dan nasi. Kontaminasi produk
makanan umumnya terjadi sebelum dimasak. Bentuk vegetatif dari B. cereus dapat
tumbuh dan menghasilkan enterotoksin pada berbagai suhu mulai dari 25-42 °C (77°-
108 °F). Spora dapat bertahan hidup pada suhu yang ekstrim, dan ketika dibiarkan
dingin relatif lama, mereka akan tumbuh dan berkembang biak (Brooks dkk., 2013).
Ada dua tipe penyakit yang disebabkan oleh B.cereus yaitu, tipe emetik dan tipe
diare. Tipe emetik ditandai dengan mual dan muntah, muncul gejala setelah masa
inkubasi sekitar 1-6 jam. Tipe diare ditandai dengan rasa sakit perut dan buang air
besar, muncul gejala setelah masa inkubasi sekitar 6-24 jam. B.cereus juga dapat
menyebabkan infeksi kulit lokal, pneumoniae dan infeksi mata (Morris dkk., 2013).

Morfologi Bacillus cereus ditunjukkan oleh Gambar 2. 1.
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Gambar 2. 1 Morfologi Bacillus cereus (Frederick, 2007)

2.4 Tinjauan Flagellaria indica

a. Kilasifikasi Tanaman Flagellaria indica

Klasifikasi Tanaman Flagellaria indica menurut ITIS (2011) adalah sebagai

berikut :
Kingdom
Subkingdom
Divisi

Super Divisi
Kelas

Ordo

Famili
Genus
Species

Nama lokal

: Plantae

: Viridiplantae

: Tracheophyta

: Spermatophyta

: Magnoliopsida

: Poales

: Flagellariaceae

: Flagellaria L.

: Flagellaria indica L.

: rotan tikus (Mal.), lumpui, owar, kokrok, wowo, rotan dapit,

rotan dini, rotan kroh, rotan laki, rotan macik (Ind.), anudd,
ingual, audi, audi sigayang, venagalang (Phil.), may nu’6’c

(Viet.), pdao ondawk (Giesen dkk., 2006).
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b. Deskripsi Tanaman

Flagellaria indica (wowo) merupakan tanaman memanjat dengan panjang batang
2-15 m. Panjang daun 10-30 cm dan memiliki panjang tangkai daun 3-10 mm. Ujung
daun menggulung membentuk sulur. Bagian bunga umumnya dikelompokkan dalam
kelompok bunga terminal. Memiliki buah yang mencolok, bulat, halus, mengkilap,
berwarna merah muda hingga orange berry. Wowo umumnya tumbuh memanjat di
hutan lembab, hutan rawa dan hutan rawa gambut, di sepanjang tepi hutan, dan
sepanjang sungai. Selain itu juga ditemukan disepanjang margin mangrove (Giesen
dkk., 2006).

Flagellaria indica mengandung konstituen bioaktif seperti flavonoid, tanin,
saponin, steroid, triterpenoid dan alkaloid. Antrakuinon dan glikosida antrakuinon
tidak ditemukan dalam daun wowo (Gnanaraj dkk.,2015). Tanaman wowo banyak
digunakan oleh masyarakat untuk pengobatan diantaranya oleh masyarakat sekitar
TNMB digunakan sebagai obat batuk, diuretik, obat luka dan astringen (Dephut dan
IPB, 2000). Wowo juga dimanfaatkan sebagai tanaman obat oleh penduduk Papua
New Guinea. Bagian batang dari tanaman wowo dipotong kecil-kecil kemudian
direbus dan filtratnya diminum untuk menyembuhkan sakit perut, diare dan disentri.
Daun wowo direbus kemudian diminum untuk mengobati asma, sesak napas, dan
demam (WHO, 2009). Sediaan dekok dari akar tanaman wowo di Malaysia
digunakan untuk mengobati mual, influenza dan batuk (Ahmad dan Holdsworth,

1995). Tanaman Flagellaria indica ditunjukkan oleh Gambar 2.2

Gambar 2. 1 Tanaman Flagellaria indica (Sumber: Hossain, 2015)
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BAB Ill. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penapisan fitokimia dan uji aktivitas antibakteri ekstrak etanolik daun wowo
terhadap bakteri Bacillus cereus merupakan penelitian true experimental
laboratories.

3.2 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang dilakukan adalah the post test control only group

design.
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Gambar 3. 1 Skema rancangan penelitian metode mikrodilusi.

Keterangan:

S =sampel.

P = kelompok perlakuan
K = kelompok kontrol

L1-7 = Ekstrak uji konsentrasi 7,8125; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 dan 500 pg/ml.
J1-5 = konsentrasi kontrol posif gentamisin 0,5; 1; 2; 4; dan 8 pg/ml.
N = Kontrol negatif
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3.3  Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Analisis Instrumen Bagian Kimia Fakultas
Farmasi dan Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi Fakultas Farmasi

Universitas Jember mulai bulan Januari-Juli 2017.

3.4 Alat dan Bahan

3.4.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah seperangkat alat gelas, alat
penggiling, maserator, rotavapor (Stroglass Strike 300), corong buchner, oven, jarum
ose, inkubator (CLIFTON), autoklaf (ALP), mikropipet (SOCOREX ASBA S.A),
microplate flat buttom 96 wells (SPL), microplate reader (DIA-LAB), hot plate
(Thermo Cimarex), pembakar spiritus, yellow tip, blue tip, spatula logam, timbangan

analitik (Ohaus), laminar air flow (Airtech), lemari asam (FH 120 G Standart)

3.4.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah daun wowo yang sudah
dikeringkan dan diserbuk sehingga menjadi serbuk kering daun wowo. Bahan kimia
yang digunakan untuk identifikasi senyawa adalah pereaksi Wagner, Mayer,
Dragendorf, Magnesium, HCI 2N, NaCl, H,SO, pekat, n-heksana, asam asetat
anhidrat, HCI pekat, butanol, gelatin, NaCl 10% dan FeCls, Silika gel Fs4, etil asetat,
metanol, akuades, anisaldehid asam sulfat, asam asetat glasial, uap ammonia dan
kloroform. Bahan yang digunakan untuk uji antibakteri adalah akuades steril, NaCl
fisiologis, tween 80 0,5%, Dmso 10%, standar Mc Farland 0,5, bakteri uji yang
digunakan adalah B.cereus ATCC 11778. Media bakteri yang digunakan untuk
peremajaan biakan murni adalah Nutrient Agar (NA) (Merck). Media bakteri yang
digunakan untuk uji mikrodilusi adalah Trython Soy Broth (TSB) (Merck). Kontrol
positif antibakteri yang digunakan untuk uji mikrodilusi adalah injeksi gentamisin 40
mg/ml (merck).
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3.5 Variabel Penelitian

3.5.1 Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi ekstrak etanolik daun

wowo sebesar 7,8125; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250 dan 500 ug/ml.

3.5.2  Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah nilai 1Cso dari ekstrak etanolik daun

wowo terhadap B.cereus pada media TSB menggunakan microplate reader.

3.5.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali pada penelitian ini adalah metode ekstraksi remaserasi
daun wowo, media NB, Media TSB, waktu inkubasi, prosedur penelitian, cara

pengukuran untuk uji antibakteri.

3.6 Definisi Operasional
Berikut definisi operasional dari penelitian adalah:

a. Tumbuhan wowo yang digunakan pada penelitian adalah bagian daun segar yang
diambil secara acak dari tumbuhan wowo yang sudah berbunga sempurna. Diambil
pada bulan Mei 2016 dari Taman Nasional Meru Betiri (TNMB).

b. Daun wowo diekstraksi dengan menggunakan metode maserasi dengan pelarut
etanol 96%.

c. Bakteri yang digunakan merupakan bakteri gram positif B. cereus ATCC 11778.

3.7 Prosedur Penelitian
3.7.1 Determinasi Tumbuhan wowo

Tumbuhan wowo yang diambil dari TNMB dideterminasi di LIPI Purwodadi.
Perawakan lengkap tanaman wowo dibawa ke LIPI Purwodadi untuk memastikan

bahwa tanaman yang diuji merupakan spesies Flagellaria indica.
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3.7.2 Pembuatan Simplisia

Sampel tanaman daun wowo yang didapat dari TNMB disortasi basah,
kemudian dicuci untuk menghilangkan kotoran yang melekat. Setelah itu dikeringkan
dengan cara diangin-anginkan di tempat yang terhindar dari sinar matahari langsung
hingga didapat daun wowo kering. Daun wowo kering disortasi untuk memisahkan
daun yang digunakan untuk penelitian dan pengotor sehingga diperoleh simplisia
daun wowo. Simplisia daun wowo kemudian digiling untuk mengecilkan ukuran

partikelnya sehingga didapatkan serbuk kering daun wowo.

3.7.3 Pembuatan Ekstrak Etanolik Daun Wowo

Ditimbang 250 g serbuk kering daun wowo. Serbuk daun wowo dimasukkan
ke dalam maserator tertutup, ditambahkan pelarut etanol 96% sebanyak 1 liter.
Dilakukan ekstraksi selama 5 hari dalam maserator tertutup dan dilakukan
pengadukan setiap 24 jam. Setelah itu disaring dengan menggunakan corong
Buchner. Filtrat yang diperoleh dipekatkan dengan menggunakan rotavapor pada
suhu 50 °C dengan kecepatan 60-75 rpm. Residunya dilakukan remaserasi. Hasil
ekstraksi yang diperoleh diletakkan dalam vial. Ekstrak dalam vial dipanaskan
dengan oven pada suhu 40 °C hingga terbentuk ekstrak kental dan dihitung rendemen

yang diperoleh.

3.7.4 Identifikasi Kandungan Kimia Ekstrak etanolik Daun Wowo
a. Identifikasi alkaloid

Sejumlah 0,3 gram ekstrak ditambah dengan beberapa tetes HCI 2N, dipanaskan
diatas penangas air selama 2-3 menit, sambil diaduk. Setelah dingin ditambah 0,3
gram NaCl, diaduk rata kemudian disaring. Filtrat yang diperoleh ditambah 5 ml HCI
2N, Kemudian ditambah NH,OH 28% hingga larutan menjadi basah kemudian
diekstraksi dengan 5 ml kloroform dan disaring. Filtrat diuapkan hingga kering
selanjutnya dilarutkan dengan metanol kemudian ditotolkan pada lempeng KLT
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dengan fase gerak etil asetat, metanol dan air (9:2:2) menggunakan penampak noda
pereaksi Dragendorft. Hasil uji dinyatakan positif jika terdapat noda berwarna jingga.
b. Identifikasi Flavonoid

Sejumlah 0,3 gram ekstrak dimasukkan tabung reaksi, dicuci dengan heksana
sampai jernih. Residu dilarutkan dalam 20 ml etanol kemudian disaring. Selanjutnya
ditotolkan pada lempeng KLT dengan fase gerak butanol, asam asetat glasial dan air
(4:1:5) menggunakan penampak noda uap ammonia. Adanya flavonoid ditunjukkan
dengan timbulnya noda berwarna kuning.
c. Identifikasi Saponin, Terpenoid, dan Steroid

Sejumlah 0,3 gram ekstrak dimasukkan tabung reaksi, kemudian ditambah
akuades sebanyak 10 ml, dan dikocok kuat-kuat selama 30 detik. Tes buih positif
mengandung saponin bila terjadi buih yang stabil selama lebih dari 30 menit dengan
tinggi 3 cm diatas permukaan cairan.

Sejumlah 0.3 gram ekstrak ditambah dengan 5 ml HCI 2N kemudian
dididihkan dan ditutup dengan corong berisi kapas basah selama 2 jam untuk
menghidrolisis saponin. setelah dingin dinetralkan dengan ammonia selanjutnya
diekstraksi dengan 3 ml n-heksana sebanyak 3 kali dan diuapkan hingga tinggal 0,5
ml. Selanjutnya ditotolkan pada lempeng KLT dan dieluasi dengan fase gerak n-
heksana dan etil asetat (4 :1) menggunakan penampak noda anisaldehid asam sulfat.
Adanya sapogenin ditunjukkan dengan noda berwarna ungu.

Ekstrak sebanyak 0,3 gram ditambah dengan beberapa tetes etanol hingga
larut kemudian ditotolkan pada lempeng KLT dan dieluasi dengan fase gerak n-
heksana dan etil asetat (4 :1) menggunakan penampak noda anisaldehid asam sulfat.
Hasil uji dinyatakan mengandung golongan senyawa terpenoid atau steroid
ditunjukkan dengan adanya noda berwarna ungu.
d.Identifikasi Polifenol dan Tanin

Sejumlah 0,3 gram ekstrak ditambah 10 ml akuades panas, diaduk dan
dibiarkan sampai suhu kamar, lalu ditambahkan beberapa tetes NaCl 10%, diaduk dan

disaring. Filtrat dibagi menjadi tiga bagian disebut sebgai larutan A, B dan C. Larutan
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C diberi beberapa tetes FeCl;, kemudian diamati terjadinya perubahan warna .Jika
terjadi warna hijau kehitaman menunjukkan adanya tanin. Jika filtrat ditambah gelatin
dan NaCl tidak timbul endapan, setelah ditambahkan larutan FeCl; terjadi perubahan
warna menjadi hijau biru hingga hitam menunjukkan adanya senyawa polifenol.
Larutan B ditambah dengan gelatin dan 5 ml NaCl 10% , jika terjadi endapan putih
menunjukkan adanya tanin. Larutan C ditotolkan pada lempeng KLT dan dieluasi
dengan fase gerak toluene: aseton: asam formiat (6:6:1). Hasil positif adanya
polifenol ditunjukkan dengan adanya noda berwarna gelap ( Hitam atau coklat tua)

dengan penampak noda FeCls.

3.7.5 Uji Aktivitas Antibakteri
a. Sterilisasi alat dan bahan
Alat yang digunakan pada uji aktivitas antibakteri disterilisasi dengan cara
dicuci bersih, dikeringkan, dan dibungkus satu persatu dengan kertas coklat kemudian
dilakukan proses sterilisasi dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121 °C dengan
tekanan 15 psi selama 15 menit. Ose disterilkan dengan cara pemijaran.
b. Penyiapan media
1) Pembuatan media Trypticase Soy Broth (TSB)
Pembuatan media Trypticase Soy Broth (TSB) dilakukan dengan menimbang
1,5 gram TSB. Kemudian dilarutkan dalam 50 ml akuades. Larutan media dituangkan
ke dalam 5 tabung reaksi dengan volume masing-masing 10 ml. Media TSB
disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121 °C dengan tekanan 15 psi selama
15 menit.
2) Pembuatan media Nutrient Agar Slant (NAS)
Pembuatan media Nutrient Agar Slant (NAS). Dilakukan penimbangan 0,4
gram NAS dilarutkan dalam 20 ml air dilakukan pemanasan dan pengadukkan hingga
larut sempurna. Larutan media dituang ke dalam 4 tabung reaksi masing-masing 5 ml.

Media NAS disterilisasi dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121 °C dengan
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tekanan 15 psi selama 15 menit. Tabung yang berisi media yang telah dsterilisasi
dimiringkan agar membentuk agar miring.
c. Pembuatan standar Mc Farland 0,5
BaCl, 1% sebanyak 0,05 ml dicampur dengan 9,95 ml H,SO, 1% sehingga
setara dengan 1,5 x 10° CFU (koloni/ml).
d. Peremajaan biakan murni
Biakan bakteri murni diremajakan pada media Nutrient Agar Slant (NAS)

dalam tabung reaksi dengan cara mengoreskan pada media NAS miring. Proses
tersebut dilakukan secara aseptis yaitu dengan mendekatkan mulut tabung reaksi pada
nyala api dalam Laminar Air Flow (LAF). Setelah itu media dalam tabung reaksi
yang berisi bakteri ditutup rapat dengan menggunakan kapas dan plastic wrap,
kemudian diinkubasi selama 24 jam dalam inkubator pada suhu 37 °C.
e. Pembuatan suspensi bakteri

Bakteri uji B.cereus dari kultur peremajaan biakan murni diambil
menggunakan ose steril, kemudian dimasukkan kedalam tabung reaksi yang berisi 10
ml NaCl 0,9% steril secara aseptis dan dihomogenkan menggunakan vortex
kemudian diukur absorbansinya menggunkan spektrofotometri dengan panjang
gelombang 625 nm hingga absorbansinya sama dengan standar Mc Farland 0,5 yaitu
antara 0,08 -0,1. Larutan ini berfungsi sebagai biakan aktif.
f. Pembuatan Kontrol Positif Larutan Gentamisin

Kontrol positif yang digunakan untuk uji mikrodilusi adalah injeksi
gentamisin dengan kadar 40 mg/ml. Konsentrasi kontrol positif gentamisin dibuat
dengan memipet 10 pl injeksi gentamisin kemudian dilarutkan dalam akuades hingga
2 ml sehingga konsentrasinya 200 pg/ml. Selanjutnya dilakukan pengenceran hingga
menjadi konsentrasi 0,5; 1; 2; 4 dan 8 pg/ml.
g. Pembuatan Larutan Uji

Uji aktivitas antibakteri metode mikrodilusi menggunakan tujuh seri
konsentrasi. Ketujuh seri konsentrasi tersebut berasal dari pengenceran larutan induk

dengan konsentrasi 25.000 pg/ml. Selanjutnya dilakukan pengenceran hingga
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menjadi konsentrasi 7,8125 pg/ml 15,625 pg/ml ; 31,25 pg/ml; 62,5 pg/ml; 125
pg/ml; 250 pg/ml; 500 pg/ml. Prosedur pembuatan larutan uji dilakukan dalam
laminar air flow (LAF).
h. Uji Aktivitas Antibakteri Dengan Metode Mikrodilusi

Penentuan 1Csg dari aktivitas antibakteri daun wowo dilakukan menggunakan
metode mikrodilusi. Larutan uji terdiri dari suspensi bakteri uji sejumlah 50 pl, 50 pl
media TSB dan 100 pl ekstrak etanolik daun wowo dengan seri konsentrasi 7,8125
pg/ml; 15,625 pg/ml ; 31,25 pg/ml; 62,5 pg/ml; 125 pg/ml; 250 pg/ml; 500 pg/mi
dimasukkan ke dalam masing-masing sumur microplate 96 well sebanyak 3 kali
replikasi. Kontrol negatif merupakan campuran 50 pl media TSB, 50 ul bakteri uji,
dan 100 pl akuades steril. Kontrol positif merupakan Campuran 100 pl larutan
gentamisin masing-masing konsentrasi, 50 ul media TSB dan 50 pl suspensi bakteri
uji. Untuk kontrol ekstrak terdiri dari campuran 100 pl ekstrak etanolik daun wowo
masing-masing konsentrasi, 50 pl media tanpa bakteri, dan 50 pl Nacl 0,9 %
dimasukkan ke dalam sumuran. Campuran 50 pl media TSB tanpa bakteri, 50 pl
NaCl 0,9 % steril dan100 ul akuades digunakan sebagai kontrol media. Kontrol
gentamisin merupakan campuran 50 pl media TSB, 50 pl NaCl 0,9 % steril dan 100
pl gentamisin. Seluruh prosedur diatas dilakukan didalam LAF. Desain microplate
ditunjukkan oleh Gambar 3.3.

Pengamatan dilakukan setelah inkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37° C.
Densitas sel dihitung menggunakan instrument microplate reader dengan pengukuran
absorbansi pada panjang gelombang 595 nm. ICs, ditetapkan sebagai konsentrasi

yang menghambat 50 % pertumbuhan bakteri uji.

3.8 Analisis Data
Nilai 1Cso hasil uji mikrodilusi dianalisis menggunakan analisis probit. Rumus
yang digunakan dalam menghitung persen penghambatan pertumbuhan bakteri dapat

dilihat pada Persamaan 3.1.
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(Abs R—Abs S)
(Abs p—Abs Q)

(Dimodifikasi dari Quave dkk, 2008).

Persen penghambatan pertumbuhan bakteri= (1 )xlOO%...(B.l)

Keterangan :
Abs = absorbansi
P =kontrol negatif (media TSB+ Bacillus cereus)

Q =kontrol media TSB
R =uji (media TSB +Bacillus cereus + ekstrak /gentamisin)
S =kontrol ekstrak (Media TSB + ekstrak /gentamisin)

Microplate 1

Gamabar 3. 3 Desain microplate 96 well

Keterangan:
I = media TSB + ekstrak etanol daun wawo+ suspensi bakteri uji
B = media TSB+ gentamisin + suspensi bakteri uji (kontrol positif)

] = media TSB + suspensi bakteri uji + Akuades (kontrol negatif)
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JOEN

= media TSB + ekstrak etanol daun wawo + NaCl 0,9% (kontrol ekstrak)
= media TSB + gentamisin + NaCl 0,9% (kontrol gentamisin)
= media TSB + akuades + NaCl 0,9% (kontrol media)

= Pengujian lain

19
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3.9 Skema Penelitian

Determinasi

A 4

Daun wowo (Flagellaria indica)

Pembuatan simplisia

Simplisia daun wowo

Diserbuk

Serbuk daun wowo

Diekstraksi remaserasi
Dengan etanol 96%
dipekatkan

\4
Ekstrak etanolik daun wowo

20

Pengujian
\ 4
\ 4 \ 4
Penapisan fitokimia Uji antibakteri
ekstrak etanolik daun
WOWO v
Metode
mikrodilusi
Data
y
Analisis data
\ 4
Kesimpulan

Gambar 3. 2 Skema penelitian
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa:
1. Hasil penapisan fitokimia ekstrak etanolik daun wowo mengandung golongan
senyawa alkaloid, flavonoid, saponin, triterpenoid dan polifenol.
2. Pada pengujian dengan metode mikrodilusi ekstrak etanolik daun wowo memiliki
aktivitas antibakteri terhadap bakteri Bacillus cereus
3. Pada pengujian menggunakan metode mikrodilusi didapatkan nilai (ICso) ekstrak

etanol daun wowo sebesar 39,399+1,9 pg/ml.

5.2 Saran
Dari hasil penelitian yang diperoleh, maka perlu dilakukan penelitian lebih
lanjut untuk memisahkan golongan senyawa bioaktif ekstrak etanolik daun
wowo sehingga dapat diketahui golongan senyawa yang spesifik menghambat
pertumbuhan bakteri Bacillus cereus.
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LAMPIRAN

Lampiran 4.1 Hasil Determinasi Tanaman Wowo

LEMBAGA ILMU PENGETAHUAN INDONESIA
(INDONESIAN INSTITUTE OF SCIENCES) {688, 1
UPT BALAI KONSERVASI TUMBUHAN |% _\/;KANII

}

KEBUN RAYA PURWODADI
JI. Raya Surabaya - Malang Km. 65 Purwodadi - Pasuruan 67163
Telp. (+62 343) 615033, Faks, (+62 341) 4266046
website : http://www.krpurwodadi.lipl.go.id

SURAT KETERANGAN IDENTIFIKASI TUMBUHAN
No:o}g NPH.06/HM/V/2017

Kepala Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi LIPT dengan ini menerangkan
bahwa material tumbuhan yang dibawa olch:

Nama : Wahyu Agustina

NIM ¢ 132210101025

Instansi : Mahasiswa Fakultas Farmasi Universitas Jember.
Tanggal material : 2 Juni 2017

diterima

Telah_diidentifikasi/determinasi berdasarkan koleksi herbarium dan koleksi kebun serta
referensi ilmiah, dengan hasil sebagai berikut:

Kingdom . Plantae

Division : Magnoliophyta

Class . Liliopsida

Subclass : Commelinidae

Ordo : Restionales

Family . Flagellariaceae

Genus . Flagellaria

Species : Flagellaria indica L.
Referensi:

1. Backer CA & Bakhuizen van den Brink RC. 1965. Flora of Java Vol. IIl. NVP
Noordhoff, Groningen, The Netherlands. Hal. 23
2. Cronquist A. 1981. An Integrated System of Classification of Flowering
Plants.Columbia University Press, New York, USA. Hal. XVIII
Demikian surat keterangan ini dibuat untuk dapat dipergunakan sebagaimana mestinya.

Purwodadi, 10 Juni 2017
An. Kepala

TSR
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Lampiran 4.2. Perhitungan Persen Rendemen Ekstrak Etanolik Daun Wowo

Berat Simplisia : 250 gram.
Jumlah Pelarut : 2 Liter.

Berat Ekstrak kental : 13,29 gram

Ekstrak kental

Persen rendemen = —————— x 100%
Berat simplisia

_ 1329
Ny, x100%

=5,32%

Lampiran 4.3 Perhitungan Konsentrasi Ekstrak Etanolik Daun Wowo

Penimbangan ekstrak : 0,025 g = 25 mg

25 mg
1ml

Pengenceran ekstrak

x 1000 = 25x10° pug/ml

a. Konsentrasi 1000 pg/mi
25x10° pg/ml x Volume yang dibutuhkan = 1000 pg/ml x 4 ml
Volume yang dibutuhkan = 0,16 ml ad 4 ml
b. Konsentrasi 500 pg/mi
1000 pg/ml x Volume yang dibutuhkan =500 pg/ml x 4 ml
Volume yang dibutuhkan =2 ml ad 4 ml

(@]

. Konsentrasi 250 pg/mi
500 pg/ml x Volume yang dibutuhkan = 250 pg/ml x 4 ml
Volume yang dibutuhkan =2 ml ad 4 ml
d. Konsentrasi 125 pg/ml
250 pg/ml x Volume yang dibutuhkan = 125 pg/ml x 4 ml
Volume yang dibutuhkan =2 ml ad 4 ml
e. Konsentrasi 62,5 pg/ml
125 pg/ml x Volume yang dibutuhkan = 62,5 pg/ml x 4 ml

33
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Volum yang dibutuhkan =2 ml ad 4 ml
f. Konsentrasi 31,25 pg/ml
62,5 pg/ml x Volume yang dibutuhkan = 31,25 pg/ml x 4 ml
Volume yang dibutuhkan =2 ml ad 4 ml
g. Konsentrasi 15,625 pg/ml
31,25 pg/ml x Volume yang dibutuhkan = 15, 625 pg/ml x 4 ml
Volume yang dibutuhkan =2 ml ad 4 ml

Lampiran 4.4 Perhitungan Konsentrasi Gentamisin

22 %1000 = 4x10" pg/ml

Pengenceran gentamisin
a. Konsentrasi 200 pg/ml
4x10* pg/ml x Volume yang dibutuhkan = 200 pg/ml x 2 ml
Volume yang dibutuhkan = 0,01 ml ad 2 ml
b. Konsentrasi 16 pg/mi
200 pg/ml x Volume yang dibutuhkan = 16 pg/ml x 4 ml
Volume yang dibutuhkan= 0,32 ml ad 4 ml
c. Konsentrasi 8 pg/ml
16 pg/ml x Volume yang dibutuhkan = 8 pg/ml x 4 mi
Volume yang dibutuhkan =2 ml ad 4 ml
d. Konsentrasi 4 pg/ml
8 ng/ml x Volume yang dibutuhkan = 4 pg/ml x 4 ml
Volume yang dibutuhkan =2 ml ad 4 ml
e. Konsentrasi 2 pug/ml
4 pg/ml x Volume yang dibutuhkan = 2 pg/ml x 4 mi
Volume yang dibutuhkan =2 ml ad 4 mi
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f. Konsentrasi 1pg/ml

2 pg/ml x Volume yang dibutuhkan = 1 pg/ml x 4 ml

Volume yang dibutuhkan =2 ml ad 4 ml

Lampiran 4.5 Hasil
Pertumbuhan Bakteri pada Uji Mikrodilusi Ekstrak Etanolik Daun Wowo

Absorbansi

dan Perhitungan

%

35

penghambatan

Ekstrak- kontrol
konsentrasi Ekstrak kontrol ekstrak persen penghambatan
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

500 | 1,571 | 1,564 | 1,571 | 1,515 | 0,056 | 0,049 | 0,056 | 88,50889 | 89,94528 | 88,50889

250 | 1,387 | 1,39 | 1,384 | 1,319 | 0,068 | 0,071 | 0,065 | 86,04651 | 85,43092 | 86,66211
12511278 | 1,261 | 1,278 | 1,159 | 0,119 | 0,102 | 0,119 | 75,5814 | 79,06977 | 75,5814

62.5| 1,214 1,218 | 1,198 | 1,001 | 0,213 | 0,217 | 0,197 | 56,29275 | 55,47196 | 59,57592

31.25| 1,186 | 1,181 | 1,162 | 0,958 | 0,228 | 0,223 | 0,204 | 53,21477 | 54,24077 | 58,13953
15.625 | 1,152 | 1,154 | 1,15 | 0,783 | 0,369 | 0,371 | 0,367 | 24,28181 | 23,87141 | 24,6922
7.8125 | 1,112 | 1,139 | 1,12 0,72 ]0,392 | 0,419 0,4 | 19,56224 | 14,02189 | 17,92066

Lampiran 4.6 Hasil Analisis Probit IC50 Ekstrak Etanolik Daun Wowo.

Confidence Limits

Proba 95% Confidence Limits for konsentrasi  |95% Confidence Limits for log(konsentrasi)?
bility Estimate |Lower Bound |Upper Bound Estimate Lower Bound | Upper Bound
PROBIT 0.01 .528 .021 2.782 -.277 -1.679 444
0.02 .876 .044 4.087 -.057 -1.355 611
0.03 1.208 .071 5.218 .082 -1.149 717
0.04 1.538 101 6.272 .187 -.994 797
0.05 1.871 135 7.285 272 -.869 .862
0.06 2.212 173 8.276 .345 -.762 .918
0.07 2.561 215 9.256 .408 -.668 .966
0.08 2.921 .261 10.232 465 -.584 1.010
0.09 3.291 311 11.209 517 -.508 1.050
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0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

0.5

0.55

0.6

0.65

0.7

0.75

0.8

0.85

0.9

0.91

0.92

0.93

0.94

0.95

0.96

0.97

0.98

0.99

3.673

5.790

8.312

11.336

14.978

19.389

24.772

31.397

39.646

50.061

63.451

81.065

104.943

138.660

189.098

271.481

427.904

477.611

538.176

613.672

710.575

839.904

1022.229

1301.479

1794.190

2975.976

.365

713

1.213

1.911

2.873

4.189

5.985

8.445

11.836

16.565

23.263

32.954

47.369

69.615

105.634

167.806

285.522

321.478

364.148

415.650

479.269

560.462

669.129

825.669

1081.634

1632.542

12.192

17.275

22.806

28.965

35.926

43.897

53.134

63.980

76.906

92.581

112.006

136.752

169.463

215.008

283.570

400.740

651.528

739.869

853.057

1002.356

1206.594

1499.657

1949.054

2710.737

4242.468

8715.235

.565

.763

.920

1.054

1.175

1.288

1.394

1.497

1.598

1.700

1.802

1.909

2.021

2.142

2.277

2.434

2.631

2.679

2.731

2.788

2.852

2.924

3.010

3.114

3.254

3.474

-.437

-.147

.084

.281

458

.622

a77

.927

1.073

1.219

1.367

1.518

1.675

1.843

2.024

2.225

2.456

2.507

2.561

2.619

2.681

2.749

2.826

2917

3.034

3.213

36

1.086
1.237
1.358
1.462
1.555
1.642
1.725
1.806
1.886
1.967
2.049
2.136
2.229
2.332
2.453
2.603
2.814
2.869
2.931
3.001
3.082
3.176
3.290
3.433
3.628

3.940

a. Logarithm base = 10.
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e Replikasi 2
Confidence Limits

Probab 95% Confidence Limits for konsentrasi 95% Confidence Limits for log(konsentrasi)®
ility Estimate Lower Bound | Upper Bound Estimate Lower Bound | Upper Bound

PROBIT 0.01 791 A11 2.627 -.102 -.953 419
0.02 1.257 .205 3.822 .099 -.688 .582
0.03 1.686 .302 4.849 227 -.520 .686
0.04 2.103 405 5.801 .323 -.393 .763
0.05 2.517 513 6.712 401 -.290 .827
0.06 2.933 .627 7.601 467 -.203 .881
0.07 3.355 .748 8.477 .526 -.126 .928
0.08 3.783 877 9.348 .578 -.057 971
0.09 4.220 1.012 10.217 .625 .005 1.009]
0.1 4.666 1.155 11.090 .669 .063 1.045
0.15 7.076 1.996 15.580 .850 .300 1.193
0.2 9.853 3.079 20.432 .994 .488 1.310
0.25 13.088 4.463 25.806 1.117 .650 1.412
0.3 16.889 6.223 31.852 1.228 794 1.503
0.35 21.390 8.461 38.748 1.330 .927 1.588
0.4 26.767 11.314 46.713 1.428 1.054 1.669]
0.45 33.251 14.968 56.037 1.522 1.175 1.748
0.5 41.164 19.689 67.119 1.615 1.294 1.827|
0.55 50.961 25.856 80.528 1.707 1.413 1.906
0.6 63.306 34.031 97.107 1.801 1.532 1.987
0.65 79.217 45.074 118.182 1.899 1.654 2.073
0.7 100.331 60.362 145.960 2.001 1.781 2.164
0.75 129.471 82.215 184.442 2.112 1.915 2.266
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0.8
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0.9
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0.96
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0.98

0.99

171.983

239.454

363.142

401.567

447.932

505.116

577.652

673.177

805.777

1005.104

1348.408

2142.649

114.840

166.736

258.744

286.285

318.889

358.223

406.869

469.086

552.552

672.976

869.832

1291.796

241.717

336.863

526.905

589.958

668.394

768.475

900.374

1081.818

1346.833

1770.545

2561.010

4623.269

2.235

2.379

2.560

2.604

2.651

2.703

2.762

2.828

2.906

3.002

3.130

3.331

2.060

2.222

2.413

2.457

2.504

2.554

2.609

2.671

2.742

2.828

2.939

3.111

38

2.383
2.527
2.722
2771
2.825
2.886
2.954
3.034
3.129
3.248
3.408

3.665

a. Logarithm base = 10.

e Replikasi 3

Confidence Limits

95% Confidence Limits for konsentrasi

95% Confidence Limits for log(konsentrasi)®

Probab
ility Estimate | Lower Bound | Upper Bound Estimate Lower Bound | Upper Bound
PROBIT® 0.01 .520 .000 6.914 -.284 -4.912 .840
0.02 .858 .000 9.499 -.067 -4.345 .978)
0.03 1.179 .000 11.628 .071 -3.986 1.065
0.04 1.497 .000 13.545 175 -3.716 1.132
0.05 1.818 .000 15.339 .260 -3.496 1.186
0.06 2.146 .000 17.057 .332 -3.310 1.232
0.07 2.481 .001 18.725 .395 -3.146 1.272
0.08 2.825 .001 20.359 451 -3.000 1.309]
0.09 3.180 .001 21.973 .502 -2.867 1.342
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0.85

0.9

0.91

0.92

0.93

0.94

0.95

0.96

0.97

0.98

0.99

3.546

5.564

7.959

10.822

14.260

18.413

23.468

29.676

37.387

47.101

59.561

75.912

98.024

129.165

175.615

251.232

394.226

439.548

494.707

563.380

651.405

768.704

933.775

1186.051

1629.929

2690.151

.002

.006

.015

.032

.065

.125

.233

422

.756

1.347

2.408

4.357

8.040

15.276

30.173

62.398

135.086

158.549

186.589

220.419

261.864

313.890

381.788

476.258

623.666

920.074

23.574

31.598

39.973

49.010

58.979

70.175

82.962

97.827

115.453

136.852

163.604

198.356

245,934

316.212

432.864

667.310

1325.657

1606.559

2001.747

2581.258

3476.541

4957.592

7651.828

13305.396

28441.096

97644.587

.550

.745

.901

1.034

1.154

1.265

1.370

1.472

1.573

1.673

1.775

1.880

1.991

2111

2.245

2.400

2.596

2.643

2.694

2.751

2.814

2.886

2.970

3.074

3.212

3.430

-2.744

-2.238

-1.836

-1.493

-1.185

-.901

-.633

-.375

-.122

129

.382

.639

.905

1.184

1.480

1.795

2.131

2.200

2.271

2.343

2418

2.497

2.582

2.678

2.795

2.964

39

1.372

1.500

1.602

1.690

1.771

1.846

1.919

1.990

2.062

2.136

2.214

2.297

2.391

2.500

2.636

2.824

3.122

3.206

3.301

3.412

3.541

3.695

3.884

4.124

4.454

4.990

a. A heterogeneity factor is used.
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b. Logarithm base = 10.

40

Lampiran 4.7 Hasil Absorbansi dan % Penghambatan Pertumbuhan Bakteri
pada Uji Mikrodilusi Gentamisin

Konsentrasi Kontrol positif KGO:r:':;)I Klggrtl?r):)lpgsrllttl;- Persen Penghambatan
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
8 05111049 10,5351 0428 | 053 | 0,062 | 0,107 | 82,96854 | 87,2777 | 78,04378
4 0,686 0,68 | 0,743 1 0519 | 4147 | 0,161 | 0,224 | 65,73187 | 66,96306 | 54,03557
2 1,0721 1,08 | 1,087 |1 0,799 | 5573 | 0,279 | 0,288 | 43,98085 | 42,74966 | 40,90287
1 1136 | 112 | 1,115 1 0,755 | 5381 | 0,36 | 0,36 | 21,81943 | 26,12859 | 26,12859
0.5 1,143 1116 | 1,145 1 0,725 | 5 418 | 0,433 | 0,42 | 14,22709 | 11,14911 | 13,81669

Lampiran 4.8 Hasil Analisis Probit 1Cs; Gentamisin terhadap Bacillus cereus

e Replikasi 1
Confidence Limits

Probab 95% Confidence Limits for konsentrasi 95% Confidence Limits for log(konsentrasi)®
ility Estimate | Lower Bound | Upper Bound Estimate Lower Bound | Upper Bound

PROBIT 0.01 .220 .036 527 -.658 -1.446 -.278
0.02 297 .057 .660 -.527 -1.244 -.181
0.03 .360 .077 761 -.444 -1.115 -.119
0.04 415 .096 .847 -.382 -1.019 -.072
0.05 467 115 .925 -.331 -.941 -.034
0.06 516 134 .996 -.288 -.874 -.002
0.07 .563 .153 1.064 -.250 -.816 .027
0.08 .609 172 1.128 -.216 -.764 .052
0.09 .653 .192 1.190 -.185 -.716 .076
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0.9
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0.93

0.94

0.95

0.96

0.97

0.98

0.99

.698

915

1.135

1.365

1.611

1.879

2.174

2.503

2.876

3.305

3.806

4.403

5.135

6.062

7.292

9.044

11.858

12.660

13.592

14.698

16.038

17.718

19.916

22.997

27.841

37.631

.213

.322

448

.593

762

.961

1.195

1.473

1.803

2.200

2.676

3.251

3.941

4.769

5.778

7.069

8.921

9.416

9.977

10.626

11.391

12.322

13.502

15.093

17.478

21.979

1.250

1.535

1.808

2.083

2.369

2.672

3.001

3.365

3.776

4.255

4.832

5.556

6.517

7.873

9.920

13.276

19.564

21.533

23.914

26.857

30.596

35.527

42.383

52.703

70.505

111.779

-.156

-.039

.055

135

.207

.274

.337

.398

459

.519

.580

644

711

.783

.863

.956

1.074

1.102

1.133

1.167

1.205

1.248

1.299

1.362

1.445

1.576

-.673

-.492

-.349

-.227

-.118

-.017

.077

.168

.256

.342

428

512

.596

.678

.762

.849

.950

974

.999

1.026

1.057

1.091

1.130

1.179

1.242

1.342

41

.097

.186

.257

319

375

427

ATT

527

577

.629

.684

745

.814

.896

.997

1.123

1.291

1.333

1.379

1.429

1.486

1.551

1.627

1.722

1.848

2.048

a. Logarithm base = 10.
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e Replikasi 2
Confidence Limits

Probab 95% Confidence Limits for konsentrasi 95% Confidence Limits for log(konsentrasi)®
ility Estimate | Lower Bound | Upper Bound Estimate Lower Bound | Upper Bound

PROBIT 0.01 .204 .033 492 -.691 -1.478 -.308
0.02 274 .052 .614 -.562 -1.281 -.212
0.03 .330 .070 .706 -.481 -1.156 -.151
0.04 .380 .087 .785 -.420 -1.062 -.105
0.05 A27 .103 .855 -.370 -.986 -.068
0.06 471 .120 .920 -.327 -.921 -.036
0.07 513 137 .982 -.290 -.864 -.008
0.08 .553 .154 1.040 -.257 -.813 .017
0.09 .593 171 1.096 -.227 -.767 .040
0.1 .633 .189 1.150 -.199 -724 .061
0.15 .825 .283 1.406 -.083 -.548 .148
0.2 1.020 .390 1.651 .008 -.409 .218
0.25 1.222 514 1.897 .087 -.289 .278
0.3 1.438 .657 2.151 .158 -.183 .333
0.35 1.672 .824 2.419 .223 -.084 .384
04 1.929 1.020 2.707 .285 .009 432
0.45 2.216 1.253 3.023 .346 .098 480
0.5 2.539 1.531 3.377 405 .185 .529
0.55 2.910 1.865 3.784 464 271 .578
0.6 3.342 2.269 4.264 524 .356 .630
0.65 3.856 2.763 4.854 .586 441 .686
0.7 4.483 3.369 5.617 .652 527 .749
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0.98

0.99

5.276

6.324

7.811

10.189

10.865

11.649

12.578

13.702

15.108

16.945

19.512

23.536

31.630

4.113

5.035

6.214

7.882

8.324

8.823

9.398

10.075

10.895

11.932

13.326

15.409

19.324

6.669

8.239

10.809

15.628

17.134

18.953

21.196

24.039

27.778

32.957

40.717

54.018

84.558

122

.801

.893

1.008

1.036

1.066

1.100

1.137

1.179

1.229

1.290

1.372

1.500

.614

.702

793

.897

.920

.946

973

1.003

1.037

1.077

1.125

1.188

1.286

43

.824

.916
1.034
1.194
1.234
1.278
1.326
1.381
1.444
1.518
1.610
1.733

1.927

a. Logarithm base = 10.

Replikasi 3

Confidence Limits

Probab 95% Confidence Limits for konsentrasi 95% Confidence Limits for log(konsentrasi)®
ility Estimate | Lower Bound | Upper Bound Estimate Lower Bound | Upper Bound
PROBIT 0.01 .102 .004 .390 -.991 -2.442 -.408]
0.02 151 .007 515 -.821 -2.144 -.288
0.03 194 .011 .614 -.713 -1.954 -.212
0.04 234 .015 .701 -.631 -1.812 -.154
0.05 272 .020 .780 -.565 -1.696 -.108)
0.06 .310 .025 .856 -.509 -1.597 -.068
0.07 347 .031 .927 -.460 -1.511 -.033
0.08 .384 .037 .997 -415 -1.434 -.001
0.09 421 .043 1.065 -.375 -1.364 .027
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3.475
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5.050
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7.655

9.736

12.886

18.334

19.964

21.900

24.246

27.164

30.922

36.008

43.421

55.690

82.434

.050

.093

151

.230

.334

A7l

.652

.891

1.208

1.631

2.198

2.959

3.979

5.319

7.045

9.303

12.601

13.498

14.525

15.725

17.159

18.930

21.214

24.362

29.222

38.796

1.131

1.455

1.780

2.118

2.479

2.873

3.310

3.804

4.376

5.057

5.896

6.983

8.496

10.806

14.738

22.231

39.061

44.961

52.454

62.225

75.403

94.000

121.968

168.277

258.669

511.042

-.338

-.185

-.063

.041

135

.222

.304

.384

462

541

.621

.703

.790

.884

.988

1.110

1.263

1.300

1.340

1.385

1.434

1.490

1.556

1.638

1.746

1.916

-1.299

-1.032

-.820

-.639

-AT7

-.327

-.186

-.050

.082

212

.342

A71

.600

726

.848

.969

1.100

1.130

1.162

1.197

1.234

1.277

1.327

1.387

1.466

1.589

44

.054

.163

.250

.326

.394

458

.520

.580

.641

704

q71

844

.929

1.034

1.168

1.347

1.592

1.653

1.720

1.794

1.877

1.973

2.086

2.226

2.413

2.708

a. Logarithm base = 10.
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