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RINGKASAN 

Skrining fitokimia dan Uji Aktivitas Antibakteri Tumbuhan Jelutong Pipit 

(Kibatalia arborea (Bl.) G.Don) terhadap Escherichia coli; Ita Husnul 

Chotimah, 152210101045; 2019; 89 halaman; Fakultas Farmasi Universitas 

Jember. 

 Infeksi menjadi masalah kesehatan yang serius terutama di negara 

berkambang seperti di Indonesia. Hal ini berkaitan dengan tingkat mortilitas yang 

tinggi, penyebaran yang cepat dan tidak terduga, dan dapat menimbulkan dampak 

yang bersifat global. Selain itu, penggunaan antibiotik secara tidak rasional 

menyebabkan peningkatan jumlah kasus infeksi yang bersifat resisten. Penelitian 

terhadap agen antibakteri Gram-negatif lebih menjadi sorotan karena sifat dinding 

selnya yang kurang permeabel sehingga tidak banyak senyawa antibiotik yang 

mampu menembus lapisan dinding sel bakteri Gram-negatif. Salah satu bakteri 

Gram-negatif adalah Escherichia coli yang mudah menular melalui makanan dan 

kontak langsung. Escherichia coli dapat menyebabkan infeksi enterik dan infeksi 

ekstraintestinal seperti infeksi saluran kemih dan meningitis. 

Sejumlah agen antibakteri baru yang berasal dari metabolit sekunder 

tumbuhan telah banyak diteliti. Kibatalia arborea (Bl.) G.Don yang berasal dari 

famili Apocynaceae merupakan salah satu tumbuhan yang diduga memiliki 

aktivitas antibakteri. Hal ini karena Apocynaceae merupakan famili yang sangat 

dikenal sebagai sumber penghasil banyak senyawa dengan aktivitas farmakologis 

yang luas salah satunya sebagai antibakteri. Berdasarkan hal tersebut, penelitian 

terhadap aktivitas antibakteri Kibatalia arborea (Bl.) G.Don dilakukan sebagai 

bentuk eksplorasi agen antibakteri baru.  

 Uji aktivitas antibakteri dilakukan terhadap ekstrak metanol, fraksi 

heksana, fraksi diklorometana, fraksi etil asetat, dan residu daun Kibatalia 

arborea (Bl.) G.Don. Metode yang digunakan untuk menguji aktivitas antibakteri 

adalah mikrodikusi berdasarkan protokol standar CLSI M07-A9 dengan hasil uji 
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berupa nilai Inhibitory Concentration 50 (IC50). Kelompok uji terdiri dari kontrol 

positif (gentamisin), kontrol negatif (DMSO 1%), dan kelompok perlakuan 

(ekstrak metanol, fraksi heksana, fraksi diklorometana, dan fraksi etil asetat daun 

Kibatalia arborea (Bl.) G.Don). Skrining fitokimia terhadap terpenoid, alkaloid, 

polifenol dan flavonoid dilakukan untuk memperkirakan golongan senyawa yang 

berperan terhadap aktivitas antibakteri.   

 Hasil uji kontrol positif didapatkan nilai MIC sebesar 0,5 ppm dengan 

persen penghambatan sebesar 83,919 % dan CV 1,333%. Hal ini sesuai dengan 

syarat yang tercantum dalam protokol CLSI M100 dimana MIC gentamisin 

terhadap Escherichia coli ATCC 25922 adalah 0,25-1 ppm. DMSO 1% dapat 

dinyatakan tidak memiliki penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri karena 

hasil uji kontrol negatif sebesar -17,732% dengan CV -15,970% sehingga DMSO 

1% dapat digunakan sebagai pelarut untuk ekstrak dan fraksi. Uji aktivitas 

antibakteri ekstrak dan fraksi daun Kibatalia arborea (Bl.) G.Don menunjukkan 

bahwa fraksi etil asetat (516,458 µg/ml ± 12,073 µg/ml) memiliki aktivitas yang 

paling besar, diikuti ekstrak (590,665 µg/ml ± 24,157 µg/ml) dan kelompok yang 

tidak berbeda signifakan yaitu fraksi heksana (880,667 µg/ml ± 22,587 µg/ml) dan 

fraksi diklorometana (848,616 µg/ml ± 37,029 µg/ml).  

Hasil skrining fitokimia ekstrak metanol daun Kibatali arborea (Bl.) 

G.Don menunjukkan bahwa ekstrak mengandung senyawa flavonoid, polifenol, 

terpenoid dan alkaloid. Skrining juga dilakukan terhadap fraksi untuk mengetahui 

persebaran golongan senyawa di setiap fraksi. Berdasarkan hasil skrining 

fitokimia fraksi heksana mengandung alkaloid dan terpenoid; fraksi 

diklorometana mengandung alkaloid, terpenoid dan polifenol; fraksi etil asetat 

mengandung terpenoid, polifenol dan flavonoid. Sedangkan residu tidak 

mengandung golongan senyawa flavonoid, polifenol, terpenoid dan alkaloid. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Infeksi menjadi masalah kesehatan yang serius terutama di negara 

berkembang. Permasalahan infeksi berkaitan dengan tingkat mortalitas yang 

tinggi, penyebaran yang cepat dan tidak terduga, dan dapat menimbulkan dampak 

yang bersifat global (WHO EMRO, 2019). WHO (2018) melaporkan tiga dari 

sepuluh penyebab kematian tertinggi di dunia tersebut disebabkan oleh infeksi 

pada tahun 2016. Infeksi saluran pernapasan bawah mencapai 3 juta kematian, 

diare  mencapai 1,4 juta kematian, dan TBC mencapai 1,3 juta kematian.  

Antibiotik hingga saat ini menjadi andalan dalam terapi penyakit infeksi. 

Akan tetapi, terapi antibiotik yang tidak tepat dan penggunaan yang berlebihan 

menjadi penyebab terjadinya resistensi (Hashemi dkk., 2013). Di Indonesia, 

sekitar 92% masyarakat menggunakan antibiotik secara tidak rasional(Utami, 

2010). Berdasarkan laporan dari The Centers for Disease Control and 

Prevention(2018), beberapa bakteri yang  menjadi ancaman serius akibat 

resistensi adalah Multidrug-resistant Acinetobacter, Drug-resistant 

Campylobacter, Vancomycin-resistant Enterococcus (VRE), Multidrug-resistant 

Pseudomonas aeruginosa (MRSA), Drug-resistant non-thyphoidal Salmonella, 

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus dan Drug-resistant Streptococcus 

Pneumoniae. Hal tersebut menjadi alasan penting untuk penelitian dan 

pengembangan agen antibakteri baru. 

Sejak 50 tahun terakhir, penelitian terhadap senyawa metabolit sekunder 

telah menghasilkan berbagai senyawa yang memiliki aktivitas obat. Metabolit 

sekunder merupakan senyawa yang dihasilkan oleh tanaman yang berperan 

penting dalam mekanisme adaptasi sebagai antibiotik, antifungal dan antiviral 

untuk melindungi tanaman tersebut dari berbagai jenis patogen (phytoalexin) dan 

juga sebagai anti-germinatif untuk melindungi tanaman dari toksin tanaman lain 

(allelopathy) (Bourgaud dkk., 2017). Penelitian aktivitas antimikroba pada 

tanaman dilakukan terutama pada herbal dan rempah-rempah yang sejak dulu 
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telah digunakan sebagai pengawet makanan alami. Beberapa senyawa metabolit 

sekunder yang diketahui memiliki efek antimikroba diantaranya flavonoid 

(Cushnie dan Lamb, 2005), alkaloid (Cushnie dkk., 2014), dan terpen (Zengin dan 

Baysal, 2014).  

Salah satu bahan alam yang diduga memiliki aktivitas antimikroba adalah 

Kibatalia arborea (Bl.) G. Don. Tumbuhan ini termasuk dalam keluarga 

Apocynaceae yang sangat dikenal sebagai sumber penghasil senyawa yang 

banyak digunakan pada terapi obat manusia (Dey dkk., 2017). Kandungan 

metabolit sekunder yang banyak ditemukan pada famili ini adalah triterpenoid, 

iridoid, alkaloid dan kardenolid (Wei dkk., 2016). Akan tetapi hingga saat ini, 

penelitian yang menunjukkan aktivitas antibakteri dari Kibatalia arborea (Bl.) G. 

Don belum pernah dilakukan.  

Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah Escherichia coli. 

E.coli yang bersifat patogen umumnya menyebabkan infeksi enterik. Tetapi  

E.coli juga dapat menyebabkan infeksi ekstraintestinal seperti infeksi saluran 

kemih, meningitis dan sepsis. Infeksi yang disebabkan E.coli biasanya terjadi 

akibat mengonsumsi makanan dan minuman yang terkontaminasi atau melalui 

kontak langsung antar individu akibat higienitas yang buruk (Clements dkk., 

2012). Kematian akibat diare yang disebabkan E.coli diperkirakan mencapai 

51185 jiwa pada tahun 2016 (Khalil dkk., 2018). Hasil penelitian Gaschignard 

dkk (2011) juga menunjukkan bahwa E.coli bertanggung jawab terhadap 59% 

kasus meningitis pada neonatal. 

Berdasarkan uraian latar belakang diatas, penelitian ini ditujukan untuk 

mengetahui potensi Kibatalia arborea (Bl.) G. Don dalam menghambat 

pertumbuhan Escherichia coli sebagai dasar penemuan obat berbasis bahan alam. 

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah metode mikrodilusi dimana 

hasil uji ditunjukkan melalui nilai IC50. Skrining fitokimia juga dilakukan untuk 

mengetahui golongan senyawa yang dimiliki oleh Kibatalia arborea (Bl.) G. Don. 
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1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan uraian tersebut maka permasalahan yang akan diungkap 

dalam penelitian ini adalah: 

1. Apa saja golongan senyawa yang terkandung dalam ekstrak metanol, fraksi 

heksana, fraksi diklorometana, fraksi etil asetat, dan residu daun Kibatalia 

arborea (Bl.) G. Don? 

2. Berapa IC50 ekstrak metanol, fraksi heksana, fraksi diklorometana, fraksi etil 

asetat dan residu daun Kibatalia arborea (Bl.) G. Don terhadap Escherichia 

coli? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan yang ingin dicapai pada penelitian ini antara lain: 

1. Mengetahui golongan senyawa yang terkandung dalam ekstrak metanol, 

fraksi heksana, fraksi diklorometana, fraksi etil asetat, dan residu daun 

Kibatalia arborea (Bl.) G. Don. 

2. Mengetahui nilai IC50 ektrak metanol, fraksi heksana, fraksi diklorometana, 

fraksi etil asetat dan residu daun Kibatalia arborea (Bl.) G. Don terhadap 

Escherichia coli. 

1.4 Manfaat Penelitian 

Beberapa manfaat yang dapat diperoleh dari penelitian ini adalah: 

1. Eksplorasi tanaman di Indonesia yang memiliki aktivitas antibakteri. 

2. Memberikan data ilmiah mengenai aktivitas antibakteri Kibatalia arborea 

(Bl.) G terhadap bakteri Gram-negatif 

3. Dapat digunakan sebegai referensi untuk isolasi senyawa baru dalam 

penelitian dan pengembangan agen antibakteri yang baru. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Penyakit Infeksi 

2.1.1. Definisi Penyakit Infeksi 

Penyakit infeksi didefinisikan sebagai penyakit yang disebabkan oleh 

patogen atau produk toksiknya yang ditrasmisikan melalui manusia, hewan atau 

objek yang terkontaminasi. Patogen dapat berupa parasit (cacing dan protozoa), 

fungi, bakteri, virus atau prion (Seventer dan Health, 2017). Menurut data WHO 

(2016), penyakit infeksi menyumbang 10,1 % dari total kematian di seluruh dunia. 

Beberapa infeksi akibat bakteri Gram positif disebabkan oleh MRSA (Methicilin-

Resistant Staphylococcus aureus), VRE (Vancomycin- Resistant Enterococci) dan 

Penicillun-Resistant Streptococcus pneumoniae (Menichetti, 2005). Sedangkan 

infeksi yang disebabkan bakteri Gram-negatif contohnya Escherichia coli, 

Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, dan Shigella 

dysenteria(Irving dkk., 2005). Bakteri Gram-negatif menjadi sorotan karena lebih 

berpotensi menyebabkan sepsis pada penderitanya dibandingkan bakteri Gram-

positif (Alexandraki dan Palacio, 2010). Sensitifitas bakteri Gram-negatif 

terhadap disinfektan juga lebih rendah dibandingkan dengan bakteri Gram-positif 

(Greenwood dkk., 2012). Bakteri Gram-negatif juga memiliki membran yang 

kurang permeabel terhadap banyak senyawa. Hal ini karena komponen utama 

yang menyusun dinding sel dari bakteri Gram-negatif adalah lipopolisakarida dan 

fosfolipid. Lipopolisakarida pada membran bilayer akan memperlambat difusi 

pasif dari senyawa obat ke dalam bakteri (Zgurskaya dkk., 2016). 

2.1.2. Escherichia coli 

Escherichia coli merupakan salah satu Gram-negatif yang memiliki bentuk 

seperti batang. E.coli termasuk bakteri dari keluarga Enterobacteriaceae. Bakteri 

yang digolongkan ke dalam keluarga ini umumnya hidup dalam saluran 
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pencernaan. E.coli dapat tumbuh dengan atau tanpa oksigen sehingga E.coli 

digolongkan ke dalam bakteri fakultatif anaerob (Manning dan Babcock, 2010).  

E.coli merupakan flora normal di dalam usus manusia. Tetapi beberapa 

strain E.coli mampu menyebabkan penyakit baik pada saluran pencernaan 

maupun di luar saluran pencernaan (Khalil dkk., 2018). Pada penelitian ini 

digunakan Escherichia coli ATCC 25922. Berikut adalah taksonomi dari E.coli 

menurut ITIS Global (2019) : 

Kingdom : Bacteria 

Filum  : Proteobacteria 

Kelas  : Gammaproteobacteria 

Orde  : Enterobacteriales 

Famili  : Enterobacteriaceae 

Genus  : Escherichia 

Spesies : Escherichia coli 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.1 Bakteri Escherichia coli (Manning dan Babcock, 2010) 
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2.2 Kibatalia arborea (Bl.) G. Don 

2.2.1. Klasifikasi Kibatalia arborea (Bl.) G. Don 

Klasifikasi Kibatalia arborea (Bl.) G. Don menurut The Plant List dan 

Artos Database 2017 adalah sebagai berikut: 

Kerajaan : Plantae  

Divisi  : Tracheophyta 

Kelas  : Magnoliopsida 

Ordo  : Gentianales 

Famili  : Apocynaceae 

Genus  : Kibatalia 

Spesies : Kibatalia arborea (Bl.) G. Don 

2.2.2. Deskripsi 

Kibatalia arborea (Bl.) G. Don atau Jelutong Pipit merupakan pohon yang 

dapat tumbuh hingga ketinggian 36 meter. Habitat tanaman ini di hutan hujan di 

wilayah Malaysia, Sumatra dan Jawa. Tumbuhan ini memiliki batang lurus 

dengan kulit kayu yang halus dan berwarna hitam keabu-abuan, sedangkan bagian 

dalam kulitnya berwarna putih atau jingga dengan struktur bergranular. Terdapat 

getah berwarna susu yang biasa digunakan untuk membuat karet. Batangnya tebal, 

pecah-pecah dan memiliki lentisel yang berdiameter 8 mm. Daunnya simpel, 

daccusate, dan tidak memiliki stipula. Tangkai daun memilliki panjang sekitar 1 

cm. Bentuk daun ovate dan berukuran 20 x 10 cm. Buahnya berukuran sangat 

besar, berkayu, dengan panjang 80 cm. Sepasang folikel mengandung beberapa 

biji berbulu dengan panjang 15 cm (Wiart, 2006). Perbungaan memiliki panjang 

8-10 cm, gangang bunga (peduncles) memiliki panjang 2-5 mm dalam satu 

ganggang terdapat 1-2 bunga dan sepal berukuran 4- 7 x 2-3 cm (Soepadmo dkk., 

2007). Bunga majemuk, berkelamin dua, posisi diketiak daun. Bunga memiliki 

kelopak bercangap, benang sari panjang ± 0,5 cm, kepala sari dan putik bulat, 

mahkota lonjang permukaan rata berwarna putih kehijauan (Syamsuhidayat, 

2000). 
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2.2.3. Kandungan senyawa Kibatalia arborea (Bl.) G. Don 

Menurut hasil penelitian Zuhrotun (2017), Kibatalia arborea (Bl.) G. Don 

memiliki kandungan senyawa flavonoid, kuinon, terpenoid, polifenol, saponin, 

alkaloid dan terpenoid. Kibatalia arborea (Bl.) G. Don masuk dalam famili 

Apocynaceae. Anggota dari famili Apocynaceae dikenal karena sebagian besar 

memproduksi lateks. Metabolit sekunder yang paling dominan di dalam famili ini 

adalah triterpenoid, iridoid, alkaloid, dan kardenolid. Golongan senyawa tersebut 

diketahui memiliki aktivitas biologis dan farmakologis yang luas (Wei dkk., 

2016). Beberapa penelitian tentang aktivitas antimikrobial keluarga Apocynaceae 

ditunjukkan oleh Tabel 2.1 

Tabel 2.1 Penelitian tentang aktivitas antimikrobial famili Apocynaceae 

Tanaman 
Metabolit 

Sekunder 
Keterangan Sumber 

Secondatia 

floribunda A. 
DC 

Galic acid, 

caffeic acid, 
cianidin, 

chlorogenic acid, 

cichonain, 

apigenin, 
cathecin, 

quercetin 

Ekstrak kulit batang bagian dalam 

menunjukkan MIC  512 µg/ml pada 
bakteri Enterococcus faecalis 

(ATCC 4083) dan Proteus vulgaris 

(ATCC 13315); 128 µg/ml pada 

S.aureus (ATCC 12692) dan 64 
µg/ml pada E.coli(ATCC 25922)  

(Ribeiro 

dkk., 2017) 

Kopsia 
fruticosa 

Kopsiafrutine A, 
Kopsiafrutine B, 

Kopsiafrutine C, 

Kopsiafrutine D, 

Kopsiafrutine E 

Kopsiafrutine D memiliki nilai MIC 
sebesar 1,23 mM terhadap S.aureus, 

kopsiafrutin C memiliki nilai MIC 

0,97 mM terhadap S.epidermidis, 

kopsifrutin D memiliki nilai MIC 
sebesar 1,37 terhadap K.pneumonia 

dan nilai MIC 1,18 terhadap 

P.aeruginosa 

(Long dkk., 
2018) 

Alstonia 

macrophyll 

Tricin-4’-O-β-L-

arabinoside, 

vitexin, 

myricetin-3’-
rhamnoside-3-O-

galactoside 

Tricin-4’-O-β-L-arabinoside teruji 

aktif terhadap S. typhimurium, E. 

coli, dan  S. aureus 

(Parveen 

dkk., 2010) 
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2.3 Ekstraksi dan Fraksinasi 

2.3.1. Ekstraksi 

Ekstraksi merupakan proses yang dilakukan untuk menarik senyawa kimia 

dari material tanaman. Pemilihan metode ekstraksi harus memastikan bahwa 

senyawa aktif tidak hilang, berubah atau rusak (Tradit dkk., 2011). Terdapat 

beberapa faktor yang perlu dipertimbangkan untuk memilih metode ekstraksi 

yang sesuai yaitu skala, karakteristik senyawa yang akan di ekstrak (polaritas, 

pengaruh pH dan termostabilitas), solven yang akan digunakan, ukuran partikel 

dan kondisi simplisia (Houghton dan Raman, 2012; Belwal dkk., 2018). Hal-hal 

tersebut perlu diperhatikan untuk mendapatkan ekstrak yang berkualitas. 

Maserasi merupakan metode ekstraksi yang paling umum untuk material 

tanaman dalam jumlah kecil. Proses maserasi dilakukan dengan cara 

menambahkan solven ke dalam material tanaman dan didiamkan selama semalam 

(Sarker dkk., 2006). Ektraksi dengan metode ini dilakukan pada suhu kamar 

selama 3-4 hari. Pelarut yang umum digunakan adalah metanol, etanol atau 

campuran alkohol dengan air dan volume yang dibutuhkan tergantung pada 

jumlah sampel (Tradit dkk., 2011). Metanol lebih toksik dibandingkan etanol 

tetapi mampu menarik senyawa lebih banyak seperti antosianin, terpenoid, 

saponin, tanin, flavon, dan polifenol. 

2.3.2. Fraksinasi 

Fraksinasi merupakan suatu proses pemisahan senyawa dalam ekstak 

menjadi beberapa bagian yang disebut fraksi. Fraksi biasanya memiliki kesamaan 

sifat baik polaritas maupun ukuran molekul. Fraksinasi dapat dilakukan dengan 

metode ekstraksi cair-cair, ekstraksi fase padat, kromatografi dan lain-lain. 

Fraksinasi dilakukan untuk memudahkan isolasi senyawa murni yang sulit 

dilakukan jika hanya dengan teknik separasi tunggal (Sarker dkk., 2006). 

Prinsip ekstraksi cair-cair adalah saat cairan ditambahkan ke dalam ekstrak 

kemudian ditambahkan cairan lain yang tidak bercampur dengan cairan pertama 

sehingga membentuk dua lapis cairan yang terpisah, maka campuran dari senyawa 
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kimia yang ada di dalam ekstrak itu akan larut di dalam masing-masing lapisan 

sampai terjadi kesetimbangan konsentrasi diantar kedua lapisan tersebut. 

Kelarutan dari senyawa kimia terhadap tiap lapisan cairan tergantung pada 

kesamaan polaritas atau yang lebih dikenal dengan prinsip „like dissolves like‟ 

(Houghton dan Raman, 2012). 

2.4 Uji Aktivitas Antibakteri 

Beberapa metode yang dapat digunakan untuk mengevaluasi dan melakukan 

skrining potensi aktivitas antibakteri adalah metode difusi dan metode dilusi 

(Balouiri dkk., 2015). Uji aktivitas antibakteri dilusi digunakan untuk menentukan 

konsentrasi minimal (biasanya dalam mikrogram per mililiter) dari agen 

antibakteri yang diperlukan untuk menghambat atau membunuh mikroorganisme. 

Berdasarkan Clinical Laboratory Standart Institute, metode dilusi dibagi menjadi 

metode dilusi agar, metode makrodilusi cair dan metode mikrodilusi cair. Metode 

mikrodilusi cair merupakan metode yang paling praktis dan sangat cocok 

digunakan untuk menguji isolat dalam jumlah kecil. Metode ini menggunakan 

mikroplate yang diisi dengan agen antimikroba untuk diinokulasikan dengan 

suspensi bakteri. Agen antimikroba biasanya diuji dengan membuat seri 

pengenceran two-fold hingga didapatkan konsentrasi terendah yang mampu 

menghambat pertumbuhan bakteri (Schwalbe dkk., 2007).  
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN 

3.1 Jenis Penelitian 

Penelitian aktivitas antibakteri dan skrining fitokimia ekstrak metanol, 

fraksi heksana, fraksi diklorometana, fraksi etil asetat, dan residu daun Kibatalia 

arborea (Bl.) G. Don terhadap bakteri Gram-negatif Escherichia coli merupakan 

penelitian true experimental laboratories. 

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Biosains Fakultas Kedokteran Gigi 

dan Laboratorium Kimia Fakultas Farmasi dimulai sejak bulan Februari-Mei 

2019. 

3.3 Variabel Penelitian 

Variabel yang ditetapkan pada penelitian ini yakni sebagai berikut: 

a. Variabel Bebas 

Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi ekstrak metanol, 

fraksi heksana, fraksi diklorometana, fraksi etil asetat, dan residu daun Kibatalia 

arborea (Bl.) G. Don. Konsentrasi larutan uji ekstrak dan fraksi adalah 2048 

µg/mL; 1024 µg/mL; 512 µg/mL; 256 µg/mL; dan 128 µg/ mL. 

b. Variabel Terikat 

Variabel terikat pada penelitian ini adalah nilai konsentrasi hambat 50% 

atau Inhibitory Concentration 50% (IC50) dari ekstrak metanol, fraksi heksana, 

fraksi diklorometana, fraksi etil asetat, dan residu daun Kibatalia arborea (Bl.) G. 

Don. 
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c. Variabel Terkontrol 

Varibel terkontrol pada penelitian ini adalah pembuatan ekstrak metanol, 

fraksi heksana, fraksi diklorometana, fraksi etil asetat, dan residu daun Kibatalia 

arborea (Bl.) G. Don, pembuatan media MHA dan CAMHB, kultur bakteri 

Escherichia coli, suhu dan lama inkubasi bakteri, dan prosedur uji. 

3.4 Definisi Operasional 

Definisi operasional pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 

a. Kibatalia arborea (Bl.) G. Don diperoleh dari Materia Medika Batu bagian 

tanaman yang digunakan pada penelitian ini adalah bagian daun. 

b. Metode ekstraksi yang digunakan adalah metode maserasi dengan metanol 

sebagai pelarut. Metode fraksinasi yang digunakan adalah partisi cair-cair 

menggunakan corong pisah dengan pelarut heksana, diklorometana dan etil 

asetat. 

c. Golongan senyawa yang akan dilakukan skrining fitokimia pada ekstrak 

metanol, fraksi heksana, fraksi diklorometana, fraksi etil asetat dan residu 

Kibatalia arborea (Bl.) G. Don adalah alkaloid, flavonoid, polifenol, 

triterpenoid serta terpenoid.  

3.5 Rancangan Penelitian 

Penelitian uji aktivitas antibakteri ekstrak metanol, fraksi heksana, fraksi 

diklorometana, fraksi etil asetat dan residu ini menggunakan rancangan penelitian 

the post test only control group design. Uji aktivitas dilakukan dengan cara 

membagi kelompok uji menjadi dua yaitu kelompok kontrol dan kelompok 

perlakuan. Kedua kelompok ini diukur absorbansinya dan kemudian dilakukan 

penentuan nilai IC50. Skema rancangan penelitian ditunjukkan oleh Gambar 3.1. 
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Gambar 3.1 Skema rancangan penelitian uji antibakteri metode mikrodilusi 

Keterangan:  

S = sampel 

K = kontrol 

X1-5 = kelompok perlakuan 

KN = kontrol negatif 

KP = kontrol positif 

X1‟-5‟ = data kelompok perlakuan 

KN‟ = data kontrol negatif 

KP‟ = data kontrol positif 
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3.6 Alat dan Bahan 

3.6.1. Alat 

Alat yang diperlukan dalam penelitian ini antara lain seperangkat alat 

gelas, blender, cawan porselen, spatula logam, corong pisah (Pyrex), vortex 

(Heidolph), TLC chamber (Duran), yellow tip, blue tip, mikropipet (Socorex), 

petri disk disposable, jarum ose, pembakar spirtus, spreader, orbital incubator 

(Stuart SI600), microplateflat 96 well (iwaki), Laminar Air Flow (LabGard AIR), 

Autoklaf (TOMY ES-315), microplate reader(Corona SH-1000), neraca analitik 

(ES 225SM-DR), hot plate (UC152), orbital shaker (Stuart SSL1). 

3.6.2. Bahan 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah simplisia daun Kibatalia 

arborea (Bl.) G. Don yang didapat dari Materia Medika Batu, Escherichia coli 

ATCC 25922, metanol pa (Merck), heksana pa (Merkc), diklorometana pa 

(Merck), etil asetat pa (Merck), butanol, asam asetat glasial, kloroform, reagen 

Dragendorff, KOH, anisaldehid asam sulfat, FeCl3, vanilin, H2SO4, silika gel F254, 

DMSO (Merck), akuades demineralisata (Hydrobatt), parafilm (M parafilm), 

Mueller Hinton Agar (Merck), Mueller Hinton Broth (Merck), CaCl2, MgCl2, dan 

gentamisin sediaan injeksi 40 mg/ml. 

3.7 Prosedur Penelitian 

3.7.1. Pembuatan Ekstrak Metanol Kibatalia arborea (Bl.) G. Don. 

Simplisia yang didapat dari Materia Medika Batu dihaluskan dengan 

menggunakan blender. Serbuk diayak supaya memiliki ukuran yang seragam. 

Serbuk kemudian dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer. Pelarut ditambahkan ke 

dalam serbuk dengan perbandingan 1:5 (b/v). Ekstraksi dibantu dengan orbital 

shaker dan didiamkan selama sehari semalam. Ekstrak disaring dan dikumpulkan 

filtratnya. Residu dari ekstrak diremaserasi dengan perbandingan pelarut yang 

sama. Filtrat yang didapat dipekatkan dengan rotary evaporator. Setelah pekat, 
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ekstrak dipindahkan ke gelas ekstrak dan dimasukkan ke dalam oven suhu 40°C 

agar menjadi ekstrak kering. Rendemen ekstrak kemudian dihitung.  

3.7.2. Pembuatan Fraksi Ekstrak Metanol Kibatalia arborea (Bl.) G. Don 

 Ekstrak yang diperoleh selanjutnya difraksinasi dengan heksana, 

diklorometana dan etil asetat secara bertingkat. Ekstrak dilarutkan metanol 10 %  

kemudian dipartisi dengan heksana (1:1). Fraksinasi dalam corong pisah 

kemudian pisahkan fraksi heksana. Fraksi heksana dipekatkan. Residu hasil 

fraksinasi dengan heksana dipartisi dengan diklorometana (1:1). Fraksinasi dalam 

corong pisah dan pisahkan kembali fraksi diklorometana. Fraksi diklorometana 

dipekatkan dan residu dipartisi lagi dengan etilasetat (1:1). Fraksi etil asetat 

dipisahkan. Fraksi etil asetat dan residu dipekatkan. Semua fraksi dan residu 

ditimbang berat akhirnya. Skema fraksinasi ditunjukkan oleh Gambar 3.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.2 Skema fraksinasi ekstrak Kibatalia arborea (Bl.) G. Don 

 

 

 

Ekstrak metanol Kibatalia arborea 

(Bl.) G. Don  

Fraksi Heksana Residu 

-Dilarutkan dalam air:metanol (9:1) 

-Frakasinasi dengan heksana ( 1:1) 

Fraksi Diklorometana Residu 

- Fraksinasi dengan diklorometana (1:1) 

Fraksi Etil Asetat Residu 

- Fraksinasi dengan etil 

asetat (1:1) 
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3.7.3. Skrining Fitokimia 

Skrining fitokimia dilakukan dengan metode KLT secara kualitatif. 

Kandungan senyawa yang ingin diketahui adalah alkaloid, flavonoid, polifenol, 

serta terpenoid.  

a. Alkaloid 

Ekstrak dan fraksi ditimbang seberat 50 mg kemudian dilarutkan dalam 

metanol. Sejumlah larutan ditotolkan ke atas lempeng KLT kemudian dielusi 

dalam fase gerak toluen : etil asetat : metanol (7:2:1). Plat KLT yang telah dielusi 

kemudian dikeringkan dan disemprot dengan pereksi Dragendroff. Noda berwarna 

jingga menunjukkan adanya alkaloid di dalam ekstrak. 

b. Flavonoid 

Ekstrak dan fraksi ditimbang seberat 50 mg kemudian dilarutkan dalam 

metanol. Larutan kemudian ditotolkan di atas plat KLT dan dielusi pada lapisan 

atas dari campuran butanol : asam asetat glasial : air (4:1:5). Setelah dielusi, plat 

KLT dikeringkan dan diberi penampak noda uap amonia. Keberadaan flavonoid 

ditunjukkan dengan timbulkan noda kuning. 

c. Polifenol 

Ekstrak dan fraksi ditimbang seberat 0,1 kemudian dilarutkan dalam 

metanol. Larutan ditotolkan di atas plat KLTdan dielusi dengan menggunakan 

fase gerak kloroform : etil asetat : metanol (1:5:4). Setelah plat KLT dielusi dan 

dikeringkan, penampak noda berupa FeCl3 disemprotkan kemudian dipanaskan 

selama 1-2 menit. Polifenol diindikasikan dengan timbulnya warna hitam. 

d. Terpenoid 

Ekstrak dan fraksi ditimbang seberat 0,1 kemudian dilarutkan dalam 

metanol. Sampel ditotolkan di atas lempeng KLT dan dielusi dengan fase gerak 

heksana : etil asetat (4:1). Plat KLT yang telah dielusi, kemudian dikeringkan lalu 

disemprot dengan reagen anisaldehid asam sulfat. Plat KLT dipanaskan, jika 

timbul warna merah-ungu atau ungu maka sampel mengandung triterpenoid. 
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3.7.4. Uji Aktivitas Antibakteri 

a. Sterilisasi Alat dan Bahan 

Alat gelas yang akan disterilisasi dicuci terlebih dahulu kemudian 

dibungkus dengan kertas kayu. Alat gelas, media, yellow tip dan blue tip 

disterilisasi dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit pada 

tekanan 15 psi. Spreader dan jarum ose disterilisasi dengan metode pemijaran. 

b. Pembuatan Media 

1). Pembuatan Media Kultur MHA 

Media MHA dibuat dengan cara menimbang 1,9 gram Mueller Hinton 

Agar dan dilarutkan dalam 50 mL akuades, kemudian dipanaskan hingga larutan 

media menjadi jernih. Media disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121°C 

selama 20 menit. Setelah steril, media dapat dituang ke cawan petri secara aseptik. 

Dinginkan media hingga menjadi padat.  

2). Pembuatan Larutan Induk MgCl2 dan CaCl2 

Larutan induk MgCl2 dibuat dengan melarutkan 0,8365 gram MgCl2 kedalam 10 

mL akudest sedangkan larutan induk CaCl2 dibuat dengan melarutkan 0,3668 

gram CaCl2 ke dalam 10 ml akuades. Larutan MgCl2 dan CaCl2 steril 

ditambahkan ke dalam media secara aseptik hingga konsentrasi Mg
2+

 dalam 

media 10-12,5 mg/L dan konsentrasi Ca
2+

 dalam media 20-25 mg/L.  

3). Pembuatan Media Uji CAMHB 

Media CAMHB dibuat dengan campuran Mueller Hinton Broth ditambah 

dengan larutan MgCl2 dan CaCl2. Sebanyak 1,78 gram MHB dilarutkan dalam 80 

ml akudest. Media disterilisasi dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C 

selama 15 menit pada tekanan 1 atm. Volume yang ditambahkan ke media yaitu 

80 µL untuk larutan MgCl2 dan 160 µL untuk larutan induk CaCl2. 

c. Peremajaan Bakteri 

Peremajaan bakteri dilakukan dengan memindahkan biakan murni 

Escherichia coli dari media lama ke dalam media baru dengan menggunakan 

jarum ose. Kultur baru diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C dalam inkubator. 
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d. Pembuatan Larutan Standar 0,5 McFarland  

Larutan BaCl 1,175% sebanyak 0,05 mL ditambahkan ke dalam larutan 

H2SO4 1% sebanyak 9,95 mL dengan pengadukan konstan. Untuk memverifikasi 

kekeruhan dari McFarland dapat dilakukan pengukuran absorbansi dengan 

menggunakan panjang gelombang 625 nm. Absorbansi 0,5 McFarland memiliki 

rentang 0,08-0,13.  

e. Pembuatan Larutan Kontrol Negatif dan Kontrol Positif 

1. Kontrol Negatif 

Kontrol negatif yang digunakan adalah DMSO 1% dalam media CAMHB 

2. Kontrol Positif 

Kontrol positif yang digunakan adalah sediaan injeksi gentamisin 40 mg/L. 

Larutan gentamisin diencekan dengan CAMHB hingga mencapai konsentrasi 200 

µg/mL (sebagai larutan induk). Kemudian larutan induk diencerkan menjadi 

konsentrasi 4µg/mL; 2µg/mL; 1µg/mL, dan 0,5 µg/mL. 

f. Pembuatan Larutan Uji 

Larutan uji dibuat dengan menimbang 200 mg ekstrak dan fraksi dan 

dilarutkan dalam 1 mL DMSO 100%. Larutan ekstrak diencerkan dengan DMSO 

sehingga didapatkan 6 konsentrasi larutan induk 204800 µg/mL; 102400 µg/mL; 

51200 µg/mL; 25600 µg/mL; dan 12800 µg/ mL. Setiap larutan induk diencerkan 

100 kalinya dengan menggunakan media CAMHB sehingga didapatkan 

konsentrasi larutan uji 2048 µg/mL; 1024 µg/mL; 512 µg/mL; 256 µg/mL; dan 

128 µg/ mL dan konsentrasi DMSO menjadi 1%. 

g. Uji Aktivitas Antibakteri dengan Metode Mikrodilusi 

Metode yang digunakan untuk uji aktivitas antibakteri pada penelitian ini 

adalah mikrodilusi. Pengujian dilakukan dengan mengikuti protokol yang telah 

ditetapkan oleh Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2012). 
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1) Pembuatan Suspensi Bakteri 

Bakteri Escherichia coli diambil dari kultur peremajaan dengan 

menggunakan jarum ose sebanyak 2-3 koloni ke dalam media CAMHB secara 

aseptis. Suspensi bakteri kemudian dinilai kekeruhannya dengan cara 

membandingkan nilai absorbansi suspensi bakteri dengan absorbansi 0,5 

McFarland pada panjang gelombang 625 nm. Absorbansi yang didapat berkisar 

antara 0,08 sampai 0,13. Di dalam suspensi bakteri tersebut akan terdapat 1 x 10
8
 

CFU/mL. Suspensi bakteri diencerkan 100 kali sehingga didapat konsentrasi 

bakteri 1 x 10
6
 CFU/mL (CLSI, 2012).  

2) Uji Aktivitas 

Uji aktvitas dilakukan secara aseptis dalam Laminar Air Flow (LAF) 

dengan menggunakan microplate sebanyak tiga kali replikasi sesuai dengan 

pemetaan pada Gambar 3.3. Perlakuan terdiri dari campuran 50 µL ekstrak dan 

fraksi tiap konsentrasi  2048 µg/mL; 1024 µg/mL; 512 µg/mL; 256 µg/mL; dan 

128 µg/ mL bakteri dalam media CAMHB. Kontrol esktrak terdiri dari campuran 

50 µL ekstrak dan fraksi tiap konsentrasi  2048 µg/mL; 1024 µg/mL; 512 µg/mL; 

256 µg/mL; dan 128 µg/ mL  dengan 50 µL media CAMHB. Kontrol negatif 

terdiri dari campuran 50 µL DMSO 1% dalam media CAMHB dan 50 µL bakteri 

dalam media CAMHB.Kontrol DMSO 1% terdiri dari 50 µL media CAMHB dan 

50 µL DMSO 1% dalam media CAMHB. Kontrol positif terdiri dari 50 µL 

gentamisin dengan konsentrasi 4 µg/mL; 2 µg/mL; 1 µg/mL; 0,5 µg/ mL dan 50 

µL bakteri dalam media CAMHB. Kontrol gentamisin terdiri dari 50 µL 

gentamisin dengan konsentrasi 4 µg/mL; 2 µg/mL; 1 µg/mL; 0,5 µg/ mL dan 50 

µL media CAMHB. Kontrol negatifgentamisin terdiri dari 50 µL media CAMHB 

dan 50 µL bakteri dalam media CAMHB. Kontrol media terdiri dari 100 µL 

CAMHB. Sampel dan kontrol diinkubasi selama 20 jam pada suhu 37°C dan 

diukur absorbansinya pada panjang gelombang 625 nm. 
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Mikroplate 1 
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Mikroplate 2 
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Gambar 3.3 Pemetaan mikrodilusi pada microplate 96 well 

Keterangan: 

 Ekstrak/Fraksi dalam DMSO 1% 50 µL + bakteri dalam CAMHB 50 µL 

 Ekstrak/Fraksi dalam DMSO 1% 50 µL + media CAMHB 50 µL 

 DMSO 1% 50 µL + bakteri dalam CAMHB 50 µL 

 DMSO 1% 50 µL + media CAMHB 50 µL 

 Media CAMHB 50 µL + bakteri dalam CAMHB 50 µL 

 Media CAMHB 100 µL 

 Gentamisin 50 µL + bakteri dalam CAMHB 50 µL 

 Gentamisin 50 µL + media CAMHB 50 µL 

 Air 100 µL 
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3.8 Analisis Data 

Hasil dari data absorbansi digunakan untuk menghitung persen 

penghambatan berdasarkan persamaan berikut: 

% Penghambatan = 1-
(𝐴𝑏𝑠𝑅−𝐴𝑏𝑠𝑆 )

(𝐴𝑏𝑠𝑃 −𝐴𝑏𝑠𝑄 )
𝑥 100% ..................................................  (3.1) 

(Quave dkk., 2008) 

Keterangan:  

Abs = absorbansi  

P  = kontrol negatif (DMSO 1% atau media + suspensi bakteri)  

Q  = kontrol media (DMSO 1% atau media)  

R  = uji (ekstrak/fraksi/gentamisin + suspensi bakteri)  

S  = kontrol uji (ekstrak/fraksi/gentamisin + media) 

Nilai IC50 didapatkan melalui analisis probit dengan program SPSS dan dianalisis 

ada tidaknya perbedaan makna dengan One Way Anova  (Land, 1999). 
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3.9 Skema Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.4 Skema penelitian secara keseluruhan 
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BAB 5. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil dan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan 

bahwa: 

1. Ekstrak metanol daun Kibatali arborea (Bl.) G.Don mengandung senyawa 

flavonoid, polifenol, terpenoid dan alkaloid. Fraksi heksana mengandung 

alkaloid dan terpenoid; fraksi diklorometana mengandung alkaloid, 

terpenoid dan polifenol; fraksi etil asetat mengandung terpenoid, polifenol 

dan flavonoid. Sedangkan residu tidak mengandung metabolit sekunder 

flavonoid, polifenol, terpenoid dan alkaloid.  

2. Nilai IC50 dari ekstrak metanol, fraksi heksana, fraksi diklorometana,fraksi 

etil asetat Kibatali arborea (Bl.) G.Don terhadap Escherichia coli ATCC 

25922  secara berturut-turut adalah 590,665 ± 24,157 µg/ml; 880,667 ± 

22,587 µg/ml; 848.616 ± 37,029 µg/ml; 516,458 ± 12,073 µg/ml. 

Sedangkan nilai IC50 residu tidak dapat ditentukan karena rendemen yang 

kecil dan pada kadar 2048 ppm persen penghambatan residu dibawah 50% 

5.2 Saran 

Saran untuk penelitan ini adalah: 

1. Perlu dilakukan uji aktivitas antibakteri Kibatali arborea (Bl.) G.Don 

terhadap bakteri lain baik pada bakteri Gram-negatif lain maupun bakteri 

Gram-positif 

2. Perlu dilakukan uji aktivitas antibakteri lanjutan terhadap senyawa yang 

berperan dalam aktivias antibakteri pada Kibatali arborea (Bl.) G.Don 

3. Perlu dilakukan uji aktivitas lain  seperti antikanker karena beberapa spesies 

dari famili Apocynaceae sangat dikenal aktivitas antikankernya dan 

aktivitas anthelmintik karena Kibatali arborea (Bl.) G.Don secara 

etnofarmakologis digunakan sebagai obat cacing. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 4.1. Data Rendeman Ekstrak dan Fraksi Kibatalia arborea (Bl.) 

G.Don 

1. Rendeman Ekstrak Metanol  

Berat wadah + ekstrak metanol  = 12,569 gram 

Berat wadah    = 11,277 gram 

Berat ekstrak metanol   = 1,292   gram 

Rendeman ekstrak metanol  = 
Berat  ekstrak  kering

Berat  serbuk  awal
x 100 % 

      = 
1,292 gram

20,123 gram
x 100 % 

      = 6,420 % 
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2. Rendeman Fraksi Heksana 

 
Berat wadah + fraksi heksana   = 13,004 gram 

Berat wadah    = 12,775 gram  

Berat fraksi heksana   = 0,229   gram  

Rendeman fraksi heksana  = 
Berat  fraksi  heksana

Berat  ekstrak  metanol
x 100% 

      = 
0,229 gram

0,615 gram
 x 100% 

      = 37,171 % 

3. Rendeman Fraksi Diklorometana 
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Berat wadah + fraksi DCM  = 12,882 gram 

Berat wadah    = 12,729 

Berat fraksi DCM   = 0,153 

Rendeman fraksi DCM   = 
Berat  fraksi  DCM

Berat  ekstrak  metanol
 x 100% 

      = 
0,153 gram

0,615 gram
 x 100 % 

      = 24,829 % 

4. Rendeman Fraksi Etil Asetat 

 
Berat wadah + fraksi etil asetat  = 12,714 gram 

Berat wadah    = 12,641 

Berat fraksi etil asetat   = 0,073 

Rendeman fraksi etil asetat  = 
Berat  fraksi  etil  asetat

Berat  ekstrak  metanol
 x 100% 

      = 
0,073 gram

0,615 gram
 x 100% 

      = 11,902 % 

  

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


42 

 

 

 

 

5. Rendeman Residu 

 
Berat wadah + residu   = 12,774 

Berat wadah    = 12,756 

Berat residu    = 0,018 

Rendeman residu   = 
Berat residu

Berat ekstrak metanol
x100% 

     = 
0,018 gram

0,615 gram
x100% 

     = 2,911 % 

Lampiran 4.2. Perhitungan Pembuatan Media CAMHB 

1. Pembuatan media 

Dibuat media sebanyak 80 ml 

Penimbangan media MHB = 1,78 gram 

2. Penambahan MgCl2 ke dalam media MHB 

Larutan induk MgCl2. 6H2O dibutuhkan dengan konsentrasi 10 mg Mg
2+

/ml 

Ar Mg
2+

  = 24,305 

Mr MgCl2. 6H2O = 203,303 

Dibuat sebanyak 10 ml maka berat Mg
2+

yang dibutuhkan adalah 100 mg 

Penimbangan MgCl2. 6H2O= 
203,303

24,305
 x100 mg = 836,466 mg  
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Berdasarkan protokol CLSI kosentrasi Mg
2+ 

dalam media adalah10-12,5 mg Mg
2+

/ 

L, maka dalam 80 ml media dibutuhkan Mg
2+ 

sebanyak: 

80 ml

1000 ml
 x 10-12,5 mg Mg

2+
 = 0,8 – 1 mg Mg

2+
 

Penambahan Mg
2+ 

dilakukan dengan menggunakan larutan induk MgCl2. 6H2O 

sehingga larutan induk yang perlu dipipet untuk mendapat konsentrasi 0,8 mg Mg
2+

 

dalam 80 ml media adalah: 

0,8-1 mg Mg2+

10 mg Mg2+
 x 1 ml=0,08-0,1 ml 

 

3. Penambahan CaCl2 ke dalam media MHB 

Larutan induk CaCl2. 2H2O dibutuhkan dengan konsentrasi 10 mg Mg
2+ 

/ml 

Ar Ca
2+

  = 40,078 

Mr CaCl2. 2H2O = 147,01 

Dibuat sebanyak 10 ml maka berat Ca
2+ 

yang dibutuhkan adalah 100 mg 

Penimbangan CaCl2. 2H2O = 
147,01

40,078
 x 100 mg = 366,81 mg 

Berdasarkan protokol CLSI kosentrasi Ca
2+

dalam media adalah20-25 mg Ca
2+

/ L, 

maka dalam 80 ml media dibutuhkan Ca
2+

sebanyak: 

80 ml

1000 ml
x 20-25 mgCa

2+
= 1,6-2 mg Ca

2+ 

Penambahan Ca
2+ 

dilakukan dengan menggunakan larutan induk CaCl2. 2H2O 

sehingga larutan induk yang perlu dipipet untuk mendapat konsentrasi 1,6-2 mg Ca
2+

 

dalam 80 ml media adalah: 

1,6-2 mgCa
2+

10 mgCa
2+

x 1 ml=0,16-0,2 ml 

Lampiran 4.3. Perhitungan Konsentrasi Ekstrak dan Fraksi Kibatalia arborea 

(Bl.) G.Don. 

Konsentrasi yang akan dibuat untuk uji aktivitas antibakteri ekstrak dan fraksi 

Kibatalia arborea (Bl.) G.Don adalah 2048 ppm; 1024 ppm; 512 ppm; 256 ppm; dan 

128 ppm. 

Penimbangan ekstrak atau fraksi Kibatalia arborea (Bl.) G.Don = 10,24 mg 
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Konsentrasi ekstrak atau fraksi dalam DMSO = 
10,48 𝑚𝑔

0,05 𝑚𝑙
 x 1000 = 204800 µg/ml 

Pengenceran konsentrasi menggunakan pengenceran bertingkat dengan DMSO: 

Konsentrasi Awal 

(µg/ml) 

Volume larutan 

induk yang 

diambil (µl) 

Volume DMSO 

yang ditambahkan 

(µl) 

Konsentrasi Akhir 

(µg/ml) 

204800 25 25 102400 

10240 25 25 51200 

51200 25 25 25600 

25600 25 25 12800 

 

Penambahan CAMHB: 

Konsentrasi Awal 

(µg/ml) 

Volume larutan 

induk yang 

diambil (µl) 

Volume CAMHB 

yang ditambahkan 

(µl) 

Konsentrasi Akhir 

(µg/ml) 

204800 15 1485 2048 

102400 15 1485 1024 

51200 15 1485 512 

25600 15 1485 256 

12800 15 1485 128 

Lampiran 4.4. Perhitungan Konsentrasi Gentamisin 

Konsentrasi yang akan dibuat adalah 4 ppm; 2 ppm; 1 ppm; dan 0,5 ppm; dan 128 

ppm. 

Konsentrasi gentamisin dalam larutan injeksi gentamisin sulfat = 40 mg/ml = 40.000 

µg/ml 

Dibutuhkan larutan induk dengan konsentrasi 160 µg/ml:  

40.000 µg/ml

2000 µl
 x 8 µl = 160 µg/ml 

Pengenceran konsentrasi menggunakan pengenceran bertingkat dengan media 

CAMHB: 

Konsentrasi Awal 

(µg/ml) 

Volume larutan 

induk yang 

diambil (µl) 

Volume CAMHB 

yang ditambahkan 

(µl) 

Konsentrasi Akhir 

(µg/ml) 

160 100 1900 8 

8 1000 1000 4 

4 1000 1000 2 

2 1000 1000 1 

1 1000 1000 0,1 
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Lampiran 4.5. Hasil Uji Antibakteri Ekstrak dan Fraksi Kibatalia arborea (Bl.) 

G.Don 

Absorbansi kelompok ekstrak 

Konsentrasi 

Ekstrak 
(µg/ml) 

Pengujian kelompok ekstrak Kontrol ekstrak 

Replikasi 

1 
Replikasi 

2 
Replikasi 

3 
Replikasi 

1 
Replikasi 

2 
Replikasi 

3 

128 0,938 0,937 0,924 0,136 0,134 0,120 

256 0,863 0,845 0,859 0,158 0,161 0,159 

512 0,733 0,737 0,745 0,165 0,181 0,185 

1024 0,666 0,658 0,663 0,216 0,187 0,209 

2048 0,320 0,348 0,368 0,227 0,283 0,227 

Absorbansi kelompok fraksi heksana 

Konsentrasi 

fraksi 
(ug/ml) 

Pengujian kelompok fraksi Kontrol fraksi 

Replikasi 

1 
Replikasi 

2 
Replikasi 

3 
Replikasi 

1 
Replikasi 

2 
Replikasi 

3 

128 1,070 1,075 1,081 0,155 0,156 0,158 

256 0,946 0,943 0,948 0,133 0,130 0,134 

512 0,702 0,700 0,703 0,147 0,149 0,150 

1024 0,709 0,711 0,706 0,255 0,260 0,266 

2048 0,826 0,816 0,803 0,518 0,507 0,503 

Absorbansi kelompok fraksi diklorometana 

Konsentrasi 
fraksi 

(ug/ml) 

Pengujian kelompok fraksi Kontrol fraksi 

Replikasi 

1 
Replikasi 

2 
Replikasi 

3 
Replikasi 

1 
Replikasi 

2 
Replikasi 

3 

128,000 1,054 1,058 1,062 0,106 0,107 0,108 

256,000 0,925 0,929 0,937 0,127 0,128 0,129 

513,000 0,706 0,670 0,700 0,148 0,142 0,143 

1024,000 0,667 0,664 0,658 0,186 0,181 0,178 

2048,000 0,538 0,511 0,490 0,266 0,261 0,269 

Absorbansi kelompok fraksi etil asetat 

Konsentrasi 

fraksi 

(ug/ml) 

Pengujian kelompok fraksi Kontrol fraksi 

Replikasi 

1 
Replikasi 

2 
Replikasi 

3 
Replikasi 

1 
Replikasi 

2 
Replikasi 

3 

128 0,966 0,956 0,949 0,122 0,121 0,115 

256 0,743 0,741 0,744 0,105 0,096 0,110 

513 0,564 0,564 0,562 0,109 0,114 0,107 

1024 0,500 0,500 0,498 0,169 0,163 0,159 

2048 0,445 0,440 0,446 0,251 0,251 0,255 
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Absorbansi gentamisin 

Konsentrasi 

gentamisin 

(ug/ml) 

Pengujian gentamisin Kontrol gentamisin 

Replikasi 

1 

Replikasi 

2 

Replikasi 

3 

Replikasi 

1 

Replikasi 

2 

Replikasi 

3 

0,5 0,253 0,243 0,236 0,110 0,110 0,110 

1 0,195 0,189 0,188 0,113 0,113 0,113 

2 0,164 0,160 0,160 0,124 0,124 0,123 

4 0,144 0,143 0,133 0,135 0,135 0,134 
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Absorbansi kelompok kontrol 

Kelompok 

 
Kontrol negatif ekstrak 

dan fraksi 
Kontrol DMSO 1% Kontrol negatif gentamisin Kontrol media CAMHB 

 Repliksi Replikasi Replikasi Replikasi 

 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

Abs 1,023 1,059 1,149 0,090 0,114 0,110 0,920 1,019 1,013 0,159 0,159 0,161 

 1,095 1,013 1,178 0,100 0,108 0,113 0,978 1,019 1,023 0,155 0,155 0,163 

 1,005 1,149 1,138 0,086 0,115 0,143 0,938 1,013 1,005 0,152 0,159 0,163 

Rerata 

Abs 
1,077 1,095 1,097 0,105 0,107 0,115 0,984 1,007 0,985 0,160 0,158 0,158 
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Lampiran 4.6. Persentase Penghambatan DMSO 1% 

Replikasi 
Persen 

penghambatan(%) 
Rerata (%) SD(n=3) CV (%) 

1 -19,895 

-17,732 2,832 -15,970 2 -14,527 

3 -18,732 

Lampiran 4.7. Persentase Penghambatan Gentamisin  

Persentase penghambatan pertumbuhan bakteri = (1‒ 
(Abs R-Abs S)

(Abs P-Abs Q)
 )x 100 % 

Keterangan: 

Abs = absorbansi 

P = kontrol media (media + bakteri) 

Q = kontrol kontrol media ( media + media) 

R = kontrol positif (gentamisin + bakteri) 

S = kontrol kontrol positif (gentamisin + media) 

Contoh: 

Persen penghambatan = (1‒ 
(0,253-0,110)

(0,984-0,160)
 ) x 100% = 82,653 % 

Konsentrasi 

gentamisin (µg/ml) 

% penghambatan bakteri 

Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 

0,5 82,653 84,335 84,770 

1 90,053 91,048 90,935 

2 95,148 95,760 95,528 

4 98,908 99,058 100,121 
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1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=, adalah 0,950 

2. r= 0,988 >  r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen 

penghambatan bakteri dengan konsentrasi gentamisin 

 

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=4, adalah 0,950 

2. r= 0,988 >  r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen 

penghambatan bakteri dengan konsentrasi gentamisin 

y = 16,23x + 90,10

r = 0,988
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1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=4, adalah 0,950 

2. r= 0,997 >  r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen 

penghambatan bakteri dengan konsentrasi gentamisin 

  

y = 16,82x + 90,30

r = 0,997
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Lampiran 4.8. Perhitungan Uji Antibakteri 

Persentase penghambatan pertumbuhan bakteri = (1‒ 
(Abs R-Abs S)

(Abs P-Abs Q)
 )x 100 % 

Keterangan: 

Abs = absorbansi 

P = kontrol negatif (DMSO 1% + bakteri) 

Q = kontrol kontrol negatif ( DMSO 1% + media) 

R = uji (ekstrak/ fraksi + bakteri) 

S = kontrol uji (ekstrak/ fraksi + media) 

Contoh: 

Persen penghambatan = (1‒ 
(0,320-0,227)

(1,097-0,105)
 ) x 100% = 90,631 %. 

a. Persen penghambatan ekstrak  

Konsentrasi 

ekstrak (µg/ml) 

% penghambatan bakteri 

Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 

128 19,208 17,216 18,015 

256 28,979 29,485 28,620 

512 42,780 42,680 42,896 

1024 54,668 51,443 53,705 

2048 90,631 93,299 85,622 

Kurva penghambatan bakteri oleh ekstrak 

 
3. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=5, adalah 0,878 

4. r= 0,961 >  r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen 

penghambatan bakteri dengan konsentrasi ekstrak 

y = 55,98x - 104,4
r = 0,961

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

2 2,2 2,4 2,6 2,8 3 3,2 3,4

%
 p

en
gh

am
b

at
an

log konsentrasi

Replikasi 1

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


52 

 

 

 

 

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=5, adalah 0,878 

2. r= 0,948 >  r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen 

penghambatan bakteri dengan konsentrasi ekstrak 

 

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=5, adalah 0,878 

2. r= 0,971 >  r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen 

penghambatan bakteri dengan konsentrasi ekstrak 

 

 

 

y = 57,84x - 109,8
r= 0,948
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b. Persen penghambatan fraksi heksana 

Konsentrasi fraksi 
(µg/ml) 

% penghambatan bakteri 
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 

128 5,8965 7,0152 6,0719 
256 16,3867 17,7403 17,1642 
512 42,9208 44,2496 43,7246 

1024 53,3082 54,3676 55,2239 
2048 68,3236 68,7352 69,4708 

Kurva penghambatan bakteri oleh fraksi heksana 

 

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=5, adalah 0,878 

2. r= 0,989 >  r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen 

penghambatan bakteri dengan konsentrasi fraksi heksana 

 

 

 

y = 53,74x - 108,2
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1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=5, adalah 0,878 

2. r= 0,988 >  r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen 

penghambatan bakteri dengan konsentrasi fraksi heksana 

 
1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=5, adalah 0,878 

2. r= 0,990 >  r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen 

penghambatan bakteri dengan konsentrasi fraksi heksana 
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c. Persen penghambatan fraksi diklorometana 

Konsentrasi fraksi 

(µg/ml) 

% penghambatan bakteri 

Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 

128 2,503 3,190 2,917 

256 17,929 18,459 17,775 

512 42,612 46,250 43,318 

1024 50,531 50,831 51,153 

2048 72,026 74,550 77,510 

Kurva penghambahatan bakteri oleh fraksi diklorometana 

 
1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=5, adalah 0,878 

2. r= 0,992 >  r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen 

penghambatan bakteri dengan konsentrasi fraksi diklorometana 
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1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=5, adalah 0,878 

2. r= 0,989 >  r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen 

penghambatan bakteri dengan konsentrasi fraksi diklorometana 

 

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=5, adalah 0,878 

2. r= 0,948 >  r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen 

penghambatan bakteri dengan konsentrasi fraksi diklorometana 
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d. Persen penghambatan fraksi etil asetat 

Konsentrasi fraksi 

(µg/ml) 

% penghambatan bakteri 

Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 

128 13,198 15,514 15,129 

256 34,385 34,739 35,482 

512 53,205 54,469 53,697 

1024 65,958 65,902 65,502 

2048 80,048 80,877 80,563 

Kurva penghambatan bakteri oleh fraksi etil asetat 

 

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=5, adalah 0,878 

2. r= 0,993 >  r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen 

penghambatan bakteri dengan konsentrasi fraksi etil asetat 
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1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=5, adalah 0,878 

2. r= 0,995 >  r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen 

penghambatan bakteri dengan konsentrasi fraksi etil asetat 

 

1. Nilai r tabel untuk taraf kepercayaan 95% (p<0,05), n=5, adalah 0,878 

2. r= 0,994 >  r tabel, artinya terdapat hubungan yang linier antara persen 

penghambatan bakteri dengan konsentrasi fraksi etil asetat 
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Lampiran 4.9. Hasil Analisis Probit (IC50) Antibakteri Kibatalia arborea 

(Bl.) G.Don 

a. Ekstrak Metanol 

Replikasi 1 
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Replikasi 2 
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Replikasi 3 
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b. Fraksi Heksana 

Replikasi 1 
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Replikasi 3 
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c. Fraksi DCM 

Replikasi 1 
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Replikasi 3 

 

  

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


68 

 

 

 

d. Fraksi Etil Asetat 

Replikasi 1 
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Tabel IC50 Ekstrak dan Fraksi 

Kelompok 

IC50 (µg/ml) 
Rata-rata IC50 

± SD µg/ml 
CV Replikasi 

1 

Replikasi 

2 

Replikasi 

3 

Ekstrak 573,914 579,724 618,356 590,665±24,157 4,090 

Fraksi 

heksana 
906,436 871,264 864,301 880,667±22,587 2,565 

Fraksi 

diklorometana 
891,016 832,190 822,642 848.616±37,029 4,363 

Fraksi etil 

asetat 
530,050 506,978 512,345 516,458±12,073 2,338 

 

Lampiran 4.10. Hasil Analisis Statistika 

a. Hasil Uji Normalitas 

b. Hasil Uji Homogenitas 

 

c. Hasil Uji One Way Anova 
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d. Hasil Uji LSD 
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