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RINGKASAN 

Penetapan Kadar Alkaloid Total dan Uji Aktivitas Antibakteri terhadap 

Bacillus cereus dari Ekstrak Etanol Daun Kemaitan (Lunasia Amara Blanco); 

Carina Puspita Kadarwenny, 132210101073; 2017; 78 halaman; Fakultas Farmasi 

Universitas Jember 

Penyakit infeksi menjadi masalah kesehatan yang paling serius di dunia. 

Salah satu bakteri yang dapat menyebabkan  infeksi adalah Bacillus cereus (B. 

cereus). Insidensi kasus infeksi yang disebabkan oleh patogen ini sangat tinggi. 

Pilihan utama dalam tata laksana terapi infeksi adalah pemberian antibiotik. 

Penggunaan antibiotik yang tidak sesuai indikasi dapat mengakibatkan resistensi 

antibiotik, sehingga diperlukan alternatif dengan memanfaatkan bahan-bahan aktif 

antibakteri dari tumbuhan obat. Taman Nasional Meru Betiri memiliki potensi tinggi 

dalam hal ketersediaan tumbuhan obat dan memiliki daftar rekomendasi tumbuhan 

prioritas untuk dikembangkan, salah satunya adalah Kemaitan (Lunasia amara 

Blanco). Kemaitan memiliki efek terapi dalam pengobatan sakit perut, diare, 

penyakit kulit, iritasi mata, dan bengkak. Kandungan senyawa utama dalam kemaitan 

adalah alkaloid kuinolin yang diduga berperan sebagai antimikroba. Alkaloid 

merupakan senyawa basa nitrogen yang dihasilkan oleh tumbuhan dan dilaporkan 

memiliki efek mikrobiosidal dan efek antidiare. 

Kemaitan diduga memiliki potensi sebagai antibakteri, maka dilakukan 

penetapan kadar alkaloid total dan uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun 

kemaitan terhadap B. cereus. Penetapakan kadar alkaloid total dilakukan dengan 

metode spektrofotometri menggunakan bromocresol green pada panjang gelombang 

418 nm dan pH 4,7. Pengujian antibakteri ekstrak etanol daun kemaitan dilakukan 

menggunakan metode difusi sumuran dan mikrodilusi dengan gentamisin sebagai 
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ix 

 

kontrol positif dan DMSO 10% sebagai pelarut sekaligus sebagai kontrol negatif. 

Metode difusi sumuran betujuan untuk skrining potensi aktivitas antibakteri, 

sedangkan metode mikrodilusi bertujuan untuk kuantifikasi aktivitas antibakteri 

ekstrak etanol daun kemaitan.  

Data hasil uji difusi sumuran berupa diameter zona hambat yang diukur 

dengan jangka sorong, kemudian data dianalisis dengan one way ANOVA dan 

dilanjutkan dengan LSD pada taraf kepercayaan 95%. Uji mikrodilusi dilakukan 

berdasar kekeruhan larutan dengan membaca absorbansi menggunakan microplate 

reader pada panjang gelombang 595 nm. Data absorbansi dikonversi menjadi 

penghambatan pertumbuhan B. cereus (%) dan dianalisis dengan program probit 

untuk memperoleh nilai IC50.  

Hasil penelitian menunjukkan rendemen ekstrak kental yang diperoleh adalah 

3,125% b/b. Kadar alkaloid total dalam ekstrak etanol daun kemaitan adalah 0,230 ± 

0,001% b/b BE. Hasil pengujian aktivitas antibakteri metode difusi sumuran 

mnunjukkan terbentuknya zona hambat pada konsentrasi 5, 4, 3, dan 2% dengan 

aktivitas antibakteri yang tergolong baik. Hasil uji one way ANOVA dan LSD 

menunjukkan semua pasangan perlakuan ekstrak uji memiliki perbedaan yang 

bermakna. Berdasarkan hasil analisis probit didapatkan bahwa IC50 ekstrak etanol 

daun kemaitan dalam menghambat pertumbuhan B. cereus adalah 48,3 ± 4,57 

µg/mL. 

Aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun kemaitan diduga terkait dengan 

kandungan alkaloid yang merupakan senyawa dominan dalam tumbuhan ini. 

Mekanisme antibakteri alkaloid adalah dengan mengganggu komponen penyusun 

peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara 

utuh dan menyebabkan kematian sel. Terdapat kandungan metabolit sekunder selain 

alkaloid yang diduga memiliki peran terhadap aktivitas antibakteri pada tumbuhan 

ini, yakni flavonoid dan terpenoid. Mekanisme flavonoid sebagai antibakteri adalah 

membentuk kompleks dengan dinding sel dan berikatan dengan adhesin, sedangkan 

terpenoid memiliki mekanisme antibakteri dengan merusak membran.  
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Penyakit infeksi merupakan penyakit yang disebabkan oleh mikroorganisme 

patogen, seperti bakteri, virus, parasit atau jamur (WHO, 2016a). Kasus infeksi 

masih menjadi masalah kesehatan yang paling serius di dunia bahkan ketika penyakit 

degeneratif kronis mulai mendominasi di negara maju (Barreto dkk., 2006). Infeksi 

masih menempati urutan atas penyebab penyakit dan kematian di negara berkembang 

termasuk Indonesia. Penyakit infeksi mendominasi sepuluh besar penyakit pasien 

rawat inap di rumah sakit, dengan diare dan gastroenteritis oleh penyebab infeksi 

tertentu (kolitis infeksi) menduduki peringkat pertama dengan 96.278 kasus dan 

angka kematian sebesar 1,92%. Pada tahun 2015, terjadi peningkatan angka kematian 

akibat diare menjadi 2,47% (Kemenkes RI, 2016). 

Berdasarkan WHO (2000), Eschericia coli, Staphylococcus aureus, dan 

Bacilus cereus merupakan patogen yang sering dijumpai di negara berkembang. 

Ketiga bakteri tersebut dapat menyebabkan infeksi keracunan makanan dengan 

insidensi kasus yang sangat tinggi (WHO, 2000). Sebelumnya telah dilakukan 

penelitian aktivitas antibakteri tumbuhan kemaitan terhadap E. coli dan S. aureus, 

sehingga B. cereus dipilih sebagai bakteri uji pada penelitian ini. B. cereus 

merupakan bakteri pembentuk endospora yang tahan terhadap kondisi ekstrim. B. 

cereus terdistribusi luas di lingkungan dan ditemukan di dalam tanah, batuan, debu, 

air, dan tumbuhan (Granum, 1994). Keracunan makanan karena bakteri B. cereus 

dapat menyebabkan dua jenis penyakit, yakni diare dan emetik (mual muntah). Di 

samping dapat menyebabkan keracunan makanan, B. cereus merupakan patogen 

yang menyebabkan infeksi okular dan sepsis kateter intravena (Murray dkk., 1998).  

Pilihan utama dalam tata laksana terapi infeksi yang disebabkan oleh bakteri 

adalah pemberian antibiotik (Kurniawati dkk., 2015). Antibiotik ialah semua 

substansi yang diketahui memiliki kemampuan untuk menghalangi pertumbuhan 
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mikroorganisme (Pratiwi, 2008). Penggunaan antibiotika yang bijak dan rasional 

dapat mengurangi beban penyakit, khususnya penyakit infeksi. Sebaliknya, 

penggunaan antibiotik yang tidak sesuai indikasi secara luas pada manusia dan 

hewan dapat mengakibatkan meningkatnya resistensi antibiotika secara signifikan 

(Kemenkes RI, 2015). 

Resistensi antibiotik terjadi ketika mikroorganisme mengalami perubahan 

karena paparan antibiotik. Akibatnya, antibiotik menjadi tidak efektif dan  infeksi 

tetap di dalam tubuh, sehingga meningkatkan risiko penyebaran infeksi, 

meningkatkan mortalitas, dan meningkatkan biaya pengobatan (WHO, 2016b). 

Berdasarkan hal tersebut, diperlukan alternatif pengobatan dalam mengobati infeksi 

bakteri, salah satunya dengan memanfaatkan bahan-bahan aktif antibakteri dari 

tumbuhan obat (Adila dkk., 2013). 

Ketersediaan tumbuhan obat di Jember sangat melimpah. Salah satu lokasi 

yang memiliki potensi tinggi dalam hal ketersediaan tumbuhan obat adalah Taman 

Nasional Meru Betiri (TNMB). TNMB memiliki daftar rekomendasi tumbuhan 

prioritas untuk dikembangkan, salah satunya adalah kemaitan (Departemen 

Kehutanan dan IPB, 2000). Kemaitan merupakan tumbuhan yang termasuk dalam 

famili Rutaceae. Kemaitan memiliki efek terapi dalam pengobatan sakit perut dan 

diare (Macabeo dan Aguinaldo, 2008). Oleh masyarakat sekitar TNMB, kemaitan 

digunakan untuk obat gosok bagian tubuh yang bengkak dan obat sakit perut 

(Darmadja dkk., 2012). Di Sulawesi Selatan, kemaitan digunakan sebagai antibakteri 

dalam pengobatan tungkai bengkak, penyakit kulit, dan iritasi mata (Subehan dkk., 

2011). 

Kandungan senyawa utama dalam kemaitan adalah alkaloid kuinolin dan 

seskuiterpen. Alkaloid kuinolin dalam kemaitan berperan dalam aktivitasnya sebagai 

antimikroba terhadap Staphylococcus aureus (Prescott dkk., 2007) dan 

Mycobacterium tuberculosis (Metallidis dkk., 2007). Penentuan kandungan alkaloid 

total dalam ekstrak kayu kemaitan menunjukkan bahwa dalam ekstrak metanol 
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mengandung 19,44 ± 1,72%, dalam ekstrak n-heksana mengandung 8,55 ± 1,08%, 

dan dalam ekstrak etil asetat mengandung 10,46 ± 12,28% (Zubair dkk., 2016).   

Hasil penelusuran beberapa pustaka menunjukkan bahwa kemaitan 

merupakan salah satu tumbuhan obat Indonesia yang memiliki potensi besar sebagai 

antibakteri dan antidiare, namun belum dimanfaatkan secara optimal oleh 

masyarakat. Sebagian besar penelitian terhadap kemaitan masih berfokus pada 

bagian kayu dan kulit batang, sedangkan penelitian terhadap daun kemaitan masih 

jarang dilakukan. Selain kemudahan dalam pengambilan sampel dibandingkan 

bagian lain,  daun memiliki ketersediaan yang banyak, cara pengolahannya lebih 

mudah, regenerasinya cepat, dan tidak serta merta menyebabkan kematian tumbuhan 

(Setyowati, 2010; Takoy dkk., 2013). Berdasarkan uraian di atas, daun kemaitan 

memiliki potensi sebagai antibakteri yang berasal dari bahan alam.  Kandungan 

alkaloid dalam tumbuhan ini diduga berperan terhadap aktivitas antibakteri, maka 

akan dilakukan penetapan kadar alkaloid total ekstrak etanol daun kemaitan serta uji 

aktivitas antibakteri terhadap B. cereus.  

 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan uraian di atas, permasalahan yang dapat dirumuskan dalam 

penelitian ini adalah: 

1. Berapa kadar alkaloid total dalam ekstrak etanol daun kemaitan? 

2. Apakah ekstrak etanol daun kemaitan memiliki aktivitas antimikroba terhadap B. 

cereus? 

3. Berapa nilai Inhibitory Concentration 50 (IC50) ekstrak etanol daun kemaitan 

terhadap pertumbuhan  B. cereus? 
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1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mengetahui kadar alkaloid total dalam ekstrak etanol daun kemaitan. 

2. Mengetahui aktivitas antimikroba ekstrak etanol daun kemaitan terhadap B. 

cereus. 

3. Mengetahui nilai IC50 ekstrak etanol daun kemaitan terhadap pertumbuhan  B. 

cereus. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

Adapun manfaat yang diperoleh dari penelitian ini adalah sebagai berikut:  

1. Memberikan informasi sumber antibakteri baru bagi perkembangan penelitian 

terutama dalam penemuan obat baru. 

2. Dapat digunakan sebagai referensi apabila akan dikembangkan suatu sediaan 

antibakteri dari tumbuhan kemaitan. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Tinjauan Infeksi 

Infeksi terjadi ketika mikroorganisme menyebabkan gangguan kesehatan. 

Penyakit infeksi merupakan penyakit yang disebabkan oleh mikroorganisme patogen, 

seperti bakteri, virus, parasit, dan jamur. Infeksi dapat menyebar, baik langsung 

maupun tidak langsung dari satu orang ke orang lain (WHO, 2016a). Sumber 

penyebab infeksi diantaranya adalah manusia, cairan tubuh, udara, peralatan medis, 

makanan, air, dan lain sebagainya (Nelson dan Williams, 2014).  

Proses infeksi terjadi melalui beberapa tahap, yakni transmisi, berikatan 

dengan inang, invasi untuk melewati mukosa atau membran sel, motilitas untuk 

mencari sumber makanan baru atau sebagai respons terhadap sinyal kemotaksis, dan 

penghindaran sistem imun untuk bertahan hidup dalam tubuh inang (Gillespie dan 

Bamford, 2012). Gangguan kesehatan akibat infeksi disebabkan oleh toksin yang 

dihasilkan mikroorganisme patogen. Terdapat dua jenis toksin yang dihasilkan, yakni 

endotoksin dan eksotoksin. Endotoksin merangsang makrofag untuk memproduksi 

sitokin seperti interleukin-1 (IL-1) dan tumor necrosis factor (TNF) yang 

menyebabkan demam dan syok. Eksotoksin bakteri biasanya berupa protein, 

memiliki struktur subunit, dan dapat menyebabkan kerusakan lokal atau sistemik 

(Gillespie dan Bamford, 2012). 

Penyakit infeksi umumnya meningkatkan jumlah neutrofil yang matang dan 

belum matang di sirkulasi darah. Mekanisme ini melibatkan demarginasi dan 

pelepasan granulosit immature (Tunkel, 2016). Peningkatan leukosit 

mengindikasikan adanya infeksi. Adanya infeksi harus memenuhi dua di antara 

kondisi berikut, yakni peningkatan suhu (demam), peningkatan leukosit (WBC), 

peningkatan RR (Respiration Rate), peningkatan nadi (Kemenkes RI, 2011). Tanda 

klinis pada infeksi di antaranya adalah sindrom respon inflamasi sistemik (muncul 

gejala hiper/hipotermia, takikardi, takipnea, leukositosis, dan leukopenia), sepsis, 
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sepsis dengan disfungsi akut sedikitnya satu sistem organ, dan syok sepsis (terjadi 

hipotensi hingga tingkat yang membahayakan) (Warrell dkk., 2012).  

 

2.2 Tinjauan Tumbuhan Kemaitan 

2.2.1 Klasifikasi Tumbuhan Kemaitan 

Klasifikasi tumbuhan kemaitan adalah sebagai berikut:  

Kingdom : Plantae 

Filum  : Tracheophyta 

Kelas  : Magnoliopsida 

Ordo  : Sapindales 

Famili  : Rutaceae 

Genus  : Lunasia 

Spesies  : Lunasia amara Blanco 

Sinonim  : Sanrego, Maitan (Jawa), Dulinggahe (Sulawesi), Kayu karang (Papua) 

(ITIS, 2016) 

 

2.2.2 Morfologi Tumbuhan Kemaitan 

Kemaitan tergolong dalam famili Rutaceae. Kemaitan merupakan  pohon 

kecil yang tersebar luas di hutan tropis Filipina, Jawa Timur, Kalimantan, Sulawesi, 

Maluku, Papua New Guinea dan Australia. Kemaitan merupakan tumbuhan berupa 

perdu tegak setinggi 3 m. Ranting tumbuhan ini halus dan ujung yang masih muda 

berbentuk tanjung bewarna kuning langsat. Daun tersusun berseling, memanjang, 

berbentuk telur sungsang, memiliki panjang 20-40 cm dan lebar 7-12 cm (Macabeo 

& Aguinaldo, 2008). Bunga jantan dan bunga betina tertutup dengan sisik halus, 

berukuran kecil dengan diameter 3-6 mm, bewarna kuning, kebanyakan berada pada 

pangkal daun, dan masing-masing mempunyai panjang sekitar 1 cm atau lebih 

(Nadzrun dkk., 2006). Kelopak bunga jantan memiliki panjang 0,5 mm, sedangkan 

kelopak bunga betina memiliki panjang 1,5 mm. Benang sari yang subur memiliki 

panjang 1 mm (Macabeo dan Aguinaldo, 2008). Biji berbentuk bulat telur, memiliki 
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testa gelap atau coklat kemerahan, dan tipis. Buah kemaitan terdiri dari tiga kapsul 

kekuningan yang masing-masing memiliki panjang 1 cm atau lebih (Macabeo dan 

Aguinaldo, 2008). Morfologi tumbuhan kemaitan ditunjukkan oleh Gambar 2.1. 

 

   

 

Gambar 2. 1 Morfologi kemaitan (Sumber: Macabeo dan Aguinaldo, 2008) 

 

2.2.3 Khasiat dan Kandungan Kimia  

Kemaitan merupakan obat tradisional yang populer digunakan di Indonesia, 

khususnya di Provinsi Sulawesi Selatan baik sebagai kayu kecil kering maupun 

dalam campuran dengan beberapa herbal yang disebut sebagai jamu untuk 

meningkatkan agresivitas seksual. Tumbuhan ini juga digunakan oleh masyarakat 

setempat sebagai antibakteri dalam pengobatan bengkak, penyakit kulit, dan iritasi 

mata (Subehan dkk., 2011). Oleh masyarakat sekitar Taman Nasional Meru Betiri, 

kemaitan digunakan untuk obat gosok bagian tubuh yang bengkak, afrodisiak, obat 

nyeri perut, penawar racun ular dan serangga, dan penyubur rambut  (Darmadja dkk., 

2012). Ramuan kulit batang kemaitan digunakan untuk mengatasi diare, nyeri, dan 

anti bisa ular di Filipina (Macabeo & Aguinaldo, 2008).  

Menurut Goh dkk. (2008) kandungan dalam daun kemaitan adalah alkaloid, 

terpena, dan flavonoid. Beberapa penelitian mengungkapkan bahwa alkaloid kuinolin 

dan seskuiterpen merupakan senyawa utama dalam tumbuhan ini. Berdasarkan 

Cowan (1999) golongan senyawa alkaloid dan terpenoid dapat diekstraksi 

menggunakan pelarut etanol, selain itu etanol merupakan pelarut universal, sehingga 
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memungkinkan mengekstraksi hampir seluruh senyawa dalam daun kemaitan. 

Tumbuhan ini sebagian besar mengandung alkaloid jenis kuinolin seperti 

lunamarine, lunacrine, hydroxylunacrine, lunacridine, dan hydroxyllunacridine 

(Macabeo & Aguinaldo, 2008). Dua jenis alkaloid akridon baru yaitu 5-

hidroxygraveroline dan 8-methoxyfflaiamine juga dilaporkan terdapat dalam 

kemaitan (Subehan dkk., 2011). Penelitian terhadap ekstrak kayu kemaitan 

menunjukkan bahwa kandungan alkaloid total dalam ekstrak metanol adalah 19,44 ± 

1,72%, dalam ekstrak n-heksana adalah 08,55 ± 1,08% dan dalam ekstrak etil asetat 

adalah 10,46 ± 12,28% (Zubair dkk., 2016).   

Kandungan alkaloid kuinolin dikaitkan dengan aktivitas biologis antimikroba 

dan sitotoksik tumbuhan ini. Ekstrak kulit batang dan isolat alkaloid kuinolin 

kemaitan dilaporkan memiliki aktivitas antibakteri terhadap S. aureus (Prescott dkk., 

2007). Alkaloid kuinolin dari kemaitan dapat menghambat M. tuberculosis H37Rv 

(Metallidis dkk., 2007). Alkaloid kuinolin, lunacridine, dilaporkan sebagai 

penghambat DNA topoisomerase II. Mekanisme ini akan menyebabkan aktivitas 

antimikroba dan aktivitas sitotoksik berdasarkan penghambatan terhadap proliferasi 

sel (Prescott dkk., 2007). 

2.3 Tinjauan B. cereus 

2.3.1 Sistem Klasifikasi B. cereus 

Klasifikasi bakteri B. cereus menurut Frankland (1887) adalah sebagai 

berikut : 

Kingdom : Bacteria 

Filum : Firmicutes 

Kelas : Bacilli 

Ordo : Bacillales 

Famili : Bacillaceae 

Genus : Bacillus 

Spesies : Bacillus cereus 
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2.3.2 Karakteristik B. cereus 

B. cereus merupakan patogen yang menyebabkan gastroenteritis, infeksi 

okular, dan sepsis kateter intravena (Murray dkk., 1998). B. cereus merupakan 

bakteri gram positif pembentuk spora yang bersifat aerobik fakultatif, berukuran 

besar (luas permukaan sel > 0,9µm) dan berbentuk batang (Hart dan Shears, 1996; 

Labbé dan García, 2001). Morfologi B. cereus ditunjukkan oleh Gambar 2.2.  

Gambar 2.2 Morfologi B. cereus (Sumber: Newman, 2015) 

B. cereus tersebar luas di lingkungan dan dapat ditemukan di dalam tanah, 

sedimen, debu, air, dan tumbuhan (Granum, 1994). Karena distribusi yang luas dan 

spora yang resisten, B. cereus ditemukan pada berbagai jenis makanan (Labbé dan 

García, 2001). B. cereus sangat cepat menghasilkan spora dalam kondisi normal. 

Bentuk bakteri ini tidak memiliki aktivitas metabolik dan spora relatif tahan terhadap 

kondisi lingkungan yang ekstrim seperti pemanasan, pembekuan, pengeringan, 

radiasi, keasaman, desinfektan, dan agen pembersih (Kotiranta dkk., 2000; Labbé 

dan García, 2001). Germinasi spora dan inisiasi pertumbuhan sporangial sangat 

tergantung pada kondisi lingkungan yang cocok (Kotiranta dkk., 2000). Kondisi yang 

diperlukan bagi pertumbuhan optimum B. cereus ditunjukkan pada Tabel 2.1. 
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Tabel 2.1 Kondisi pertumbuhan optimum B. cereus 

Parameter Nilai data 

pH minimal 4,3 

pH maksimal 9,3 

% maksimal NaCl 18 

Suhu minimal 4
o
C (39,2

o
F) 

Suhu maksimal 55
o
C (131

o
F) 

(Sumber: Harianja, 2009) 

2.3.3 Patogenesis B. cereus 

B. cereus dapat menyebabkan keracunan makanan yang mengakibatkan diare 

dan emetik. Patogenisitas B. cereus pada infeksi gastrointestinal dan non-

gastrointestinal dikaitkan dengan kemampuannya menghasilkan toksin. Patogenesis 

diare akibat B. cereus setidaknya melibatkan tiga toksin, yakni toksin nekrotik 

(enterotoksin tidak tahan panas), cereolysin (hemolisin poten), dan fosfolipase C 

(lecithinase poten) (Murray dkk., 1998).  

Teridentifikasi empat enterotoksin yang dapat menyebabkan diare, yakni 

Hemolisis BL (HBL), enterotoksin nonhemolisis (NHE), enterotoksin T, dan 

sitotoksin K (Kotiranta dkk., 2000). Fosfolipase C berkontribusi terhadap kerusakan 

jaringan dengan menginduksi degranulasi neutrofil manusia (Wazny dkk., 1990; 

Ding dkk., 1995). B. cereus menghasilkan tiga jenis fosfolipase C, yakni 

phosphatidylinositol hydrolase, phosphatidylcholine hydrolase dan hemolytic 

sphingomyelinase. Spektrum luas fosfolipase C dari B. cereus dapat mempengaruhi 

proses penyembuhan dengan menghancurkan epitel jaringan yang terinfeksi dan 

meningkatkan degradasi matriks subepitel (Kotiranta dkk., 2000). Karateristik 

penyakit akibat infeksi B. cereus ditunjukkan oleh Tabel 2.2. 
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Tabel 2.2 Keracunan akibat B. cereus 

 Tipe diare Tipe emetik 

Pangan yang tercemar produk asal daging, sup, dan 

sayuran. 

Nasi 

Masa inkubasi > 6 jam (rata-rata 9 jam <6 jam (rata-rata 2 jam) 

Gejala mual, nyeri perut seperti kram, 

dan diare berair 

mual, muntah, dan nyeri 

perut 

Durasi 20 – 36 jam (rata-rata 24 jam) 8 – 10 jam (rata-rata 9 jam) 

Enterotoksin tidak tahan panas tahan panas 

(Sumber: Murray dkk., 1998) 

 

2.4 Alkaloid 

Alkaloid merupakan senyawa basa nitrogen yang dihasilkan oleh tumbuhan 

dan memiliki aksi fisiologis (Ebady, 2002). Alkaloid umumnya didefinisikan sebagai 

senyawa dasar fisiologis aktif yang berasal dari tumbuhan, di mana setidaknya 

terdapat satu atom nitrogen dalam struktur sikliknya, dan bersifat basa (alkali) (Kar, 

1996).  

Sifat fisika kimia alkaloid dipengaruhi oleh kompleksitas dan variasi struktur 

kimia. Alkaloid bebas cukup larut dalam pelarut organik seperti kloroform, pelarut 

yang relatif non-polar (heksana, benzena, eter minyak bumi), pelarut bercampur, dan 

alkohol rendah (metanol, etanol). Alkaloid bebas praktis tidak larut atau sangat 

sedikit larut dalam air. Menariknya, garam alkaloid hampir bebas larut dalam air, 

relatif kurang larut dalam alkohol, dan sebagian besar larut atau sedikit larut dalam 

pelarut organik (Kar, 1996). 

Alkaloid merupakan kelompok produk alami yang memiliki dampak yang 

besar sepanjang sejarah dalam hal ekonomi, kesehatan, politik, dan sosial manusia. 

Alkaloid memiliki efek fisiologis yang kuat pada sistem mamalia serta organisme 

lain, akibatnya beberapa alkaloid merupakan agen terapeutik penting (Shamsa dkk., 

2008). Alkaloid memiliki aktivitas biologis, sehingga dimanfaatkan sebagai obat-

obatan, stimulan, narkotika, dan racun (John dkk., 2014), selain itu alkaloid juga 

dilaporkan memiliki efek mikrobiosidal dan efek anti-diare karena efek yang 
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ditimbulkan selama waktu transit di usus kecil dan kemampuan berinterkalasi dengan 

asam deoksiribonukleat (DNA) mikroba  (Garba dan Okeniyi, 2012). 

Alkaloid menunjukkan keberagaman dalam hal asal botani, biokimia, struktur 

kimia, dan aksi farmakologi. Hal tersebut mengakibatkan banyaknya sistem 

klasifikasi alkaloid (Evans, 2002). Alkaloid dibagi menjadi dua kategori utama yakni 

alkaloid non-heterosiklik dan alkaloid heterosiklik (Kar, 1996). Alkaloid 

nonheterosiklik terkadang disebut protoalkaloid atau amin biologis, sedangkan 

alkaloid heterosiklik dibagi menjadi 14 grup berdasarkan struktur cincinnya (Evans, 

2002). 

2.5 Penetapan Kadar Alkaloid Total 

Beberapa metode dengan sensitivitas yang berbeda telah dikembangkan untuk 

penetapan kadar alkaloid dalam bahan tumbuhan, misalnya metode gravimetri, 

titrimetri, dan HPLC. Metode gravimetri dan titrimetri memiliki sensitivitas yang 

rendah. Metode gravimetri menghasilkan residu yang mengandung kotoran, 

ditunjukkan dengan hasil KLT yang menunjukkan lebih dari satu noda. Kelemahan 

metode titrimetri adalah end-point tertutup oleh warna ekstrak. Metode HPLC 

memiliki sensitivitas dan akurasi yang tinggi untuk penentuan satu atau lebih 

alkaloid individu, namun tidak berlaku untuk penetapan kadar alkaloid total dalam 

ekstrak karena terdapat berbagai jenis dan struktur alkaloid yang kompleks di 

dalamnya. Metode HPLC tidak dapat digunakan sebagai metode rutin untuk 

penentuan alkaloid total karena sangat mahal dan membutuhkan peralatan khusus 

(Shamsa dkk., 2008). 

Penetapan kadar alkaloid total menggunakan metode spektrofotometri dengan 

bromocresol green (BCG) adalah metode yang sederhana, sensitif, stabil dan tidak 

membutuhkan peralatan yang sangat khusus. Metode tersebut memiliki keuntungan 

diantaranya adalah hemat waktu, dengan uji yang membutuhkan waktu rata-rata 1 

jam (Shamsa dkk., 2008). Prinsip metode ini adalah pelarut organik tertentu dapat 

mengekstrak kompleks berwarna secara kuantitatif. Kompleks bewarna merupakan 
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kombinasi dari BCG dan ion garam yang terbentuk oleh reaksi antara alkaloid dan 

ion hidrogen pada pH asam. Kandungan senyawa lain yang dapat larut dalam 

kloroform dihilangkan dengan cara dilakukan pencucian sebanyak tiga kali 

menggunakan kloroform sebelum direaksikan dengan BCG dan fase air ditampung. 

Hal ini bertujuan agar senyawa tersebut tidak ikut larut dalam kloroform pada saat 

ekstraksi kompleks dengan kloroform, sehingga hanya alkaloid yang akan ada pada 

larutan akhir (Shamsa dkk., 2008). 

2.6 Uji Aktivitas Antibakteri 

2.8.1 Metode Difusi Sumuran  

Teknik difusi agar telah banyak digunakan untuk uji aktivitas antimikroba 

ekstrak. Prinsip metode difusi sumuran  adalah agen antimikroba akan berdifusi 

dalam media agar dan menghambat pertumbuhan strain mikroba uji. Metode difusi 

sumuran cocok untuk identifikasi awal tetapi tidak efektif untuk kuantifikasi 

bioaktivitas. Teknik difusi umumnya tidak dapat menunjukkan efek bakterisida, efek 

bakteriostatik, dan nilai MIC. Metode difusi biasanya digunakan untuk screening 

awal, dan hanya merupakan uji kualitatif terhadap aktivitas antibakteri (Ncube dkk., 

2008). 

Prosedur yang dilakukan dalam metode difusi sumuran adalah permukaan plat 

agar diinokulasi dengan mikroba. Lubang dengan diameter 6 sampai 8 mm pada agar 

dibuat secara aseptis dengan menggunakan sterile cork borer, lalu sejumlah volume 

agen antimikroba atau larutan ekstrak dengan konsentrasi tertentu dimasukkan ke 

dalam sumur. Plat agar diinkubasi dalam kondisi yang sesuai tergantung pada 

mikroorganisme uji. Gambaran metode difusi (sumuran) ditunjukkan oleh Gambar 

2.3. Aktivitas antimikroba senyawa uji ditunjukkan oleh adanya zona hambat. 

Besarnya diameter hambat tersebut dapat menunjukkan kekuatan antibakteri. 

Klasifikasi kekuatan antibakteri menurut Rauha dkk., (2000) ditunjukkan oleh Tabel 

2.3. 
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Tabel 2.3 Klasifikasi kekuatan antibakteri berdasar diameter zona hambat 

Diameter zona hambat (mm) Klasifikasi 

>10 kuat 

4-10 baik 

3-4 sedang 

1-3 rendah 

<1 tidak memiliki aktivitas 

(Sumber: Rauha dkk., 2000) 

Gambar 2.3 Gambaran metode difusi sumuran (dimodifikasi dari Paiva dkk., 2013) 

2.8.2 Metode Mikrodilusi 

Metode dilusi adalah metode yang paling tepat untuk tujuan kuantifikasi 

aktivitas antibakteri suatu ekstrak, karena memungkinan untuk memperkirakan 

konsentrasi agen antimikroba dalam agar (dilusi agar) atau media kaldu (makrodilusi 

atau mikrodilusi). Nilai IC50 merujuk pada konsentrasi minimum yang diperlukan 

untuk menghambat pertumbuhan 50% strain (Balouiri dkk., 2016).  

Mikrodilusi atau makrodilusi dengan menggunakan media kaldu adalah salah 

satu metode pengujian antimikroba yang paling dasar. Prosedur ini melibatkan 

pengenceran dua kali lipat agen antimikroba dalam media pertumbuhan cair dalam 

tabung dengan volume minimal 2 mL (makrodilusi) atau lebih kecil menggunakan 

96-well microtitration plate (mikrodilusi) (Balouiri dkk., 2016). Metode mikrodilusi 

memiliki beberapa keuntungan dibandingkan dengan metode makrodilusi. 

Keuntungan metode mikrodilusi adalah membutuhkan peralatan dan reagen/ media 

dengan jumlah yang relatif sedikit, hemat dalam segi ekonomi, dan hanya 

membutuhkan sedikit ruang dalam pelaksanaanya (Balouiri dkk., 2016).  

well 

Media agar 
Sampel Kontrol Zona hambat 
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Pada metode mikrodilusi masing-masing sumur pada 96-well microtitration 

plate  diinokulasi dengan inokulum mikroba yang telah disiapkan di media yang 

sama. Pengenceran suspensi mikroba standar disesuaikan dengan skala 0,5 

McFarland. Setelah pencampuran, 96-well microtitration plate diinkubasi 

(kebanyakan tanpa agitasi) dalam kondisi yang sesuai tergantung pada 

mikroorganisme uji.  

Standar McFarland digunakan untuk standarisasi perkiraan jumlah bakteri 

dalam suspensi cair dengan membandingkan kekeruhannya dengan suspensi bakteri 

uji. Standar McFarland adalah campuran antara barium klorida dan asam sulfat, 

reaksi antara keduanya akan menghasilkan endapan halus barium sulfat. Kekeruhan 

Standar McFarland ketika dikocok secara visual sebanding dengan suspensi bakteri 

pada konsentrasi yang diketahui. Standar McFarland berada dalam bentuk skala yang 

bernomor dari 0,5 sampai 10 yang menjelaskan konsentrasi spesifik dari bakteri per 

mL. Standar yang paling umum digunakan di laboratorium mikrobiologi klinik untuk 

pengujian antimikroba dan pengujian kinerja media kultur adalah Standar McFarland 

0,5 (DALYNN Biological, 2014). 

Pertumbuhan bakteri diketahui dengan mengukur selisih absorbansi bakteri 

dengan absorbansi kontrol. Jumlah sel bakteri dapat diukur dengan cara mengetahui 

kekeruhan (turbiditas) larutan uji. Semakin keruh suatu kultur, semakin banyak 

jumlah selnya. Cahaya yang dipancarkan pada spektrofotometer akan mengenai sel 

sehingga sebagian cahaya akan diserap dan sebagian diteruskan. Banyaknya cahaya 

yang diabsorbsi sebanding dengan banyaknya sel bakteri (Purwoko, 2009).  

 

2.7 Tinjauan Antibakteri 

2.9.1 Definisi dan Mekanisme Kerja Antibakteri 

Antimikroba merupakan obat yang digunakan untuk membunuh atau 

menghambat pertumbuhan mikroba, terutama mikroba yang merugikan manusia. 

Bahan antibakteri diartikan sebagai bahan yang mengganggu pertumbuhan dan 

metabolisme bakteri, sehingga bahan tersebut dapat menghambat pertumbuhan atau 
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bahkan membunuh bakteri. Aktivitas antibakteri dibagi menjadi dua macam, yaitu 

aktivitas bakteriostatik (menghambat pertumbuhan tetapi tidak membunuh patogen) 

dan aktivitas bakterisidal (dapat membunuh patogen dalam kisaran luas) (Brooks 

dkk., 2005). 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, 1998; Setiabudy, 2007; Pratiwi, 2008)  

2.9.2 Gentamisin 

Gentamisin merupakan antibiotik golongan aminoglikosida (Murray dkk., 

2002). Gentamisin merupakan kompleks antibiotik yang dihasilkan dari fermentasi 

Micromonospora purpurea dan M. echinospora. Gentamisin berupa bubuk amorf 

putih yang memiliki titik lebur 102-108 °C. Gentamisin larut dalam air, piridin, DMF 

(dimetilformamida); sedikit larut dalam metanol, etanol, aseton; dan hampir tidak 

larut dalam benzena dan hidrokarbon terhalogenasi (Kar, 1996). Struktur kimia 

gentamisin ditunjukkan oleh Gambar 2.4.  

Gambar 2. 4 Struktur kimia gentamisin (Sumber: Kar, 1996) 
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Gentamisin merupakan antibiotik yang bekerja dengan aktivitas bakterisidal 

(Finch dkk., 2010). Mekanisme kerja antibiotik gentamisin sama seperti mekanisme 

kerja antibiotik golongan aminoglikosida lainnya yaitu dengan menghambat sintesis 

protein bakteri. Antibiotik golongan aminoglikosida terikat pada sub unit 30S 

ribosom yang akan mengakibatkan kode genetika pada mRNA tidak terbaca dengan 

baik sehingga tidak terbentuk sub unit 70S, akibatnya biosintesis protein bakteri 

dikacaukan (Tjay dan Rahardja, 2007).  

Gentamisin menunjukkan aktivitas antibakteri spektrum luas. Gentamisin 

merupakan antibiotik pilihan untuk pengobatan infeksi yang disebabkan oleh bakteri 

gram-negatif aerobik, selain beberapa strain Staphylococcus. Gentamisin efektif 

terhadap Pseudomonas, Proteus, dan Staphylococcus yang resisten terhadap penisilin 

dan metisilin. Gentamisin juga sangat efektif pada pasien dengan luka bakar parah 

yaitu, luka bakar tingkat tiga, dan infeksi saluran kemih parah yang disebabkan oleh 

Pseudomonas (Kar, 1996). Menurut Gigantelli dkk., (1991), gentamisin efektif 

terhadap B. cereus sebagai agen tunggal, serta memiliki efek sebagai bakterisidal dan 

bakteriostatik. 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Jenis Penelitian 

Penetapan kadar alkaloid total dan uji aktivitas antimikroba terhadap B. 

cereus dari ektrak etanol daun kemaitan ini merupakan penelitian true experimental 

laboratories. 

3.2 Rancangan Penelitian 

Rancangan penelitian yang dilakukan adalah the post test control only group 

design. Pengujian aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun kemaitan dilakukan 

dengan metode difusi sumuran dan mikrodilusi. Rancangan penelitian pengujian 

aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun kemaitan ini terbagi atas kelompok kontrol 

dan kelompok perlakuan. Aktivitas antibakteri kelompok kontrol dan kelompok 

perlakuan untuk metode difusi sumuran ditunjukkan oleh diameter zona hambat yang 

terbentuk, sedangkan untuk metode mikrodilusi ditunjukkan oleh nilai IC50. 

Rancangan penelitian pengujian aktivitas antibakteri ditunjukkan pada Gambar 3.1. 

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 hingga Juni 2017. 

3.4 Alat dan Bahan 

3.4.1 Alat 

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah set alat gelas, jarum ose, 

inkubator (Clifton), pipet tetes, penggiling, autoklaf (ALP), pipet mikro (Socorex), 

pinset, pembakar spiritus, microplate flat bottom 96 wells (SPL), microplate reader  
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(a) metode difusi (sumuran); (b) metode mikrodilusi 

Keterangan 

S = sampel 

A =  kelompok perlakuan 

B =  kelompok kontrol 

X1-5 =  perlakuan dengan ekstrak etanol daun kemaitan berturut-turut konsentrasi 1, 

2, 3, 4, dan 5%  

Y1-6 = perlakuan dengan ekstrak etanol daun kemaitan berturut-turut konsentrasi 

250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; dan7,8125 µg/mL 

K0-6 =  perlakuan kontrol positif dengan antibiotik gentamisin berturut-turut 

konsentrasi 50; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 µg/mL 

Z =  kontrol negatif 

O1-5 =  data hasil perlakuan dengan ekstrak etanol daun kemaitan berturut-turut 

konsentrasi 1, 2, 3, 4, dan 5% 

P1-6 = data hasil perlakuan dengan ekstrak etanol daun kemaitan berturut-turut 

konsentrasi 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; dan 7,8125 µg/mL 

L0-6 = data hasil perlakuan kontrol positif dengan antibiotik gentamisin berturut-

turut konsentrasi 50; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; dan 0,125 µg/mL 

Q =  data hasil kontrol negatif 

Gambar 3. 1 Skema rancangan penelitian pengujian aktivitas antibakteri 
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(Dia-Lab), hot plate stirer (Thermo Cimarex),  tip kuning, tip biru, swab, wrap 

plastic, spatula logam, batang pengaduk, timbangan analitik (Ohaus), rotavapour 

(Steroglass Strike 300), laminar air flow (Airtech), oven (memmert), corong 

buchner, lemari asam (FH 120G Standart), desikator, vortex (Maxi Mix-II), 

spektrofotometer (Hitachi U-1800), ultrasonic cleaner (Elmasonic E 30 H), dan 

kertas kayu. 

3.4.2 Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun kemaitan yang 

dikeringkan sehingga menjadi simplisia. Bahan kimia yang digunakan untuk 

penetapan kadar alkaloid total diantaranya adalah etanol 96%, bromocresol green 

(Sigma-Aldrich), NaOH 2 N, akuades, Na2HPO4 0,2 M, asam sitrat 0,2 M, standar 

berberin klorida (Sigma-Aldrich), metanol, asam klorida (Emsure) dan kloroform 

(Emsure). 

. Bahan kimia yang digunakan untuk uji antibakteri diantaranya adalah 

akuades steril (Otsuka), NaCl fisiologis (Widatra), DMSO (Dimetil sulfoksida) 

(Emsure), standar McFarland 0,5. Bakteri uji yang digunakan adalah Bacillus cereus 

ATCC 11778. Media bakteri yang digunakan untuk peremajaan biakan murni adalah 

Nutrient Agar (Merck).  Media bakteri yang digunakan pada metode difusi 

(sumuran) adalah Mueller Hinton Agar (MHA) (HiMedia). Media bakteri yang 

digunakan pada metode mikrodilusi adalah Trypticase Soy Broth (TSB) (Merck). Zat 

pembanding antibakteri yang digunakan sebagai kontrol positif pada percobaan ini 

adalah injeksi gentamisin 40 mg/mL (Indofarma). 

3.5 Variabel Penelitian 

3.5.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas pada penelitian uji aktivitas antibakteri metode difusi 

(sumuran) adalah konsentrasi ektrak etanol daun kemaitan sebesar 5, 4, 3, 2, dan 1%. 

Variabel bebas pada penelitian uji aktivitas antibakteri metode mikrodilusi adalah 
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konsentrasi ektrak etanol daun kemaitan sebesar 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; dan 

7,8125 µg/mL.  

3.5.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat penetapan kadar alkaloid total adalah BE (Berberine 

Equivalen). Variabel terikat pada penelitian uji antibakteri metode difusi sumuran 

adalah nilai diameter zona hambat ekstrak etanol daun kemaitan terhadap B. cereus 

pada media Mueller Hinton Agar (MHA) setelah inkubasi selama 18-24 jam dalam 

satuan mm (milimeter), sedangkan variabel terikat untuk uji antibakteri 

menggunakan metode mikrodilusi adalah nilai IC50 ekstrak etanol daun kemaitan 

terhadap B. cereus pada media Trypticase Soy Broth (TSB) setelah inkubasi selama 

18-24 jam.   

3.5.3 Variabel Terkendali 

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah daun kemaitan diekstraksi 

menggunakan metode ekstraksi maserasi (remaserasi), media Nutrient Agar Slant 

(NAS) untuk peremajaan bakteri, media Mueller Hinton Agar (MHA) untuk uji 

antibakteri difusi (sumuran), media Trypticase Soy Broth (TSB) untuk uji antibakteri 

mikrodilusi, waktu inkubasi, cara penetapan kadar alkaloid total, dan  pengukuran 

untuk uji antibakteri. 

3.6 Definisi Operasional 

Berikut definisi operasional dari penelitian ini adalah: 

a. Kemaitan pada penelitian ini adalah bagian daun segar yang dikumpulkan secara

acak dari tumbuhan kemaitan yang sudah berbunga penuh dengan tinggi pohon

minimal 3 m. Daun kemaitan yang digunakan pada penelitian ini berasal dari

Taman Nasional Meru Betiri (TNMB).

b. Bakteri yang digunakan sebagai bakteri uji adalah Bacillus cereus ATCC 11778.
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c. Penetapan kadar alkaloid total dalam ekstrak etanol daun kemaitan dilakukan 

menggunakan metode spektrofotometri dengan bromocresol green (BCG) dan 

dinyatakan dalam BE (Berberine Equivalen). 

 

3.7 Prosedur Penelitian 

3.7.1 Determinasi Tumbuhan Kemaitan 

Semua  bagian tumbuhan kemaitan dideterminasi di LIPI Kebun Raya 

Purwodadi untuk memastikan bahwa tumbuhan yang diuji merupakan spesies 

Lunasia amara Blanco. 

 

3.7.2 Pembuatan Simplisia dan Serbuk Daun Kemaitan 

Daun kemaitan dikumpulkan dan diangin-anginkan selama satu hari, 

kemudian dirajang dengan menggunakan pisau, kemudian dilakukan pencucian 

menggunakan air, selanjutnya dilakukan proses sortasi basah. Daun kemaitan 

dikeringkan dengan cara diangin-anginkan dan tidak dipanaskan di bawah sinar 

matahari. Setelah kering, dilakukan sortasi kering untuk memisahkan pengotor dan 

bagian yang yang tidak diinginkan, sehingga dihasilkan simplisia daun kemaitan. 

Simplisia daun kemaitan selanjutnya diserbuk menggunakan alat penggilingan.  

 

3.7.3 Ekstraksi Maserasi  

Serbuk simplisia daun kemaitan ditimbang sejumlah 500 gram, lalu 

dimasukkan ke dalam maserator, kemudian ditambahkan 2 liter pelarut etanol 96%. 

Serbuk daun kemaitan direndam dalam pelarut etanol selama 5 hari dengan 

pengadukan setiap 24 jam kemudian disaring menggunakan corong buchner. Filtrat 

yang didapatkan dipekatkan dengan menggunakan rotavapour pada suhu 50
o
C 

dengan kecepatan 50 rpm. Pelarut etanol hasil rotavapour digunakan kembali untuk 

remaserasi selama 5 hari dengan pengadukan setiap 24 jam kemudian disaring 

menggunakan corong buchner. Filtrat yang didapatkan dipekatkan dengan 

menggunakan rotavapour pada suhu 50
o
C dengan kecepatan 50 rpm. Ekstrak kental 
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yang diperoleh diambil dan dituang ke dalam vial. Ekstrak kental dalam vial dioven 

pada suhu 40
o
C hingga tidak dapat dituang. Rendemen Eksrak etanol daun kemaitan

yang didapatkan dihitung dan disimpan dalam desikator.  

3.7.4 Penetapan Kadar Alkaloid Total 

a. Pembuatan larutan bromocresol green (BCG) 10
-4 

M

Larutan bromocresol green (BCG) dibuat dengan mencampur 69,8 mg 

bromocresol green dengan 3 mL NaOH 2 N dan 5 mL akuades, kemudian 

dipanaskan pada suhu 50-60
o
C selama 15 menit hingga larut sempurna. Kemudian

larutan campuran diencerkan dengan 1 liter akuades (Patel dkk., 2015). 

b. Pembuatan dapar fosfat pH 4,7

Dapar fosfat pH 4,7 dibuat dengan mencampur natrium fosfat (Na2HPO4) 0,2 

M dengan asam sitrat (C6H8O7) 0,2 M hingga dihasilkan pH 4,7 (Patel dkk., 2015). 

c. Preparasi larutan induk standar berberin klorida 100 µg/mL

Larutan induk standar berberin klorida 100 µg/mL dibuat dengan menimbang 

1 mg berberin klorida kemudian dilarutkan dengan etanol dalam labu ukur 10 ml 

hingga tepat tanda (Patel dkk., 2015). 

d. Optimasi panjang gelombang maksimum

Optimasi panjang gelombang maksimum dilakukan pada standar berberin 10 

µg/ml dan larutan sampel yang telah dipreparasi dengan bromocresol green (BCG) 

10
-4 

M. Serapan diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang

200 nm – 800 nm. 

e. Preparasi kurva kalibrasi lautan standar berberin

Diambil sejumlah 0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,2; dan 1,4 ml larutan induk standar 

berberin klorida 100 µg/mL kemudian masing-masing dimasukkan ke dalam corong 

pisah. Kemudian ditambahkan 5 mL dapar fosfat pH 4,7 dan 5 mL larutan 

bromocresol green (BCG) 10
-4 

M. Campuran dikocok dan kompleks yang terbentuk

diekstraksi dengan 5 mL kloroform. Lapisan kloroform diambil kemudian dilarutkan 

dalam labu ukur 10 mL dengan kloroform hingga tepat tanda. Sehingga 
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menghasilkan konsentrasi 4, 6, 8, 10, 12, dan 14 µg/mL. Absorbansi diukur pada 

panjang gelombang maksimum. Blanko yaitu semua reagen tanpa larutan standar, 

kemudian diambil fase kloroformnya. Kurva kalibrasi dan persamaan regresi dibuat 

antara data absorbansi dan konsentrasi standar berberin (µg/mL) (Patel dkk., 2015). 

f. Penetapan kadar alkaloid total

Larutan sampel dibuat dengan menimbang 50 mg ekstrak etanol daun 

kemaitan, dilarutkan dalam asam klorida (HCl) 2 N dan kemudian disaring. 

Selanjutnya dilakukan pencucian sebanyak tiga kali menggunakan kloroform, 

dimana fase air ditampung dan dilakukan penyesuaian pH larutan hingga mencapai 

pH netral dengan NaOH. Larutan uji diambil kemudian ditambahkan 5 mL dapar 

fosfat pH 4,7 dan 5 mL larutan bromocresol green (BCG) 10
-4 

M. Campuran dikocok

dan kompleks yang terbentuk diekstraksi dengan 5 mL kloroform. Lapisan kloroform 

diambil kemudian dilarutkan dalam labu ukur 10 mL dengan kloroform hingga tepat 

tanda. Pembuatan larutan sampel dilakukan sebanyak 3 kali replikasi (Patel dkk., 

2015). Blanko yaitu semua reagen tanpa larutan ekstrak, kemudian diambil fase 

kloroformnya. Absorbansi diukur pada panjang gelombang maksimum. Kadar 

alkaloid total ditentukan berdasarkan interpolasi absorbansi analit ke dalam 

persamaan regresi linear standar berberin sehingga didapatkan konsentrasi (x) dalam 

satuan µg/mL. Kadar alkaloid total dalam ekstrak etanol daun kemaitan dihitung 

dengan Persamaan 3.1. 

Kadar alkaloid total = 
bobot alkaloid ( g)

bobot ekstrak ( g)
x 100          .................. (3.1) 

3.7.5 Uji Aktivitas Antibakteri 

a. Sterilisasi alat dan bahan

Alat yang akan digunakan dalam uji aktivitas antibakteri disterilisasi dengan 

cara dicuci bersih, dikeringkan, dan dibungkus satu per satu dengan kertas kayu 

kemudian dilakukan proses sterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121
o
C
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dengan tekanan 15 psi selama 15 menit. Ose disterilkan dengan pemijaran. Alat yang 

tidak tahan panas disterilisasi dengan alkohol.  

b. Penyiapan media

Pembuatan media Mueller Hinton Agar (MHA) dilakukan dengan 

menimbang 1,71 gram Mueller Hinton, kemudian dilarutkan dalam 45 mL akuades. 

Dicampur dan dilarutkan dengan pemanasan dan pengadukan. Didihkan selama satu 

menit hingga larut sempurna. Media disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 

121
o
C dengan tekanan 15 psi selama 15 menit. Larutan media dituang ke dalam 3

cawan petri steril masing-masing dengan volume 15 ml, kemudian diamkan hingga 

memadat. 

Pembuatan media TSB dilakukan dengan menimbang 1,5 gram Trypticase 

Soy Broth (TSB), kemudian dilarutkan dalam 50 mL akuades. Larutan media dituang 

ke dalam 5 tabung reaksi masing-masing dengan volume 10 mL. Media disterilisasi 

menggunakan autoklaf pada suhu 121
o
C dengan tekanan 15 psi selama 15 menit.

c. Pembuatan standar McFarland 0,5

BaCl2 1% sebanyak 0,05 mL dicampur dengan 9,95 mL H2SO4 1% sehingga 

setara dengan 1,5 x 10
8
 CFU (koloni/ml) (Pro-Lab Diagnostics, 2012). Kekeruhan

standar McFarland  diperiksa dengan menggunakan spektrofotometer. Standar 

McFarland 0,5 memiliki pembacaan absorbansi 0,08 sampai 0,1 pada 625 nm 

(DALYNN Biological, 2014). 

d. Peremajaan biakan murni

Biakan murni bakteri diremajakan pada NAS (Nutrient Agar Slant) dalam 

tabung reaksi dengan cara mengambil B. cereus dengan jarum ose steril kemudian 

jarum ose digoreskan pada NAS. Proses tersebut dilakukan secara aseptis yaitu 

dengan mendekatkan mulut tabung reaksi pada nyala api saat menggoreskan jarum 

ose. Setelah itu media dalam tabung reaksi ditutup rapat dengan menggunakan kapas 

dan plastik wrap kemudian diinkubasi selama 24 jam dalam inkubator pada suhu 

37
o
C.
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e. Pembuatan suspensi bakteri

Bakteri (B. cereus) dari kultur peremajaan biakan murni 

diambil menggunakan ose steril kemudian dimasukkan ke dalam tabung 

reaksi yang berisi 10 mL NaCl 0,9% steril secara aseptis dan divortex. Kekeruhan 

suspensi bakteri dibandingkan dengan standar McFarland 0,5 dengan cara diperiksa 

menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 625 nm. Suspensi bakteri 

ini berfungsi sebagai biakan aktif.  

f. Pembuatan kontrol negatif dan kontrol positif

1) Kontrol negatif

Kontrol negatif yang digunakan adalah DMSO 10% (Amalia dkk., 2014).

2) Kontrol positif

Kontrol positif yang digunakan adalah injeksi gentamisin dengan kandungan

40 mg/ml kemudian diencerkan hingga menjadi konsentrasi 50; 4; 2; 1; 0,5;

0,25; dan 0,125 µg/mL. Konsentrasi kontrol positif injeksi gentamisin dibuat

dengan memipet 10 µL injeksi gentamisin kemudian dilarutkan dalam akuades

hingga 1 mL sehingga konsentrasinya menjadi 400 µg/mL, selanjutnya

dilakukan pengenceran sesuai dengan konsentrasi yang diinginkan.

g. Pembuatan larutan uji

Uji aktivitas antibakteri metode difusi sumuran dilakukan menggunakan lima 

konsentrasi ekstrak etanol daun kemaitan yaitu 5, 4, 3, 2, dan 1%. Kelima 

konsentrasi tersebut berasal dari pengnceran larutan induk dengan konsentrasi 10%. 

Uji aktivitas antibakteri metode mikrodilusi dilakukan menggunakan seri konsentrasi 

ekstrak etanol daun kemaitan 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; dan 7,8125 µg/mL. Seri 

konsentrasi tersebut berasal dari pengenceran larutan induk dengan konsentrasi 

25.000 µg/mL. Prosedur pembuatan larutan uji dilakukan di dalam Laminar Air Flow 

(LAF). 

h. Uji aktivitas antibakteri metode difusi sumuran

Mueller Hinton Agar steril sejumlah 15 mL dituang ke dalam cawan petri 

steril, setelah agar memadat, suspensi bakteri B. cereus diusap di permukaan agar. 
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Dibuat sumur dengan diameter 10 mm pada agar secara aseptis dengan menggunakan 

sterile cork borer, kemudian diberi perlakuan ekstrak etanol daun kemaitan, kontrol 

positif, dan kontrol negatif dengan volume masing-masing 40 µL ke dalam sumuran 

secara  aseptis. Cawan petri diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37
o
C. Setelah

inkubasi dilakukan pengukuran terhadap diameter zona hambat yang terbentuk di 

sekitar masing-masing sumuran. Diameter zona hambat yang terbentuk diukur 

menggunakan jangka sorong dengan paling sedikit tiga kali pengukuran pada sisi 

yang berbeda. Pengukuran diameter zona hambat yang memiliki bentuk tidak 

beraturan dilakukan dengan mengukur diameter zona hambat melalui titik pusat 

lubang sumuran dengan jumlah pengukuran yang mewakili bentuk zona hambat. 

Diagram pengukuran diameter zona hambat ditunjukkan oleh Gambar 3.2.  

Lingkaran (abcdef) = lubang sumuran; Lingkaran (ABCDEF) = zona bening 

Gambar 3.2 Diagram pengukuran diameter zona hambat 

Diameter zona hambat dihitung sesuai dengan Persamaan 3.2. 

Diameter zona hambat   
(   - ad)   (B  - be)   ( F - cf)

3
 ..................... (3.2) 

i. Uji aktivitas antibakteri metode mikrodilusi

Aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun kemaitan dinyatakan dalam nilai 

IC50. Uji aktivitas antibakteri dilakukan menggunakan metode mikrodilusi. Suspensi 

mikroba uji sejumlah 50 µL, 50 µL media TSB dan 100 µL ekstrak etanol daun 

kemaitan dengan seri konsentrasi 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; dan 7,8125µg/mL 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

a b 

c 

d 
e 

f 
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dimasukkan ke dalam masing-masing sumur microplate 96-well sebanyak tiga kali 

replikasi. 

Kontrol bakteri merupakan campuran 50 µL media TSB, 50 µL bakteri uji, 

dan 100 µL akuades. Campuran 100 µL larutan gentamisin masing-masing 

konsentrasi, 50 µL media TSB, dan 50 µL bakteri uji digunakan sebagai kontrol 

positif. Sebagai kontrol ekstrak, campuran 100 µL ekstrak etanol daun kemaitan 

masing-masing konsentrasi, 50 µL media tanpa bakteri, dan 50 µL NaCl 0,9% 

dimasukkan ke dalam sumuran. Campuran 100 µL larutan gentamisin setiap 

konsentrasi, 50 µL media tanpa bakteri, dan 50 µL NaCl 0,9% steril digunakan 

sebagai kontrol gentamisin. Campuran 50 µL media TSB tanpa bakeri, 50 µL NaCl 

0,9% steril, dan 100 µL akuades digunakan sebagai kontrol media. Seluruh prosedur 

tersebut diatas dilakukan di dalam Laminar Air Flow (LAF) dalam kondisi aseptis. 

Pengamatan dilakukan setelah inkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37
o
C. Densitas

sel dihitung menggunakan instrumen microplate reader dengan pengukuran 

absorbansi pada panjang gelombang 595 nm. Nilai absorbansi yang didapatkan 

digunakan untuk menghitung penghambatan pertumbuhan B. cereus.  Penghambatan 

pertumbuhan B. cereus dihitung berdasarkan Persamaan 3.3. IC50 ditetapkan sebagai 

konsentrasi yang dapat menghambat 50% pertumbuhan mikroba uji. Desain 

microplate ditunjukkan oleh Gambar 3.2.  

penghambatan pertumbuhan B. cereus = (  
( bs. R- bs. S) 

( bs P- bs.  ) 
) x 100% ......... (3.3) 

(dimodifikasi dari Quave dkk., 2008) 

Keterangan 

Abs = absorbansi 

P = kontrol bakteri ( media TSB + akuades + B. cereus) 

Q = kontrol media (media TSB + akuades + NaCl 0,9%) 

R = uji (media  TSB + B. cereus + ekstrak etanol daun kemaitan/  

 gentamisin) 

S = kontrol ekstrak (media TSB + ekstrak/gentamisin + NaCl 0,9%) 
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Gambar 3. 3 Desain microplate 96-well 

Keterangan : 

 = media TSB + ekstrak etanol daun kemaitan + suspensi B. cereus 

 = media TSB + ekstrak etanol daun kemaitan + NaCL 0,9% (kontrol ekstrak) 

 = media TSB + gentamisin + suspensi B. cereus (kontrol positif ) 

 = media TSB + gentamisin + NaCl 0,9% steril 

 = media TSB + akuades + suspensi B. cereus (kontrol bakteri) 

 = media TSB + akuades + NaCl 0,9% steril (kontrol media)  

 = Pengujian ekstrak lain 

 

3.8 Analisis Data 

Data hasil uji antibakteri metode difusi (sumuran) dianalisis dengan uji one 

way ANOVA untuk melihat adanya perbedaan yang bermakna pada setiap kelompok 

perlakuan ekstrak etanol daun kemaitan, kemudian dilanjutkan dengan uji LSD untuk 

mengetahui kelompok mana saja yang mempunyai perbedaan bermakna (Sudjana, 

2000). Hasil uji one way ANOVA dan LSD dikatakan signifikan jika p<0,05 dengan 

tingkat kepercayaan 95  (α=0,05) (Dahlan, 2013). Nilai IC50 hasil uji mikrodilusi 

didapatkan dengan dianalisis menggunakan metode Litchfield and Wilcoxon (analisis 

probit).  
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3.9 Skema Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pembuatan simplisia 
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Diekstraksi maserasi, etanol 96% 

Pengujian 

Determinasi 

tumbuhan Daun kemaitan  

Simplisia daun kemaitan  

Serbuk daun kemaitan  

Ekstrak etanol daun kemaitan 

Uji antibakteri Penetapan kadar 

alkaloid total 

Metode difusi 

(sumuran) 
Metode 

mikrodilusi 

Analisis data 

Kesimpulan 

Gambar 3. 4 Skema penelitian 
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BAB 5. PENUTUP 

5.1. Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat diambil kesimpulan 

sebagai berikut: 

1. Kadar alkaloid total ekstrak etanol daun kemaitan adalah 0,230 ± 0,001% b/b BE.

2. Ekstrak etanol daun kemaitan memiliki aktivitas antibakteri terhadap B. cereus

yang ditunjukkan dengan terbentuknya zona hambat pada metode difusi sumuran

pada konsentrasi 2, 3, 4, dan 5% dengan kategori baik

3. Nilai IC50 ekstrak etanol daun kemaitan sebagai antibakteri terhadap B. cereus

adalah 48,3 ± 4,57 µg/mL.

5.2. Saran 

Saran yang dapat diberikan berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh adalah: 

1. Perlu dilakukan penetapan kadar total golongan senyawa lain, seperti flavonoid.

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk memisahkan senyawa bioaktif yang

spesifik memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri B. cereus.
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LAMPIRAN 

 

Lampiran A. Hasil Determinasi Tumbuhan 
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Lampiran B. Gambar Ekstrak Etanol Daun Kemaitan 

   

Lampiran C. Perhitungan  Rendemen Ekstrak Etanol Daun Kemaitan 

Bobot serbuk kering kemaitan  = 500 gram 

Volume etanol yang digunakan = 2000 mL 

Ekstrak kental    = 15,64 gram 

Rendemen yang diperoleh  = 
15,64 gram

500 gram
x100  

     = 3,125% 

 

Lampiran D. Perhitungan Bahan Penetapan Kadar Alkaloid Total Ekstrak 

Etanol Daun Kemaitan 

1. Bromocresol Green (BCG) 10
-4 

M 

M      =
m

Mr
 x 

1

  ( )
 

 10
 4
 mol   = 

m

698,02 g mol
 x 

1

1  
 

  m    =    698 g  

         =          
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2. NaOH 2 N  

N   =
m

Mr
 x 

1

  ( )
x e 

2       =
m

40 g mol
 x 

1

   25  
 x 1 

m   = 2 gram 

3. Natrium fosfat (Na2HPO4) 2 M 

M   = 
m

Mr
 x 

1

  ( )
 

2 M = 
m

358,2 g mol
 x 

1

1  
 

m   = 71,6 gram 

4. Asam Sitrat monohidrat 0,2 M 

M   = 
m

Mr
 x 

1      

  ( )
 

0,2M = 
m

210,14 g mol
 x 

1

1  
 

m       = 42,028 gram 

5. HCl 2 N 

   x         =     x    

12 N x    =  2 N x 50 ml 

   = 
2 N x 50 ml

12 N
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Lampiran E. Data Optimasi Panjang Gelombang Maksimum 

1. Standar berberin 100 µg/mL 
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2. Sampel ekstrak etanol daun kemaitan 5.000 µg/mL 
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Lampiran F. Spektra Optimasi Panjang Gelombang Maksimum 

 

Lampiran G. Hasil Analisis t-test Panjang Gelombang Ekstrak Etanol Daun 

Kemaitan 

Tests of Normality  

 panjang_gelom

bang 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

Statisti

c df Sig. 

Statisti

c df 

Sig. 

absorbansi lamda 414 ,377 3 . ,770 3 ,045 

lamda 418 ,377 3 . ,769 3 ,043 
a. Lilliefors Significance Correction 

 

Levene's Test for 

Equality of 

Variances 

t-test for Equality of Means 

F Sig. 
Sig. (2-

tailed) 

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% Confidence 

Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

absorbansi Equal 

variances 

assumed 

,023 ,888 ,805 ,004667 ,017689 -,044445 ,053778 

Equal 

variances not 

assumed 
  ,805 ,004667 ,017689 -,044500 ,053833 

 

 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

400 420 440 460 480 500 520 540

A
b

so
rb

an
si

 (
A

U
) 

Panjang Gelombang (nm) 

Standar Berberin 10

µg/mL

Ekstrak Etanol Daun

Kemaitan 5.000 µg/mL

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


55 

 

 

Lampiran H. Perhitungan Larutan Standar Berberin 

1. Larutan induk standar berberin 101  g/mL 

1,01 mg

10 ml
x 1000 ml = 101  g m  

2. Pengenceran larutan induk standar berberin 0,1 mg/mL 

a) 
0,4 ml

10 ml
x 101 1 g m =4,044  g m  

b) 
0,6 ml

10 ml
x 101 1 mg m =6,066  g m  

c) 
0,8 ml

10 ml
x 101 1  g m =8,088  g m  

d) 
1,0 ml

10 ml
x 101 1  g m =10,11  g m  

e) 
1,2 ml

10 ml
x 101 1  g m =12,132  g m  

f) 
1,4 ml

10 ml
x 101 1  g m =14,154  g m  

 

Lampiran I. Data Absorbansi Penetapan Kadar Alkaloid Total 

1. Data absorbansi standar berberin 

 

2. Data absorbansi sampel ekstrak etanol daun kemaitan 
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Lampiran J. Perhitungan Kurva Kalibrasi Standar Berberin 

1. Data konsentrasi dan absorbansi standar berberin 

Konsentrasi ( g/mL) Absorbansi 

4,044 0,147 

6,066 0,250 

8,088 0,346 

10,11 0,458 

12,132 0,568 

14,154 0,662 

 

2. Kurva kalibarai standar berberin 

 

 

Persamaan regresi : y = 0,051448x – 0,06296 

   r hitung = 0,9997 

   r tabel = 0,974 (α=0,01, n=6) 

  

y = 0,0514x - 0,063 

r = 0,9997 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0 2 4 6 8 10 12 14 16

A
b

so
rb
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si

 

konsentrasi (µg/mL) 
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Lampiran K.  Perhitungan Kadar Alkaloid Total  

Replikasi 
Penimbangan 

(gram) 

Absorbansi 

 

Konsentrasi 

(µg/mL) 

Kadar alkaloid 

(% b/b BE) 

1 0,0531 0,563 12,167 0,229 

2 0,0522 0,556 12,031 0,230 

3 0,0523 0,558 12,07 0,231 

 

PERHITUNGAN : 

 Replikasi 1 

y        =    51448x – 0,06296 

0,563 =    51448x 0,06296 

x        =
0,563 0,06296

   51448
 

x        = 12 167
 g

m 
 

Dalam 10 mL =>  12 167
 g

m 
 x 10 m =121 67 mg 

 
b

b
 = 

121 67  g

0,0531 x 10
 
  g

x100 

 
b

b
 = 0,229  b/b BE 

 

 Replikasi 2 

y        =    51448x – 0,06296 

0,556 =    51448x 0,06296 

x        = 
0,556 0,06296

   51448
 

x        = 12 031
 g

m 
 

Dalam 10 mL =>  12 031
 g

m 
 x 10 m =120 31 µg 

 
b

b
= 

120 31  g

0,0522 x 10
 
  g

x100 

 
b

b
= 0,230  b/b BE 
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 Replikasi 3 

y        =    51448x – 0,06296 

0,558 =    51448x 0,06296 

x        = 
0,558 0,06296

   51448
 

x        = 12 07
 g

m 
 

Dalam 10 mL =>  12 07
 g

m 
 x 10 m =120 7 µg 

 
b

b
 = 

0,01207  g

0,0523 x 10
   

x100 

 
b

b
 = 0,230  b/b BE 

Rata-rata   b b = 
0,229    0,230    0,231 

3
=0,230  b/b BE 

SD = 0,001 

Cv = 0,435% 

 

Lampiran L. Perhitungan Pembuatan Konsentrasi Uji Difusi Sumuran 

1. Pembuatan larutan induk 10 %  

10    = 
10 g

100 m 
 

Penimbangan untuk 1 mL larutan induk 

1 m 

100 m 
 x 10 g = 0,1 gram = 100 mg 

2. Pengenceran larutan induk 

 1% 

10% . x = 1% . 0,25 

 x = 0,025 mL 

 0,025 mL larutan induk 10% + 0,225 mL pelarut 
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 2% 

10% . x = 2% . 0,25 

 x = 0,05 mL 

 0,05 mL larutan induk 10% + 0,2 mL pelarut 

 3% 

10% . x = 3% . 0,25 

 x = 0,075 mL 

 0,075 mL larutan induk 10% + 0,175 mL pelarut 

 4% 

10%. x = 4% . 0,25 

 x = 0,1 mL 

 0,1 mL larutan induk 10% + 0,4 mL pelarut 

 5% 

10% . x = 5% . 0,25 

 x = 0,125 mL 

 0,125 mL larutan induk 10% + 0,125 mL pelarut 
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Lampiran M. Hasil Pengujian Aktivitas Antibakteri Metode Difusi 

  

 

 

Kelompok 
Diameter zona hambat (mm) 

SD 
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 

Ekstrak 

uji 

Konsentrasi 1% 0,00 0,00 0,00 0,00 

Konsentrasi 2% 4,35 4,57 4,60 0,14 

Konsentrasi 3% 5,33 5,55 5,47 0,11 

Konsentrasi 4% 6,40 6,55 6,78 0,19 

Konsentrasi 5% 7,90 8,07 8,08 0,10 

Kontrol 

Negatif  

(DMSO 10%) 
0,00 0,00 0,00 0,00 

Positif  

(gentamisin 50 

µg/mL) 

14,07 13,65 13,68 0,23 
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Lampiran N. Hasil Uji One Way ANOVA dan LSD 

Tests of Normality
a
  

Sampel 
Kolmogorov-Smirnov

b
 Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Diameter

_hambat 

kons 2% ,345 3 . ,839 3 ,210 

kons 3% ,238 3 . ,976 3 ,702 

kons 4% ,222 3 . ,985 3 ,769 

kons 5% ,368 3 . ,792 3 ,094 

a. diameter_hambat is constant when sampel = kons 1%. It has been     

omitted. 

b. Lilliefors Significance Correction 

 

Test of Homogeneity of Variances 

diameter_hambat   

Levene 

Statistic df1 df2 Sig. 

2,473 4 10 ,112 

 

ANOVA 

diameter_hambat   

 
Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 110,975 4 27,744 1780,722 ,000 

Within Groups ,156 10 ,016   

Total 111,130 14    

 

Post Hoc Tests 

Multiple Comparisons  

Dependent Variable:   diameter_hambat   
 

LSD   
 

(I) sampel (J) sampel 

Mean 

Difference 

(I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence 

Interval 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

kons 1% kons 2% -4,5066667
*
 ,1019150 ,000 -4,733747 -4,279586 

kons 3% -5,4500000
*
 ,1019150 ,000 -5,677081 -5,222919 

kons 4% -6,5766667
*
 ,1019150 ,000 -6,803747 -6,349586 
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kons 5% -8,0166667
*
 ,1019150 ,000 -8,243747 -7,789586 

kons 2% kons 1% 4,5066667
*
 ,1019150 ,000 4,279586 4,733747 

kons 3% -,9433333
*
 ,1019150 ,000 -1,170414 -,716253 

 kons 4% -2,0700000
*
 ,1019150 ,000 -2,297081 -1,842919 

kons 5% -3,5100000
*
 ,1019150 ,000 -3,737081 -3,282919 

kons 3% kons 1% 5,4500000
*
 ,1019150 ,000 5,222919 5,677081 

kons 2% ,9433333
*
 ,1019150 ,000 ,716253 1,170414 

kons 4% -1,1266667
*
 ,1019150 ,000 -1,353747 -,899586 

kons 5% -2,5666667
*
 ,1019150 ,000 -2,793747 -2,339586 

kons 4% kons 1% 6,5766667
*
 ,1019150 ,000 6,349586 6,803747 

kons 2% 2,0700000
*
 ,1019150 ,000 1,842919 2,297081 

kons 3% 1,1266667
*
 ,1019150 ,000 ,899586 1,353747 

kons 5% -1,4400000
*
 ,1019150 ,000 -1,667081 -1,212919 

kons 5% kons 1% 8,0166667
*
 ,1019150 ,000 7,789586 8,243747 

kons 2% 3,5100000
*
 ,1019150 ,000 3,282919 3,737081 

kons 3% 2,5666667
*
 ,1019150 ,000 2,339586 2,793747 

kons 4% 1,4400000
*
 ,1019150 ,000 1,212919 1,667081 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

 

Lampiran O. Serial Konsentrasi Ekstrak Etanol Daun Kemaitan untuk Uji 

Mikrodilusi 

1. Pembuatan larutan induk 25.000 µg/mL 

25      g m   = 
     

1 m 
 

2. Pembuatan serial konsentrasi uji 

 500 µg/ mL 

25.000 µg/mL . x = 500 µg/mL . 1000 µL 

 x = 20µL 

 20µL larutan induk 25.000 µg/mL + 980 µL pelarut 

 250 µg/mL 

500 µg/mL . x = 250 µg/mL . 1000 µL 

 x = 500 µL 

 500 µL larutan 500 µg/mL + 500 µL pelarut 
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 125 µg/mL 

250 µg/mL . x = 125 µg/mL . 1000 µL 

 x = 500 µL 

 500 µL larutan  µg/mL+ 500 µL pelarut 

 62,5 µg/mL 

125 µg/mL . x = 62,5 µg/mL . 1000 µL 

 x = 500 µL 

 500 µL larutan 125 µg/mL+ 500 µL pelarut 

 31,25 µg/mL 

62,5 µg/mL . x = 31,25 µg/mL . 1000 µL 

      x = 500 µL 

 500 µL larutan induk 62,5 µg/mL+ 500 µL pelarut 

 15,625 µg/mL 

31,25 µg/mL . x = 15,625 µg/mL . 1000 µL 

 x = 500 µL 

 500 µL larutan induk 31,25 µg/mL+ 500 µL pelarut 

 

Lampiran P. Serial Konsentrasi Gentamisin untuk Uji Mikrodilusi 

1. Pengenceran gentamisin injeksi 40.000 µg/mL 

40.000 µg/mL . x = 400 µg/mL . 1000 µL 

  x= 10µL 

 10µL gentamisin 40.000 µg/mL + 990 µL pelarut 

2. Pembuatan serial konsentrasi uji 

 8 µg/ mL 

400 µg/mL . x = 8 µg/mL . 500 µL 

 x = 10 µL 

 10 µL larutan 400 µg/mL + 990 µL pelarut 

 4 µg/mL 
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8 µg/mL . x = 4 µg/mL . 500 µL 

 x = 250 µL 

 250 µL larutan 8 µg/mL+ 250 µL pelarut 

 2 µg/mL 

4 µg/mL . x = 2 µg/mL . 500 µL 

 x = 500 µL 

 250 µL larutan 4 µg/mL+ 250 µL pelarut 

 1 µg/mL 

2 µg/mL . x = 1µg/mL . 500 µL 

 x = 500 µL 

 250 µL larutan 1 µg/mL+ 250 µL pelarut 

 0,5 µg/mL 

1 µg/mL . x = 0,5 µg/mL . 500 µL 

      x = 500 µL 

 250 µL larutan induk 1 µg/mL+ 250 µL pelarut 

 

 0,25 µg/mL 

0,5 µg/mL . x = 0,25 µg/mL . 500 µL 

 x = 500 µL 

 250 µL larutan induk 0,5 µg/mL+ 250 µL pelarut 
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Lampiran Q. Data Absorbansi dan  Penghambatan Pertumbuhan B. cereus 

1. Ekstrak etanol daun kemaitan 

Replikasi 1 

Kons  

(µg/mL) 

Absorbansi  Penghambatan pertumbuhan 

B. cereus (%) 

1 2 3 Kontrol 1 2 3 rerata 

250 1,517 1,462 1,574 1,387 75,8 86,1 65,2 75,7 

125 1,542 1,36 1,496 1,293 53,7 87,5 62,3 67,8 

62,5 1,506 1,647 1,509 1,291 60,0 33,8 59,5 51,1 

31,25 1,513 1,618 1,528 1,28 52,6 33,1 49,8 45,2 

15,625 1,488 1,527 1,468 1,097 27,3 20,1 31,0 26,1 

 

 

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

r = 0,9873 > r tabel, artinya terdapat korelasi yang baik antara persen penghambatan 

dengan log konsentrasi ekstrak etanol daun kemaitan. 

  

y = 40,464x - 19,472 

r = 0,9873 
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Replikasi 2 

Kons  

(µg/mL) 

Absorbansi Penghambatan pertumbuhan 

B. cereus (%) 

1 2 3 Kontrol 1 2 3 rerata 

126,5 1,209 1,203 1,209 1,06 66,7 68,0 66,7 67,1 

63,25 1,18 1,233 1,225 1,008 61,5 49,7 51,5 54,2 

31,625 1,186 1.189 1,193 0,961 49,7 49,0 48,3 49 

15,8125 1,21 1,212 1,203 0,932 37,8 37,4 39,1 38,2 

7,90625 1,213 1,211 1,219 0,84 16,6 17,1 15,3 16,3 

 

 

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

r = 0,973 > r tabel, artinya terdapat terdapat korelasi yang baik antara persen 

penghambatan dengan log konsentrasi ekstrak etanol daun kemaitan. 

 

 

  

y = 39,199x - 13,999 
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Replikasi 3 

Kons  

(µg/mL) 

Absorbansi Penghambatan pertumbuhan 

B. cereus (%) 

1 2 3 Kontrol 1 2 3 rerata 

250 1,509 1,513 1,537 1,505 97,4 94,8 79,3 90,5 

125 1,305 1,3 1,329 1,28 83,8 62,3 68,3 79,8 

62,5 1,226 1,235 1,263 1,197 81,2 57,3 57,3 71,3 

31,25 1,154 1,151 1,125 1,02 19,7 38,5 38,5 26,6 

15,625 1,276 1,277 1,243 1,13 5,50 26,9 26,9 12,4 

 

 

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

r = 0,9628 > r tabel, artinya terdapat terdapat korelasi yang baik antara persen 

penghambatan dengan log konsentrasi ekstrak etanol daun kemaitan. 

  

y = 70,093x - 69,678 
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2. Gentamisin 

Kons  

(µg/mL) 

Absorbansi Penghambatan 

pertumbuhan B. cereus (%) Uji Kontrol 

4 0,545 0,23 67,9 

2 0,738 0,231 48,4 

1 0,962 0,217 24,1 

0,5 1,051 0,232 16,6 

0,25 1,237 0,299 4,45 

 

 

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

r = 0,9812 > r tabel, artinya terdapat korelasi yang baik antara persen penghambatan 

dengan log konsentrasi Gentamisin. 

  

y = 52,722x + 32,278 

r = 0,9812 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8

p
en

g
h
am

b
at

an
 B

.c
er

eu
s 

(%
) 

 

log konsentrasi 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


69 

 

 

Lampiran R. Analisis Probit Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Daun 

Kemaitan 

Replikasi 1 

Data Information 

 N of Cases 

Valid 5 
0 Rejected Missing 

LOG Transform Cannot be 
Done 
Number of Responses > 
Number of Subjects 

0 
 

0 

Control Group 0 

 

Confidence Limits  

 
Probability 

95% Confidence Limits for kons 95% Confidence Limits for log(kons)
a
 

Estimate Lower Bound Upper Bound Estimate Lower Bound Upper Bound 

PROBIT ,010 ,361 ,061 1,051 -,442 -1,217 ,022 

,020 ,647 ,132 1,675 -,189 -,879 ,224 

,030 ,935 ,216 2,252 -,029 -,665 ,353 

,040 1,235 ,314 2,814 ,092 -,503 ,449 

,050 1,548 ,424 3,375 ,190 -,372 ,528 

,060 1,876 ,548 3,940 ,273 -,261 ,595 

,070 2,220 ,687 4,513 ,346 -,163 ,654 

,080 2,582 ,840 5,097 ,412 -,076 ,707 

,090 2,962 1,008 5,695 ,472 ,004 ,755 

,100 3,361 1,193 6,307 ,526 ,077 ,800 

,150 5,671 2,390 9,644 ,754 ,378 ,984 

,200 8,594 4,142 13,552 ,934 ,617 1,132 

,250 12,277 6,615 18,202 1,089 ,821 1,260 

,300 16,912 10,034 23,818 1,228 1,001 1,377 

,350 22,757 14,681 30,726 1,357 1,167 1,488 

,400 30,160 20,902 39,431 1,479 1,320 1,596 

,450 39,607 29,089 50,765 1,598 1,464 1,706 

,500 51,789 39,634 66,143 1,714 1,598 1,820 

,550 67,719 52,929 87,925 1,831 1,724 1,944 

,600 88,931 69,533 119,917 1,949 1,842 2,079 

,650 117,861 90,524 168,299 2,071 1,957 2,226 

,700 158,590 117,904 243,887 2,200 2,072 2,387 

,750 218,467 155,267 367,574 2,339 2,191 2,565 

,800 312,098 209,439 584,624 2,494 2,321 2,767 

,850 472,989 295,191 1009,833 2,675 2,470 3,004 

,900 798,063 452,345 2018,753 2,902 2,655 3,305 
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,910 905,544 501,192 2387,705 2,957 2,700 3,378 

,920 1038,773 560,153 2865,843 3,017 2,748 3,457 

,930 1207,999 632,900 3503,471 3,082 2,801 3,544 

,940 1429,787 725,222 4385,584 3,155 2,860 3,642 

,950 1732,851 846,872 5667,060 3,239 2,928 3,753 

,960 2171,958 1015,846 7660,724 3,337 3,007 3,884 

,970 2867,086 1270,054 11100,652 3,457 3,104 4,045 

,980 4147,089 1708,317 18182,992 3,618 3,233 4,260 

,990 7419,932 2723,671 39608,558 3,870 3,435 4,598 

a. Logarithm base = 10. 
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Replikasi 2 

Data Information 

 N of Cases 

Valid 5 
0 Rejected Missing 

LOG Transform Cannot be 
Done 
Number of Responses > 
Number of Subjects 

0 
 

0 

Control Group 0 

 

Chi-Square Tests 

 Chi-Square df
b
 Sig. 

PROBIT Pearson Goodness-of-Fit 
Test 

4,700 3 ,195
a
 

a. Since the significance level is greater than ,050, no heterogeneity factor is 
used in the calculation of confidence limits. 

b. Statistics based on individual cases differ from statistics based on aggregated 
cases. 

 
 
 
 

Confidence Limits  

 
Probability 

95% Confidence Limits for kons 95% Confidence Limits for log(kons)
a
 

Estimate Lower Bound Upper Bound Estimate Lower Bound Upper Bound 

PROBIT ,010 ,262 ,045 ,738 -,582 -1,347 -,132 

,020 ,476 ,101 1,188 -,322 -,995 ,075 

,030 ,696 ,169 1,609 -,157 -,773 ,207 

,040 ,926 ,248 2,021 -,033 -,605 ,306 

,050 1,168 ,339 2,434 ,067 -,469 ,386 

,060 1,423 ,443 2,852 ,153 -,353 ,455 

,070 1,693 ,560 3,278 ,229 -,252 ,516 

,080 1,977 ,689 3,714 ,296 -,162 ,570 

,090 2,276 ,833 4,161 ,357 -,079 ,619 

,100 2,592 ,992 4,621 ,414 -,003 ,665 

,150 4,438 2,037 7,151 ,647 ,309 ,854 

,200 6,805 3,593 10,163 ,833 ,555 1,007 

,250 9,820 5,813 13,817 ,992 ,764 1,140 

,300 13,649 8,885 18,348 1,135 ,949 1,264 

,350 18,520 13,019 24,129 1,268 1,115 1,383 

,400 24,739 18,413 31,792 1,393 1,265 1,502 

,450 32,738 25,215 42,395 1,515 1,402 1,627 

,500 43,131 33,572 57,597 1,635 1,526 1,760 

,550 56,824 43,783 79,886 1,755 1,641 1,902 

,600 75,197 56,457 113,134 1,876 1,752 2,054 

,650 100,451 72,639 163,859 2,002 1,861 2,214 
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,700 136,294 94,035 243,909 2,134 1,973 2,387 

,750 189,449 123,593 376,667 2,277 2,092 2,576 

,800 273,368 166,888 613,572 2,437 2,222 2,788 

,850 419,159 236,053 1087,224 2,622 2,373 3,036 

,900 717,702 364,017 2240,203 2,856 2,561 3,350 

,910 817,254 404,017 2668,557 2,912 2,606 3,426 

,920 941,115 452,413 3227,616 2,974 2,656 3,509 

,930 1099,079 512,278 3978,944 3,041 2,710 3,600 

,940 1307,041 588,464 5027,305 3,116 2,770 3,701 

,950 1592,662 689,168 6565,127 3,202 2,838 3,817 

,960 2008,945 829,555 8984,662 3,303 2,919 3,954 

,970 2672,660 1041,676 13216,499 3,427 3,018 4,121 

,980 3906,137 1409,429 22083,798 3,592 3,149 4,344 

,990 7103,932 2268,556 49629,244 3,851 3,356 4,696 

a. Logarithm base = 10. 
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Replikasi 3 

Data Information 

 N of Cases 

Valid 5 
0 Rejected Missing 

LOG Transform Cannot be 
Done 
Number of Responses > 
Number of Subjects 

0 
 

0 

Control Group 0 

 

 

 

Confidence Limits  

 
Probability 

95% Confidence Limits for kons 95% Confidence Limits for log(kons)
a
 

Estimate Lower Bound Upper Bound Estimate Lower Bound Upper Bound 

PROBIT ,010 4,260 ,410 10,396 ,629 -,388 1,017 

,020 5,684 ,699 12,755 ,755 -,156 1,106 

,030 6,825 ,979 14,538 ,834 -,009 1,163 

,040 7,833 1,262 16,052 ,894 ,101 1,206 

,050 8,761 1,550 17,409 ,943 ,190 1,241 

,060 9,637 1,845 18,661 ,984 ,266 1,271 

,070 10,477 2,149 19,840 1,020 ,332 1,298 

,080 11,291 2,463 20,966 1,053 ,392 1,322 

,090 12,086 2,788 22,052 1,082 ,445 1,343 

,100 12,867 3,123 23,108 1,109 ,495 1,364 

,150 16,676 4,980 28,144 1,222 ,697 1,449 

,200 20,493 7,176 33,103 1,312 ,856 1,520 

,250 24,457 9,762 38,268 1,388 ,990 1,583 

,300 28,667 12,787 43,868 1,457 1,107 1,642 

,350 33,211 16,301 50,152 1,521 1,212 1,700 

,400 38,188 20,348 57,439 1,582 1,309 1,759 

,450 43,711 24,964 66,162 1,641 1,397 1,821 

,500 49,927 30,173 76,935 1,698 1,480 1,886 

,550 57,026 35,993 90,641 1,756 1,556 1,957 

,600 65,275 42,463 108,575 1,815 1,628 2,036 

,650 75,056 49,670 132,701 1,875 1,696 2,123 

,700 86,955 57,808 166,180 1,939 1,762 2,221 

,750 101,920 67,242 214,518 2,008 1,828 2,331 

,800 121,634 78,657 288,378 2,085 1,896 2,460 

,850 149,476 93,404 411,607 2,175 1,970 2,614 

,900 193,732 114,664 651,240 2,287 2,059 2,814 

,910 206,255 120,326 728,529 2,314 2,080 2,862 
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,920 220,779 126,735 823,306 2,344 2,103 2,916 

,930 237,932 134,111 942,279 2,376 2,127 2,974 

,940 258,669 142,779 1096,183 2,413 2,155 3,040 

,950 284,535 153,256 1303,420 2,454 2,185 3,115 

,960 318,247 166,433 1598,632 2,503 2,221 3,204 

,970 365,215 184,030 2056,555 2,563 2,265 3,313 

,980 438,551 210,071 2878,080 2,642 2,322 3,459 

,990 585,165 258,217 4899,249 2,767 2,412 3,690 

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

 

Rata-rata nilai IC50 ekstrak etanol daun Kemaitan 

Replikasi IC50 Rata-rata IC50 CV 

1 51,8 

48,3 ± 4,57 9,48% 2 43,1 

3 49,9 
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Lampiran S. Analisis Probit Aktivitas Antibakteri Gentamisin 

 

Data Information 

 N of Cases 

Valid 5 
0 Rejected Missing 

LOG Transform Cannot be 
Done 
Number of Responses > 
Number of Subjects 

0 
 

0 

Control Group 0 

 

Confidence Limits  

 
Probability 

95% Confidence Limits for kons 95% Confidence Limits for log(kons)
a
 

Estimate Lower Bound Upper Bound Estimate Lower Bound Upper Bound 

PROBIT ,010 ,099 ,052 ,153 -1,006 -1,282 -,815 

,020 ,142 ,081 ,209 -,849 -1,089 -,681 

,030 ,178 ,108 ,254 -,749 -,967 -,595 

,040 ,212 ,133 ,295 -,674 -,876 -,531 

,050 ,244 ,158 ,333 -,612 -,801 -,478 

,060 ,275 ,183 ,369 -,560 -,738 -,433 

,070 ,306 ,207 ,404 -,515 -,683 -,393 

,080 ,336 ,232 ,439 -,474 -,634 -,358 

,090 ,366 ,257 ,473 -,437 -,589 -,325 

,100 ,396 ,283 ,507 -,402 -,548 -,295 

,150 ,549 ,417 ,677 -,261 -,380 -,170 

,200 ,711 ,564 ,857 -,148 -,249 -,067 

,250 ,889 ,726 1,056 -,051 -,139 ,024 

,300 1,085 ,904 1,283 ,035 -,044 ,108 

,350 1,306 1,100 1,549 ,116 ,042 ,190 

,400 1,557 1,316 1,865 ,192 ,119 ,271 

,450 1,845 1,555 2,245 ,266 ,192 ,351 

,500 2,181 1,824 2,710 ,339 ,261 ,433 

,550 2,578 2,129 3,283 ,411 ,328 ,516 

,600 3,056 2,485 4,004 ,485 ,395 ,602 

,650 3,643 2,907 4,927 ,561 ,463 ,693 

,700 4,384 3,423 6,144 ,642 ,534 ,788 

,750 5,354 4,076 7,811 ,729 ,610 ,893 

,800 6,688 4,943 10,220 ,825 ,694 1,009 

,850 8,668 6,179 14,002 ,938 ,791 1,146 

,900 12,013 8,171 20,839 1,080 ,912 1,319 

,910 12,999 8,740 22,944 1,114 ,942 1,361 

,920 14,161 9,402 25,475 1,151 ,973 1,406 
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,930 15,559 10,187 28,583 1,192 1,008 1,456 

,940 17,284 11,141 32,507 1,238 1,047 1,512 

,950 19,486 12,337 37,648 1,290 1,091 1,576 

,960 22,435 13,906 44,742 1,351 1,143 1,651 

,970 26,678 16,108 55,329 1,426 1,207 1,743 

,980 33,585 19,580 73,392 1,526 1,292 1,866 

,990 48,280 26,623 114,610 1,684 1,425 2,059 

Logarithm base = 10. 
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