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RINGKASAN

Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Kacapiring (Gardenia augusta Merr.)
dan Fraksinya Terhadap Salmonella typhi: Mohammad Thahir: 152210101135;
2019; 69 Halaman; Fakultas Farmasi, Universitas Jember

Infeksi merupakan salah satu penyakit yang menjadi masalah besar baik di
Indonesia maupun di dunia. Pada tahun 2010 terdapat kematian berjumlah 15 juta
dan dua pertiga dari data tersebut disebabkan oleh bakteri dan virus. Infeksi perlu
mendapat perhatian khusus dalam upaya penanganan dan pencegahan terutama
pada penyakit tifoid. Infeksi tifoid disebabkan oleh bakteri melalui makanan atau
minuman yang terkontaminasi oleh bakteri Salmonella typhi (S. typhi).

Saat ini pengobatan yang dilakukan umumnya menggunakan obat-obatan
antibiotik. Penggunaan antibiotik banyak ditemukan terjadinya kasus resistensi
bakteri dan efek samping serta reaksi yang tidak diinginkan seperti
hipersensitivitas, gangguan saluran cerna, diare, dan lain-lain. Oleh karena itu,
diperlukan alternatif lain melalui penemuan inovasi antibakteri baru yang

diharapkan lebih efektif dan aman dalam pengobatan.

Tumbuhan memiliki fungsi sebagai agen antibakteri karena mengandung
senyawa metabolit sekunder. Gardenia merupakan salah satu tumbuhan yang
pernah diteliti dan diduga memiliki aktivitas antibakteri. Kandungan senyawa
pada Gardenia yang diduga memiliki aktivitas antibakteri adalah senyawa

golongan saponin, flavonoid, tanin, alkaloid, dan fenolik.

Pada penelitian ini dilakukan pengujian aktivitas antibakteri terhadap S.
typhi pada ekstrak etanol daun kacapiring dan fraksinya. Fraksinasi dilakukan
menggunakan metode partisi cair-cair secara bertingkat menggunakan pelarut n-
heksana, etil asetat, dan etanol-air. Metode yang digunakan pada uji antibakteri
adalah difusi cakram dengan kloramfenikol cakram sebagai kontrol positif dan
DMSO 10% sebagai kontrol negatif. Konsentrasi larutan uji yang digunakan
untuk pengujian aktivitas antibakteri pada ekstrak etanol dan fraksinya adalah
20%, 25%, 30%, dan 40%.

viii
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa sampel uji daun kacapiring pada
sampel ekstrak, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat semua konsentrasi dan fraksi
etanol-air konsentrasi 20% dan 25% memiliki diameter zona hambat sebesar
0,000. Pada sampel fraksi etanol-air konsentrasi 30%, dan 40% memiliki diameter
zona hambat masing-masing 7.564+0,081 mm dan 8.529+0,081 mm.

Hasil analisis data statistik dari Kruskal-Wallis menunjukkan bahwa
sampel ekstrak, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat semua konsentrasi dan fraksi
etanol-air konsentrasi 20% dan 25% tidak memiliki aktivitas antibakteri karena
tidak memiliki perbedaan signifikansi terhadap kelompok kontrol negatif.
Sedangkan pada sampel fraksi etanol-air konsentrasi 30% dan 40% menunjukkan
adanya perbedaan signifikan terhadap kelompok kontrol negatif sehingga dengan
adanya perbedaan signifikansi menunjukkan adanya aktivitas antibakteri terhadap
S.typhi. Namun, hasil statistik sampel fraksi etanol-air konsentrasi 30% terhadap
40% tidak menunjukkan adanya perbedaan signifikan sehingga hasil tersebut
dianggap memiliki nilai aktivitas penghambatan yang sama terhadap pertumbuhan
S.typhi.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Infeksi merupakan salah satu penyebab kematian (mortality) di dunia
dengan jumlah kematian sebanyak 15 juta pada tahun 2010 dan dua pertiga dari
data kematian ini disebabkan oleh bakteri dan virus (Dye, 2015). Infeksi
merupakan suatu gangguan penyakit yang disebabkan oleh adanya bakteri,
parasit, virus, mikroba dan patogen dari luar yang menginvasi ke dalam tubuh dan
menyebabkan terjadinya infeksi (Darmadi, 2008).

Infeksi perlu mendapat perhatian khusus dalam upaya penanganan dan
pencegahan terutama pada penyakit tifoid. World Health Organization (WHO)
secara global memperkirakan gangguan tifoid mencapai 11-20 juta kasus setiap
tahun, dengan menghasilkan sekitar 128.000-161.000 kematian setiap tahun
(WHO, 2018). Indonesia termasuk salah satu negara yang sering dijumpai kasus
infeksi tifoid seperti halnya di Jakarta terdapat 182 kasus setiap hari. Sebanyak
64% infeksi demam tifoid terjadi pada penderita berusia 3-19 tahun (Indonesia’s
Favorite Disease, 2016). Kondisi ini menunjukkan infeksi tifoid masih memiliki
angka kesakitan dan kematian cukup tinggi baik secara nasional maupun
internasional.

Infeksi tifoid disebabkan oleh bakteri Salmonella typhi (S. typhi) melalui
makanan atau minuman yang masuk ke dalam tubuh (Levine dkk., 2011).
Antibakteri merupakan suatu agen atau zat yang berfungsi untuk menghambat
proses pertumbuhan dan poliferasi bakteri serta dapat membunuh suatu sel bakteri
tertentu (Webb dkk., 2015).

Saat ini pengobatan antibakteri umumnya dilakukan dengan pemberian
obat-obatan antibiotik seperti Amoksisilin, Ampisilin, Kloramfenikol dan
antibiotik. Penggunaan antibiotik yang tidak rasional menyebabkan banyak
terjadinya kasus resistensi bakteri (Sandhori, 2018), dan timbulnya efek samping
seperti gangguan saluran cerna, diare, ansietas, insomnia, anemia, depresi, sakit

kepala dan efek merugikan lainnya (Charles dkk., 2009). Oleh karena itu, untuk
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mengurangi resistensi dan efek samping yang merugikan, maka diperlukan
alternatif lain melalui penemuan inovasi antibakteri baru yang diharapkan lebih
efektif dalam pengobatan serta dan lebih aman dalam penggunaan.

Tumbuhan memiliki fungsi sebagai agen antibakteri karena mengandung
senyawa metabolit sekunder (Mawan dkk., 2018). Beberapa penelitian telah
membuktikan bahwa senyawa aktif tumbuhan memiliki fungsi sebagai agen
antibakteri, salah satunya pada tumbuhan dari genus Gardenia. Chowdhury dkk.
(2014), dalam penelitiannya menunjukkan adanya aktivitas antibakteri pada
ekstrak metanol daun G. coronaria terhadap Streptococcus agalactiae dan
Bacillus cereus pada konsentrasi 500 pg/mL dengan diameter zona hambat
masing-masing 16 mm. Njinga dkk. (2014), pada penelitiannya membuktikan
bahwa ekstrak metanol kulit batang G. aqualla 50 mg/mL memiliki zona hambat
35 mm terhadap S. typhi. Pada penelitian Fang dkk. (2017), ekstrak pigmen
kuning dari buah G. jasminoides 30 pg/mL memiliki aktivitas antibakteri
terhadap spesies Proteus dan bakteri Bacillus subtilis dengan diameter zona
hambat masing-masing 19,3 mm dan 17,4 mm. Hasil penelitian Kumar dkk.
(2017), menunjukkan adanya aktivitas antibakteri pada ekstrak etanol daun G.
gummifera 1500 pg/mL terhadap bakteri S. typhi dengan diameter zona hambat
12,33 mm. Berdasarkan beberapa hasil penelitian di atas menunjukkan bahwa
tumbuhan dari genus Gardenia memiliki potensi sebagai agen antibakteri.

Potensi antibakteri berasal dari senyawa metabolit sekunder yang dimiliki
olen genus Gardenia. Daun kacapiring (G. augusta) mengandung beberapa
gologan senyawa, yaitu senyawa flavonoid, alkaloid, saponin, tanin, polifenol,
dan terpenoid (Hasyim, 2019), dan minyak atsiri (Dalimartha, 2003). Kesavan
(2018), dalam penelitiannya menyebutkan bahwa senyawa saponin, flavonoid,
dan tanin pada G. Jasminoides memiliki aktivitas antibakteri. Kumar (2017) telah
melakukan skrining fitokimia pada ekstrak etanol daun dan kulit batang G.
gummifera. Ekstrak etanol daun G. gummifera mengandung senyawa polifenol,
flavonoid, alkaloid, terpenoid, glikosida, tanin dan saponin. Sedangkan pada
ekstrak kulit batang G. gummifera memiliki kandungan senyawa golongan

alkaloid, terpenoid, flavonoid, saponin, tanin, glikosida, polifenol. Senyawa yang
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diduga berpotensi sebagai agen antibakteri baik pada ekstrak daun maupun kulit
batang G. gummifera adalah senyawa golongan alkaloid dan fenolik. Ekstrak kulit
batang Gardenia aqualla memiliki senyawa golongan antrakuinon, triterpen,
steroid, saponin, tanin, flavonoid, dan glikosida kardioaktif. Senyawa yang
diduga aktif sebagai agen antibakteri adalah saponin, tanin, dan flavonoid (Njinga
dkk., 2014).

Tanaman Gardenia coronaria, Gardenia aqualla dan Gardenia gummifera
memiliki hubungan kekerabatan dengan Gardenia augusta. Berdasarkan prinsip
taksonomi, Gardenia augusta dapat diduga memiliki aktivitas antibakteri. Hingga
saat ini belum ditemukan data penelitian terkait uji aktivitas antibakteri dari
Gardenia augusta baik pada ekstrak maupun fraksinya terhadap S. typhi. Oleh
karena itu, pada penelitian ini akan dilakukan uji aktivitas antibakteri ekstrak
etanol daun kacapiring G. augusta dan fraksinya terhadap S. typhi.

Penelitian ini diawali dengan proses ekstraksi kemudian dilakukan uji
antibakteri untuk mengetahui aktivitasnya dan dilanjutkan fraksinasi dan
pengujian aktivitas antibakteri pada setiap fraksi untuk mengetahui fraksi mana
yang diduga memiliki aktivitas antibakteri. Pengujian aktivitas antibakteri
dilakukan dengan menggunakan metode difusi cakram. Aktivitas antibakteri dapat
diamati berdasarkan diameter zona hambat terhadap pertumbuhan S. typhi. Fraksi
yang digunakan adalah fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi etanol-air.
Hasil dari penelitian ini diharapkan mampu memberikan informasi ilmiah

mengenai potensi daun kacapiring sebagai agen antibakteri.
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1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian di atas, permasalahan yang dapat dirumuskan pada

penelitian ini adalah:

1.

Apakah ekstrak etanol daun kacapiring dan fraksinya memiliki aktivitas
antibakeri terhadap S. typhi?

Manakah diantara sampel ekstrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat,
dan fraksi etanol-air pada daun kacapiring yang memiliki aktivitas antibakteri

tertinggi terhadap S. typhi?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan yang dilakukan pada penelitian ini antara lain:
Untuk mengetahui apakah ekstrak etanol daun kacapiring dan fraksinya
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri S. typhi
Untuk mengetahui aktivitas antibakteri tertinggi terhadap pertumbuhan S.
typhi diantara ekstrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi

etanol-air pada daun kacapiring.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat yang dapat diperoleh dan diharapkan pada penelitian ini adalah:
Memberikan informasi terkait sumber antibakteri baru dan menjadikan saran
atau rekomendasi referensi jika akan dilakukan penelitian lebih lanjut yang
berhubungan dengan aktivitas antibakteri ekstrak kacapiring.

Memberikan informasi mengenai potensi antibakteri ekstrak etanol daun
kacapiring dan fraksi yang memiliki aktivitas antibakteri terhadap S. typhi


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

BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Infeksi Bakteri

Menurut kamus kedokteran Dorland’s (2011), infeksi bakteri merupakan
invasi dari kolonisasi bakteri patogen maupun non patogen yang merugikan pada
sel inang dan mengakibatkan terjadinya cedera seluler melalui metabolisme yang
kompetitif, replikasi intraseluler, dan respon antigen-antibodi. Infeksi bakteri
dapat terjadi secara lokal maupun sistemik (menyebar melalui sistem limfatik atau
aliran darah) dengan kondisi akut, subakut, atau kronis (Natsir, 2015). Bakteri
yang menginfeksi selanjutnya melepaskan molekul DNA untuk melakukan
pembelahan biner (membagi menjadi dua sel) dan melepaskan toksin (racun) yang

menekan sistem pertahanan tubuh (Drexler, 2011).

2.2 Tinjauan Salmonella typhi
2.2.1 Klasifikasi
Menurut Jaroni (2014), klasifikasi S. typhi adalah sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gammaprotobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Family : Enterobacteriaceae
Genus : Salmonella

Spesies : Salmonella typhi

2.2.2 Deskripsi dan Morfologi S. typhi

Bakteri S. typhi merupakan salah satu bakteri patogen gram negatif famili
Enterobacteriaceae yang menginfeksi usus manusia maupun hewan (Brooks dkk.,
2006). Bakteri S. typhi tidak berspora, berbentuk batang, berdiameter 0,5-0,8
mikron dan panjang mencapai 1-3 mikron. Bakteri S. typhi dapat tumbuh pada

suasana anaerob fakultatif, mampu bertahan hidup dalam air dalam waktu lama
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(Brooks dkk., 2006), serta dapat tumbuh pada media dengan suasana pH 7,2 dan
pada suhu optimum 37°C (Misnadiarly dan Jayaningrat, 2014). Bentuk S. typhi
dapat ditunjukkan pada gambar 2.1

Gambar 2.1 S. typhi menggunakan SEM (Sumber: Kunkel, 2019)

Membran sel bakteri S. typhi memiliki antigen O yang bersifat termostabil,
serta antigen H dan K yang bersifat termolabil pada suhu tinggi >60°C. Antigen
O pada S. typhi tersusun atas polisakarida endotoksin yang terletak pada dinding
selnya. Antigen O bersifat hidrofilik, tahan terhadap alkohol, dan kondisi asam.
Antigen H merupakan antigen flagel terletak pada flagella dan fimbrilia yang
melekat pada sitoplasma (Misnadiarly dan Jayaningrat, 2014). Antigen K disebut
juga antigen Vi yang khusus hanya dimiliki oleh S. typhi. Antigen K merupakan
polimer polisakarida yang bersifat asam yang dapat melindungi dari
fagositosis(Brooks dkk., 2013).
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2.3 Tinjauan Gardenia augusta
2.3.1 Kilasifikasi
Menurut Fatmawati (2017), klasifikasi G. augusta adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Rubiales

Family : Rubiaceae

Genus : Gardenia

Spesies : Gardenia augusta

2.3.2 Sinonim dan Nama Daerah

Tumbuhan G. augusta memiliki sinonim G. florida, G. jasminoides Ellis,
G. grandiflora Sieb, G. radicans Thumb, G. pictorum Hassk., dan Varneria
augusta L. Gardenia augusta memiliki sejumlah nama daerah yaitu Raja Putih,
(Aceh, Sumatera) Kacapiring, Peciring, Ceplok Piring, Cepiring (Jawa),
Kacapiring, Jempiring, Sanklapa (Bali)(Dalimartha, 2003).
2.3.3 Habitat

Tumbuhan G. augusta merupakan tumbuhan yang berasal dari Cina dan
Jepang yang menyebar hingga ke Asia Tenggara, termasuk ke Indonesia. Di
Indonesia, tumbuhan ini dapat ditemukan pada pekarangan di daerah dataran
tinggi dengan ketinggian 400 hingga 3000 mdpl di wilayah Sumatera, Jawa,
Maluku, dan Bali (Dalimartha, 2003).
2.3.4 Morfologi

G. augusta dapat tumbuh hingga 1-2 m, batang bulat berkayu berwarna
hijau kecoklatan. Daun tunggal berhadapan atau berkarang tiga, tekstur tebal,
bertangkai pendek, berbentuk elips, pangkal dan ujung daun meruncing, tepi daun
rata, permukaan bagian atas mengkilap, panjang daun 4,5 — 13 cm dan lebar daun
2-5 c¢cm, dan daun berwarna hijau tua. Bunga tunggal, tangkai bunga pendek,
berbentuk terompet, dan berwarna putih. Buah berbentuk bulat telur, kulit buah

tipis, mengandung pigmen kuning, dan memiliki biji banyak (Dalimartha, 2003).
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Gambar 2.2 Daun kacapiring (G. augusta) (Sumber: Dokumentasi pribadi)

2.3.5 Khasiat

Bunga digunakan sebagai penambah rasa pada daun teh di negara Cina.
Buah kacapiring dapat dikonsumsi dan digunakan sebagai pewarna kuning pada
makanan (Dalimartha, 2003). Daun digunakan sebagai terapi pengobatan
sariawan, demam, sesak nafas, dan hipertensi (Depkes RI, 2017). Buah digunakan
untuk meningkatkan fungsi hati, membuang racun berlebih, dan bersifat sedatif,
dapat melancarkan aliran empedu ke usus, sebagai antiradang, antibiotik, pereda
demam (antipiretik), dapat meluruhkan dahak, meluruhkan urin (diuretik), dan
menghancurkan bekuan darah (antiplatelet). Akar dan bunga digunakan untuk
peluruh menstruasi, bunga digunakan sebagai hemostatis, penenenang atau
sedatif, dan peluruh urin (Dalimartha, 2003).
2.3.6 Kandungan Kimia

Tanaman G. augsta memiliki beberapa kandungan senyawa kimia yaitu,
flavonoid, alkaloid, saponin, tanin, dan fenol (Hasyim, 2019), minyak atsiri
(Dalimartha, 2003), dan beberapa golongan senyawa tertentu yang termasuk
dalam glikosida (Martins dan Nunez, 2015).

Senyawa yang pernah diisolasi diantaranya terdapat pada buah tanaman
kacapiring yang mengandung senyawa gardenin (C14H1206) atau (C23H30010),

gardenosid, geniposid (genipin -1- glukosid), genipin — 1 — B — gentiobiosid,
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gardosid (8,10-dehidrologanin), scandosid metil ester, glikosid, B-sitosterol, o-
mannitol, nonakosan, krosetin, krosin (CaHesO24), klorogenin, tanin, dan
dekstros. Gardenin merupakan kristal berwarna kuning emas, larut dalam alkohol
dan kloroform. Kulit buah mengandung ursolic acid (Dalimartha,2003).
2.3.7 Penelitian antibakteri Gardenia

Ekstrak etanol kulit batang dan daun G. gummifera (1500 pg/mL) telah
diuji aktivitas antibakterinya menggunakan metode difusi agar terhadap
Staphylococcus aureus dan Salmonella typhi. Zona hambat terhadap S. typhi dari
ekstrak kulit batang G. gummifera sebesar 12,67 + 0,33 mm, sedangkan ekstrak
daunnya sebesar 12,33 + 0,33 mm. Zona hambat terhadap S. aureus dari ekstrak
kulit batang G. gummifera sebesar sebesar 12,33 + 0,33mm, sedangkan ekstrak
daunnya sebesar 12,83 + 0,60 mm (Kumar dkk., 2017). Ekstrak methanol daun
G.coronaria memiliki zona hambat terhadap Streptococcus agalactiae,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Shigella boydii,
Shigella sonnei, dan Proteus mirabil sebesar 10 sampai 16 mm (Chowdhury dkk.,
2014). Ekstrak metanol kulit batang G. aqualla (50 mg/mL) memiliki zona
hambat terhadap S. typhi sebesar 35 mm (Njinga dan Sule, 2014). Ekstrak pigmen
kuning dari buah G. jasminoides (30 ug/mL) menghambat spesies Proteus dan
Bacillus subtilis masing- masing 19,3 mm dan 17,4 mm (Fang dkk., 2017).

2.4 Tinjauan Umum Antibakteri

Antibakteri merupakan suatu agen atau yang berfungsi untuk menghambat
proses pertumbuhan dan poliferasi, serta dapat membunuh bakteri. (Webb dkk.,
2015). Antibakteri terbagi menjadi dua tipe, yaitu bakterisida dan bakteriostatik.
Bakterisida merupakan antibakteri yang dapat membunuh bakteri, sedangkan
bakteriostatik adalah antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri.
Mekanisme antibakteri secara umum dapat dikelompokkan menjadi empat bagian
yaitu dengan menghambat fungsi membran, menghambat sintesis protein,
menghambat dinding sel, dan menghambat sintesis asam nukleat (Ullah dan Ali,
2017).
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2.5 Tinjauan Metode Uji Antibakteri

Pengujian antibakteri dapat dilakukan menggunakan beberapa metode,
yaitu metode difusi, dilusi, dan autobiografi (Balouiri dkk., 2016).
2.6.1 Metode Difusi

Metode difusi dapat dilakukan menggunakan dua teknik perlakuan, yaitu
metode sumuran dan cakram. Metode sumuran merupakan metode dimana bakteri
uji diinokulasikan secara merata pada media uji, lubang sumuran dibuat dengan
diameter 6-8 mm. larutan uji dimasukkan ke dalam lubang sumuran yang telah
dibuat pada media uji, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam.
Hasil pengujian diamati melalui pengukuran diameter zona bening di sekitar
lubang sumuran kemudian dikurangi lubang sumuran. Pada metode cakram,
dengan proses yang sama bakteri uji diinokulasikan secara merata pada media
agar uji. Larutan uji diteteskan pada cakram kemudian cakram diletakkan pada
media uji yang telah terisi bakteri dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24
jam. Hasil pengujian dapat diamati melalui pengukuran diameter zona bening
pada sisi-sisi yang berbeda disekitar cakram. Prinsip metode difusi adalah larutan
uji yang digunakan akan berdifusi ke dalam media uji sehingga akan menghambat
pertumbuhan bakteri. Pengukuran diameter zona hambat dilakukan dengan cara
mengukur zona bening di sekitar cakram menggunakan jangka sorong (Balouiri
dkk., 2016).

Gambar 2.3Uji antibakteri. A (metode difusi sumuran), B (metode difusi cakram)
Sumber: (Balouiri dkk., 2016) dan (Al-malkey dkk., 2017).
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2.6.2 Metode Dilusi

Metode dilusi dapat digunakan untuk mengukur aktivitas antibakteri in
vitro secara kualitatif terhadap bakteri dan jamur (Balouiri dkk., 2016). Metode
dilusi dibedakan menjadi dua, yaitu Metode Dilusi Cair (Broth Dilution Test) dan
Metode Dilusi Padat (Solid Dilution Test). Prinsip dari kedua metode tersebut
adalah sama, yang membedakan hanya pada media yang digunakan (Pratiwi,
2008). Metode dilusi cair terbagi menjadi dua, yaitu mikrodilusi dan makrodiusi
(Balouiri dkk., 2016). Prinsip perlakuan makrodilusi dan mikrodilusi adalah
hampir sama, yang membedakan adalah terletak pada volume dimana pada
makrodilusi menggunakan lebih dari 1 mL, sedangkan pada mikrodilusi volume
yang digunakan adalah 0,01-0,05 mL (Soleha, 2015). Proses yang dilakukan pada
metode dilusi cair adalah dengan melakukan pengenceran larutan uji antibakteri
secara bertingkat. Larutan uji pada konsentrasi terkecil yang terlihat jernih tanpa
adanya pertumbuhan bakteri ditetapkan sebagai KHM (Konsentrasi Hambat
Minimal). Nilai konsentrasi ini didefinisikan sebagai konsenstrasi antibakteri uji
terkecil yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri (Hasibuan, 2016). Pada
metode dilusi padat setiap konsentrasi uji dicampur dengan media agar sebelum
media menjadi padat. setelah media mejadi padat selanjutnya bakteri uji

diinokulum ke dalam media yang telah berisi campuran antibakteri uji selanjutnya

diinkubasi untuk melihat aktivitas pertumbuhan bakteri (Balouiri dkk., 2016).

»

Gambar 2.4 Uji antibakteri metode mikrodilusi ( Sumber: Balouiri dkk., 2016).
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2.6 Tinjauan Ekstraksi
Ekstraksi merupakan suatu proses penarikan senyawa kimia menggunakan
pelarut yang sesuai dengan hasil akhir berupa sediaan kental. Senyawa aktif yang
terkandung pada simplisia dapat dikelompokkan menjadi beberapa golongan
senyawa, yaitu fenol, alakloid, flavonoid, saponin, tanin, glikosida, terpenoid, dan
lain-lain. Sehingga dengan diketahuinya senyawa aktif yang terkandung pada
simplisia akan mempermudah dalam pemilihan pelarut (Depkes RI, 2000). Metode
Ekstraksi secara umum dilakukan dengan dua cara, yaitu:
1. Cara Dingin
1.1. Maserasi
Maserasi merupakan suatu proses ekstraksi simplisia menggunakan
pelarut yang sesuai dan dilakukan pengadukan beberapa kali pada suhu
kamar selama > 24 jam. Remaserasi merupakan maserasi berulang melalui
penambahan pelarut setelah dilakukan penyaringan maserat pertama (Depkes
RI, 2000).
1.2. Perkolasi
Perkolasi merupakan proses ekstraksi menggunakan pelarut yang
selalu baru dan dilakukan pada suhu kamar. Proses yang dilakukan meliputi
beberapa tahapan yaitu pengembangan bahan, maserasi antara, dan perkolasi
sebenarnya (penetesan/penampungan ekstrak) secara terus menerus hingga
diperoleh ekstrak (perkolat)(Depkes RI, 2000).
2. CaraPanas
2.1. Refluks
Refluks merupakan metode ekstraksi menggunakan pelarut pada
temperatur titik didihnya, selama waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas
yang relatif konstan dengan adanya pendinginan balik. Umumnya dilakukan
pengulangan proses pada residu pertama hingga 3-5 kali sehingga proses
ekstraksi mencapai sempurna (Depkes RI, 2000).
2.2. Soxhlet
Soxhlet merupakan metode ekstraksi menggunakan pelarut yang
selalu baru. Umumnya dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi
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ekstraksi kontinu dengan jumlah pelarut relatif konstan dengan adanya
pendinginan balik (Depkes RI, 2000).
2.3. Digesti

Digesti merupakan metode ekstraksi maserasi kinetik dengan
pengadukan secara terus menerus (kontinu). Secara umum dilakukan pada
temperatur 40-50°C (Depkes RI, 2000).
2.4. Infus

Infus merupakan metode ekstraksi menggunakan pelarut alir pada
temperatur penangas air (bejana infus tercelup dengan penangas air mendidih,
temperatur terukur 96-98°C) selama waktu tertentu (15-20 menit) (Depkes
RI, 2000).
2.5.Dekok

Dekok merupakan metode ekstraksi infus dengan waktu yang relatif
lebih lama dan temperatur (> 30°C) dan temperatur sampai titk didih air
(Depkes RI, 2000).

2.7 Tinjauan Fraksinasi

Fraksinasi merupakan metode pemisahan suatu senyawa organik dalam
dua pelarut yang tidak saling bercampur. Pemisahan ini didasari oleh tingkat
kelarutan senyawa-senyawa. Pelarut yang digunakan umumnya menggunakan
pelarut air dan pelarut ogranik seperti etanol, metanol, etil asetat, diklorometana
dan n-heksana (Rizkiana, 2018).

Metode fraksinasi terbagi menjadi dua macam, yaitu metode ekstraksi
padat-cair dan metode ekstraksi cair-cair (Sarker dkk., 2008). Prinsip penggunaan
fraksinasi padat-cair adalah keseimbangan antara fase padat dan fase cair dengan
menggunakan kromatografi kolom. Fraksinasi padat cair terdiri dari dua
komponen yitu fase gerak yang terdiri dari pelarut dan fase diam yang terdiri dari
silika gel. Fase gerak dibiarkan mengalir melalui kolom. Senyawa yang terlarut
mengalir melalui kolom dengan laju berbeda sehingga terjadi interaksi antara

senyawa terlarut, fase diam dan fase gerak (Rizkiana, 2018).
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Fraksinasi cair-cair merupakan metode pemisahan yang didasari oleh
perbedaan kelarutan dari komponen dua pelarut yang tidak saling bercampur .
Penggunaan fraksinasi cair-cair dilakukan dengan menggunakan corong pisah.
Ekstrak yang ingin difraksi dilarutkan ke dalam suatu pelarut yang terdiri dari dua
pelarut yang tidak saling campur. Kedua pelarut yang tidak saling bercampur
selanjutnya dimasukkan ke dalam corong pisah kemudian dihomogenkan dan
didiamkan. Solut atau senyawa organik akan terdistribusi ke dalam fasenya
masing-masing yang akan membentuk dua lapisan berbeda, yaitu lapisan atas dan
lapisan bawah (Rizkiana, 2018). Fraksinasi metode partisi cair-cair dipilih untuk
menentukan skrining awal ekstrak daun kacapiring pada pelarut polar, semi polar

dan nonpolar sehingga mampu mengetahui ativitas antibakteri pada fraksi
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Jenis penelitian ini menggunakan rancangan True Eksperimental
Laboratories. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui adanya aktivitas

antibakteri ekstrak etanol daun kacapiring dan fraksinya terhadap S. typhi.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
Tempat penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi dan
Bioteknologi Bagian Biologi Farmasi Fakultas Farmasi Universitas Jember pada

bulan April 2019 sampai bulan Agustus 2019.

3.3 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah The post test only control
group design. Pada penelitian ini akan diukur pengaruh perlakuan pada kelompok
percobaan dengan cara membandingkan kelompok tersebut dengan kelompok
kontrol. Rancangan penelitian dapat ditunjukkan pada gambar 3.1

|4 x1 H b1 |7
H x2 | D2 |
1 P X3 | D3 |
1 x4 | D4 | Analisis
—
X5 D5 Data
PR,
1K M Db+ |
-_K
1 x H b |
1 _E H F_H oF | |
Gambar 3.1 Rancangan penelitian
Keterangan
S = Sampel K+ = Kontol positif Kloramfenikol
P = Kelompok perlakuan K- = Kontrol negatif DMSO 10%
K = Kelompok Kontrol D1-D4 = Hasil data larutan uji
X1-X4 = Konsentrasi uji berturut-turut D+ = Hasil kontrol positif
F = Fraksi D = Hasil kontrol negative

F1 = pengujian fraksi DF = Hasil data fraksi


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

16

3.4 Alat dan Bahan
34.1 Alat

Pada penelitian ini alat-alat yang digunakan adalah timbangan analitik.
(Sartonius CP224S), oven (Memmert), Rotary evaporator (Heidolph),
seperangkat alat gelas, corong pisah, spatula logam, pinset, tabung reaksi, pipet
volum, pipet tetes, plat tetes, Cotton bud, rak tabung, jangka sorong, mikropipet
10-1-100 pl (Socorex), mikropipet 100-1000 pl (Eppendorf), jarum ose, bunsen,
hotplate, microtip, microtube, vortex (Labnet), aluminium foil (Klin-pak), kertas
saring, autoklaf (ALP), laminar air flow (Thermo SCIENTIFIC 13000 SERIES
A2) dan inkubator (Clifton).

3.4.2 Bahan

Tanaman pada penelitian ini yang digunakan adalah daun Gardenia
augusta yang diambil secara acak di Kecamatan Umbulsari Kabupaten Jember.
Media pertumbuhan dan media uji yang digunakan adalah Natrium Agar (NA)
dan Mueller Hinton Agar (MHA). Bakteri uji yang digunakan Salmonella thypi
yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya. Pelarut yang digunakan adalah etanol 96% untuk ekstraksi maserasi
dan pelarut n-heksana, etil asetat, dan etanol-air untuk fraksinasi.

Bahan kimia yang digunakan untuk uji aktivitas atibakteri adalah NaCl
fisiologis steril 0.9%, aquades steril, dan Dimetil Sulfoksida 10% (DMSO)
sebagai pelarut dan kontrol negatif serta cakram kloramfenikol sebagai kontrol
positif.

3.5 Variabel Penelitian
3.5.1 Variabel Bebas

Pada penelitian ini variabel bebas yang ditentukan adalah uji aktivitas
antibakteri ekstrak etanol daun kacapiring dan fraksinya terhadap bakteri S. thypi
konsentrasi 20%, 25%, 30%, dan 40%. Fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, dan

fraksi etanol-air.
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3.5.2  Variabel Terikat
Variabel terikat peneltian ini adalah diameter zona hambat dari hasil
pengujian aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun kacapiring dan fraksinya

terhadap S. typhi.

3.5.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali yang ditetapkan adalah ekstrak etanol daun kacapiring
metode maserasi menggunakan etanol 96%, fraksinasi metode cair-cair, uji
antibakteri metode difusi cakram, Mueller Hinton Agar sebagai media uiji,

prosedur penelitian, dan pengukuran diameter zona hambat untuk uji antibakteri.

3.6 Definisi Operasional

A Daun kacapiring yang digunakan pada penelitian ini diambil di Kecamatan
Umbulsari, Kabupaten Jember, Jawa Timur pada bulan April 2019.

B. Ekstrak etanol daun kacapiring melalui proses ekstraksi maserasi
menggunakan etanol 96%. Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini
adalah Salmonella typhi yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi

Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.

C. Cakram Kloramfenikol 30 pg sebagai kontrol positif dan DMSO 10%

sebagai kontrol negatif pada penelitian ini.

D. Fraksi yang digunakan adalah fraksi n-heksana, fraksi etil asetat dan
fraksi etanol-air. Fraksi diperoleh dari ekstrak etanol yang dilarutkan

dengan etanol-air dan dipartisi menggunakan n-heksana, dan etil asetat.

E Daya hambat adalah kemampuan ekstrak dan fraksi dalam menghambat
pertumbuhan S. typhi. Daya hambat dinyatakan sebagai diameter zona
hambat yang diukur berdasarkan adanya zona bening disekitar cakram

menggunakan jangka sorong.
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3.7 Prosedur Penelitian
3.7.1 Identifikasi Tanaman

Tumbuhan G. augusta diambil di Kecamatan Umbulsari Kabupaten
Jember dan dilakukan determinasi di Laboratorium Tanaman Jurusan Produksi
Pertanian Politeknik Negeri Jember untuk membuktikan bahwa pengambilan
tanaman yang akan digunakan untuk uji aktivitas antibakteri adalah valid.
3.7.2 Pembuatan Simplisia

Daun segar G. augusta diambil secara acak kemudian disortir untuk
memisahkan bagian daun yang rusak. Selanjutnya, daun dicuci untuk
menghilangkan pengotor kemudian daun diperkecil untuk memudahkan proses
pengeringan dan penggilingan. Daun dikeringkan secara alami pada udara
terbuka dan terlindung dari sinar matahari secara langsung hingga didapatkan
simplisia G. augusta. Daun simplisia G. augusta kemudian disortasi kering dan
dilanjutkan dengan penggilingan untuk memperoleh serbuk simplisia.
3.7.3 Pembuatan Ekstrak

Simplisia serbuk ditimbang sebanyak 200 gram kemudian dimasukkan ke
maserator dan ditambahkan etanol 96% 2000 mL (1:10) untuk dilakukan ekstraksi
maserasi dan dilakukan pengadukan setiap 24 jam. Maserat kemudian disaring
menggunakan corong buchner untuk memisahkan residu. Filtrat yang diperoleh
dipekatkan menggunakan rotary evaporator untuk memisahkan senyawa kimia
yang melekat pada pelarut. Residu yang tersisa selanjutnya dilakukan maserasi
kembali menggunakan pelarut yang tersisa hasil pemekatan. Hasil dari maserasi
berulang selanjutnya dilakukan penyaringan, penguapan dan pengeringan hingga
terbentuk esktrak kental. Ekstrak kental kemudian ditimbang dan dihitung
rendemennya.
3.7.4 Fraksinasi Ekstrak

Ekstrak kental yang diperoleh dilakukan fraksinasi menggunakan etanol-
air, n-heksana dan etil asetat. Proses ini bertujuan untuk memperoleh fraksi n-
heksana, etil asetat dan fraksi etanol-air melalui metode partisi cair-cair. Sebanyak
4,8 gram ekstrak kental dilarutkan dalam 8 mL etanol dan 72 mL aquades.

Larutan selanjutnya dimasukkan ke dalam corong pisah dan dipartisi dengan 80
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mL n-heksana kemudian dikocok dan didiamkan hingga terbentuk dua fase
larutan yang terpisah (etanol-air berada bagian bawah dan heksana pada bagian
atas). Fraksi n-heksana kemudian ditampung dan diuapkan hingga terbentuk fraksi
kental. Selanjutnya dengan proses yang sama fraksi etanol-air dipartisi kembali
menggunakan etil asetat. Fraksi etil asetat dan fraksi etanol-air kemudian
ditampung dan diuapkan hingga masing-masing terbentuk fraksi kental. Hasil
semua fraksi selanjutnya ditimbang dan dihitung rendemennya (Rizkiana, 2018)
3.7.5 Uji Aktivitas Antibakteri

A. Sterilisasi Alat

Peralatan yang akan digunakan untuk uji aktivitas antibakteri

disterilisasi dengan cara dicuci menggunakan air suling, dikeringkan, dan

dibungkus dengan kertas coklat kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf

dengan suhu 121°C selama + 15 menit. Kawat ose disterilisasi menggunakan

pemijaran dan alat-alat yang tidak tahan pemanasan disterilisasi menggunakan

alkohol.

B. Pembuatan Media

1. Nutrien Agar (Na)

Media Na digunakan untuk pembiakan bakteri, serbuk Na
ditimbang 0,69 g kemudian dilarutkan dengan akuades 30 mL dalam
erlenmeyer 50 mL dan dipanaskan hingga homogen dan larut sempurna.
Selanjutnya media Na 5 mL dituang ke dalam 5 tabung reaksi dan
disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dan selama + 15
menit. Setelah itu media Na steril dimasukkan ke dalam lemari pendingin
dengan posisi miring 45°C hingga terbentuk media agar miring.

2. Mueller Hinton Agar

Media MHA ditimbang sebanyak 20,9 g kemudian dilarutkan
dengan aquadest 550 mL dan dipanaskan hingga homogen dan larut
sempurna. Media MHA sebanyak 15 ml selanjutnya dituang ke dalam 36
tabung reaksi dan disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121°C selama +
15 menit. Kemudian media MHA steril dimasukkan ke dalam lemari

pendingin hingga terbentuk media agar padat.
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C. Peremajaan Bakteri

Peremajan bakteri dilakukan dengan cara membiakkan bakteri pada
media Na dengan mengambil koloni bakteri murni kemudian digoreskan pada
media NA menggunakan jarum ose dalam tabung reaksi. Proses tersebut
dilakukan secara aseptis dibawah LAF dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama
18-24 jam.
D. Pembuatan Suspensi Bakteri

Larutan NaCl 0,9% 10 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi
kemudian hasil biakan bakteri diinokulasi menggunakan kawat ose steril dan
dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang telah terisi larutan NaCl 0,9% secara
aseptis dan divortex hingga suspensi homogen. Suspensi bakteri selanjutnya
diukur adsorbansi menggunakan speoktrofotometri hingga setara dengan Mc
Farland 0,5 yaitu antara 0,08-0,13 (3 X 108 CFU/mL). Jika suspensi bakteri
telah memenuhi rentang adsorbansi sesuai standar Mc Farland maka suspensi
bakteri siap digunakan untuk pengujian antibakteri.
E. Pembuatan Kontrol Negatif dan Kontrol Positif

Kontrol negatif yang digunakan adalah DMSO 10% dibuat dengan
cara memipet 1 ml DMSO 100% kemudian ditambah aquadest 9 ml dan
divortex hingga homogen. Kontrol positif yang digunakan adalah cakram
Kloramfenikol 30 ug.
F. Pembuatan Larutan Uji

Larutan uji dari ekstresk dibuat dengan 4 konsentrasi, yaitu 20%,
25%, 30%, dan 40%. Pembuatan larutan uji ekstrak dilakukan dengan cara
membuat larutan induk yaitu menimbang ekstrak 0,4 g kemudian dilarutkan
dengan 1 mL DMSO 10 % untuk mendapatkan konsentrasi 40%. Larutan uji
40% selanjutnya diencerkan hingga mendapatkan konsentrasi 30%, 25% dan
20%. Pembuatan larutan uji pada fraksi menggunakan konsentrasi yang sama
yaitu 20%, 25%, 30%, dan 40%. Pembuatan larutan uji pada fraksi dilakukan

dengan proses yang sama dengan pembuatan larutan uji ekstrak.
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G. Pengujian Aktivitas Antibakteri

Uji antibakteri dilakukan untuk mengetahui potensi dari senyawa yang
terkandung dalam ekstrak etanol daun kaca piring dan fraksi. Proses
pengujian ekstrak diawali dengan membuat larutan uji konsentrasi 20%, 25%,
30%, dan 40%. Selanjutnya larutan uji dan DMSO 10% sebanyak 20 pL
diteteskan ke dalam cakram steril yang tersedia dan didiamkan selama 18-24
jam. Suspensi bakteri yang telah dibuat sebelumnya dituang 50 pL ke dalam
cawan petri yang telah terisi media padat MHA dan diratakan menggunakan
cotton bud. Larutan uji ekstrak, kontrol negatif DMSO 10% vyang telah
diteteskan pada cakram dan kontrol positif cakram kloramfenikol selanjutnya
diletakkan ke dalam petri yang telah terisi bakteri uji. Kemudian diinkubasi
menggunakan suhu 37 °C selama 18 jam. Pengujian antibakteri pada fraksi n-
heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi etanol-air dilakukan dengan proses dan
kondisi yang sama seperti pengujian aktivitas antibakteri pada ekstrak.

Aktivitas antibakeri dapat diamati berdasarkan pengukuran diameter
zona hambatnya. Pengukuran diameter zona hambat dilakukan menggunakan
alat ukur jangka sorong.

3.8 Analisis Data.

Hasil penelitian yang diperoleh dapat dianalisis secara statistik. Proses
yang pertama dilakukan adalah uji normalitas dan uji homogenitas. Uji
normalitas dilakukan untuk mengetahui apakah persebaran data dari hasil
penelitian berdistribusi normal atau tidak. Uji homogenitas dilakukam untuk
mengetahui apakah data dari hasil pengujian memiliki varian yang sama atau
tidak. Data dapat diakatan normal dan homogen jika nilai p>0,05.

Hasil dari uji normalitas dan homogenitas dapat dilanjutkan pada uji one
way ANOVA apabila telah memenuhi syarat signifikansi. Uji one way ANOVA
dilakukan untuk mengetahui apakah data dari kelompok uji terdapat memiliki
perbedaan bermakna atau tidak. Kemudian dilanjutkan uji LSD (Least Significant
Difference) untuk mengetahui data kelompok mana saja yang memiliki perbedaan
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bermakna. Hasil uji ANOVA dan LSD dapat dikatakan signifikan jika nilai
p<0,05 dengan tingkat kepercayaan 95% (a = 0,05). Apabila dari hasil uji
normalitas dan uji homogenitas tidak memenuhi persyaratan, maka perlu
dilakukan transformasi data hingga data tersebut normal dan homogen dan dapat
dilanjutkan dengan uji ANOVA dan uji LSD.Jika transformasi data yang
dihasilkan tetap tidak memenuhi syarat, maka dilakukan analisis statistik alternatif
non parametrik.

Uji analisis non parametrik merupakan analisis data statistik yang tidak
memperhatikan parameter tertentu. Uji analisis statistik yang digunakan adalah
Kruskal-Wallis untuk mengetahui apakah pada kelompok uji memiliki perbedaan
bermakna atau tidak. Selanjutnya dilakukan analisis uji Mann-Whitney yang
bertujuan untuk mengetahui kelompok uji mana yang memiliki perbedaan
bermakna. Hasil dari uji Kruskal-Wallis dan Mann-Whitney dapat dikatakan
berbeda signifikan apabila nilai p<0,05 dengan tingkat kepercayaan 95%
(0=0,05) (Sudjana, 2000).
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3.9 Skema Penelitian
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Gambar 3.2 Skema penelitian
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan maka dapat disimpulkan
bahwa:.
1. Sampel daun kacapiring G. augusta memiliki aktivitas antibakteri terhadap
S. typhi pada fraksi etanol-air konsentrasi 30% dan 40%

2. Di antara sampel uji ekstrak, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi
etanol-air yang memiliki aktivitas antibakteri tertinggi terdapat pada fraksi
etanol-air yaitu pada konsentrasi 30% dan 40%. Namun diantara kedua
konsentrasi tersebut tidak bisa ditentukan mana yang paling aktif karena
secara statistik memiliki nilai aktivitas penghambatan yang hampir sama

terhadap pertumbuhan bakteri S.typhi.

5.2 Saran
1. Perlu adanya penelitian lebih lanjut terkait skrining fitokimia pada fraksi
untuk memastikan senyawa yang terkandung pada fraksi n-heksan, fraksi
etil asetat, dan fraksi etanol-air.
2. Perlu dilakukan penentuan konsentrasi uji yang lebih optimal dalam
penelitian lebih lanjut untuk memastikan efektivitas penghambatan

antibakteri dari daun Gardenia augusta.
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LAMPIRAN

Lampiran A. Surat Keterangan Identifikasi Tanaman

o

Kode Dokumen : FR-AUK-064
Revisi 10

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
POLITEKNIK NEGERI JEMBER

LABORATORIUM TANAMAN
Jalan Mastrip Kotak Pos 164 Jember - 68101 Telp. (0331) 333532 - 333534 Fax.(0331) 333531
E-mail : Polije@polije.ac.id Web Site : http//www.Polije.ac.id

SURAT KETERANGAN IDENTIFIKASI TANAMAN
No: 10/PL17.3.1.02/LL/2019

Menindaklanjuti surat dari Wakil Dekan I Fakultas Farmasi Universitas Jember No:
901/UN25.13/LL/2019 perihal Permohonan Identifikasi Tanaman dan berdasarkan hasil
pengamatan pada spesimen tumbuhan yang dikirimkan ke Laboratorium Tanaman, Jurusan

Produksi Pertanian, Politeknik Negeri Jember oleh:

Nama : Mohammad Thahir; I Wayan Seniarta; Siti Nur Azizah Hasyim
NIM 1 152210101135; 152210101118; 152210101127
Jur/Fak/PT  : Fakultas Farmasi/ Universitas Jember

maka dapat disampaikan hasilnya bahwa spesimen tersebut di bawah ini (terlampir) adalah:
Kingdom:  Plantae;  Devisio:  Spermatophyta; ~ Sub  Devisio:Magnoliophyta;  Kelas:
Magnoliopsida; Sub Kelas: Asteridae; Ordo: Rubiales; Famili: Rubiaceae; Genus: Gardenia

; Spesies: Gardenia augusta, Merr.

Demikian surat keterangan ini dibuat untuk digunakan sebagaimana mestinya.

-t

le=f.ilik Mastuti, MP
NIP. 195808201987032001
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Lampiran B. Hasil Rendemen Ekstraksi dan Fraksinasi

Gambar B.1 Ekstrak daun kacapiring (A) dan hasil fraksinasi ekstrak
daun kacapiring (B)

Perhitungan rendemen Ekstrak:

_ Berat ekstrak

Perhitungan rendemen ekstrak = —— X 100%
Berat simplisia
40,05
Rendemen ekstrak =28 x 100%
200,05¢g
=20,05%
Perhitungan rendemen fraksi
. . Berat fraksi
Perhitungan rendemen fraksi =—— x 100%
Berat ekstrak
0,836
Rendemen fraksi n-heksan =28 x 100%
4,802 ¢g
=17,409 %
. 0,297 g
Rendemen Fraksi EA = ——— x 100%
4,802 g
=6,184 %
_3,147¢g

Rendemen fraksi etanol-air x 100% =65,535 %

4,802 g

40
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Lampiran C. Perhitungan Pembuatan Media Agar uji dan Larutan Uji

Untuk Pengujian Aktivitas Antibakteri

Perhitungan Pembuatan Media Nutrien Agar miring (Na)
1 tabung 5 mL ( dibuat 5 tabung)

Nutrien Agar

5x5tabung = 25 mL (5 tabung)
23 ¢ = 1000 mL
XJg = 30 mL
30mLx23g
X S e —
1000
X =0,69¢

perhitungan Pembuatan Media Mueller Hinton Agar (MHA)

MHA = 1 tabung 15 mL (dibuat 36 tabung)
15 x 36 tabung= 540 mL (36 tabung)
38¢ =1000 mL
X =550 mL
550 mL x 38g
X9 =
1000

X =209¢g
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1.

Pembuatan Larutan DMSO 10%

42

Larutan DMSO dibuat dengan cara memipet sebanyak 1 mL larutan DMSO

100% kemudian diencerkan dengan akuades steril sebanyak 9 mL.

Pembuatan Larutan Uji

A. Ekstrak Daun Kacapiring G. augusta

0,4027 g
— x 100%
1 mL

m

Konsentrasi 40% =

=40,27%

. 0,75 mL
Konsentrasi 30% = 0 X 40,27%
0,25 mL (ad 1 mL)

= 30,20%

. 0,83 mL
Konsentrasi 25% = i X 30,20%
0,17 mL (ad 1 mL)

= 25,066%

. 0,80 mL
Konsentrasi 20% = 2L X 25,08%
0,2 mL (ad 1 mL)

= 20,064%

B. Fraksi n-heksan Daun Kacapiring (G. augusta)
0,403 g

mL
=40,3%

. 0,75 mL
Konsentrasi 30% = X 40%
0,25 mL (ad 1 mL)

Konsentrasi 40% = x 100%

= 30,225%

0,83 L
Konsentrasi 25% = 0 x 30,225%
0,17 mL (ad 1 mL)

= 25,086%

0,80 mL
Konsentrasi 20% = = X 25,08%
0,2 mL (ad 1 mL)

= 20,068%
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C. Fraksi EA Daun Kacapiring (G. augusta)

0,404
Konsentrasi 40% = & % 100%
1 mL

= 40,4%

. 0,75 mL
Konsentrasi 30% = X 40,4%
0,25 mL (ad 1 mL)

30,3%

0,83 mL
0,17 mL (ad 1 mL)
25,15%

0,80 mL
0,2 mL (ad 1 mL)

= 20,12%

Fraksi etanol-air Daun Kacapiring (G. augusta)

0,4047
Konsentrasi 40% = 1_Lg x 100%

m

Konsentrasi 25% x 30,3%

X 25,15%

Konsentrasi 20%

= 40,47%

] 0,75 mL
Konsentrasi 30% = L X 40,47%
0,25 mL (ad 1 mL)

30,35%

0,83 mL
0,17 mL (ad 1 mL)

25,.35%

0,80 mL
0,2 mL (ad 1 mL)

= 20,28%

Konsentrasi 25% x 30,35%

X 25,08%

Konsentrasi 20%
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Lampiran D. Hasil Uji Antibakteri Semua Kelompok Perlakukan.

Kontrol (-)

Kontrol (-)

Gambar D.1 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak daun kacapiring (G.
augusta) konsentrasi 20%, 25%, 30%, dan 40% terhadap bakteri
S. typhi
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Kontrol (-)

°
2

Gambar D.2 Hasil uji aktivitas antibakteri fraksi n-heksan daun Kacapiring
(G. augusta) konsentrasi 20%, 25%, 30%, dan 40% terhadap
bakteri S. typhi


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

46

Kontrol (-) Kontrol (-)

Gambar D.3 Hasil uji aktivitas antibakteri Fraksi EA daun Kacapiring G. augusta)
konsentrasi 20%, 25%, 30%, dan 40% terhadap bakteri S. typhi
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Kontrol (=)

(-) jonuoy|

Kontrol (-)

Gambar D.4 Hasil uji aktivitas antibakteri fraksi etanol-air daun Kacapiring G.

augusta) konsentrasi 20%, 25%, 30%, dan 40% terhadap bakteri
S. typhi
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Tabel D.1 Hasil pengukuran diameter zona hambat ekstrak, fraksi n-heksana, Fraksi EA, dan fraksi etanol-air pada daun kacapiring
(G.augusta) konsentrasi 20%, 25%, 30%, 40% terhadap bakteri S. typhi

Diameter zona hambat ekstrak etanol daun G augusta terhadap S. typhi (mm)

Kelompok | Konsentrasi (%) Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 Rata-rata SD cv
20.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000
etral 25.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000
30.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000
40.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000
20.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000
st mehelsan 25.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000
30.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000
40.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000
20.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000
ki el acetat 25.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000
30.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000
40.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000
20.000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.000 | 0.000
ok etanolair 25.000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.000 | 0.000
30.000 7.412 7516 7.611 7.564 0.081 | 0.011
40.000 8.181 8.316 8.201 8.259 0.073 | 0.000
Ekstrak 30.216 29.987 30.157 30.120 0.097 | 0.003

Kontrol (+) -

Fraksi n-heksan 20.691 29,475 29.566 20.577 0.089 | 0.003
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Fraksi etil asetat 29.174 29.384 29.259 29.272 0.086 | 0.003

Fraksi etanol-air 29.259 29.200 29.118 29.192 0.058 0.002

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000

Kontrol (-) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000
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Lampiran E. Analisis Data Statistik

50

1. Uji normalitas dan homogenitas sampel ekstrak, fraksi n-heksana, fraksi EA,

dan fraksi etanol-air dari daun Kacapiring G. augusta 20%, 25%, 30%, 40%

Tests of Normality®-cd.efghiiklmn.op.ars

Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Uji_aktivitas Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Daya_hambat Air 30% 179 .999 3 .950
Air 40% .335 .858 3 .263
kontrol positif
.289 .927 3 479
ekstrak
kontrol positif
.208 .992 3 .827
heksan
kontrol positif EA .217 .988 3 791
kontrol positif
) .210 991 3 .821
etanol-air
Test of Homogeneity of Variances
Daya_hambat
Levene Statistic dfl df2 Sig.
5.160 23 48 .000

2. Uji Kruskal-Wallis sampel ekstrak, fraksi heksan, Fraksi EA, dan fraksi
etanol-air dari daun Kacapiring G. augusta 20%, 25%, 30%, 40%

Kruskal-Wallis Test

Test Statisti

csab

Daya_hambat

Chi-Square 70.912
df 23
Asymp. Sig. .000|

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Uji_aktivitas
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3. Hasil analisis data uji Mann-Whitney ekstrak dan fraksi daun daun kacapiring
konsentrasi 20%, 25%, 30%, 40% terhadap bakteri S. typhi

Tabel E.1 Hasil analisis uji Mann-Whitney ekstrak etanol terhadap semua
sampel pada konsentrasi dan kelompok kontrol

Signifikansi Ekstrak Ekstrak Ekstrak Ekstrak

(p<0,05) 20% 25% 30% 40%
Ekstrak 20% 1,000 1,000 1,000
Ekstrak 25% 1,000 1,000 1,000
Ekstrak 30% 1,000 1,000 1,000
Ekstrak 40% 1,000 1,000 1,000
Fraksi n-Heksana 20% 1,000 1,000 1,000 1,000
Fraksi n-Heksana 25% 1,000 1,000 1,000 1,000
Fraksi n-Heksana 30% 1,000 1,000 1,000 1,000
Fraksi n-Heksana 40% 1,000 1,000 1,000 1,000
Fraksi etil asetat 20% 1,000 1,000 1,000 1,000
Fraksi etil asetat 25% 1,000 1,000 1,000 1,000
Fraksi etil asetat 30% 1,000 1,000 1,000 1,000
Fraksi etil asetat 40% 1,000 1,000 1,000 1,000
Fraksi Etanol-air 20% 1,000 1,000 1,000 1,000
Fraksi Etanol-air 25% 1,000 1,000 1,000 1,000
Fraksi Etanol-air 30% 0,037 0,037 0,037 0,037
Fraksi Etanol-air 40% 0,037 0,037 0,037 0,037
Kontrol positif ekstrak 0,037 0,037 0,037 0,037
Kontrol negatif ekstrak 1,000 1,000 1,000 1,000

Tabel E.2 Hasil analisis data uji Mann-Whitney fraksi n-heksana terhadap semua
sampel fraksi daun kacapiring G.augusta dan kelompok kontrol

Signifikansi Fraksin-  Fraksin-  Fraksin-  Fraksi n-

(p<0,05) Heksana  Heksana  Heksana  Heksana
20% 25% 30% 40%
Fraksi n-Heksana 20% 1,000 1,000 1,000
Fraksi n-Heksana 25% 1,000 1,000 1,000
Fraksi n-Heksana 30% 1,000 1,000 1,000

Fraksi n-Heksana 40% 1,000 1,000 1,000

Fraksi etil asetat 20% 1,000 1,000 1,000 1,000
Fraksi etil asetat 25% 1,000 1,000 1,000 1,000
Fraksi etil asetat 30% 1,000 1,000 1,000 1,000
Fraksi etil asetat 40% 1,000 1,000 1,000 1,000
Fraksi Etanol-air 20% 1,000 1,000 1,000 1,000
Fraksi Etanol-air 25% 1,000 1,000 1,000 1,000
Fraksi Etanol-air 30% 0,037 0,037 0,037 0,037
Fraksi Etanol-air 40% 0,037 0,037 0,037 0,037
Kontrol (+) Fraksi n-heksana 0,037 0,037 0,037 0,037

Kontrol (-) Fraksi n-heksana 1,000 1,000 1,000 1,000
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Tabel E.3 Hasil analisis data uji Mann-Whitney fraksi etil asetat terhadap fraksi
etanol-air dari daun kacapiring G.augusta dan kelompok kontrol

Signifikansi Fraksi etil Fraksi etil ~ Fraksi etil  Fraksi etil
(p<0,05) asetat 20%  asetat 25%  asetat 30% asetat
40%
Fraksi etil asetat 20% 1,000 1,000 1,000
Fraksi etil asetat 25% 1,000 1,000 1,000
Fraksi etil asetat 30% 1,000 1,000 1,000
Fraksi etil asetat 40% 1,000 1,000 1,000
Fraksi Etanol-air 20% 1,000 1,000 1,000 1,000
Fraksi Etanol-air 25% 1,000 1,000 1,000 1,000
Fraksi Etanol-air 30% 0,037 0,037 0,037 0,037
Fraksi Etanol-air 40% 0,037 0,037 0,037 0,037
Kontrol (+) fraksi EA 0,037 0,037 0,037 0,037
Kontrol (-) fraksi EA 1,000 1,000 1,000 1,000

Tabel E.3 Hasil analisis data uji Mann-Whitney fraksi etanol-air terhadap fraksi
etanol-air dari daun kacapiring G.augusta dan kelompok kontrol

Signifikansi Fraksi Fraksi Fraksi Fraksi
(p<0,05) Etanol-air Etanol-air ~ Etanol-air  Etanol-air

20% 25% 30% 40%

Fraksi Etanol-air 20% 1,000 1,000 1,000

Fraksi Etanol-air 25% 1,000 1,000 1,000

Fraksi Etanol-air 30% 0,037 0,037 0,05
Fraksi Etanol-air 40% 0,037 0,037 0,05

Kontrol (+) f. Etanol-air 0,037 0,037 0,05 0,05

Kontrol (-) F. Etanol-air 1,000 1,000 0,037 0,037
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