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RINGKASAN

Uji Aktivitas Antibakteri dan Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol Daun
Bawang Dayak (Eleutherine Americana (Aubl.) Merr. Terhadap Bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Ilham Robbynoor Sulistiyono,
152210101036;2020;41 Halaman; Fakultas Farmasi Universitas Jember.

Penyakit infeksi merupakan penyebab kematian nomor dua di dunia yaitu
sebanyak 14,9 juta atau (>25%). Infeksi nosokomial adalah penyakit yang
didapatkan pasien pada saat perawatan di rumah sakit. Bakteri E. coli dapat
menyebabkan penyakit infeksi saluran kemih, diarea, dan sepsis meningitis. Bakteri
S. aureus dapat menyebabkan penyakit di permukaan kulit dan ditemukan pada
penyakit, ispa, dan infeksi saluran kemih. Secara umum penyakit infeksi yang
disebabkan oleh bakteri dapat diterapi salah satunya menggunakan antibiotik.
Penggunaan senyawa antibiotik yang tidak terkontrol akan menjadi masalah baru
yaitu adanya resistensi yang semakin mengkhawatirkan karena muncul beberapa
bakteri yang kebal terhadap antibiotik. Eksplorasi pengobatan infeksi salah satunya
adalah pemanfaatan tanaman sebagai agen antibakteri. Salah satu bahan alam yang
mempunyai potensi sebagai agen antibakteri adalah bawang dayak (Eleutherine
americana (Aubl.) Merr.). Tumbuhan ini mudah ditemukan pada wilayah
pemukiman masyarakat suku dayak di pulau Kalimantan. Bawang dayak
dimanfaatkan hanya pada bagian umbinya, sedangkan bagian daun menjadi limbah.
Berdasarkan skrining metabolit sekunder ekstrk etanol daun bawang dayak diduga
memiliki potensi antibakteri.

Dalam penelitian ini dilakukan pembuktian ilmiah adanya aktivitas
antibakteri dan skrining fitokimia ekstrak etanol daun bawang dayak terhadap
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Skrining fitokimia dilakukan untuk
mengetahui metabolit sekunder yang terkandung di dalam ekstrak etanol daun
bawang dayak. kemudian dilakukan pengujian aktivitas antibakteri ekstrak etanol
daun bawang dayak. menggunakan metode difusi cakram dengan
gentamisin sebagai kontrol positifxdan DMSO 10% sebagai kontrol negatif.
Penggunaan metode difusi cakram ditujukan untuk mengetahui aktivitas antibakteri
dengan melihat adanya daya hambat di sekitar cakram. Hasil skrining fitokimia
daun bawang dayak yaitu mengandung golongan senyawa metabolit sekunder pada
alkaloid, polifenol, tanin, dan terpenoid. Pengujian aktivitas antibakteri terhadap
bakteri S. aureus berpotensi menghambat pertumbuhan bakteri pada konsentrasi 1,
5, 10, 20, dan 40% (b/v), sebesar 6,4+0,32; 7,04+0,13; 7,62+0,41; 8,47+£0,15; dan
9,26£0,14 mm. Berdasar pengujian One Way ANOVA dan LSD diperoleh
signifikansi P<0,05, sehingga diketahui adanya perbedaan yang signifikan antar
konsentrasi. Pengujian aktivitas antibakteri terhadap bakteri E. coli berpotensi
menghambat pertumbuhan bakteri pada konsentrasi 1, 5, 10, 20, dan 40% sebesar
0,00; 6,53+0,23; 7,47+0,34; 8,36+0,23; dan 9,04+0,41 mm. Berdasar pengujian
One Way ANOVA dan LSD diperoleh signifikansi P<0,05, sehingga diketahui
adanya perbedaan yangasignifikan antar konsentrasi. Hasil uji t test Potensi yang
ditimbulkan konsentrasi 1 dan 5 % menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan
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tetapi pada konsentrasi 10, 20, dan 40% tidak menunjukkan adanya perbedaan yang
signifikan antar kedua bakteri.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit menular menjadi masalah cukup penting dalam bidang kesehatan
hampir di seluruh negara berkembang seperti Indonesia (Dharmayanti dan
Tjandararini, 2017). Salah satu jenis penyakit yang paling banyak dialami oleh
masyarakat Indonesia adalah penyakit infeksi (Radji, 2011). Penyakit tersebut dapat
berkembang sangat pesat karena penyebaran penyakit infeksi terjadi secara
langsung atau tidak langsung dari satu orang ke orang lain dengan cepat. Agen
penyebab penyakit infeksi adalah mikroorganisme patogen seperti jamur, bakteri,
virus atau parasit (WHO, 2016).

Penyakit infeksi merupakan penyebab kematian nomor dua di dunia yaitu
sebanyak 14,9 juta atau (>25%) (Morens dkk., 2004). Menurut Djaja (2003), dalam
wawancara ulang tahun 2013 yang dilakukan Survei Kesehatan Rumah Tangga
mendapatkan 784 kasus kematian, 22,9% diantaranya disebabkan oleh penyakit
infeksi. Penyakit infeksi yang didapatkan pasien pada saat menerima perawatan di
rumah sakit disebut infeksi nosokomial, sehingga infeksi nosokomial
meningkatkan angka kematian pasien yang dirawat di rumah sakit. Isolat bakteri
yang didapatkan pada pasien infeksi nosokomial sebanyak (94,4%) bakteri gram
negatif dan bakteri gram positif (5,6%). Bakteri Escherichia coli menjadi penyebab
kematian dengan persentase (12,1%), sedangkan Staphylococcus aureus menjadi
penyebab kematian dengan persentase (33,3%). Data tersebut didapatkan
didapatkan dari jJumlah isolat kuman yang didapatkan dan angka kematian menurut
jenis kuman penyebab di rumah sakit khusus penyakit menular Jakarta pada tahun
1982-1983 (Janas dkk., 1992). Menurut Sinaga (2014), udara di ruangan UGD
RSUD Abepura menunjukkan adanya bakteri S. aureus (11%) dan E. coli (12%)
yang dapat menimbulkan infeksi nosokomial. Bakteri E. coli dapat menyebabkan
penyakit infeksi saluran kemih, diarea, dan sepsis meningitis. Bakteri S. aureus
dapat menyebabkan penyakit di permukaan kulit dan ditemukan pada penyakit
kulit, ispa, dan infeksi saluran kemih (Guglielmo dkk., 2013).
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Secara umum penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri mempunyai
terapi salah satunya menggunakan antibiotik. Penggunaan senyawa antibiotik
menjadi masalah baru yaitu adanya resistensi yang semakin mengkhawatirkan
karena muncul beberapa bakteri yang kebal terhadap antibiotik (Brooks dkk.,
2013). Saat ini resistensi antimikroba terhadap bakteri E. coli dan S. aureus muncul
di mikroflora orang Indonesia, sehingga perlu alternatif untuk eksplorasi
penanganan resistensi antimikroba di Indonesia (Lestari dkk., 2008). Salah satu
alternatifnya adalah pemanfaatan tanaman sebagai antibakteri (Lestari dkk., 2015).
Menurut Wagner (2009), tumbuhan mempunyai senyawa aktif yang bermanfaat
sebagai potensi agen antibakteri baru. Obat herbal (berasal dari alam) mempunyai
efek samping relatif kecil apabila digunakan secara tepat, yang meliputi kebenaran
bahan, pemahaman dari informasi, ketepatan dosis, dan ketepatan cara penggunaan
(Sari, 2006). Masyarakat mempercayai bahwa bahan alam sebagai pengobatan
memiliki efek samping yang relatif kecil dan biaya relatif lebih dapat dijangkau
daripada obat sintetis dan mudah di cari (Ghosh dkk., 2008).

Salah satu bahan alam yang mempunyai potensi sebagai agen antibakteri
adalah bawang dayak (Eleutherine americana (Aubl.) Merr.). Tumbuhan ini mudah
ditemukan pada wilayah pemukiman masyarakat suku dayak di pulau Kalimantan
(Takoy dkk., 2013). Bawang dayak dimanfaatkan hanya pada bagian umbinya,
sedangkan bagian daun menjadi limbah (Kumalasari dkk., 2018). Umbi bawang
dayak mempunyai aktivitas antibakteri terhadap S. aureus dan E. coli konsentrasi
yang efektif untuk menghambat pertumbuhan kedua bakteri tersebut adalah 12%
(Ali dkk., 2016). Pada penelitian Andiriyani (2016) dinyatakan bahwa daun bawang
dayak mempengaruhi kadar MDA tikus wistar setelah dipapar asap rokok dan daun
bawang dayak yang diambil di Pontianak Provinsi Kalimantan Barat mempunyai
senyawa metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid, saponin, fenol,
triterpenoid, dan steroid. Ekstrak daun bawang dayak dengan pelarut 70%
mangandung senyawa flavonoid sebesar 34% (Kumalasari dkk., 2018). Sejauh ini
belum ada penelitian untuk mengetahui aktivitas antibakteri daun bawang dayak
dan skrining fitokimia pada daerah pengambilan bahan di Kotawaringin Barat
Provinsi Kalimantan Tengah.
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Berdasarkan uraian di atas penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
aktivitas antibakteri ekstrak etanol dan skrining fitokimia daun bawang dayak
terhadap bakteri E. coli dan S. aureus. Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi
menggunakan pelarut etanol 96%. Pengujian pada penelitian ini dilakukan dengan
cara in vitro dan menggunakan metode uji difusi cakram sebagai dasar reverensi
pengembangan obat herbal sebagai antibakteri. Metode ini mempunyai tujuan
untuk mengetahui diameter zona hambat, sehingga dapat mengetahui kemampuan
aktivitas antibakteri ekstrak bawang dayak dalam menghambat pertumbuhan
mikroba (Balouiri dkk., 2016).

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang di atas, maka rumusan masalah dalam penelitian
ini adalah:
1. Bagaimana perbandingan aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun bawang dayak
terhadap bakteri E. coli dan S. aureus?
2. Apa golongan senyawa metabolit sekunder dalam daun bawang dayak
menggunakan metode skrining fitokimia?

1.3 Tujuan Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah di atas, maka tujuan penelitian ini adalah
untuk:
1. Mengetahui perbandingan aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun bawang
dayak terhadap bakteri E. coli dan S. aureus.
2. Mengetahui golongan senyawa metabolit sekunder daun bawang dayak pada
tempat pengambilan sampel di Kabupaten Kotawaringin Barat Provinsi

Kalimantan Tengah.
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1.4 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat, antara lain :

a. Bagi peneliti
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai potensi
aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun bawang dayak.

b. Bagi masyarakat
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi dan sumbangan
pengetahuan bagi masyarakat terutama tentang pemanfaatan limbah daun
bawang dayak agar bernilai ekonomis.

c. Bagi Universitas Jember
Penelitian ini diharapkan dapat menambah bahan referensi bagi mahasiswa
(khususnya mahasiswa Fakultas Farmasi Universitas Jember) dalam

pengembangan obat baru dari bahan alam yang berpotensi sebagai antibakteri.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Umum Bawang Dayak
2.1.1Klasifikasi Bawang Dayak
Klasifikasi tumbuhan bawang dayak (Eleutherine americana (Aubl.) Merr.)

menurut (Kementerian Kesehatan RI, 2001) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Devisi : Spermatophyta

Sub Devisi  : Angiospermae

Kelas : Monocotyledonae

Ordo . Liliales

Famili : Liliaceae

Genus : Eleutherine

Spesies : Eleutherine americana (Aubl.) Merr.

Sinonim : Eleutherine bulbosa, Eleutherine plicata, Eleutherine palmofilia.

2.1.2 Habitat dan Morfologi

Tanaman bawang dayak tersebar di pulau Kalimantan, Sumatra, dan Jawa.
Di berbagai daerah tumbuhan bawang dayak memiliki sebutan yang berbeda
contohnya di Pulau Jawa bawang dayak disebut dengan bawang sabrang, sedangkan
di Sumatera disebut dengan bawang kapal (Kementerian Kesehatan RI, 2001).
Bawang dayak adalah tanaman khas di daerah Kalimantan Tengah dan banyak
digunakan oleh suku Dayak. Suku Dayak sudah menggunakan tanaman ini sebagai
tanaman obat secara turun-temurun dimulai dari nenek moyang hingga sekarang.
Bawang dayak mempunyai kemampuan tumbuh dan beradaptasi dengan baik pada
berbagai iklim dan berbagai jenis tanah. Tanaman tersebut dapat diperoleh dan
dipanen serta diperbanyak dalam waktu yang cukup singkat, sehingga mudah
dikembangkan untuk skala pemanfaatan yang lebih besar untuk skala industri

(Galingging, 2009).
Tanaman bawang dayak mempunyai tinggi rata-rata 30-40 cm. daun berwarna
hijau jika masih segar dan kuning yang sudah kering dengan berbentuk pita,

tunggal, ujung dan pangkal daun runcing, serta mempunyai tepi yang rata. Bunga
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bawang dayak berjumlah majemuk, tumbuh di ujung dari batang, panjang atau
tinggi dari tangkai sekitar 40 cm, mempunyai bentuk silindris dengan kelopak berisi
dua daun kelopak berwarna hijau kekuningan. Mahkota terdiri dari empat daun
mahkota yang panjangnya kurang lebih 5 cm berwarna putih, terdiri dari empat
benang sari dengan kepala sari berwarna kuning, putik berbentuk seperti jarum
dengan panjang kurang lebih 4 mm, keseluruhan dari bunga bawang dayak
berwarna putih kekuningan. Akar berbentuk serabut dan berwarna coklat muda
(Kementerian Kesehatan RI, 2001). Berikut ini gambar bawang dayak beserta

daunnya:

Gambar 2. 1 Daun Bawang Dayak (Sumber: Dokumentasi Pribadi)

2.1.3 Kandungan Kimia dan Kegunaan Daun Bawang Dayak

Bawang dayak memiliki metabolit sekunder yaitu polifenol, flavonoid,
kuinon, alkaloid, saponin, steroid (Puspadewi dkk., 2013). Kandungan senyawa
bioaktif dalam umbi tanaman (Eleutherine bulbosa (L.) Merr.) yaitu senyawa
naphthalene salah saru turunan dari golongan fenol (Bone dkk., 2019). Menurut
Sa’adah (2015), golongan senyawa kimia sekunder umbi bawang dayak dalam
pelarut etanol adalah alkaloid, flavonoid, tanin, steroida. Sedangkan golongan
senyawa dalam daun bawang dayak dengan pelarut etanol 70% terkandung
seperti alkaloid, flavonoid, saponin, fenol, triterpenoid dan steroid (Andiriyani
dkk., 2016).
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Umbi bawang dayak mempunyai khasiat sebagai penyembuh kanker
usus, sakit perut setelah melahirkan, diabetes melitus, hipertensi, penurun
kolesterol, kanker payudara, dan obat bisul (Galingging, 2009). Takoy (2013)
melakukan penelitian etnofarmasi pada suku Dayak Seberuang bawang dayak
digunakan dalam pengobatan alergi kulit dengan cara direbus kemudian air
rebusan tersebut diminum.

2.1.4 Penelitian Pendahuluan Bawang Dayak

Umbi bawang dayak mempunyai aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Erwinia spp,
Streptococcus spp (Ifesan dkk., 2010). Ekstrak etanol umbi bawang dayak
mempunyai aktivitas antibakteri terhadap bakteri E. coli dan S. aureus dengan
konsentrasi yang efektif untuk menghambat pertumbuhan bakteri adalah 12%
(Ali dkk., 2016). Ekstrak daun bawang dayak mampu menurunkan kadar
Melondialdehyde pada tikus wistar jantan dengan dosis paling efektif 90mg/kg
BB (Andiriyani dkk., 2016). Penelitian yang dilakukan oleh Kumalasari (2018)
ekstrak etanol 70% daun bawang dayak yang diuji secara kuantitatif
mengandung kadar flavonoid total sebanyak 34,08% (Kumalasari dkk., 2018).
Berdasarkan penelitian sebelumnya belum ada penelitian terkait antibakteri
daun bawang dayak tempat asal Kotawaringin Barat Provinsi Kalimantan

Tengah.

2.2 Tinjauan Umum Infeksi

Agen infeksius merupakan penyakit yang menyebabkan penyakit infeksi.
Agen ini dapat menularkan agen toksik ke dalam tubuh melalui vektor seperti orang
terinfeksi, binatang atau reservoir yang dapat menularkan secara langsung atau
tidak langsung (Kramer dkk., 2010). Agen yang menyebabkan infeksi contohnya
seperti bakteri, fungi, parasit, dan virus (WHO, 2018). Tanda serta gejala infeksi
bervariasi seperti demam, nyeri, berat badan menurun, dan menggigil. Infeksi yang

disebabkan oleh bakteri dan virus dapat memberi gejala yang sama tetapi infeksi
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yang diakibatkan oleh virus tidak bisa diterapi dengan antibiotik (National
Information Program on Antibiotic, 2018).

Kramer (2010), menyebutkan bahwa infeksi terjadi melalui beberapa proses
yaitu: paparan, penyakit, dan transmisi. Tahapan-tahapan patofisiologis yang
menjadikan penyakit infeksi adalah agen infeksius yang keluar dari reservoir
dengan melewati jalur tertentu selanjutnya masuk ke dalam host yang sudah rentan.
Agen penyebab infeksi keluar dari host dan kemudian bertransfer ke host yang lain.
Agen infeksi dapat menjalar kebagian yang lain seperti kulit, saluran pernapasan,
otak manusia, saluran kemih, dan sebagainya.

Infeksi nosokomial (yang didapatkan di rumah sakit) merupakan salah satu
masalah utama di rumah sakit. Terdapat 1317 kasus yang terjadi di RS Cipto
Mangunkusumo antara tahun 1999-2002 kasus paling umum terkait dengan
penggunaan kateter, bekas luka bedah, infeksi saluran kemih, dan saluran
pernafasan. ISK merupakan penyebab 31% dalam komplikasi infeksi nosokomial
disusul oleh pneumonia sebanyak 27% dan infeksi aliran darah primer 19%
(Widodo dan Astrawinata, 2004). Bakteri S. aureus dan E. coli merupakan salah

dua dari penyebab infeksi nosokomial (Sinaga dkk., 2014).

2.3 Tinjauan Bakteri
2.3.1 Escherichia coli
klasifikasi bakteri E. coli sebagai berikut:
Kingdom : Bacteria
Subkingdom : Negibacteria

Filum : Proteobacteria

Class : Gammaproteobacteria
Order : Enterobacetria

Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Spesies : Escherichia coli

(ITIS, 2012)
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Escherichia coli adalah bakteri golongan fakultatif anaerobik gram negatif,
morfologinya berbentuk basil, dan salah satu famili dari Enterobactericeae. E. coli
merupakan flora normal dalam sistem pencernaan manusia yang dominan namun
E. coli berjumlah sangat kecil dari keseluruhan kandungan bakteri di saluran
pencernaan (Todar, 2008).

Pada umumnya koloni bakteri E. coli mempunyai bentuk bulat dan cembung
dengan keseluruhan berbentuk seperti batang. Koloni bakteri mempunyai tepi halus
yang terlihat jelas dan bersifat fakultatif anaerob. Ukuran lebar E. coli rata-rata 1,1-
1,5 um dan panjangnya berukuran 2,0-6,0 pm. Bakteri tersebut termasuk dalam
bakteri golongan gram negatif (Willey dkk., 2009). E. coli mempunyai kemampuan
untuk melekat pada sel epitel saluran urin oleh fimbria dari bakteri tersebut dan
akan menghasilkan kolonisasi di saluran kemih (Wells dkk., 2015). Berikut ini

gambar bakteri E. coli:

Gambar 2. 2 Bakteri E. coli (Sumber: Greenwood dan Slack, 2012)

2.3.2 Staphylococcus aureus

Klasifikasi bakteri S. aureus sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria
Subkingdom : Posibacteria
Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Famili : Staphylococcaceae

Genus : Staphylococcus
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Spesies : Staphylococcus aureus

(ITIS, 2012)

Staphylococcus aureus adalah golongan bakteri gram positif yang berbentuk
kokus dan menyerupai anggur. Bakteri S. aureus merupakan termasuk dalam famili
Staphylococcaceae yang tumbuh dengan respirasi aerobik (fakultatif anaerob) atau
menghasilkan asam laktat. S. aureus dapat tumbuh pada kisaran suhu 15°C hingga
45°C (Todar, 2008).

Staphylococcus enterotoksin merupakan toksin yang dihasilkan oleh bakteri S.
aureus. Menurut Baba-moussa (2008), Staphylococcus enterotoksin dihasilkan dari
isolat penyakit ISK yang sampel tersebut diambil di Strasbourg University Hospital
(Benin) sebanyak 63% sedangkan isolat yang diambil dari Cotonou University
Hospital (Prancis) hanya 15% yang memproduksi Staphylococcus enterotoksin.
Kedua isolat tersebut diambil dari pasien ISK yang menggunakan kateter. Berikut

ini gambar bakteri S. aureus:

> _
Gambar 2. 3 Bakteri S. aureus (Greenwood dan Slack, 2012)

2.4 Uji Aktivitas Antibakteri
Pengujian aktivitas antibakteri mempunyai tujuan untuk mengetahui
kemampuan daya hambat esktrak terhadap pertumbuhan bakteri. Terdapat beberapa

metode pengujian antibakteri yang dapat digunakan yaitu (Balouiri dkk., 2016) :
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1. Metode Dilusi

Metode dilusi yaitu metode yang dilakukan dengan cara pencampuran
antara senyawa uji dan agar sebagai media. Pencampuran antara keduanya pada saat
agar masih dalam keadaan encer dan begitu pula dengan senyawa uji dan bakteri
uji. Antar lempeng agar mempunyai konsentrasi senyawa uji yang berbeda.
Selanjutnya suspensi bakteri diinokulasi selama 24 jam pada suhu antara 36°C
sampai 37°C. Perbandingan kekeruhan antar konsentrasi uji menunjukan adanya
kekuatan senyawa dalam aktivitas antibakteri.
2. Metode Bioautografi

Metode Bioautografi bisa menggunakan bioautografi kontak atau
bioautografi langsung. Bioautografi kontak mempunyai cara seperti prinsip
kromatografi lapis tipis (KLT) dimana senyawa akan berdifusi pada lempeng KLT.
Bioautografi langsung dapat dilakukan dengan cara mengamati zona hambat secara
langsung yang sebelumnya telah disemprot suspensi bakteri pada lempeng KLT.
3. Metode Difusi

Metode difusi memiliki 2 macam metode, yaitu cakram dan sumuran.
Kedua metode ini memiliki prinsip yang sama yaitu senyawa uji akan berdifusi ke
agar yang berada di sekitarnya. Metode difusi cakram dilkukan dengan cara
menaruh kertas cakram yang sudah terisi senyawa uji di permukaan media.
Sedangkan pada metode difusi sumuran, media agar dilubangi terlebih dahulu lalu
senyawa uji di masukan ke dalam sumuran tersebut. Inkubasi media agar yang
mengandung bakteri dan senyawa uji dengan waktu selama 18 sampai 24 jam pada
suhu 36°C sampai 37°C. Aktivitas antibakteri dengan adanya zona hambat yang
timbul pada media agar di sekeliling senyawa uji. Lebarnya diameter zona hambat
pada media agar menunjukkan kemampuan senyawa uji dalam menghambat

pertumbuhan bakteri atau juga bisa disebut kekuatan antibakteri.

2.5 Tinjauan Umum Skrining Fitokimia
Skrining fitokimia merupakan metode yang digunakan untuk mengetahui

identitas golongan senyawa metabolit sekunder dan berguna untuk mengetahui
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adanya senyawa aktif biologis yang tersebar di berbagai jaringan tanaman dengan
cepat, sederhana, dan selektif (Sari dkk., 2014). Melakukan skrining fitokimia dapat
menggunakan KLT (kromatografi lapis tipis) atau dapat menggunakan tube test
(reaksi pengendapan dan warna) untuk identifikasi golongan senyawa metabolit
sekunder. Pengujian dengan uji tabung dilakukan mereaksikan antara ekstrak dan
reagen, sedangkan pengujian menggunakan KLT yaitu melakukan penotolan
ekstrak pada lempeng KLT kemudian lempeng tersebut dieluasi di dalam fase gerak
yang sesuai. Sehingga mendapatkan metabolit sekunder yang terpisah. Hasil KLT

berupa noda yang terpisah berdasarkan polaritas (Harborne, 1984).
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini yaitu true experimental laboratories yang mempunyai
untuk mengetahui aktivitas antibakteri dan kandungan golongan senyawa ekstrak
etanol 96% daun bawang dayak (Eleutherine americana (Aubl.) Merr.) terhadap

bakteri S. aureus dan E. coli.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi
dan Laboratorium Fitokimia Bagian Biologi Farmasi Fakultas Farmasi Universitas

Jember dimulai sejak bulan September 2019 sampai Januari 2020.

3.3 Rancangan Penelitian

Rancangan yang digunakan dalam penelitian uji aktivitas antibakteri ekstrak
etanol daun bawang dayak (Eleutherine americana (Aubl.) Merr.) terhadap bakteri
E. coli dan S. aureus adalah post test only control group design. Tahap awal
penelitian ini adalah pengumpulan sampel yaitu daun bawang dayak. Tahap
berikutnya pembuatan simplisia dan pembuatan ekstrak cair dengan pelarut etanol
96% yang dipekatkan menggunakan alat rotary evaporator hingga menjadi ekstrak
kental. Skrining fitokimia ekstrak daun bawang dayak dilakukan dengan metode
Kromatografi Lempeng Tipis (KLT) dan tube test. Pengujian aktivitas antibakteri
dilakukan dengan metode difusi cakram. Penelitian terbagi dua kelompok, yaitu
kelompok perlakuan dan kelompok kontrol. Diameter zona hambat akan dihasilkan
pada metode difusi cakram yang diukur pada kelompok perlakuan dan kelompok
kontrol. Data yang diperolen dari pengujian antibakteri dianalisis untuk

mendapatkan kesimpulan.
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3.4 Alat dan Bahan Uji
3.4.1 Alat Percobaan
Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah seperangkat alat gelas, vial,

spatula logam, tabung reaksi (Iwaki), jarum ose, plastic wrap, mikropipet
(Socorex), oven, rotary evaporator (Heidolph), autoklaf (ALP), hot plate (Thermo
Cimarex), Laminar air flow (Airtech), blue tip, yellow tip.
3.4.2 Bahan Percobaan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman daun bawang
Dayak (Eleutherine americana (Aubl.) Merr.) diambil dari Kelurahan Madurejo,
Kecamatan Arut Selatan, Kabupaten Kotawaringin Barat, Provinsi Kalimantan
Tengah. Kabupaten Kotawaringin Barat yang sudah dideterminasi di UPT
Laboratorium Materia Medica Batu dengan nomor surat: 074/463A/102.7/2019,
Etanol 96% (teknis), akudes, Dimetil sulfoksida (DMSO), Nutrient Agar, Muller
Hinton Agar, blank disk (Oxoid), disk gentamisin 10 pg, BaCl> 1%, H2SO4 1%,
biakan murni Staphylococcus aureus ATCC 33591, dan Escherichia coli ATCC
25922 didapat dari Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi Fakultas Farmasi

Universitas Jember.

3.5 Variabel Penelitian
3.5.1 Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah diameter zona hambat terhadap
E. coli dan S. aureus yang menunjukkan aktivitas bakteri dari ekstrak etanol daun
bawang dayak (Eleutherine americana (Aubl.) Merr.) dan skrining fitokimianya.
3.5.2 Variabel Bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi uji ekstrak etanol daun
bawang dayak (Eleutherine americna (Aubl.) Merr.).
3.5.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah cara ekstraksi, cara skrining

fitokimia, media pertumbuhan (Nutrient agar) dan metode uji aktivitas antibakteri
yang digunakan (Muller Hinton Agar), suhu inkubasi, lama inkubasi, dan cara

menentukan aktivitas antibakteri.
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3.6 Definisi Operasional
Definisi operasional pada penelitian ini daun bawang dayak tumbuh secara liar
dengan kondisi musim kemarau. Daun yang diambil dalam kondisi masih segar atau

yang berwarna hijau.

3.7 Prosedur Penelitian
3.7.1 Pengumpulan Sampel

Sampel bawang dayak (Eleutherine americana (Aubl.) Merr.) diambil
keseluruhan bagian tanaman dimulai dari umbi, daun, dan bunga. Selanjutnya
dicuci bersih dan dipilah untuk mendapatkan daunnya. kemudian diangin-anginkan
tanpa terkena sinar matahari secara langsung.
3.7.2 Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman dilakukan di UPT Laboratorium Materia Medica Batu
Kota Batu Provinsi Jawa Timur.
3.7.3 Pembuatan Simplisia dan Serbuk Daun Bawang Dayak

Daun bawang dayak di cuci sampai bersih dengan menggunakan air yang
mengalir, kemudian ditiriskan terlebih dahulu dan diangin-anginkan selama 3 hari
dilanjutkan pengeringan di dalam oven dengan suhu 50°C sampai kering. Daun
yang sudah dinyatakan kering ditandai dengan mudah untuk dipatahkan. Sortasi
kering dilalukan dengan tujuan sebagai memisahkan kotoran dan komponen selain
daun bawang dayak. Daun yang sudah kering diserbuk dengan cara diblender untuk
menghindari berkurangnya serbuk yang terbang dan hilang pada saat penggilingan.
3.7.4 Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Bawang Dayak

Simplisia daun bawang dayak diekstraksi menggunakan metode remaserasi
selama tiga hari dengan merendam 100 gram simplisia kering dalam pelarut etanol
96% dengan perbandingan 1:10 antara simplisia dan pelarut. Simplisia direndam
selama tiga hari dan diaduk beberapa kali dalam sehari. Maserat dipisahkan dan
pelarutnya diganti. Kemudian maserat disaring menggunakan corong buchner dan
kertas saring. Setelah penyaringan, maserat diuapkan dengan rotary evaporator
pada suhu 50°C sampai didapatkan ekstrak kental. Ekstrak kental ditimbang


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

16

kemudian dihitung persen rendemen yang didapat dan disimpan pada lemari
pendingin untuk pengujian selanjutnya.
3.7.5 Sterilisasi Alat dan Bahan

Keseluruhan alat digunakan dicuci bersih, dikeringkan dan kemudian
disterilkan. Semua alat dibungkus dengan kertas kayu, lalu disterilisasi memakai
autoklaf di suhu 121°C selama 15 menit. Bahan seperti NA, MHA, NaCl fisiologis
disterilkan dengan cara dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan disumbat
menggunakan kapas yang diselimuti kassa. Akuades dimasukkan ke botol kaca dan
ditutup hingga rapat. (Semua bahan) setelah disterilisasi disimpan di dalam lemari
pendingin. Sedangkan spreader, pinset, dan jarum ose disterilisasi di atas lampu
spiritus sampai membara.

3.7.6 Pembuatan Larutan Uji dan Media
a. NA (Nutrient Agar)

Komposisi NA terdiri dari pepton from meat (5 g/L), meat extract (3 g/L) dan
agar (12 g/L). Cara pembuatan media NA yaitu melarutkan 23 g NA dalam 1 L
akuades dan didihkan diatas hotplate dan dihomogenkan hingga merata.
Selanjutnya dimasukkan kedalam tabung reaksi sebanyak 5 ml dan disterilisasi
menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C. NA dalam keadaan panas
dimiringkan sekitar 45° bertujuan untuk membuat agar miring lalu ditunggu sampai
dingin atau memadat kemudian dimasukkan ke lemari pendingin (Maradona, 2013).
b. MHA (Mueller Hinton Agar)

Komposisi MHA terdiri dari beef infusion 300 g, casamino acid 17,5 g, dan
agar 17 g. Pembuatan media MHA yaitu melarutkan 38 g MHA dalam 1 L akudes
dan didihkan di atas hotplate, kemudian sebanyak 15 ml dituangkan ke dalam
tabung reaksi menggunakan gelas ukur dan disterilisasi dengan autoklaf pada suhu
121°C selama kurun waktu 15 menit (Maradona, 2013).

1) Pembuatan NaCl Fisiologis 0,9%
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Sebanyak 9 g NaCl ditimbang dan dilarutkan kedalam akuades steril 21000 ml,
lalu dihomogenkan dan tabung reaksi ditutup dengan kapas yang dilapisi dengan
kassa. Proses sterilisasi memakai autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C.

2) Pembuatan Mc Farland 0,5

Pembuatan larutan baku Mc Farland dengan cara pencampuran larutan H>SO4
1% dan BaCl, 1%. Campuran larutan BaCl, 1% sebanyak 0,05 ml dan larutan
H2SO4 1% sejumlah 9,95 ml dihomogenkan, sehingga didapat larutan baku Mc
Farland 0,5 yang sebanding dengan konsentrasi suspensi bakteri 1,5 x 108 CFU/ml.
3) Pembuatan Larutan Uji

Pembuatan larutan uji ekstrak etanol daun bawang dayak dengan konsentrasi
1%, 5%, 10%, 20%, 40% dilakukan dengan melarutkan ekstrak dalam DMSO 10%.
Ekstrak 40 mg dilarutkan di dalam dan DMSO 10% sebanyak 1 ml (1 bagian DMSO
100% dan akuades steril 9 bagian) lalu dihomogenkan dengan bantuan vortex
sampai larut. Pembuatan larutan uji pada konsentrasi 1%, 5%, 10%, dan 20%
didapatkan dari pengenceran larutan uji konsentrasi 40% dan dilarutkan di dalam
DMSO 10%.

3.8 Uji Aktivitas Antibakteri
3.8.1 Pembuatan Biakan Murni

Bakteri uji E. coli dan S. aureus diremajakan pada media NA miring
menggunakan jarum ose, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
3.8.2 Peremajaan Bakteri Uji

Bakteri uji yang telah tumbuh dibiakkan dengan cara pengambilan koloni
menggunakan jarum ose di dalam media NA miring dalam kondisi yang aseptis.
Waktu inkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37°C.
3.8.3 Pembuatan Suspensi Bakteri

Pembuatan suspensi bakteri dilakukan dengan cara mengambil koloni di
media NA agar miring sebanyak 4 sampai 5 koloni menggunakan jarum ose lalu
dimasukkan ke dalam NaCl 0,9% sebanyak 10 ml kemudian dihomogenkan

memakai vortex.
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3.8.4  Pembuatan Kontrol negatif

Kontrol negatif pada penelitian ini menggunakan DMSO 10%. Sebanyak 10
bagian DMSO 100% dilarutkan ke dalam 90 bagian akuades (Berahou dkk., 2007).
3.8.5 Penyiapan Kontrol Positif

Cakram gentamisin 10 pg sebagai kontrol positif yang didapat dari
Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi bagian Biologi Farmasi Fakultas

Farmasi Universitas Jember.

3.9 Penentuan Aktivitas Antibakteri

Penentuan aktivitas antibakteri bertujuan untuk mengetahui adanya aktivitas
antibakteri dari ekstrak etanol daun bawang dayak dengan metode difusi cakram.
Suspensi bakteri diratakan menggunakan spreader pada MHA yang sudah dipindah
dari tabung reaksi ke cawan petri. Kertas cakram yang sudah berisi larutan uji
diletakkan di atas permukaan MHA. Kontrol positif diletakkan di tengah bagian
cawan petri dan kontrol negatif diletakan di bagian pinggir kontrol positif sejajar
dengan larutan uji pada cakram. Cawan petri dibungkus dengan plastic wrap dan
diinkubasi selama 18 jam pada suhu 37°C menggunakan inkubator. Jika ekstrak
memiliki aktivitas antibakteri maka akan timbul diameter zona hambat atau akan
timbul area bening karena ekstrak berdifusi ke media agar dan menghambat
pertumbuhan bakteri yang diuji. Pengukuran zona bening atau daya hambat
dilakukan dengan mengukur diameternya menggunakan jangka sorong. Replikasi
dilakukan sebanyak 3 kali pada setiap konsentrasi uji. Berikut skema dalam

pengujian antibakteri:

{ 1% H Zh 1 P
4* 5% Fm
= P | 4 10% H Zh3 )-

S B
K Zh
W_% - -

;ﬁ K- }—{ Zh - f—

Gambar 3. 1 Penentuan Aktivitas Antibakteri

Keterangan:
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S : Sampel ekstrak daun bawang dayak

P : Kelompok perlakuan

K : Kelompok kontrol

K+ : Kontrol positif

k- : Kontrol negatif

K1-5 : Konsentrasi larutan uji (1%, 5%, 10%, 20%, 40%,)

Zh1-5 : Hasil zona hambat konsentrasi uji (1%, 5%, 10%, 20%, 40%)
Analisis data : Hasil analisis data

Berikut gambar rancangan penempatan pengujian antibakteri pada cawan petri:

Gambar 3. 2 Desain Pengujian Antibakteri pada Cawan Petri

Keterangan:

K+ = Kontrol positif
K- = Kontrol negatif
K1 = Konsentrasi 1%
K2 = Konsentrasi 5%
K3 = Konsentrasi 10%
K4 = Konsentrasi 20%
K5 = Konsentrasi 40%

Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia bertujuan untuk mengetahui senyawa metabolit sekunder.

Pada penelitian ini prosedur skrining fitokimia menurut Harborne (1984) sebagai
berikut:
1) Identifikasi Golongan Alkaloid

a.

Penyiapan Sampel

Ekstrak etanol daun bawang dayak sejumlah 0,3 g ditambahkan 5 ml
HCI 2N dicampur dalam tabung reaksi kemudian dipanaskan di penangas
air dalam kurun waktu 2-3 menit sambal diaduk. Penambahan 0,3 g NaCl

sambil diaduk sampai homogen dan disaring. Filtrat tersebut ditambah 5 ml
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HCI 2N. Larutan sampel dipisahkan menjadi 4 bagian yang sama dan diberi
tanda larutan 1A, IB, IC, dan ID
b. Reaksi Pengendapan
Larutan IA menjadi blanko, pereaksi Dragendrof dimasukkan ke dalam
larutan IB, pereaksi Mayer dimasukkan ke dalam larutan IC, dan pereksi
Wagner dimasukkan ke dalam larutan ID. Jika hasil menunjukan positif
pada pereaksi Dragondrof akan muncul endapan berwarna merah jingga,
pada pereaksi Mayer akan muncul endapan yang berwarna putih, dan pada
pereaksi Wagner akan muncul endapan yang berwarna coklat.
c. Kromatografi Lapis Tipis
Larutan sampel ditambah NH4OH 28% sampai larutan sampel menjadi
basa lalu ditambahkan 5 ml kloroform dan disaring. Filtrat diuapkan hingga
kering dan kemudian dilarutkan dalam methanol. Fase diam dalam
pengujian dengan metode KLT menggunakan keisel gel GF2ss. Etil asetat:
metanol: air (9:2:2) merupakan fase geraknya dan penampak noda
menggunakan pereaksi Dragendrof jika terdapat warna jingga, maka
terdapat golongan senyawa alkaloid di dalam ekstrak.
2) Identifikasi Metabolit Sekunder Golongan Saponin, Terpenoid, dan Steroid
a. Uji Buih
Ekstrak etanol daun bawang dayak sebanyak 0,3 gram dilarutkan ke
dalam akuades sejumlah 10 ml kemudian dikocok dengan kencang selama
30 detik. Jika Hasil positif maka sampel memiliki senyawa metabolit
sekunder golongan saponin dengan buih yang stabil dalam kurun waktu
lebih dari 30 menit dan buih tersebut berada 3 cm di atas permukaan cairan.
b. Uji Warna
Ekstrak etanol daun bawang dayak sebanyak 0,3 gram dimasukkan ke
dalam 15 ml lalu dihomogenkan dan dibagi menjadi 3 bagian yang sama
rata menghasilkan larutan 1A, 1IB, dan IlIC. Larutan IIA digunakan

pengujian KLT dan dijadikan untuk blanko.

1. Uji Salkowski
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1-2 ml H2SO4 pekat dimasukkan ke dalam larutan 11B melewati
dinding tabung reaksi. Jika timbul cincin berwarna merah maka sampel
mengandung steroid tak jenuh.

2. Uji Liberman-Burchard

1 tetes H2SO4 pekat dan 3 tetes asam asetat anhidrat dimasukkan ke
dalam larutan 1IC kemudian dihomogenkan secara perlahan. Jika
timbul warna hijau biru maka sampel menunjukan adanya senyawa
metabolit sekunder saponin steroid, jika timbul warna merah ungu
maka sampel menunjukan adanya senyawa metabolit sekunder
triterpene steroid dan jika timbul warna kuning maka sampel
mengandung senyawa metabolit sekunder saponin jenuh.

c. Identifikasi dengan menggunakan KLT

Sebanyak 0,1 g ekstrak ditambah HCI 2N sejumlah 5 ml. didihkan dan
ditutup corong yang berisi kapas basah selama kurun waktu 2 jam, sehingga
saponin dapat terhidrolisis. Larutan didinginkan dan dinetralkan dengan 20
tetes ammonia. Kemudian diekstraksi menggunakan senyawa n-heksana
dengan 3 kali pengulangan. Selanjutnya, larutan diuapkan sampai 0,5 ml
lalu larutan ditotolkan pada plat KLT dengan fase diam menggunakan
Keisel gel GF2ss dan fase geraknya menggunakan n-heksana: etil asetat
(4:1) dengan penampak noda berupa anisaldehida asam sulfat dan
dipanaskan. Jika terjadi perubahan warna merah ungu maka menunjukkan
adanya sapogenin.

Ekstrak diambil sedikit untuk identifikasi terpenoid dan steroid lalu
ditetesi etanol dan diaduk sampai larut selanjutnya ditotolkan pada pelat
KLT dengan kondisi analisis fase diam berupa Keisel gel GF2ss fase
geraknya menggunakan n-heksana: etil asetat (4:1) dan penampak noda
berupa anisaldehida, asam sulfat dan dipanaskan. Terpenoid atau steroid

ditunjukkan terjadi adanya warna merah ungu dan ungu.

3) Identifikasi Metabolit Sekunder Golongan Flavonoid
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a. Pembuatan sampel
Ekstrak etanol daun bawang dayak sebanyak 0,3 g dikocok dengan n-
heksana sebanyak 3 ml hingga tidak berwarna, residu yang didapatkan
dilarutkan dalam etanol. Kemudian dibagi menjadi 3 bagian yang sama dan
diberi tanda I11A, 111B, dan I1IC. Larutan II1A dijadikan pengujian sebagai
blanko.
b. Uji Warna
1. Uji Bate-Smith dan Metcalf
0,5 ml HCI pekat dimasukkan ke dalam larutan sampel [11B,
kemudian dipanaskan di atas penangas air. Jika terjadi perubahan warna
secara perlahan menjadi warna merah terang atau ungu maka larutan
sampel mengandung leukoantosianin.
2. Uji Wilstater
0,5 ml HCI pekat dan magnesium sebanyak 4 potong dimasukkan
ke dalam larutan sampel IlIC, kemudian diamati terjadi perubahan
warnanya. Ditambahkan 0,5 ml akuades dan 1 ml butanol untuk
mengencerkan larutan sampel lalu diamati setiap lapisan warna yang
terjadi. Muncul warna merah jingga maka larutan sampel mengandung
flavon, perubahan warna menjadi merah pucat maka larutan sampel
mengandung flavonol, dan jika terjadi perubahan warna merah tua
menunjukan bahwa adanya flavonon.
c. ldentifikasi dengan menggunakan KLT
Larutan sampel I11A ditotolkan dalam dase diam Keisel gel GF2s4. Fase
geraknya menggunakan butanol: asam asetat: air (4:1:5) dan penampak
noda yang berupa uap ammonia. Apabila terdapat noda yang berwarna
kuning intensif menunjukan bahwa adanya senyawa flavonoid.
4) ldentifikasi metabolit Sekunder Golongan Polifenol dan Tanin
a. Pembuatan sampel
Sejumlah 0,3 g ekstrak etanol daun bawang dayak dimasukkan ke
dalam tabung reaksi lalu ditambahkan 10 ml akuades panas dan

dihomogenkan serta didiamkan sampai suhu kamar. NaCl sebanyak 3-4
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tetes 10% ditambahkan dalam sampel lalu dihomogenkan dan disaring.
Filtrat yang didapat dibagi menjadi 3 bagian yang sama rata dan diberi tanda
IVA, IVB, dan IVC. Larutan sampel IVA pada uji KLT dan sebagai blanko.
b. Uji Gelatin
5 ml larutan NaCl 10% dan sedikit gelatin dimasukkan ke dalam larutan
IVB. Endapan warna putih menunjukkan bahwa larutan sampel
mengandung tannin.
c. Uji Ferriklorida
Larutan sampel 1VC ditambah beberapa tetes FeCls, jika timbul warna
hijau kehitaman maka larutan sampel mengandung tannin. Apabila telah
ditambah NaCl dan gelatin dan tidak membentuk endapan, tetapi setelah
ditambah dengan larutan FeCls menimbulkan warna hijau biru sampai
warna hitam maka larutan sampel mengandung polifenol.
d. ldentifikasi dengan menggunakan KLT
Uji KLT menggunakan analisis fase diam Keisel gel GF2s4 dan fase gerak
berupa Larutan kloroform: etil asetat (1:9). Penampak noda berupa FeCls.

noda hitam akan menunjukkan keberadaan senyawa polifenol pada ekstrak.

3.11 Analisis Data

Data yang didapat berupa hasil zona hambat kemudian diuji normalitas dan
homogenitasnya terlebih dahulu. Apabila data homogen dan terdistribusi secara
normal dengan nilai p > 0,05, maka analisis akan dilanjutkan memakai uji One Way
ANOVA. Uji One Way ANOVA bertujuan untuk mengetahui apakah ada perbedaan
yang signifikan dengan nilai kepercayaan 95%. Selanjutnya pengujian
menggunakan uji Least Significant Different (LSD) yang mempunyai tujuan untuk
mengetahui adanya perbedaan antar kelompok uji pada E. coli dan S. aureus. Hasil
uji LSD dengan memiliki tingkat kepercayaan 95% (o = 0,05). Apabila data tidak
homogen dan data tidak terdistribusi secara normal, maka data tersebut diuji
statistik non parametrik dengan uji Kruskal-Walls dengan dilanjutkan
menggunakan uji Man-Whitney untuk mengetahui perbedaan yang signifikan

setiap kelompok uji (Balouiri dkk., 2016). Dilakukan uji independent sampel t test
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yang bertujuan untuk membandingkan rata-rata dari dua grup yang tidak
berhubungan satu dengan yang lain (Santoso, 2018). Pada penelitian ini
membandingkan dua rata-rata zona hambat yang dihasilkan ekstrak etanol daun
bawang dayak terhadap kedua bakteri.

3.12 Skema Kerja

Berikut skema kerja pada penelitian ini:

Daun (Eleutherine americana (Aubl) Merr.)

Bawang Dayak

dilakukan sortasi basah, pencucian,

v Perajangan, dan penghalusan

Serbuk simplisia daun bawang dayak

dilakukan remaserasi menggunakan

etanol 96% dan diuapkan

[ Ekstrak etanol daun bawang dayak ]

| |
[ Uji aktivitas antibakteri } [ Skrining Fitokimia }

metode difusi cakram

[ Hasil Data }

Gambar 3. 3 Skema kerja penelitian
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan dari hasil dan pembahasan pada penelitian ini sebagai berikut:

1. Aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun bawang dayak (Eleutherine
americana (Aubl.) Merr.) dapat menghambat pertumbuhan bakteri S.
aureus lebih baik dibanding bakteri E. coli. Kemampuan yang ditimbulkan
konsentrasi 1 dan 5 % menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan
tetapi pada konsentrasi 10, 20, dan 40% tidak menunjukkan adanya
perbedaan yang signifikan antar kedua bakteri.

2. Hasil skrining fitokimia ekstrak etanol daun bawang dayak (Eleutherine
americana (Aubl.) Merr.) menunjukkan hasil positif pada alkaloid,
polifenol, tanin, dan terpenoid tetapi hasil negatif saponin, flavonoid, dan
steroid.

5.2 Saran

Penelitian ini terdapat adanya keterbatasan waktu dan efisiensi kerja perlu

dilanjutkan mengenai:

1. Penetapan kadar golongan senyawa metabolit sekunder pada konsentrasi
1,5, 10, 20, dan 40%.

2. Pemisahan senyawa aktif dalam ekstrak etanol daun bawang dayak
(Eleutherine americana (Aubl.) Merr.) yang berpotensi sebagai agen
antibakteri, misalnya melalui fraksinasi.

3. Perlunya mengetahui senyawa bioaktif yang berperan sebagai antibakteri

di daun bawang dayak.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Surat Determinasi Tanaman

§ PEMERINTAH PROVINSI JAWA TIMUR
DINAS KESEHATAN
] UPT LABORATORIUM HERBAL MATERIA MEDICA BATU
| N Jalan Lahor No.87 Telp, (0341) 593396
; KOTA BATU 65313
Notnor D07/ SE3AS 102,77 2019
Sifm : Biaa
Peribal : Detormings Tanaman Bawang Daval
Memenudd perssolicases sadara :
Nams /NIM - 1. ZIDNI HAFIZHA {152210101019
2. ALWI ROBIYANTO S..; :g::::{;’%
b e — 3. ILHAM ROBBYNOOR £._/ 152210101036 .. — -
Fakultms  : FAKULTAS FARMASI, UNIVERSITAS JEMBER AP
I, Pesihal deteeminasi saman bawang messh hotas
Kinghom : Plantae (Tumbuban)
Divisi : Spermatophyta
Sub Divisi * Angiospermiae
Kelas :
Codo Lillales
| Fanly : Lilizcoas
Genus : Eleuthering
‘ Spesies : Eleatherineg aoverivana (Aubl.) Mesy,
Sivonim : Elentierine bulbora, £ plicara Herh, £ patonifolia (L) Merr.
l Nama Unm - Bavang sabeang, bawasg tiwai, banang dayak, bawang berfian, bawsng kapal
bawang kambe, bearchasg
Kurc determimasi = 1b-2b3be4-12b-13b-145-| The 1 §b. 190-208-2 ] -226-23b-24 2
\ 2003003 1.325-335-353-36d-37b 38535041 b-42b44b4 S-d 605005 |

$40-560-57b-5E-594-728-71b- a2 b- T65-3330-334
t . 5% JA1b-)a2b-3&3b. 3848 1a-20-Tb4a-53-0- ) R ;

2 Moefulig :mtlmmmamu.m'mwwﬁuﬁ"“‘
tedur, menah. Dawn: Turggal, bestuk pita, wusg G pasgkal rencing, tep suls, hijss, Benga: Majeruk,

tumbul di yueg betsng, patjang Langkai +40 om, bentuk silisdris, kelopak serdini dari dua deus kelopal,

lja hekusingan, mahbots tordin dari empet daan medhows, kpas, pasjeng +5 e, petih, bezang sar

empat kepala sani busing, petik beark jerurs, pangag +4 mm, putih kekuningsa, Akar: Sorabet, cokls

Nase Stapliia : Ebestherind Follum / Dus Sabrang.
Asal Tanaman : Kel. Madurgjo, Kee, Arst Salstan, Kob. Kots Wiringmn Barat, Kalimantan Tesgah,
Penggusasn : PerxBtian

* Anoales. dimpiwww. warimiek ristek. go.id‘pengen_keshatantwmaman_obesidepkes'1-112 pdf, diakses

rosingen.
* Backer, CA. & Babhuizen Van Dyn Brink, RC. 1968. Flora of Jave (Spermausopisver Onbyl, Yol HL
NP, Noordhoff, Grosingen.

.‘(,:

.
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Lampiran 2. Hasil Rendemen Ekstrak Etanol Daun Bawang Dayak

Berat serbuk simplisia daun bawang dayak = 100,30 gram

Berat gelas = 105,40 gram
Berat gelas + berat ekstrak kental = 118,85 gram
Berat ekstrak kental =13,45 gram

. berat ekstrak kental
Perhitungan % rendemen =

" berat serbuk simplisia

13,45
=——x1009
100,30 %

=13,41%

x 100%
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Lampiran 3. Perhitungan Konsentrasi Uji Ekstrak

> Konsentrasi induk 100% (b/v)

_ 1 gram
1ml

100% (b/v) x 100%

Sebanyak 1 gram ekstrak dilarutkan pada DMSO 10% (ekstrak dilarutkan
dalam 1 bagian DMSO 100% kemudian ditambahkan aquadest sebanyak 9
bagian).

» Pengenceran larutan uji 1, 5, 10, 20, dan 40%.

Konsentrasi larutan uji (%  Volume yang diambil dari  pelarut DMSO 10% (mm)

b/v) induk (pL)

40 400 600
20 200 800
10 100 900
5 50 950
1 10 990



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

Lampiran 4. Hasil Pengukuran Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Daun
Bawang Dayak Terhadap Bakteri S. aureus

Replikasi  pengukuran Diameter zona hambat (mm) (S. aureus)

diameter 106 5% 10% 20% 40% k+ k-

1 1 64 70 71 87 90 244
2 6,2 67 76 84 93 24,7

3 63 73 74 81 9,2 250

4 62 71 70 85 9,2 246

5 63 70 76 83 9,6 24,7

Rata-rata 6,28 7,02 7,34 84 9,26 24,68

2 1 60 71 75 84 96 244
2 63 66 7,7 86 9,3 245

3 62 68 74 83 93 241

4 61 71 72 84 9,6 24,3

5 62 70 74 81 9,2 24,2

Rata-rata 6,16 6,92 7,44 8,36 94 24,3

3 6,8 74 82 85 9,3 230

66 71 80 85 91 235
69 73 80 89 9,2 23,6
6,7 70 81 87 89 234
68 71 82 86 9,1623,5
Rata-rata 6,76 7,18 8,1 8,64 912 234

g B~ W NP

Rata-rata keseluruhan 6,4 7,04 7,63 8,47 926 2413

sb 032 013 041 015 0,14 0,66

Hasil uji normalitas

Tests of Normality

Kolmogorow-Smirnov® Shapiro-Wilk
Konsentrasi | Statistic df Sig. Statistic df Sig.

sa 1% 214 893 363
5% 227 983 747
10% a4 847 232
20% 337 8485 L]
40% 758 1.000 1.000

LA L L L
DAL L L
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Hasil uji homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

41

53
» Levene
Statistic df df2 Sig.
3.113 4 10 066
Hasil uji One Way ANOVA
ANOVA
sa
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 15.405 4 385 58.166 000
Within Groups 662 10 066
Total 16.068 14
Hasil uji LSD
Multiple Comparisons
Dependent Variable: E.coli
LSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-
(I) konsentrasi (J) konsentrasi J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
1% 5% -6.53333" .28183 .000 -7.1378 -5.9289
10% -7.46667" .28183 .000 -8.0711 -6.8622
20% -8.36000" .28183 .000 -8.9645 -7.7555
40% -9.04000" .28183 .000 -9.6445 -8.4355
K+ -23.96667" .28183 .000 -24.5711 -23.3622
K- .00000 .28183 1.000 -.6045 .6045
5% 1% 6.53333" .28183 .000 5.9289 7.1378
10% -.93333" .28183 .005 -1.5378 -.3289
20% -1.82667" .28183 .000 -2.4311 -1.2222
40% -2.50667" .28183 .000 -3.1111 -1.9022
K+ -17.43333" .28183 .000 -18.0378 -16.8289
K- 6.53333" .28183 .000 5.9289 7.1378
10% 1% 7.46667" .28183 .000 6.8622 8.0711
5% .93333" .28183 .005 .3289 1.5378
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20% -.89333" .28183 .007 -1.4978 -.2889
40% -1.57333" .28183 .000 -2.1778 -.9689
K+ -16.50000" .28183 .000 -17.1045 -15.8955
K- 7.46667" .28183 .000 6.8622 8.0711
20% 1% 8.36000" .28183 .000 7.7555 8.9645
5% 1.82667" .28183 .000 1.2222 2.4311
10% .89333" .28183 .007 .2889 1.4978
40% -.68000" .28183 .030 -1.2845 -.0755
K+ -15.60667" .28183 .000 -16.2111 -15.0022
K- 8.36000" .28183 .000 7.7555 8.9645
40% 1% 9.04000" .28183 .000 8.4355 9.6445
5% 2.50667" .28183 .000 1.9022 3.1111
10% 1.57333" .28183 .000 .9689 2.1778
20% .68000" .28183 .030 .0755 1.2845
K+ -14.92667" .28183 .000 -15.5311 -14.3222
K- 9.04000" .28183 .000 8.4355 9.6445
K+ 1% 23.96667" .28183 .000 23.3622 245711
5% 17.43333" .28183 .000 16.8289 18.0378
10% 16.50000" .28183 .000 15.8955 17.1045
20% 15.60667" .28183 .000 15.0022 16.2111
40% 14.92667" .28183 .000 14.3222 15.5311
K- 23.96667" .28183 .000 23.3622 245711
K- 1% .00000 .28183 1.000 -.6045 .6045
5% -6.53333" .28183 .000 -7.1378 -5.9289
10% -7.46667" .28183 .000 -8.0711 -6.8622
20% -8.36000" .28183 .000 -8.9645 -7.7555
40% -9.04000" .28183 .000 -9.6445 -8.4355
K+ -23.96667" .28183 .000 -24.5711 -23.3622

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

Hasil pengujian aktivitas antibakteri terhadap bakteri S. aureus

Replikasi 1
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Lampiran 5. Hasil Pengukuran Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Daun
Bawang Dayak Terhadap Bakteri E. coli

Replikasi pengukuran Diameter zona hambat (mm) (E. coli)

diameter 1% 5% 10% 20% 40% k+ K-

1 1 0O 61 70 80 8,7 244 0
2 0 63 69 82 8,8 24,7 0
3 0 62 71 80 86 250 0
4 0 63 73 81 8,7 246 0
5 0 65 71 82 85 24,7 0
Rata-rata 0 6,28 7,08 8,1 8,66 24,68 0
2 1 0O 66 76 84 92 244 0
2 0O 67 73 86 8,8 245 0
3 0O 63 80 83 96 24,1 0
4 0O 68 76 8,6 8,8 243 0
5 0O 67 76 84 85 242 0
Rata-rata 0 658 762 846 898 243 0
3 1 0O 66 7,7 82 98 21,0 0
2 0O 64 80 85 91 215 0
3 0O 68 75 88 94 216 0
4 o 70 7,7 87 96 214 0
5 0O 69 76 84 95 215 0
Rata-rata 0 6,74 7,7 852 948 232 0
Rata-rata keseluruhan 0 6,53 7,47 836 9,04 2344 0
SD 0 023 034 023 041 0,66 0
Hasil uji normalitas
Tests of Normality®
KoIngoro\-’-Smil'no\fb Shapiro-Wilk
konsentrasi | Statistic df Sig. Statistic df Sig.
ec 5% 248 3 970 3 G683
10% 342 3 845 3 227
20% 337 3 : 855 3 253
40% 224 3 . 984 3 7549
a. ecis constantwhen konsentrasi=1%. lthas been omitted.
b. Lilliefors Significance Correction
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Hasil uji homogenitas

Test of Homogeneity of VVariances

BC
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
2.605 4 10 A00

Hasil uji One Way ANOVA

ANOVA

e

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 158.564 4 39.641 A07.352 000
Within Groups a8 10 078
Total 159 346 14

Hasil Uji LSD

Multiple Comparisons

Dependent Variable: E.coli

LSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-

(I) konsentrasi (J) konsentrasi J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound

1% 5% -6.53333" .28183 .000 -7.1378 -5.9289
10% -7.46667" .28183 .000 -8.0711 -6.8622
20% -8.36000" .28183 .000 -8.9645 -7.7555
40% -9.04000" .28183 .000 -9.6445 -8.4355
K+ -23.96667" .28183 .000 -24.5711 -23.3622
K- .00000 .28183 1.000 -.6045 .6045

5% 1% 6.53333" .28183 .000 5.9289 7.1378
10% -.93333" .28183 .005 -1.5378 -.3289
20% -1.82667" .28183 .000 -2.4311 -1.2222
40% -2.50667" .28183 .000 -3.1111 -1.9022
K+ -17.43333" .28183 .000 -18.0378 -16.8289
K- 6.53333" .28183 .000 5.9289 7.1378
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10% 1% 7.46667°| .28183 .000 6.8622 8.0711
5% .93333"| .28183 .005 3289 1.5378
20% -.89333"| .28183 .007 -1.4978 -.2889
40% -1.57333°| .28183 .000 -2.1778 -.9689
K+ -16.50000"| .28183 .000 -17.1045 -15.8955
K- 7.46667°| 28183 .000 6.8622 8.0711
20% 1% 8.36000"| .28183 .000 7.7555 8.9645
5% 1.82667"| .28183 .000 1.2222 2.4311
10% .89333"| .28183 .007 2889 1.4978
40% -.68000"| .28183 .030 -1.2845 -.0755
K+ -15.60667"| .28183 .000 -16.2111 -15.0022
K- 8.36000"| .28183 .000 7.7555 8.9645
40% 1% 9.04000"| .28183 .000 8.4355 9.6445
5% 2.50667"| .28183 .000 1.9022 3.1111
10% 1.57333"| .28183 .000 9689 2.1778
20% .68000"| .28183 .030 .0755 1.2845
K+ -14.92667"| 28183 .000 -15.5311 -14.3222
K- 9.04000"| 28183 .000 8.4355 9.6445
K+ 1% 23.96667"| .28183 .000 23.3622 245711
5% 17.43333"| 28183 .000 16.8289 18.0378
10% 16.50000"|  .28183 .000 15.8955 17.1045
20% 15.60667"| .28183 .000 15.0022 16.2111
40% 14.92667"| .28183 .000 14.3222 15.5311
K- 23.96667°| .28183 .000 23.3622 245711
K- 1% .00000| .28183|  1.000 -.6045 6045
5% -6.53333"| .28183 .000 -7.1378 -5.9289
10% -7.46667"| .28183 .000 -8.0711 -6.8622
20% -8.36000° | .28183 .000 -8.9645 -7.7555
40% -9.04000° | .28183 .000 -9.6445 -8.4355
K+ -23.96667"| .28183 .000 -24.5711 -23.3622

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Hasil pengujian ekstrak daun bawang dayak terhadap E. coli

Replikasi 1

Replikasi 2

47


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

48

Lampiran 6. Hasil Skrining Fitokimia

1. Golongan Alkaloid

Hasil skrining fitokimia pereaksi Mayer dan Wagner senyawa golongan
alkaloid menggunakan metode tube test

H

Endapan putih Endapan coklat

Keterangan:

a : blanko
b : penambahan pereaksi mayer terdapat endapan putih (+)
c : penambahan pereaksi wagner terdapat endapan coklat (+)

Skrining fitokimia senyawa golongan alkaloid, dengan fase diam silica gel
Fosa, fase gerak etil asetat:metanol:air (9:2:2), dan penampak noda
dragendorf menggunakan metode KL T

Noda jingga
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2. Golongan Saponin, Terpenoid, dan Steroid

Hasil skrining fitokimia senyawa golongan saponin, terpenoid, dan steroid
menggunakan metode tube test

Keterangan:

a : blanko
b : uji saponin menunjukkan adanya busa tetapi tinggi busa hanya 2 cm (-)
c : uji libermann-burchard terjadi perubahan warna hijau biru (+)

Hasil skrining fitokimia (d) senyawa golongan sapogenin atau steroid, (e)
terpenoid atau steroid bebas dengan fase diam silica gel Fzss, fase n-
heksan:etil asetat (4:1), dan penampak noda anisaldehid asam sulfat
menggunakan metode KLT

Terbentuk noda
berwarna ungu

terbentuk noda
berwarna hitam
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3. Golongan Flavonoid

Hasil skrining fitokimia senyawa golongan flavonoid menggunakan
metode tube test

Keterangan:

a : blanko
b : uji bate-smith dan metcalf terjadi perubahan warna kecolatan (-)
c : uji wilstater terjadi perubahan warna kuning pekat (-)

Hasil skrining fitomia senyawa golongan flavonoid, dengan fase diam silica
gel Fas4, fase gerak butanol:asam asetat glasial:air (4:1:5), dan penampak
noda uap amonia menggunakan metode KL T

terdapat noda berwarna kuning samar
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4. Golongan Polifenol, dan Tanin

Hasil skrining fitokimia senyawa polifenol dan tannin menggunakan
metode tube test

i
o

b

i
(
' i
&

Endapan berwarna
putih

Keterangan:

a : blanko

b : uji feriklorida terjadi perubahan warna hijau kehitaman (+)
c : uji gelatin terdapat endapan berwarna putih (+)

Hasil skrining fitokimia senyawa golongan polifenol, dengan fase diam
silica gel F2s4, fase gerak kloroform:etil asetat (9:1), dan penampak noda
FeCls menggunakan metode KLT

terbentuk totolan berwarna hitam (+)
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Lampiran 7. Hasil Pengujian t test terhadap bakteri S. aureus dan E. coli dalam 1 konsentrasi yang sama.

Hasil uji t test pada konsentrasi 1%

T-Test
Group Statistics
Std. Error
bakteri M Mean Std. Deviation Mean
konsentrasi _1%  SA 3 | 6.40000 3174390 183303
EC 3 .00000 .000000 .000000
Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of
“ariances +testfor Equality of Means
95% Confidence Interval of the
Mean Std Error Difference
F Sig. 1 df Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper
f Equal vari
Konsentrasi 1% =dua varlances 12.000 026 | 34915 4 000 £.400000 183303 5801069 £.908931
Equalvariances not =
assumed 34915 2.000 .0m 6.400000 183303 5611311 7.188689
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Hasil uji t test pada konsentrasi 5%

T-Test
Group Statistics
Std. Errar

bakteri M Mean Std. Deviation Mean
konsentrasi _5%  SA 3 | 6.40000 317480 183303

EC 3 | 7.04000 131148 075719

Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of
Variances ttestfor Equality of Means
95% Confidence Interval ofthe
Mean Std. Error Difference
F Sig. df Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper
rasi E | vari

konsentrasl_S%  Eousl e 3482 135 4 032 - 640000 168326 -1 190642 -089358

Equal variances not . » =

assumed 2.663 057 -.640000 198326 -1.318807 038807

Hasil uji t test pada konsentrasi 10%
T-Test
Group Statistics
Std. Error

hakteri M Mean Std. Deviation Mean
konsentrasi _10%  SA 3 | 7.B2667 412957 238421

EC 3 | 746667 337244 194708

Independent Samples Test
Levene's Testfor Equality of
“ariances ttestfor Equality of Means
95% Confidence Interval of the
Mean Stdl. Error Difference
F Sig. ar Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper
i Equal vari

Konsentrasi 10% - =gualvatances 284 622 4 531 160000 307824 - 694656 1.014656

Equal vari t

e nees ne 3.846 632 160000 307824 -708283 1.028283
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Hasil uji t test pada konsentrasi 20%

T-Test
Group Statistics
Std. Errar

hakteri M Mean Std. Deviation Mean
konsentrasi _20%  SA 3 8.45333 128582 074237

EC 3 8.32000 192873 111355

Independent Samples Test
Levene's Testfar Equality of
Wariances ttestfor Equality of Means
95% Confidence Interval of the
Mean Stdl. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper

konsentrasi _20%  Equalvariances . " ,

assumed 1.006 373 996 4 376 133333 133832 -.238245 504912

Equal variances not

agsumed 8596 3.485 383 133333 133832 -.260960 527627

Hasil uji t test pada konsentrasi 40%

T-Test
Group Statistics
Std. Error
halkteri M Mean Std. Deviation Mean
konsentrasi _40%  SA 3 9.25333 150111 .0B66ET
EC 3 9.04667 423950 244767

Independent Samples Test

Levene's Test for Equality of

Variances ttestfor Equality of Means
95% Confidence Interval of the
Mean Stdl. Error Difference
F Sig. i df Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper
I Equal variances

Konsentrasi _40% - =oualvar 2420 195 736 4 AT 208667 259858 -514259 927593
Equal vari i

e arances no 796 | 2404 495 208687 259650 -723104 1136528
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