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UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI FRAKSI DAUNKENIKIR
(Cosmos caudatus Kunth.) TERHADAP BAKTERI
Staphylococcus aureus SECARA IN VITRO

Irna Nur Lailatul Kholishoh
Prodi S1 Farmasi

INTISARI

Indonesia merupakan negara tropis yang memiliki potensi tanaman sebagai
obat tradisional yang digunakan secara turun temurun. Penggunaan obat
tradisional dinilai lebih aman dari pada penggunaan obat kimia. Salah satu
tanaman yang dapat dimanfaatkan sebagai obat herbal adalah tanaman kenikir.
Tanaman yang merupakan familia dari Asteraceae ini, diduga dapat digunakan
sebagai obat tradisional untuk penyakit infeksi bakteri. Penyakit pneumonia, luka,
dan endocarditis merupakan beberapa jenis infeksi yang dihasilkan oleh bakteri
Staphylococcus aureus. Bakteri Staphylococcus aureus merupakan salah satu
bakteri jenis Gram positif dan merupakan bakteri patogen utama pada manusia.
Terapi pengobatan terhadap infeksi bakteri, diaplikasikan dengan penggunaan
antibiotik yang saat ini telah banyak menimbulkan permasalahan kesehatan
seperti resistensi antibiotik. Sehingga diperlukan penelitian yang menunjang
perkembangan obat herbal sebagai obat antibakteri. Tujuan dari penelitian ini
adalah untuk mengetahui aktivitas fraksi n-heksana, diklorometana, dan
aquadestilata dari daun kenikir terhadap bakteri Staphylococcus aureus.

Penyarian ekstrak daun kenikir dilakukan menggunakan metode maserasi
dengan pelarut etanol 96%, dan difraksinasi menggunakan pelarut n-heksana,
diklorometana dan aquadestilata. Uji aktivitas antibakteri fraksi daun kenikir
menggunakan metode difusi cakram dengan konsentrasi 10%. Analisis statistik
menggunakan Anova one way test untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh fraksi
daun kenikir terhadap pertumbuhan Staphylococcus aureus. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa fraksi diklorometana mempunyai aktivitas antibakteri yang
teraktif dalam menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dengan
rata-rata zona hambat sebesar 21,67 mm + 0,764.

Kata kunci: daun kenikir, Staphylococcus aureus, fraksinasi, difusi cakram.
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TEST OF THE ACTIVITY OF KENIKIR LEAF FRACTION
(Cosmos caudatus Kunth.) AGAINST Staphylococcus aureus
BACTERIA IN VITRO

Irna Nur Lailatul Kholishoh
Prodi S1 Farmasi

ABSTRACT

Indonesia is a tropical country with the potential of plants that have been
used for generations as traditional medicine. The use of traditional medicine is
considered safer than the use of chemical drugs. One of the plants that can be used
as herbal medicine is kenikir plant. This plant, which is a family of Asteraceae, is
thought to be used as a traditional medicine for bacterial infections. Pneumonia,
wounds, and endocarditis are some types of infections produced by
Staphylococcus aureus bacteria. Staphylococcus aureus is one of the Gram
positive bacteria and is the main pathogenic bacteria in humans. Treatment
therapy for bacterial infections is applied with the use of antibiotics, which
currently have caused many health problems such as antibiotic resistance. So that
research is needed to support the development of herbal medicines as antibacterial
drugs. The purpose of this study was to determine the activity of n-hexane,
dichloromethane, and aquadestilata fractions from kenikir leaves against
Staphylococcus aureus bacteria.

Kenikir leaf extract was extracted using maceration method with 96%
ethanol as solvent, and fractionated using n-hexane, dichloromethane and
aquadestilata as solvents. The antibacterial activity of kenikir leaf fraction was
tested using the disc diffusion method with a concentration of 10%. Statistical
analysis using Anova one way test to determine whether there is an effect of
kenikir leaf fraction on the growth of Staphylococcus aureus. The results showed
that the dichloromethane fraction had the most active antibacterial activity in
inhibiting the growth of Staphylococcus aureus bacteria with an average
inhibition zone of 21.67 mm + 0.764.

Keywords: Kenikir leaf, Staphylococcus aureus, fractionation, disc diffusion.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Indonesia merupakan negara tropis dengan potensi tanaman yang secara
turun temurun digunakan sebagai obat tradisional (Fitri et al., 2018). Indonesia
memiliki sekitar 30.000 jenis tumbuhan yang telah diidentifikasi dan 950 jenis
diantaranya diketahui memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai obat,
suplemen makanan, kosmetika, dan farmasi nutrisi (BPOM RI, 2012). Lebih
kurang 180 jenis tumbuhan telah digunakan oleh industri di bidang obat
tradisional (BPOM RI, 2012). Bangsa Indonesia telah menggunakan berbagai
ramuan dari bagian tumbuh-tumbuhan seperti daun, akar, buah, kayu, dan umbi-
umbian untuk mendapatkan kesehatan dan menyembuhkan berbagai penyakit
(Setyawan, 2019).

Pemanfaatan tumbuhan dalam pengobatan menjadi salah satu warisan
budaya bangsa Indonesia berdasarkan pengalaman, pengetahuan, dan
keterampilan yang secara turun-temurun diwariskan kepada generasi berikutnya
(Lesmana et al., 2018). Penggunaan obat tradisional secara umum dinilai lebih
aman dari pada penggunaan obat kimia (Murdopo, 2014). Hal ini disebabkan
karena obat tradisional memiliki efek samping yang relatif lebih sedikit dari pada
obat kimia (Murdopo, 2014). Akhir-akhir ini pengobatan tradisional telah menjadi
perhatian para pakar kesehatan baik di level nasional maupun internasional. Hal
ini dibuktikan dengan diterbitkannya pedoman praktik yang baik dan pedoman
penelitian serta pengembangan di bidang pengobatan tradisional oleh WHO (Joen,
2020).

Penyakit infeksi merupakan salah satu masalah kesehatan yang paling
utama di negara-negara berkembang termasuk Indonesia(Anig et al., 2015).
Infeksi sering terjadi baik di lingkungan yang didapat masyarakat maupun yang
didapat di rumah sakit (Nurrosyidah et al., 2019). Infeksi nosokomial dapat

disebabkan oleh mikroorganisme diantaranya adalah Staphylococcus aureus,



Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli dan
Candida albicans (Lutpiatina et al., 2017). Presentase mikroorganisme yang
menyebabkan terjadinya infeksi nosokomial yakni Staphylococcus aureus sebesar
34%, Pseudomonas aeruginosa dan Escherichia coli sebesar 32%, Candida
albicans sebesar 10% dan Acinetobacter baumannii sebesar 7% (Lutpiatina et al.,
2017).

Bakteri Staphylococcus aureus merupakan salah satu bakteri jenis Gram
positif dan merupakan bakteri patogen utama pada manusia (Yunita, 2012).
Penyakit pneumonia, luka, radang paru-paru, dan endokarditis atau sepsis
merupakan beberapa jenis infeksi dan penyakit yang dihasilkan oleh bakteri
Staphylococcus aureus (Angelica, 2013). Selain menimbulkan infeksi,
Staphylococcus aureus juga dapat menimbulkan keracunan makanan yaitu melalui
makanan yang tercemar (Dwiyanti and Lutpiatina, 2016).

Terapi pengobatan terhadap infeksi bakteri, diaplikasikan dengan
penggunaan antibiotik yang saat ini telah banyak menimbulkan permasalahan
kesehatan seperti resistensi antibiotik dan timbulnya efek samping yang
berbahaya (Razak et al., 2013). Sehingga diperlukan penelitian yang menunjang
perkembangan obat herbal sebagai obat antibakteri (Musnaeni et al, 2018). Salah
satu tanaman yang dapat dimanfaatkan sebagai obat herbal yang berkhasiat
sebagai antibakteri adalah kenikir (Sari et al., 2018)

Kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) merupakan tanaman obat yang
daunnya sering dikonsumsi sebagai sayuran (Dwiyanti et al., 2014). Tanaman
yang merupakan familia dari Asteraceae ini, diduga dapat digunakan sebagai obat
tradisional untuk penyakit infeksi atau sebagai antibakteri (Chotiah, 2015).
Senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada daun kenikir diketahui berupa
flavonoid, polifenol, saponin, tanin, alkaloid dan minyak atsiri (Ningtyas, 2020).
Golongan senyawa kimia tersebut diketahui memiliki kontribusi terhadap aktivitas
antibakteri (Sari et al., 2018). Pengambilan senyawa metabolit sekunder pada
daun kenikir dapat dilakukan dengan cara ekstraksi (Dwiyanti et al., 2014)

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh  Simanjuntak, (2018)

diketahui bahwa ekstrak etanol daun kenikir dengan konsentrasi 10%, 20%, dan



30% menghasilkan rata-rata zona hambat antibakteri Staphylococcus aureus

berturut-turut sebesar 13,31 mm yang termasuk dalam kategori kuat, 15,43 mm

yang termasuk dalam kategori kuat, dan 18,55 mm termasuk dalam kategori kuat.

Berdasarkan uraian di atas, maka tujuan dilakukan penelitian ini yaitu untuk

mengetahui aktivitas antibakteri fraksi daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.)

terhadap bakteri Staphylococcus aureus secara in vitro.

1.2

1.2.1

1.2.2

1.3
13.1

1.3.2

1.4
14.1

1.4.2

Rumusan Masalah

Bagaimana pengaruh aktivitas fraksi n-heksan, diklorometana, dan
aquadestilata pada daun kenikir terhadap bakteri Staphylococcus aureus?
Fraksi manakah yang memiliki zona hambat paling kuat sebagai
antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus?

Tujuan Penelitian

Mengetahui pengaruh aktivitas fraksi n-heksana, diklorometana, dan
aquadestilata pada daun kenikir sebagai antibakteri terhadap bakteri
Staphylococcus aureus.

Mengetahui fraksi yang memiliki zona hambat paling kuat dari fraksi n-
heksana, diklorometana, dan aquadestilata pada daun kenikir sebagai

antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus.

Manfaat Penelitian

Bagi masyarakat

Dapat digunakan untuk memberikan informasi kepada masyarakat bahwa

daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) dapat dimanfaatkan sebagai

antibakteri.

Bagi instansi kesehatan

a. Dapat menjadi bahan referensi untuk mengembangkan obat yang
berasal dari bahan alam

b. Dapat menjadi dasar penelitian lebih lanjut untuk mencari senyawa

yang memiliki aktivitas antibakteri.



1.4.3

144

Bagi instansi pendidikan

Dapat menjadi bahan informasi dan pengembangan untuk penelitian-
penelitian selanjutnya.

Bagi peneliti

Untuk memenuhi tugas akhir sebagai persyaratan untuk kelulusan S1
Farmasi dan dapat digunakan untuk menambah pengetahuan mengenai
manfaat bahan alam yang dapat dijadikan sebagai obat tradisional.



BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Tanaman Kenikir (Cosmos caudatus Kunth.)
2.1.1 Morfologi

Kenikir merupakan tumbuhan tingkat tinggi karena memiliki perbedaan
yang jelas antara akar, batang, dan daunnya. Tanaman kenikir berasal dari daratan
Amerika dengan penyebaran yang sangat luas terutama di daerah-daerah tropis
dimana sinar matahari dapat diperoleh sepanjang tahun. Kenikir merupakan
tanaman perdu dengan tinggi 75-100 cm dan berbau khas. Batang tegak, segi
empat, beralur membujur, bercabang banyak, beruas, serta berwarna hijau
keunguan. Daunnya majemuk, bersilang berhadapan, berbagi menyirip, ujung
runcing, tepi rata, panjang 15-25 cm, berwarna hijau. Bunga majemuk, berbentuk
bongkol, di ujung batang, tangkai Panjang + 25 cm, mahkota terdiri dari 8 daun
mahkota, panjang = 1 cm, merah, benang sari bentuk tabung, kepala sari coklat
kehitaman, putik berambut, hijau kekuningan, merah. Buahnya keras, bentuk
jarum, ujung berambut, masih muda berwarna hijau setelah tua coklat. biji keras,
kecil, bentuk jarum, panjang + 1 cm, berwarna hitam. Akar tunggang dan
berwarna putih (Hidayat, 2015)

Gambar 2.1 Tanaman Kenikir (Hariana, 2013)



2.1.2 Klasifikasi
Menurut Sharifuldin, (2014) klasifikasi ilmiah tanaman kenikir adalah
sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Subdivision : Spermatophyta

Division : Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida

Subclass . Asteridae

Ordo . Asterales

Family : Asteraceae

Genus : Cosmos

Spesies : Cosmos caudatus Kunth.
2.1.3 Kbhasiat

Kenikir merupakan sayuran tradisional yang sering dikonsumsi mentah
sebagai lalapan atau dimasak sebagai sayur. Tumbuhan ini memiliki karakter yang
unik, dengan aroma yang menarik sehingga menambah cita rasa pada makanan.
Kenikir juga digunakan sebagai penyedap makanan dan obat tradisional. Selain
itu, beberapa penelitian gizi dan obat menunjukkan bahwa kenikir kaya akan
senyawa bioaktif meliputi fenolat, flavonoid, karbohidrat, protein, mineral, dan
vitamin yang dapat meningkatkan nilai gizi (Rahman, 2014).

Daun dan batang muda kenikir segar ataupun kering dapat dimanfaatkan
untuk mengobati beberapa masalah kesehatan seperti kurang nafsu makan, lemah
jantung, memperbaiki sirkulasi darah, dan memperkuat tulang karena kandungan
kalsiumnya yang tinggi serta menghilangkan bau nafas yang kurang sedap
Masyarakat di pedesaan banyak menggunakan tanaman kenikir sebagai penambah
nafsu makan, obat lemah lambung, dan penguat tulang (Sari et al., 2018)

Manfaat lain daun kenikir yaitu mengandung zat antioksidan yang
berfungsi untuk menangkal radikal bebas. Radikal bebas dipercaya dapat memicu
banyak penyakit karena faktor lingkungan seperti penyakit kanker dan jantung.
Pada daun kenikir kandungan flavonoidnya merupakan zat antioksidan paling

efektif untuk menangkal radikal bebas. Melalui sebuah penelitian lain yang



mempelajari secara lebih dalam kandungan senyawa antioksidan kenikir,
ditemukan 4 senyawa kuersetin yang memang menunjukkan aktivitas antioksidan
yang kuat, dibandingkan dengan senyawa antioksidan standar, yaitu tokoferol
(vitamin E) (Rahman, 2014).

2.1.4 Kandungan kimia

Daun kenikir banyak dikonsumsi masyarakat sebagai sayuran. Secara
tradisional daun kenikir juga digunakan sebagai obat penambah nafsu makan,
lemah lambung, penguat tulang dan pengusir serangga (Hariana, 2013). Daun dari
tanaman kenikir memiliki kandungan kimia antara lain: flavonoid, saponin, dan
tanin. Kandungan flavonoid, saponin, dan tanin dalam daun kenikir mempunyai
aktivitas sebagai antibakteri terhadap bakteri Gram positif dan Gram negatif
(Rasdi, 2010).
2.1.4.1 Flavonoid

Flavonoid merupakan senyawa metabolit sekunder yang paling banyak
ditemukan di dalam jaringan tanaman. Flavonoid termasuk golongan fenolik
dengan struktur kimia Ce-C3-Cs, yang artinya kerangka karbonnya terdiri atas dua
gugus Ce (cincin benzena tersubstitusi) disambungkan oleh rantai alifatik tiga
karbon (Redha, 2010). Flavonoid merupakan senyawa fenolik yang memiliki
sistem aromatik yang terkonjugasi. Sistem aromatik terkonjugasi mudah rusak
pada suhu tinggi. Beberapa golongan flavonoid memiliki ikatan glikosida dengan
molekul gula. Ikatan glikosida akan mudah rusak atau putus pada suhu tinggi.
Suhu 50 °C merupakan suhu yang relatif aman untuk mencegah kerusakan pada
senyawa metabolit sekunder khususnya flavonoid (Oktavia, 2011).

Flavonoid memiliki sifat kimia seperti senyawa fenolik yaitu agak asam
dan dapat larut dalam basa. Flavonoid merupakan senyawa polihidroksi (gugus
hidroksil) yang bersifat polar sehingga dapat larut dalam pelarut polar seperti
metanol, etanol, aseton, air, butanol, dimetil sulfoksida, dimetil formamida. Selain
itu, dengan adanya gugus glikosida yang terikat pada gugus flavonoid
menyebabkan flavonoid cenderung mudah larut dalam air (Redha, 2010).

Mekanisme kerja flavonoid sebagai antibakteri yaitu dapat membentuk

kompleks dengan protein ekstraseluler bakteri sehingga terjadi denaturasi protein.



Semakin lipofilik suatu flavonoid, maka kemampuannya dalam merusak dinding
sel bakteri semakin kuat. Senyawa flavonoid dari tanaman dapat dimurnikan
dengan menggunakan ekstrak alkohol. Bagi manusia, flavonoid berguna sebagai
antioksidan, antibakteri, antivirus, antiinflamasi, anti alergi, anti mutagenik, anti
klastogenik, antiplatelet, dan lain-lain (Nurjanah, 2011).

2.1.4.2 Saponin

Saponin merupakan metabolit sekunder dan merupakan kelompok
glikosida triterpenoid atau steroid aglikon, terdiri dari satu atau lebih gugus gula
yang berikatan dengan aglikon atau sapogenin. Saponin dapat membentuk kristal
berwarna kuning dan amorf, serta berbau menyengat. Rasa saponin sangat
ekstrim, dari sangat pahit hingga sangat manis. Saponin biasa dikenal sebagai
senyawa nonvolatil dan sangat larut dalam air (dingin maupun panas) dan alkohol,
namun membentuk busa koloidal dalam air dan memiliki sifat detergen yang baik
(Jaya, 2010).

Saponin merupakan senyawa ampifilik. Gugus gula (heksosa) pada
saponin dapat larut dalam air tetapi tidak larut dalam alkohol absolut, kloroform,
eter, dan pelarut organik non polar lainnya. Sedangkan gugus steroid (sapogenin)
pada saponin, biasa juga disebut dengan triterpenoid aglikon dapat larut dalam
lemak dan dapat membentuk emulsi dengan minyak dan resin (Bintoro et al.,
2017).

Saponin memiliki kegunaan dalam pengobatan, terutama karena sifatnya
yang mempengaruhi absorpsi zat aktif secara farmokologi. Beberapa jenis saponin
bekerja sebagai antimikroba (Mashroh, 2010). Senyawa saponin akan
memberikan hasil yang lebih baik sebagai antibakteri jika menggunakan pelarut
polar. Sebagai antimikroba saponin bekerja dengan cara merusak membran
plasma dari bakteri. Selain itu saponin juga akan membentuk kompleks dengan
protein dan dinding sel sehingga berakibat terjadinya denaturasi protein dan
rusaknya dinding sel (Jaya, 2010).
2.1.4.3 Tanin

Tanin secara umum didefinisikan sebagai senyawa polifenol dan dapat

membentuk kompleks dengan protein membentuk kopolimer yang tidak larut



dalam air. Senyawa tanin banyak ditemukan pada daun, buah yang belum matang.
Tanin mempunyai rasa sepat dan mempunyai kemampuan menyamak kulit.
Senyawa tanin merupakan senyawa yang termasuk golongan senyawa flavonoid,
karena dilihat dari strukturnya yang memiliki 2 cincin aromatik yang diikat oleh
tiga atom karbon. Kedudukan gugus hidroksil fenol bebas pada inti flavonoid
dapat ditentukan dengan menambahkan pereaksi geser ke dalam larutan cuplikan
dan mengamati pergeseran puncak serapan yang terjadi (Hayati et al., 2010).

Sifat kimia dari senyawa tanin yaitu memiliki gugus fenol dan bersifat
koloid. Semua jenis tanin dapat larut dalam air. Kelarutannya yang besar, akan
bertambah besar apabila dilarutkan dalam air panas, selain itu tanin juga akan
larut dalam pelarut organik seperti metanol, etanol, aseton dan pelarut organik
lainnya. Tanin akan terurai menjadi pyrogallol, pyrocatechol dan phloroglucinol
bila dipanaskan sampai suhu 98,89 °C-101,67 °C. Tanin dapat dihidrolisa oleh
asam, basa dan enzim. Ikatan kimia yang terjadi antara tanin-protein atau polimer-
polimer lainnya terdiri dari ikatan hidrogen, ikatan ionik dan ikatan kovalen
(Purwitasari, 2014)

Senyawa tanin mempunyai berat molekul tinggi dan cenderung mudah
dioksidasi menjadi suatu polimer, sebagian besar tanin bentuknya amorf dan tidak
mempunyai titik leleh. Tanin berwarna putih kekuning-kuningan sampai coklat
terang, tergantung dari sumber tanin tersebut. Tanin berbentuk serbuk atau
berlapis-lapis seperti kulit kerang, berbau khas dan mempunyai rasa sepat. Warna
tanin akan menjadi gelap apabila terkena cahaya langsung atau dibiarkan di udara
terbuka. Tanin mempunyai sifat atau daya bakterostatik, fungistatik dan
merupakan racun (Rahmawati, 2015). Mekanisme kerja tanin sebagai antibakteri
yaitu dengan mengerutkan dinding sel atau membran sel sehingga mengganggu
permeabilitas dinding sel bakteri itu sendiri. Tanin dapat berikatan dengan dinding
sel mikroba dan dapat menghambat pertumbuhan mikroba atau aktivitas enzim
(Purwitasari, 2014). Mekanisme Kkerja tanin sebagai antibakteri berhubungan
dengan target penyerangan tanin terhadap kerusakan polipeptida yang terdapat
pada dinding sel bakteri sehingga mengganggu sintesa peptidoglikan yang

menjadikan pembentukan dinding sel tidak sempurna dan mengakibatkan
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inaktivasi sel bakteri pada sel inang (Fitriah et al., 2017)
2.2 Simplisia
2.2.1 Definisi simplisia

Simplisia atau herbal yaitu bahan alam yang telah dikeringkan yang
digunakan untuk pengobatan dan belum mengalami pengolahan, kecuali
dinyatakan lain suhu pengeringan simplisia tidak lebih dari 60 °C (Kemenkes RI,
2014). Istilah simplisia dipakai untuk menyebut bahan-bahan obat alam yang
masih berada dalam wujud aslinya atau belum mengalami perubahan bentuk
(Gunawan and Mulyani, 2010)

Simplisia adalah bahan alamiah yang dipergunakan sebagai obat yang
belum mengalami pengolahan apapun juga dan kecuali dinyatakan lain, berupa
bahan yang telah dikeringkan. Simplisia dibagi menjadi tiga golongan yaitu
simplisia nabati, simplisia hewani, dan simplisia mineral (Fitri et al., 2018)

2.2.2  Jenis simplisia
2.2.2.1 Simplisia nabati

Simplisa nabati adalah simplisia yang berupa tanaman utuh, bagian
tanaman atau eksudat tanaman. Yang dimaksud dengan eksudat tanaman adalah
isi sel yang secara spontan keluar dari tanaman atau yang dengan cara tertentu
dikeluarkan dari selnya, atau zat-zat nabati lainnya yang dengan cara tertentu
dipisahkan dari tanamannya (Melinda, 2014).
2.2.2.2 Simplisia hewani

Simplisia hewani merupakan simplisia yang berupa hewan utuh, bagian
hewan atau zat-zat berguna yang dihasilkan oleh hewan dan belum berupa zat
kimia murni. Contohnya adalah minyak ikan dan madu (Gunawan and Mulyani,
2010)
2.2.2.3 Simplisia mineral

Simplisia mineral merupakan simplisia yang berupa bahan pelikan atau
mineral yang belum diolah atau yang telah diolah dengan cara sederhana dan
belum berupa zat kimia murni. Contohnya serbuk seng dan serbuk tembaga
(Gunawan and Mulyani, 2010)

2.2.3 Syarat mutu simplisia
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2.2.3.1 Lolos uji organoleptis yang meliputi warna, bau, bentuk, dan rasa.
2.2.3.2 Kadar air, harus kurang dari 10%.
2.2.3.3 Adanya keseragaman bobot.
2.2.3.4 Bahan tambahan, tidak boleh mengandung pengawet, pengharum, dan
pewarna. Dapat digunakan pemanis sesuai dengan yang ditetapkan
(Khoirani, 2013).

2.2.4 Proses pembuatan simplisia
2.2.4.1 Pengumpulan bahan baku

Senyawa aktif yang terdapat pada suatu simplisia memiliki kadar yang
berbeda- beda, hal ini antara lain tergantung pada:
1. Bagian tanaman yang digunakan
2. Umur tanaman atau bagian tanaman pada saat panen
3. Waktu panen
4. Lingkungan tempat tumbuh (Kemenkes RI, 2014)
2.2.4.2 Sortasi basah

Sortasi basah adalah pemilihan hasil panen ketika tanaman masih segar
(Gunawan and Mulyani, 2010). Sortasi basah dilakukan untuk memisahkan
kotoran- kotoran atau bahan-bahan asing seperti tanah, kerikil, rumput, batang,
daun, akar yang telah rusak serta pengotoran lainnya harus dibuang. Tanah yang
mengandung bermacam-macam mikroba dalam jumlah yang tinggi. Oleh karena
itu pembersihan simplisia dan tanah yang terikut dapat mengurangi jumlah
mikroba awal (Melinda, 2014).
2.2.4.3 Pencucian

Pencucian dilakukan untuk menghilangkan tanah dan kotoran lain yang
melekat pada bahan simplisia. Pencucian dilakukan dengan air bersih misalnya
dari mata air air, sumur, atau air PAM. Simplisia yang mengandung zat yang
mudah larut di dalam air mengalir, pencucian dilakukan dalam waktu yang
sesingkat mungkin. Pencucian sayur-sayuran satu kali dapat menghilangkan 25%
dari jumlah mikroba awal, jika dilakukan pencucian sebanyak tiga kali, jumlah
mikroba yang tertinggal hanya 42% dari jumlah mikroba awal. Pencucian tidak

dapat membersihkan simplisia dari semua mikroba karena air pencucian yang
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digunakan biasanya juga mengandung sejumlah mikroba (Melinda, 2014).

Cara sortasi dan pencucian sangat mempengaruhi jenis dan jumlah
mikroba awal simplisia. Misalnya jika air yang digunakan untuk pencucian kotor,
maka jumlah mikroba pada permukaan bahan simplisia dapat bertambah dan air
yang terdapat pada permukaan bahan tersebut dapat mempercepat pertumbuhan
mikroba. Bakteri yang umum terdapat dalam air adalah Pseudomonas, Proteus,
Micrococcus, Bacillus, Streptococcus, dan Escherichia. Pada simplisia akar,
batang, atau buah dapat pula dilakukan pengupasan pada kulit luarnya untuk
mengurangi jumlah mikroba awal, karena sebagian besar mikroba biasanya
terdapat pada permukaan bahan simplisia. Bahan yang telah dikupas tersebut
mungkin tidak memerlukan pencucian jika cara pengupasannya dilakukan dengan
tepat dan bersih (Melinda, 2014).
2.2.4.4 Perajangan

Beberapa jenis simplisia perlu mengalami perajangan untuk memperoleh
proses pengeringan, pengepakan, dan penggilingan.Semakin tipis bahan yang
akan dikeringkan maka semakin cepat penguapan air, sehingga mempercepat
waktu pengeringan. Akan tetapi, irisan yang terlalu tipis juga menyebabkan
berkurangnya atau hilangnya zat berkhasiat yang mudah menguap, sehingga
mempengaruhi komposisi, bau, dan rasa yang diinginkan (Melinda, 2014).
Perajangan dapat dilakukan dengan pisau, dengan alat mesin perajangan khusus
sehingga diperoleh irisan tipis atau potongan dengan ukuran yang dikehendaki
(Theodora et al., 2019)
2.2.4.5 Pengeringan

Proses pengeringan simplisia, terutama bertujuan sebagai berikut:

1. Menurunkan kadar air sehingga bahan tersebut tidak mudah ditumbuhi
kapang dan bakteri.

2. Menghilangkan aktivitas enzim yang bisa menguraikan lebih lanjut
kandungan zat aktif.

3. Memudahkan dalam hal pengolahan proses selanjutnya (ringkas, mudah
disimpan, tahan lama, dan sebagainya) (Gunawan dan Mulyani, 2010).

Proses pengeringan sudah dapat menghentikan proses enzimatik dalam sel
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bila kadar airnya dapat mencapai kurang dan 10%. Hal-hal yang perlu
diperhatikan dari proses pengeringan adalah suhu pengeringan, lembaban udara,
waktu pengeringan, dan luas permukaan bahan. Suhu yang terbaik pada
pengeringan adalah tidak melebihi 60 °C, tetapi bahan aktif yang tidak tahan
pemanasan atau mudah menguap harus dikeringkan pada suhu serendah mungkin,
misalnya 30 °C sampai 45 °C. Terdapat dua cara pengeringan yaitu pengeringan
alamiah (dengan sinar matahari langsung atau dengan diangin-anginkan) dan
pengeringan buatan dengan menggunakan instrumen (Melinda, 2014).
2.2.4.6 Sortasi kering

Sortasi kering adalah pemilihan bahan setelah mengalami proses
pengeringan. Pemilihan dilakukan terhadap bahan-bahan yang terlalu gosong atau
bahan yang rusak (Gunawan and Mulyani, 2010). Sortasi setelah pengeringan
merupakan tahap akhir pembuatan simplisia. Tujuan sortasi untuk memisahkan
benda-benda asing seperti bagian-bagian tanaman yang tidak diinginkan atau
pengotoran-pengotoran lainnya yang masih ada dan tertinggal pada simplisia
kering (Melinda, 2014).
2.2.4.7 Penyimpanan

Setelah tahap pengeringan dan sortasi kering selesai maka simplisia perlu
ditempatkan dalam suatu wadah tersendiri agar tidak saling bercampur antara
simplisia satu dengan lainnya (Gunawan and Mulyani, 2010). Untuk persyaratan
wadah yang akan digunakan sebagai pembungkus simplisia adalah harus inert,
artinya tidak bereaksi dengan bahan lain, tidak beracun, mampu melindungi bahan
simplisia dari cemaran mikroba, kotoran, serangga, penguapan bahan aktif serta

dari pengaruh cahaya, oksigen, dan uap air (Melinda, 2014).

2.3  Ekstraksi
2.3.1 Definisi ekstraksi

Ekstraksi merupakan proses penarikan kandungan kimia yang dapat larut
sesuai kepolaritasannya sehingga terpisah dari bahannya. Diketahuinya senyawa
aktif yang terkandung pada simplisia akan mempermudah pemilihan pelarut yang

digunakan dan cara ekstraksi yang tepat (BPOM RI, 2012). Hasil dari ekstraksi
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disebut dengan ekstrak. Ekstrak merupakan sediaan kental yang diperoleh dengan
mengekstraksi senyawa aktif dari simplisia nabati atau hewani menggunakan
pelarut yang sesuai, kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan dan
massa atau serbuk yang tersisa diperlakukan hingga memenuhi baku yang
ditetapkan (Sari, 2018).

2.3.2 Jenis ekstrak

Ekstrak adalah sediaan pekat yang diperoleh dengan mengekstraksi zat
aktif dari simplisia nabati atau simplisia hewani menggunakan pelarut yang
sesuai, kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan dan massa atau
serbuk yang tersisa diperlakukan sedemikian hingga memenuhi baku yang telah
ditetapkan. Sebagian besar ekstrak dibuat dengan mengekstraksi bahan baku obat
secara perkolasi. Seluruh perkolat biasanya dipekatkan dengan cara destilasi
dengan pengurangan tekanan, agar bahan utama obat sesedikit mungkin terkena
panas (Dirjen POM, 2014).

Berdasarkan sifatnya ekstrak dapat dibagi menjadi empat, yaitu ekstrak
encer, ekstrak kental, ekstrak kering, dan ekstrak cair. Ekstrak encer (Extractum
tenue) merupakan sediaan yang memiliki konsistensi seperti cairan madu yang
dapat dituang dan mudah mengalir. Ekstrak kental (Extractum spissum)
merupakan sediaan kental yang apabila dalam keadaan dingin dan Kkecil
kemungkinan bisa dituang. Kandungan airnya berjumlah sampai dengan 30%.
Tingginya kandungan air menyebabkan ketidakstabilan sediaan obat karena
cemaran bakteri. Ekstrak kering (Extractum siccum) merupakan sediaan yang
memiliki konsistensi kering dan mudah dihancurkan dengan tangan, sebaiknya
memiliki kandungan lembab tidak lebih dari 5%. Ekstrak cair (Extractum fluidum)
merupakan sediaan dari simplisia nabati yang mengandung etanol sebagai pelarut
atau sebagai pengawet atau sebagai pelarut dan pengawet. Jika tidak dinyatakan
lain pada masing-masing monografi tiap ml ekstrak mengandung bahan aktif dari
1 g simplisia yang memenubhi syarat (Dirjen POM, 2014).

2.3.3 Metode ekstraksi
2.3.3.1 Ekstraksi cara dingin

Proses ektraksi secara dingin pada prinsipnya tidak memerlukan
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pemanasan. Hal ini diperuntukkan untuk bahan alam yang mengandung
komponen kimia yang tidak tahan pemanasan dan bahan alam yang mempunyai
tekstur yang lunak, yang termasuk ekstraksi secara dingin adalah sebagai berikut:
1. Metode Maserasi

Maserasi merupakan salah satu metode ekstraksi yang dilakukan melalui
perendaman serbuk bahan dalam larutan pengekstrak. Metode ini digunakan untuk
mengekstrak zat aktif yang mudah larut dalam cairan pengekstrak, tidak
mengembang dalam pengekstrak, serta tidak mengandung benzoin. Keuntungan
dari metode ini adalah peralatannya mudah ditemukan dan pengerjaannya
sederhana (Sidabutar, 2018).

Menurut Dirjen POM, (2014) ada beberapa variasi metode maserasi,
antara lain digesti, maserasi melalui pengadukan kontinyu, remaserasi, maserasi
melingkar, dan maserasi melingkar bertingkat. Digesti merupakan maserasi
menggunakan pemanasan lemah (40-50 °C). Maserasi pengadukan kontinyu
merupakan maserasi yang dilakukan pengadukan secara terus-menerus, misalnya
menggunakan shaker, sehingga dapat mengurangi waktu hingga menjadi 6-24
jam. Remaserasi merupakan maserasi yang dilakukan beberapa kali. Maserasi
melingkar merupakan maserasi yang cairan pengekstrak selalu bergerak dan
menyebar. Maserasi melingkar bertingkat merupakan maserasi yang bertujuan
untuk mendapatkan pengekstrakan yang sempurna.

Lama maserasi memengaruhi kualitas ekstrak yang akan diteliti. Lama
maserasi pada umumnya adalah 4-10 hari. Menurut Dirjen POM, (2014) maserasi
akan lebih efektif jika dilakukan proses pengadukan secara berkala karena
keadaan diam selama maserasi menyebabkan turunnya perpindahan bahan aktif.
Melalui usaha ini diperoleh suatu keseimbangan konsentrasi bahan ekstraktif yang
lebih cepat masuk ke dalam cairan pengekstrak.

2. Metode Perkolasi

Perkolasi adalah proses penyarian simplisia dengan jalan melewatkan
pelarut yang sesuai secara lambat pada simplisia dalam suatu perkolator, atau
ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru sampai sempurna umumnya dilakukan

pada suhu kamar. Tujuan dari perkolasi adalah upaya zat berkhasiat tertarik
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seluruhnya dan biasanya dilakukan untuk zat berkhasiat yang tahan ataupun tidak
tahan pemanasan (Dirjen POM, 2014).
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Prinsip dari perkolasi adalah serbuk simplisia ditempatkan dalam suatu
bejana silinder, yang bagian bawahnya diberi sekat berpori. Cairan penyari
dialirkan dari atas kebawah melalui serbuk tersebut, cairan penyari akan
melarutkan zat aktif sel-sel yang dilalui sampai mencapai keadaan jenuh. Gerak
kebawah disebabkan oleh kekuatan gaya beratnya sendiri dan cairan diatasnya,
dikurangi dengan daya kapiler yang cenderung untuk menahan kekuatan yang
berperan pada perkolasi antara lain: gaya berat, kekentalan, daya larut, tegangan
permukaan, difusi, osmosa, adesi, daya kapiler dan daya geseran (Dirjen POM,
2014).

Keuntungan dari metode perkolasi yaitu tidak terjadi kejenuhan dan
pengaliran meningkatkan difusi dengan dialiri cairan penyari sehingga zat seperti
terdorong untuk keluar dari sel. Sedangkan kerugian metode perkolasi yaitun
cairan penyari lebih banyak dan resiko cemaran mikroba untuk penyari air karena
dilakukan secara terbuka (Setyawan, 2019).
2.3.3.2 Ekstraksi cara panas

Ekstraksi secara panas dilakukan untuk mengekstraksi komponen kimia
yang tahan terhadap pemanasan, seperti glikosida, saponin, dan minyak-minyak
menguap yang mempunyai titik didih yang tinggi, selain itu pemanasan juga
diperuntukkan untuk membuka pori-pori sel simplisia sehingga pelarut organik
mudah masuk ke dalam sel untuk melarutkan komponen kimia. Metode ekstraksi
yang termasuk cara panas yaitu:

1. Sokletasi

Ekstraksi dengan cara ini pada dasarnya merupakan ekstraksi secara
berkesinambungan. Cairan penyari dipanaskan, kemudian uap yang dihasilkan
dialirkan pada pipa dan akan diembunkan oleh pendingin balik.Cairan penyari
turun untuk mencari zat aktif dalam simplisia. Selanjutnya bila cairan turun
sampai mengenai sifon, maka seluruh cairan akan turun ke labu alas bulat dan
terjadi sirkulasi secara terus menerus. Proses akan berlangsung secara kontinyu
sampai zat aktif yang terdapat pada simplisia tersari secara menyeluruh (Dirjen
POM, 2014).

2. Refluks
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Ekstrasi metode refluks biasa disebut denga ekstraksi berkesinambungan.
Bahan yang akan diekstraksi direndam dengan cairan penyari dalam labu alas
bulat yang dilengkapi dengan alat pendingin balik, lalu dipanaskan sampai
mendidih. Cairan penyari akan menguap dan uap yang dihasilkan akan
diembunkan dengan pendingin balik dan akan kembali menyari zat aktif dalam
simplisia tersebut, demikian seterusnya (Dirjen POM, 2014).
3. Infudasi

Infundasi merupakan metode penyarian dengan cara menyari simplisia
dalam air pada suhu 90 °C selama 15 menit. Infundasi merupakan penyarian yang
umum dilakukan untuk menyari zat kandungan aktif yang larut dalam air dari
bahan-bahan nabati. Penyarian dengan metode ini menghasilkan sari atau ekstrak
yang tidak stabil dan mudah tercemar oleh kuman dan kapang. Oleh sebab itu, sari
yang diperoleh dengan cara ini tidak boleh disimpan lebih dari (Mayang dan
Santoso, 2020).
4. Digesti

Metode ekstraksi digesti merupakan suatu maserasi Kinetik (maserasi
dengan pengadukan secara kontinyu) pada suhu yang lebih tinggi dari suhu
ruangan, yaitu umumnya dilakukan pada suhu sekitar 40 °C-50 °C (Nudiasari et
al., 2019)
5. Dekok

Metode ekstraksi dekok merupakan suatu ekstraksi infus yang dilakukan
pada waktu yang lebih lama dan suhu sampai mencapai titik didih air, yaitu pada
suhu 90 °C -100 °C dengan waktu selama 30 menit
6. Destilasi

Destilasi atau penyulingan dapat dipertimbangkan untuk menyari serbuk
simplisia yang mengandung komponen kimia yang memilki titik didih yang tinggi
pada tekanan udara normal, yang pada pemanasan biasanya terjadi kerusakan zat
aktifnya. Menghindari kerusakan dari bahan dan menjaga kualitas senyawa yang
akan diekstrak maka dilakukan proses ekstraksi dengan penyulingan.
2.3.4 Metode fraksinasi

Fraksinasi merupakan proses pemisahan fraksi yang terkandung dalam
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suatu larutan atau suspensi yang mempunyai karakteristik berbeda. Fraksinasi
dilakukan dengan metode cair-cair yang mana proses pemisahan didasarkan atas
perbedaan distribusi komponen yang dipisahkan antara dua fase cair. Proses
pemisahan tersebut dilakukan di dalam dua macam pelarut yang tidak saling
bercampur. Hal tersebut memungkinkan karena adanya sifat senyawa yang dapat
terlarut dalam air maupun seyawa yang dapat larut dalam pelarut organik.
Fraksinasi dilakukan secara berkesinambungan dengan dimulai dari pelarut non
polar, semi polar, dan pelarut polar. Akhir dari fraksinasi akan didapatkan fraksi
yang mengandung senyawa yang secara berurutan dai senyawa non polar, semi
polar, dan polar (Kandoli et al., 2016).

2.3.5 Pelarut ekstraksi

Pelarut adalah zat yang digunakan sebagai media untuk melarutkan suatu
zat lain. Persyaratan pelarut yang baik untuk ekstraksi yaitu toksisitas dari pelarut
yang rendah, mudah menguap pada suhu yang rendah, dapat mengekstraksi
komponen senyawa dengan cepat, dapat mengawetkan dan tidak menyebabkan
ekstrak terdisosiasi. Pemilihan pelarut juga akan tergantung pada senyawa yang
diambil (Tiwari et al., 2011).

Pemilihan pelarut dipengaruhi oleh faktor jumlah senyawa yang akan
diekstraksi, laju ekstraksi, keragaman senyawa yang akan diekstraksi kemudahan
dalam penanganan ekstrak untuk perlakuan berikutnya, potensial bahaya
kesehatan dari pelarut (Tiwari et al., 2011). Beberapa pelarut yang digunakan
dalam penelitian ini adalah:
2.3.5.1 Aquadestilata

Air merupakan pelarut universal yang digunakan untuk mengekstraksi
produk tumbuhan dengan aktivitas antimikroba. Air dapat melarutkan flavonoid
yang tidak memiliki aktivitas signifikan terhadap antimikroba dan senyawa
fenolat yang larut dalam air yang mempunyai aktivitas antioksidan (Tiwari et al.,
2011).
2.3.5.2 Etanol

Etanol (C2HsOH) memiliki nama lain yaitu etil alkohol, hidroksietana,

alkohol murni, dan alkohol absolut. Etanol merupakan molekul yang sangat polar
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karena adanya gugus hidroksil (OH) dengan keelektronegatifan oksigen yang
sangat tinggi yang menyebabkan terjadinya ikatan hidrogen dengan molekul lain,
sehingga etanol dapat berikatan dengan molekul polar dan molekul ion. Gugus etil
(CoHs) pada etanol bersifat non polar, sehingga etanol dapat berikatan juga
dengan molekul non polar. Oleh karena itu, etanol dapat melarutkan baik senyawa
polar maupun non polar. Etanol memiliki berat molekul 46,04 gr/mol, massa jenis
0,789 gr/ cm3, titik didih 78,4 °C, viskositas pada 20 °C 1,200 cP, momen dipol
sebesar 1,69 D (gas), konstanta dielektrik 24,3 pada 20 °C, dan tidak berwarna
(Karimela et al., 2017).

Pertimbangan dalam penggunaan etanol 96% sebagai pelarut karena lebih
selektif dalam menyari suatu senyawa, kapang dan bakteri yang sulit tumbuh
dalam etanol dengan konsentrasi lebih dari 20%, serta tidak beracun. Pelarut
etanol 96% adalah senyawa polar yang mudah menguap sehingga baik digunakan
sebagai pelarut ekstrak. Etanol dapat digunakan sebagai pelarut untuk melarutkan
senyawa alkaloid, minyak atsiri, glikosida, antrakinon, flavonoid, tannin, saponin,
steroid, dan kurkumin. Pengujian aktivitas antibakteri menggunakan kontrol
negatif etanol 96% menunjukkan hasil bahwa etanol 96% tidak memiliki aktivitas
antibakteri, sehingga zona hambat yang dihasilkan bukan disebabkan karena
adanya etanol 96% (Sembiring et al., 2016).
2.3.5.3 N-heksana

N-heksana adalah senyawa hidrokarbon alkana yang memiliki rumus
kimia C6H14 (isomer utama n-heksana memiliki rumus CH3(CH2)4CHs). N-
heksana merupakan jenis pelarut nonpolar sehingga n-heksana dapat melarutkan
senyawa- senyawa bersifat nonpolar dan volatil. N-heksana memiliki bau yang
khas yang dapat menyebabkan pingsan apabila menghirupnya. Titik didih dari
heksana pada tekanan 760 mmHg adalah sebesar 66-71 °C (Mariana et al., 2013).
2.3.5.4 Diklorometana

Diklorometana (DCM) atau dengan nama lain metilena klorida merupakan
suatu senyawa organik yang memiliki rumus kimia CH2Cl,. Diklorometana
merupakan senyawa yang tidak berwarna dan mempunyai aroma manis yang

banyak digunakan sebagai pelarut. Diklorometana tidak dapat larut sempurna
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dalam air, namun dapat larut dengan pelarut organik lainnya (Mariana et al.,
2013).
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2.4  Bakteri

2.4.1 Definisi bakteri

Bakteri adalah salah satu golongan organisme prokariotik (tidak memiliki
selubung inti). Bakteri sebagai makhluk hidup tentu memiliki informasi genetik
berupa DNA, tapi tidak terlokalisasi dalam tempat khusus (nukleus) dan tidak ada
membran inti. Bentuk DNA bakteri adalah sirkuler, panjang dan biasa disebut
nukleoi. Pada DNA bakteri tidak mempunyai intron dan hanya tersusun atas akson
saja. Bakteri juga memiliki DNA ekstrakromosomal yang tergabung menjadi
plasmid yang berbentuk kecil dan sirkuler (Irianto, 2014).

Bakteri merupakan organisme yang paling banyak jumlahnya dan tersebar
luas dibandingkan makhluk hidup lainnya. Bakteri memiliki ratusan ribu spesies
yang hidup di gurun pasir, salju atau es, hingga lautan. Bakteri yang keberadaanya
banyak sekali ini, memungkinkan untuk menjadi salah satu penyebab penyakit
pada manusia (Radji, 2011). Bakteri yang menyebabkan penyakit pada manusia
adalah bakteri patogen. Bakteri pathogen yang menyebabkan penyakit infeksi
pada manusia contohnya adalah Staphylococcus aureus.

Faktor-faktor yang mempengaruhi pertumbuhan bakteri adalah:

1. Sumber energi, yang diperlukan untuk reaksi-reaksi sintesis yang
membutuhkan energi dalam pertumbuhan dan restorasi, pemeliharaan
keseimbangan cairan, gerak dan sebagainya.

2. Sumber karbon.

3. Sumber nitrogen, sebagian besar untuk sintesis protein dan asam-asam
nukleat.

4. Sumber garam-garam anorganik, khususnya folat dan sulfat sebagai anion;
dan potasium, sodium magnesium, kalsium, besi, mangan sebagai kation.

5. Bakteri-bakteri tertentu membutuhkan faktor-faktor tumbuh tambahan,
disebut juga vitamin bakteri, dalam jumlah sedikit untuk sintesis metabolic
esensial (Irianto, 2014).

2.4.2 Golongan bakteri

Untuk memahami beberapa kelompok organisme, diperlukan klasifikasi.

Tes biokimia, pewarnaan gram, merupakan kriteria yang efektif untuk klasifikasi.
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Hasil pewarnaan mencerminkan perbedaan dasar dan kompleks pada sel bakteri
(struktur dinding sel), sehingga dapat membagi bakteri menjadi 2 kelompok, yaitu
bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif (Irianto, 2014).

2.4.2.1 Bakteri Gram negatif

1. Bakteri Gram Negatif Berbentuk Batang (Enterobacteriacea).

Bakteri Gram negatif berbentuk batang habitatnya adalah usus manusia
dan binatang. Enterobacteriaceae meliputi Escherichia, Shigella, Salmonella,
Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus. Beberapa organisme seperti
Escherichia coli merupakan flora normal dan dapat menyebabkan penyakit,
sedangkan yang lain seperti salmonella dan shigella merupakan patogen yang
umum bagi manusia.

2. Pseudomonas, Acinobacter dan Bakteri Gram Negatif Lain.

Pseudomonas aeruginosa bersifat invasif dan toksigenik, mengakibatkan
infeksi pada pasien dengan penurunan daya tahan tubuh dan merupakan patogen
nosokomial yang penting.

3. Vibrio campylobacter, Helicobacter, dan Bakteri lain yang berhubungan.

Mikroorganisme ini merupakan spesies berbentuk batang Gram negatif
yang tersebar luas di alam. Vibrio ditemukan didaerah perairan dan permukaan
air. Aeromonas banyak ditemukan di air segar dan terkadang pada hewan berdarah
dingin.

4. Haemophilus, Bordetella, dan Brucella

Gram negatif Hemophilis influenza tipe B merupakan patogen bagi
manusia yang penting.

5. Yersinia, Franscisella, dan Pasteurella.

Berbentuk batang pendek Gram-negatif yang pleomorfik. Organisme ini
bersifat katalase positif, oksidase positif, dan merupakan bakteri anaerob fakultatif
2.4.2.2 Bakteri Gram positif
1. Bakteri Gram positif pembentuk spora

Bakteri Gram positif pembentuk spora yaitu spesies Bacillus dan
Clostridium. Kedua spesies ini terdapat dimana-mana, membentuk spora,

sehingga dapat hidup di lingkungan selama bertahun-tahun. Spesies Basillus
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bersifat aerob, sedangkan Clostridium bersifat anaerob obligat.
2. Bakteri Gram positif yang tidak membentuk spora

Bakteri Gram positif yang tidak membentuk spora yaitu spesies
Corynebacterium, Listeria, Propionibacterium, Actinomycetes. Beberapa anggota
genus Corynebacterium dan kelompok Propionibacterium merupakan flora
normal pada kulit dan selaput lendir manusia.
3. Staphylococcus

Staphylococcus merupakan bakteri Gram positif berbentuk bulat, biasanya
tersusun bergerombol yang tidak teratur seperti anggur. Beberapa spesies
merupakan anggota flora normal pada kulit dan selaput lendir, yang lain
menyebabkan supurasi dan bahkan septikemia fatal. Staphylococcus yang patogen
sering menghemolisis darah, mengkoagulasi plasma dan menghasilkan berbagai
enzim ekstraseluler. Tipe Staphylococcus yang berkaitan dengan medis adalah
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis dan Staphylococcus
saprophyticus.
4. Streptococcus

Streptococcus merupakan bakteri Gram positif berbentuk bulat yang
mempunyai pasangan atau rantai pada pertumbuhannya. Beberapa streptococcus
merupakan flora normal manusia tetapi lainnya bisa bersifat patogen pada
manusia. Ada 20 spesies diantaranya: Streptococcus pyogenes, Streptococcus

agalactiae, dan jenis Enterococcus (Irianto, 2014).

2.4.3 Bakteri Staphylococcus aureus
2.4.3.1 Marfologi

Bakteri Staphylococcus aureus merupakan bakteri fakultatif anaerob.
Bakteri ini tumbuh pada suhu optimum 37 °C, tetapi membentuk pigmen paling
baik pada suhu kamar (20 °C -25 °C). Koloni pada perbenihan padat berwarna
abu-abu sampai kuning keemasan, berbentuk bundar, halus, menonjol, dan
berkilau. Lebih dari 90% isolat klinik menghasilkan Staphylococcus aureus yang
mempunyai kapsul polisakarida atau selaput tipis yang berperan dalam virulensi
bakteri (Ningtyas, 2020)
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Staphylococcus aureus mengandung polisakarida dan protein yang bersifat
antigenik. Antigen ini merupakan kompleks peptidoglikan asam teikhoat dan
dapat menghambat fagositosis dan bagian ini yang diserang bakteriofaga. Selain
itu bakteri Staphylococcus aureus juga bersifat lisogenik yaitu mengandung faga
yang tidak berpengaruh pada dirinya sendiri, tetapi menyebabkan lisis pada
anggota dari spesies sama. Staphylococcus aureus merupakan kuman patogen
yang bersifat invasif, penyebab hemolisis, membentuk koagulase, mencairkan
gelatin, membentuk pigmen kuning emas. Staphylococcus aureus umumnya dapat
memfermentasi manitol dan menghemolisis sel darah merah. Setiap jaringan
ataupun organ tubuh dapat terinfeksi dan menyebabkan timbulnya penyakit
dengan tanda-tanda khas yaitu peradangan lokal, nekrosis, dan pembentukan
abses. Pada penyebaran ke bagian tubuh lain melewati pembuluh getah bening
dan pembuluh darah. Infeksinya dapat berupa furunkel yang ringan pada kulit
sampai berupa suatu piemia yang fatal, serta keracunan makanan, dan toxic shock

syndrome (Jannah, 2018)
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2.4.3.2 Klasifikasi
Menurut Syahrurrahman, (2010) Klasifikasi Staphylococcus aureus adalah
sebagai berikut:
Kingdom  : Protozoa
Divisio : Schyzomycetes
Kelas : Schyzomycetes

Ordo : Eubacterialos
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Famil : Micrococcaceae
Genus : Staphylococcus
Species : Staphylococcus aureus

2.5  Antibakteri

Antibakteri adalah senyawa yang digunakan untuk mengendalikan
pertumbuhan bakteri yang bersifat merugikan. Pengendalian pertumbuhan
mikroorganisme bertujuan untuk mencegah penyebaran penyakit dan infeksi,
membasmi mikroorganisme pada inang yang terinfeksi, dan mencegah
pembusukan serta perusakan bahan oleh mikroorganisme (Radji, 2011).
2.5.1 Sifat-sifat antibakteri

Berdasarkan sifat toksisitas selektifnya, senyawa antibakteri mempunyai 3
macam efek terhadap pertumbuhan mikroorganisme yaitu:
2.5.1.1 Bakteriostatik

Bakteriostatik memberikan efek dengan cara menghambat pertumbuhan
tetapi tidak membunuh. Senyawa bakterostatik seringkali menghambat sintesis
protein atau mengikat ribosom. Hal ini ditunjukkan dengan penambahan
antimikrobia pada kultur mikrobia yang berada pada fase logaritmik. Setelah
penambahan zat antimikrobia pada fase logaritmik didapatkan jumlah sel total
maupun jumlah sel hidup adalah tetap.
2.5.1.2 Bakteriosidal

Bakteriosidal memberikan efek dengan cara membunuh sel tetapi tidak
terjadi lisis sel atau pecah sel. Hal ini ditunjukkan dengan penambahan
antimikrobia pada kultur mikrobia yang berada pada fase logaritmik. Setelah
penambahan zat antimikrobia pada fase logaritmik didapatkan jumlah sel total
tetap sedangkan jumlah sel hidup menurun.
2.5.1.3 Bakteriolitik

Bakteriolitik menyebabkan sel menjadi lisis atau pecah sel sehingga
jumlah sel berkurang atau terjadi kekeruhan setelah penambahan antimikrobia.
Hal ini ditunjukkan dengan penambahan antimikrobia pada kultur mikrobia yang

berada pada fase logaritmik. Setelah penambahan zat antimikrobia pada fase
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logaritmik, jumlah sel total maupun jumlah sel hidup menurun (Radji, 2011).
2.5.2 Mekanisme kerja antibakteri

Menurut (Radji, 2011), berdasarkan mekanisme kerjanya dalam
menghambat pertumbuhan mikroorganisme, antibakteri digolongkan sebagai
berikut:
2.5.2.1 Antibakteri yang dapat menghambat sintesis dinding sel

Dinding sel bakteri sangat penting untuk mempertahankan struktur sel
bakteri. Oleh karena itu, zat yang dapat merusak dinding sel akan melisiskan
dinding sel sehingga dapat mempengaruhi bentuk dan struktur sel, yang pada
akhirnya dapat membunuh sel bakteri tersebut.
2.5.2.2 Antibakteri yang dapat menganggu atau merusak membran sel

Membran sel mempunyai peranan penting dalam mengatur transportasi
nutrisi dan metabolit yang dapat keluar masuk sel. Membran sel juga berfungsi
sebagai tempat berlangsungnya respirasi dan aktivitas biosintesis dalam sel.
Beberapa jenis antibakteri dapat mengganggu membran sel sehingga dapat
mempengaruhi kehidupan sel bakteri.
2.5.2.3 Antibakteri yang dapat menganggu biosintesis asam nukleat

Proses replikasi DNA di dalam sel merupakan siklus yang sangat penting
bagi kehidupan sel. Beberapa jenis antibakteri dapat mengganggu metabolisme
asam nukleat tersebut sehingga mempengaruhi seluruh fase pertumbuhan sel
bakteri.
2.5.2.4 Antibakteri yang menghambat sintesis protein

Sintesis protein merupakan suatu rangkaian proses yang terdiri atas proses
transkripsi (yaitu DNA ditranskripsi menjadi mRNA) dan proses translasi (yaitu
MRNA ditranslasi menjadi protein). Antibakteri dapat menghambat proses-proses
tersebut akan menghambat sintesis protein.

Daya antibakteri dapat ditentukan berdasarkan nilai KHM dan KBM
terhadap pertumbuhan suatu bakteri. Konsentrasi minimal yang diperlukan untuk
menghambat pertumbuhan bakteri dikenal sebagai konsentrasi hambat minimal
(KHM). Konsentrasi minimal yang diperlukan untuk membunuh 99,9%

pertumbuhan bakteri dikenal sebagai konsentrasi bunuh minimal (KBM). Suatu
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zat aktif dikatakan memiliki potensi yang tinggi sebagai antibakteri jika pada
konsentrasi rendah memiliki daya hambat yang besar. Kemampuan suatu
antibiotik dalam menghambat pertumbuhan bakteri dapat dilihat pada tabel 2.1.

Tabel 2.1 klasifikasi respon hambatan pertumbuhan bakteri berdasarkan diameter
zona hambat (Sari et al., 2018)
Diameter zona hambat Respon hambatan pertumbuhan

>20 mm Sangat kuat
10-20 mm Kuat
5-10 mm Sedang

0-5mm Lemah

2.6 Uji Aktivitas Antibakteri

Pada uji antibakteri, yang akan diukur adalah respon pertumbuhan
populasi mikroorganisme terhadap agen antibakteri. Salah satu manfaat dari uji
antibakteri adalah diperolehnya satu sistem pengobatan yang efektif dan efisien.
Penentuan setiap kepekaan bakteri terhadap suatu obat adalah dengan menentukan
kadar obat terkecil yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri in vitro.
Beberapa cara pengujian antibakteri adalah sebagai berikut:

2.6.1 Metode difusi

Pada metode ini, penentuan aktivitas didasarkan pada kemampuan difusi
dari zat antibakteri dalam lempeng agar yang telah diinokulasikan dengan bakteri
uji. Hasil pengamatan yang akan diperoleh berupa ada atau tidaknya zona
hambatan yang akan terbentuk disekeliling zat antibakteri pada waktu tertentu
masa inkubasi. Pada metode ini dapat dilakukan dengan 3 cara, yaitu:
2.6.1.1 Cara cakram (disc)

Cara ini merupakan cara yang paling sering digunakan untuk menentukan
kepekaan bakteri ternadap berbagai macam obat-obatan. Pada cara ini, digunakan
suatu cakram Kkertas saring (paper disc) yang berfungsi sebagai tempat
menampung zat antibakteri. Kertas saring tersebut kemudian diletakkan pada
lempeng agar yang telah diinokulasi bakteri uji, kemudian diinkubasi pada waktu
tertentu dan suhu tertentu, sesuai dengan kondisi optimum dari bakteri uji. Pada
umumnya, hasil yang di dapat bisa diamati setelah inkubasi selama 18-24 jam

dengan suhu 37 °C. Hasil pengamatan yang diperoleh berupa ada atau tidaknya
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daerah bening yang terbentuk disekeliling kertas cakram yang menunjukkan zona
hambat pada pertumbuhan bakteri (Nurhayati et al., 2020).

Metode paper disc atau cakram kertas ini memiliki kelebihan dan
kekurangan. Kelebihannya adalah mudah dilakukan, tidak memerlukan peralatan
khusus dan relatif murah. Sedangkan kelemahannya adalah ukuran zona bening
yang terbentuk tergantung oleh kondisi inkubasi, inokulum, predifusi dan
preinkubasi serta ketebalan medium. Apabila keempat faktor tersebut tidak sesuai
maka hasil dari metode cakram kertas biasanya sulit untuk diintepretasikan. Selain
itu, metode cakram kertas ini tidak dapat diaplikasikan pada mikroorganisme yang
pertumbuhannya lambat dan mikroorganisme yang bersifat anaerob obligat
(Nurhayati et al., 2020).
2.6.1.2 Cara parit (ditch)

Suatu lempeng agar yang telah diinokulasikan dengan bakteri uji dibuat
sebidang parit. Parit tersebut berisi zat antimikroba, kemdian diinkubasi pada
waktu dan suhu optimum yang sesuai untuk mikroba uji. Hasil pengamatan yang
akan diperoleh berupa ada tidaknya zona hambat yang akan terbentuk di sekitar
parit (Nurhayati et al., 2020).
2.6.1.3 Cara sumuran (hole/cup)

Pada lempeng agar yang telah diinokulasikan dengan bakteri uji dibuat
suatu lubang yang selanjutnya diisi dengan zat antimikroba uji. Kemdian setiap
lubang itu diisi dengan zat uji. Setelah diinkubasi pada suhu dan waktu yang
sesuai dengan mikroba uji, dilakukan pengamatan dengan melihat ada atau
tidaknya zona hambatan di sekeliling lubang (Nurhayati et al., 2020).

2.6.2 Metode dilusi

Metode ini dilakukan dengan mencampurkan zat antimikroba dan media
agar, yang kemudian diinokulasikan dengan mikroba uji. Hasil pengamatan yang
akan diperoleh berupa tumbuh atau tidaknya mikroba didalam media. Aktivitas
zat antimikroba ditentukan dengan melihat konsentrasi hambat minimum (KHM)
yang merupakan konsentrasi terkecil dari zat antimikroba uji yang masih
memberikan efek penghambatan terhadap pertumbuhan mikroba uji. Metode ini

terdiri atas dua cara, yaitu:
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2.6.2.1 Pengenceran serial dalam tabung

Pengujian dilakukan dengan menggunakan sederetan tabung reaksi yang
diisi dengan inokculum kuman dan larutan antibakteri dalam berbagai konsentrasi.
Zat yang akan diuji aktivitas bakterinya diencerkan sesuai serial dalam media cair,
kemudian diinokulasikan dengan kuman dan diinkubasi pada waktu dan suhu
yang sesuai dengan mikroba uji. Aktivitas zat ditentukan sebagai kadar hambat
minimal (KHM) (Fatisa, 2013).
2.6.2.2 Penipisan lempeng agar

Zat antibakteri diencerkan dalam media agar dan kemudian dituangkan
kedalam cawan petri. Setelah agar membeku, diinokulasikan kuman kemudian
diinkubasi pada waktu dan suhu tertentu. Konsentrasi terendah dari larutan zat
antibakteri yang masih memberikan hambatan terhadap pertumbuhan kuman
ditetapkan sebagai konsentrasi hambat minimal (KHM) (Fatisa, 2013).

2.7  Antibiotik Pembanding atau Kontrol Positif

Antibakteri yang digunakan sebagai pembanding atau kontrol positif
adalah kloramfenikol. Kloramfenikol digunakan karena mempunyai mekanisme
kerja yang sama seperti senyawa flavonoid yang terkandung dalam ekstrak daun
kenikir. Kloramfenikol merupakan suatu golongan antibiotik yang menghambat
pertumbuhan bakteri dengan spektrum kerja yang luas. Kloramfenikol efektif
terhadap Gram positif maupun Gram negatif. Antibiotik ini bekerja dengan
menghambat proses sintesis protein yang terjadi pada sel bakteri Staphylococcus
aureus. Kloramfenikol akan berikatan secara reversibel dengan unit ribosom 50S
sehingga mencegah ikatan antara asam amino dengan ribosom (Sari et al., 2018).
Karakteristik kloramfenikol menurut (Dirjen POM, 2014) adalah sebagai berikut:

Nama Umum  : Kloramfenikol

Nama lain . Chloramphenicolum

Nama kimia . D(-) treo-2-diklorasetamido-1-p-nitrofenilpropana-1,3-diol
BM ;323,13

Suhu lebur : 149 °C-153 °C

Pemerian : Hablur halus berbentuk jarum atau lempeng memanjang;



32

putih hingga putih kelabu atau putih kekuningan; larutan
praktis netral terhadap lakmus P; stabil dalam larutan netral
atau larutan agak asam.

Kelarutan : Sukar larut dalam air, mudah larut dalam etanol, dalam
propilen glikol, dalam aseton dan dalam diklorometana.

Persyaratan : Pada sediaan  kapsul  kloramfenikol ~ mengandung
kloramfenikol, tidak kurang dari 90,0% dan tidak lebih dari
120,0% dari jumlah yang tertera pada etiket.

2.8 Hipotesis Penelitian

Fraksi n-heksana, diklorometana, dan aquadestilata daun kenikir
mempunyai aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus
aureus. Fraksi yang memiliki zona hambat paling kuat adalah fraksi
diklorometana pada daun kenikir sebagai antibakteri terhadap bakteri

Staphylococcus aureus (Sari et al., 2018)



BAB Il1
METODE PENELITIAN

3.1 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu daun kenikir, etanol
96%, bakteri Staphylococcus aureus, antibiotik kloramfenikol, nutrient agar,
nutrient broth, MSA, NaCl, n-heksana, diklorometana, aquadestilata, asam
klorida (HCI) pekat, asam sulfat (H2SOs), serbuk Mg, dan FeCls.

3.2 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari: botol maserasi,
tabung reaksi, rak tabung reaksi, labu erlenmeyer, cawan penguap, corong kaca,
labu evaporator, alumunium foil, autoklaf, cawan petri, jarum Ose, batang L,
pinset, kaca arloji, pipet, blender, spatula, gelas ukur, mikropipet, dan tip, lampu
spiritus, kapas steril, vortex, hot plate, oven, lemari pendingin, Laminar Air Flow
(LAF), inkubator, cakram kosong steril, jangka sorong, dan alat-alat gelas standar
laboratorium.

3.3  Populasi Penelitian
Populasi dalam penelitian ini adalah daun kenikir yang didapatkan dari
UPT Materia Medika Batu, Jawa Timur.

3.4  Sampel Penelitian
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah serbuk simplisia daun

kenikir sebanyak 500 g yang diperoleh dari UPT Materia Medika Batu, Jawa
Timur.

3.5  Variabel Penelitian
3.5.1 Variabel bebas
Variabel bebas yang digunakan dalam penelitian ini adalah variasi fraksi

n-heksana, diklorometana, dan aquadestilata daun kenikir yang akan dilakukan
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uji aktivitas terhadap bakteri Staphylococcus aureus.
3.5.2 Variabel kontrol
Variabel kontrol dalam penelitian ini adalah bakteri Staphylococcus
aureus.
3.5.3 Variabel terikat
Variabel terikat yang digunakan dalam penelitian ini adalah daya hambat
fraksi n-heksana, diklorometana, dan aquadestilata daun Kkenikir terhadap

pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus.

3.6 Metode Penelitian
3.6.1 Determinasi tanaman

Sampel tanaman daun kenikir dilakukan determinasi di UPT Materia
Medika Batu, Jawa Timur. Determinasi tanaman dilakukan dengan tujuan untuk
memastikan kebenaran identitas tanaman berdasarkan klasifikasi ilmiah serta
menghindari kesalahan dalam pengambilan bahan utama yang akan digunakan

pada uji aktivitas antibakteri (Priamsari dan Rokhana, 2020).

3.6.2 Pembuatan simplisia

Pembuatan simplisia daun kenikir dimulai dengan mengambil daun kenikir
dengan cara memetik daunnya secara langsung sebanyak 5 kg. Kegiatan panen
dimulai pada minggu ke-8 setelah tanam berdasarkan tingkat kesiapan tanaman
untuk dipanen. Daun kenikir diambil pada bagian daun tua atau muda secara acak
yang masih segar dan tidak berpenyakit (Revianto et al., 2016). Daun kenikir
yang telah dipetik kemudian disortasi basah yang bertujuan untuk membersihkan
daun dari kotoran dan benda asing lainnya.

Tahap selanjutnya dilakukan pencucian sebanyak tiga kali, satu Kali
pencucian dapat menghilangkan sebanyak 25% dari jumlah mikroba, bila proses
pencucian dilakukan sebanyak tiga kali, jumlah mikroba yang tertinggal hanya
sekitar 42% dari jumlah total mikroba awal. Pencucian dilakukan dengan
menggunakan air bersih dari sumur secara mengalir untuk menghilangkan tanah

atau pengotor lain yang melekat kemudian ditiriskan. Proses selanjutnya yaitu
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melakukan pengeringan simplisia dengan cara diangin-anginkan atau tidak
terkena cahaya matahari secara langsung pada suhu kamar. Simplisia yang telah
kering kemudian dilakukan sortasi kering untuk memisahkan simplisia dari
kotoran atau bahan asing lainnya yang masih menempel. Simplisia yang telah
mengering kemudian dihaluskan menggunakan blender sampai simplisia daun
kenikir menjadi serbuk halus. Selanjutnya, serbuk simplisia daun kenikir
dilakukan pengayakan dengan ayakan nomer mesh 80. Pengayakan dilakukan
untuk mempermudah proses ekstraksi karena semakin halus ukuran serbuk
simplisia maka permukaan serbuk simplisia yang bersentuhan dengan cairan
penyari akan semakin luas. Selanjutnya simplisia disimpan dalam wadah yang
terlindung dari sinar matahari dan ditempat yang kering (Handayani et al., 2020).
3.6.3 Uji kadar air serbuk simplisia

Uji kadar air serbuk simplisia dilakukan dengan cara menimbang 10 g
serbuk simplisia daun kenikir. Kemudian mengeringkan serbuk simplisia daun
kenikir pada suhu 105 °C selama 5 jam. Persentase kadar air serbuk simplisia
dapat dihitung dengan rumus sebagai berikut:

Bobot awal-Bobot akhir

% Kadar air = Bobot awal x 100%

Persyaratan kadar air pada simplisia adalah tidak lebih dari 10% karena
reaksi enzimatik tidak dapat berlangsung apabila kadar air dalam serbuk simplisia
kurang dari 10% dan dapat mencegah terjadinya penurunan mutu serbuk simplisia
(BPOM RI, 2014).

3.6.4 Pembuatan ekstrak etanol daun kenikir

Pembuatan ekstrak etanol daun kenikir dilakukan dengan menimbang
serbuk simplisia daun kenikir sebanyak 500 g. Perbandingan antara bahan dengan
pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi yaitu 1:7,5 (Ratna et al., 2016).
Serbuk simplisia yang telah ditimbang kemudian dilakukan proses maserasi
dengan cara memasukkan serbuk simplisia kedalam botol maserasi, dan
menambahkan pelarut etanol 96%. sebanyak 3.750 ml, selanjutnya diaduk hingga
homogen. Serbuk dalam botol maserasi kemudian ditutup dan disimpan dalam

ruangan yang terlindung dari sinar matahari secara langsung selama selama 5 hari.
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Selama perendaman sesekali dilakukan pengadukan selama 15 menit. Filtrat
kemudian disaring menggunakan kain mori rangkap dua. Residu yang diperoleh
selanjutnya dilakukan proses remaserasi menggunakan pelarut etanol 96% dengan
jumlah yang sama yaitu sebanyak 3.750 ml. Filtrat yang diperoleh digabungkan,
kemudian diuapkan dengan oven pada suhu 70 °C untuk mendapatkan ekstrak
daun kenikir. Proses pemekatan dilakukan pada suhu 70 °C karena pada suhu
tersebut relatif aman untuk mencegah terjadinya kerusakan pada senyawa
metabolit sekunder seperti flavonoid, saponin, dan tanin (Oktavia, 2011).

3.6.5 Pemeriksaan Randemen Ekstrak

Rendemen ekstrak merupakan salah satu parameter untuk menilai mutu
dari suatu ekstrak. Randemen ekstrak adalah perbandingan antara ekstrak yang
diperoleh dengan simplisia awal. Persentase rendemen ekstrak daun kenikir dapat
dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut:

Bobot ekstrak

% Rendemen ekstrak = - —x 100%
Bobot simplisia

Hasil perhitungan rendemen ditunjukkan dengan satuan (%), semakin
tinggi nilai rendemen maka semakin banyak nilai ekstrak yang dihasilkan.
Kualitas ekstrak yang dihasilkan berbanding terbalik dengan jumlah rendemen
yang dihasilkan. Semakin tinggi nilai rendemen maka semkin rendah mutu yang
didapatkan (Wijaya et al., 2018).

3.6.6 Fraksinasi ekstrak etanol daun kenikir
3.6.6.1 Fraksinasi n-heksan daun kenikir

Fraksinasi n-heksana daun kenikir dilakukan dengan cara menimbang
ekstrak etanol daun kenikir sebanyak 5 gram, kemudian melarutkan ekstrak dalam
aquadestilata sebanyak 75 ml. Larutan sampel kemudian dimasukkan dalam
corong pisah dan ditambahkan 25 ml n-heksan sebagai pelarut non polar, larutan
dikocok beberapa kali diselingi dengan membuka tutup corong untuk
mengeluarkan udara. Larutan didiamkan beberapa menit hingga tampak terjadi
pemisahan menjadi dua fase, kemudian fraksi n-heksana dipisahkan dari fraksi

bagian bawah yaitu fraksi aquadestilata, sehingga didapat fraksi n-heksana.
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Masing-masing fraksi ditampung di beaker glass. Penyarian di ulang sebanyak 3
kali dengan penambahan jumlah pelarut yang sama. Fraksi yang diperoleh
dipekatkan dalam oven dengan suhu 70 °C sampai didapat fraksi n-heksan yang
kental (Novianti, 2020).
3.6.6.2 Fraksinasi diklorometana daun kenikir

Fraksinasi diklorometana daun kenikir dilakukan dengan cara frraksinasi
dari residu n-heksana yang difraksinasi kembali dengan menggunakan pelarut
diklorometana sebanyak 25 ml sebagai pelarut semi polar. Larutan dimasukkan
corong pisah, kemudian dikocok dan dipisahkan antara fraksi aquadestilata
dengan fraksi diklorometana. Penyarian dilakukan 3 kali dengan penambahan
jumlah pelarut yang sama. Fraksi yang diperoleh dipekatkan dalam oven pada
suhu 70 °C sampai didapat fraksi diklorometana yang kental (Handayani et al.,
2020)
3.6.6.3 Fraksinasi aquadestilata daun kenikir

Fraksi aquadestilata daun kenikir dibuat dengan cara fraksinasi dari residu
diklorometana, kemudian didapat fraksi aquadestilata. Fraksi yang diperoleh
dipekatkan dalam oven pada suhu 70 °C sampai didapat fraksi aquadestilata yang
kental (Novianti, 2020).

3.6.7 Skrining fitokimia
3.6.7.1 ldentifikasi senyawa flavonoid

Identifikasi senyawa flavonoid dilakukan dengan cara menimbang ekstrak
daun kenikir sebanyak 0,5 g dan mencampurkan dengan 3 ml etanol 96%,
selanjutnya larutan dikocok sampai homogen, kemudian dipanaskan dan dikocok
kembali. Selanjutnya menyaring larutan. Filtrat yang diperoleh, kemudian
ditambahkan serbuk Mg 0,1 g dan 2 tetes HCI pekat. Adanya flavonoid ditandai
dengan warna merah, orange, dan hijau pada lapisan etanol. Perubahan warna
yang terjadi pada identifikasi flavonoid tersebut disebabkan karena flavonoid akan
tereduksi dengan Mg dan HCI (Latifah, 2015).
3.6.7.2 Identifikasi senyawa saponin

Menimbang ekstrak daun kenikir sebanyak kurang lebih 0,5 g, kemudian
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mendidihkan dengan 10 ml aquadestilata dalam penangas air. Filtrat dikocok dan
didiamkan selama 15 menit. Terbentuknya busa yang stabil (bertahan lama)
menunjukkan positif terdapat saponin. Timbulnya busa pada uji saponin
menunjukkan adanya glikosida yang mempunyai kemampuan untuk membentuk
buih dalam air yang terhidrolisis menjadi glukosa dan senyawa lainnya (Latifah,
2015).

3.6.7.3 Identifikasi senyawa tanin

Menimbang ekstrak daun kenikir sebanyak 2 g dan menambahkan etanol
sampai ekstrak terendam secara keseluruhan. Kemudian memindahkan sebanyak 1
ml larutan sampel kedalam tabung reaksi dan menambahkan 2-3 tetes larutan
FeCls 1%. Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya warna hitam kebiruan
atau hijau. Pembentukan warna hitam kebiruan atau hijau disebabkan karena
logam Fe dan tanin membentuk senyawa kompleks. Senyawa kompleks tersebut
terbentuk karena adanya ikatan kovalen koordinasi antara ion atau atom logam
dengan atom non logam (Latifah, 2015).

3.6.8 Pembuatan Media
3.6.8.1 Sterilisasi alat dan bahan

Sterilisasi adalah suatu proses menghilangkan semua jenis organisme
hidup seperti protozoa, fungi, bakteri, mycoplasma atau virus yang terdapat pada
suatu benda. Sterilisasi alat dan bahan dilakukan menggunakan autoklaf pada
suhu 121°C dengan tekanan 1 atm selama 15 menit. Sterilisasi larutan uji dan
media dilakukan dalam wadah yang sesuai seperti erlenmeyer dengan mulut
ditutup kapas dan dibungkus aluminium foil (Atlas, 2010).
3.6.8.2 Pembuatan media Nutrient Broth (NB)

Pembuatan media Nutrient Broth (NB) dilakukan dengan cara menimbang
serbuk Nutrient Broth (NB) sebanyak 0,08 g. Kemudian serbuk NB dilarutkan
dalam 10 ml aquadestilata dan dipanaskan sampai mendidih sehingga semuanya
tercampur secara homogen. Media disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121 °C
selama 15 menit dengan tekanan 1 atm. Selanjutnya media dituangkan ke dalam
tabung reaksi (Atlas, 2010).
3.6.8.3 Pembuatan media Nutrient Agar (NA)
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Pembuatan media nutrient agar dilakukan dengan cara menimbang serbuk
nutrient agar sebanyak 0,3 g dan dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer.
Selanjutnya nutrient agar ditambahkan dengan aquadestilata sebanyak 15 ml dan
dipanaskan di atas api sampai serbuk agar benar-benar larut. Selanjutnya media
agar disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit dengan tekanan
1 atm. Temperatur dibiarkan turun sampai 45 °C. Media agar siap dituangkan
pada plate atau cawan petri (Maryono, 2017). Cawan petri berdiameter 15 cm
dapat menampung media sebanyak 15-20 ml, sedangkan cawan berdiameter 9 cm
dapat menampung media sebanyak 10 ml (Atlas, 2010).
3.6.8.4 Pembuatan Media Manitol Salt Agar (MSA)

Pembuatan Media MSA dilakukan dengan menimbang serbuk MSA
sebanyak 1,08 g. Serbuk MSA kemudian dilarutkan dalam 10 ml aquadestilata
dan dipanaskan sampai mendidih sehingga semuanya larut sempurna. Selanjutnya
media disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit dengan
tekanan 1 atm. Selanjutnya media dituangkan kedalam cawan petri dan dibiarkan
sampai mengeras (Atlas, 2010).

3.6.9 Pembuatan Larutan Uji
3.6.9.1 Pembuatan larutan uji orientasi ekstrak daun kenikir

Larutan uji ekstrak daun kenikir dibuat dengan seri konsetrasi 5%, 10%,
dan 15%. Larutan uji ekstrak daun kenikir dibuat dengan cara mengencerkan
ekstrak dengan menggunakan pelarut yang sesuai dengan pelarut ekstraksi yaitu
etanol 96%. Larutan uji yang dibuat dalam penilitian ini yaitu sebanyak 10 ml.
Konsentrasi 5% dibuat dengan cara menimbang ekstrak sebanyak 0,5 g kemudian
dilarutkan dalam 10 ml etanol 96%, konsentrasi 10% dibuat dengan cara
menimbang ekstrak sebanyak 1 g kemudian dilarutkan dalam 10 ml etanol 96%,
konsentrasi 15% dibuat dengan cara menimbang ekstrak sebanyak 1,5 g kemudian
dilarutkan dalam 10 ml etanol 96%
3.6.9.2 Pembuatan larutan uji fraksi daun kenikir

Larutan uji fraksi daun kenikir masing-masing dibuat dengan konsentrasi
10%. Pembuatan larutan uji fraksi daun kenikir dilakukan dengan cara

mengencerkan fraksi daun kenikir dengan masing-masing pelarut. Hal ini
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dilakukan agar masing-masing fraksi daun kenikir dapat larut secara sempurna
(Laksono, 2019). Larutan uji yang dibuat dalam penilitian ini yaitu sebanyak 10
ml. Larutan uji fraksi n-heksana dibuat dengan cara menimbang 1 g fraksi n-heksana
kemudian dilarutkan dalam 10 ml pelarut n-heksana dan diaduk sampai homogen. Larutan
uji fraksi diklorometana dibuat dengan cara menimbang 1 g fraksi diklorometana
kemudian dilarutkan dalam 10 ml pelarut diklorometana. Larutan uji fraksi aquadestilata
dibuat dengan cara menimbang 1 g fraksi aquadestilata kemudian dilarutkan dalam 10
ml pelarut aquadestilata (Handayani et al., 2020).
3.6.10 Pembuatan kontrol positif

Kontrol positif yang digunakan pada penelitian ini yaitu kapsul
kloramfenikol 500 mg. Pembuatan kontrol positif dilakukan dengan cara
membuka 1 kapsul kloramfenikol 500 mg dan menimbang serbuk sebanyak 1%
dari bobot kapsul kloramfenikol (£500 mg) yaitu 5 mg, kemudian dilarutkan
dalam etanol 96% sebanyak 100ml. Kloramfenikol termasuk dalam kategori
sensitif dalam menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus karena
memiliki zona hambat sebesar 22 mm (Ratna et al., 2016).
3.6.11 Pembuatan kontrol negatif

Kontrol negatif yang digunakan pada penelitian ini yaitu n-heksan,
diklorometana, dan aquadestilata. Pembuatan kontrol negatif dilakukan dengan
cara mengambil 20 pl masing-masing pelarut pada cakram steril dengan diameter
6 mm menggunakan pipet mikro. Menurut penelitian yang dilakukan oleh Sari,
(2018) menunjukkan hasil bahwa pelarut n-heksan, diklorometana, dan
aquadestilata tidak memiliki aktivitas antibakteri sehingga dapat digunakan
sebagai kontrol negatif.
3.6.12 ldentifikasi Bakteri
3.6.12.1 Identifikasi bakteri dengan pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram bertujuan untuk mengamati morfologi sel bakteri
staphylococcus dan mengetahui kemurnian sel bakteri. Pengecatan Gram
merupakan salah satu pewarnaan yang paling sering digunakan. Preparat apus
bakteri dibuat dengan cara, mencampurkan satu Ose biak bakteri dengan NacCl

fisiologis yang telah diteteskan pada gelas obyek, kemudian dibuat apus setipis
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mungkin, dikeringkan, dan difiksasi di atas lampu spiritus. Preparat apus ditetesi
pewarna pertama dengan karbol gentian violet selama 2 menit, warna dibuang,
ditetesi lugol selama 1 menit, kemudian preparat apus dilunturkan dengan alkohol
95% selama 1 menit. Selanjutnya alkohol dibuang, preparat dicuci dengan
aquadestilata dan diberi pewarna kedua dengan larutan fuschine selama 2 menit.
Warna kemudian dibuang dan dibersihkan dengan aquadestilata, dikeringkan dan
diamati morfologi sel, serta warnanya di bawah mikroskop. Bakteri
dikelompokkan sebagai Gram positif apabila selnya terwarnai keunguan, dan
Gram negatif apabila selnya terwarnai merah (Dewi, 2013). Bakteri gram positif
pada pewarnaan Gram berwarna ungu disebabkan kompleks zat warna kristal
violet-yodium tetap dipertahankan meskipun diberi larutan alkohol, sedangkan
bakteri gram negatif berwarna merah sebab kompleks tersebut larut pada saat
pemberian larutan alkohol sehingga mengambil warna merah safranin (Dewi,
2013). Perbedaan warna pada bakteri gram positif dan gram negatif menunjukkan
bahwa adanya perbedaan struktur dinding sel antara kedua jenis bakteri tersebut.
Bakteri gram positif memiliki struktur dinding sel dengan kandungan
peptidoglikan yang tebal sedangkan bakteri Gram negatif memiliki struktur
dinding sel dengan kandungan lipid yang tinggi (Nurhidayati et al., 2015)
3.6.12.2  Identifikasi bakteri dengan media MSA

Suspensi Staphylococcus aureus diinokulasi pada permukaan media MSA,
kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam (Radji, 2013). Koloni
Staphylococcus aureus memiliki ciri-ciri bundar, halus, menonjol dan berkilau
serta berwarna abu-abu sampai kuning emas tua (Dewi, 2013).
3.6.13 Pembuatan suspensi bakteri

Diambil bakteri uji yang telah diinokulasi menggunakan kawat Ose steril.
Bakteri Staphylococcus aureus disuspensi kedalam tabung berisi 5 ml media NB
dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C. Suspensi bakteri tersebut
kemudian diencerkan menggunakan NaCl 0,9 %. Larutan NaCl 0,9% dibuat
dengan cara menimbang serbuk NaCl sebanyak 0,9 g kemudian dilarutkan dalam
100 ml aquadestilata. Selanjutnya larutan disterilkan dalam autoklaf pada suhu

121°C selama 15 menit dengan tekanan 1 atm. Suspensi bakteri diencerkan
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menggunakan NaCl 0,9 % hingga diperoleh kekeruhan yang sama dengan standar
kekeruhan larutan 0,5 Mc. Farland (biakan cair yang mempunyai populasi 1 x 107
CFU/ml sampai 1 x 108 CFU/ml (Ngajow et al., 2013).
3.6.14 Uji aktivitas antibakteri

Uji aktivitas antibakteri ekstrak daun kenikir dilakukan dengan metode
difusi. Selanjutnya disiapkan media yang telah diinokulasi dengan bakteri.
Disiapkan dan disterilkan kertas cakram diameter 6 mm. Fraksi daun kenikir
dengan seri konsentrasi 10% ditambahkan pada masing-masing cakram steril
sejumlah 20 pl menggunakan pipet mikro. Kertas cakram steril yang telah diresapi
dengan fraksi daun kenikir ditempatkan pada permukaan media dengan pinset
steril dan ditekan dengan lembut kebawah untuk memastikan kontak antara kertas
cakram dengan permukaan media (Huda et al., 2019). Kontrol positif yang
digunakan yaitu kloramfenikol, sedangkan kontrol negatif yang digunakan yaitu
n-heksana, diklorometana, dan aquadestilata. Cawan petri kemudian diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37 °C. Diamati dan diukur diameter zona hambat (Huda
et al., 2019).
3.6.15 Pengukuran zona hambat

Cawan petri dikeluarkan dari inkubator setelah 24 jam. Pengukuran zona
hambat yang terbentuk disekitar kertas cakram dilakukan dengan menggunakan
mistar berskala atau jangka sorong. Hasil yang diperoleh berupa diameter zona
hambat dengan satuan mm, yang mana daerah hambatan pertumbuhan bakteri
termasuk diameter kertas cakram. Setiap daerah zona hambat dilakukan 3 Kali
pengukuran dari arah yang berbeda, untuk mendapatkan hasil yang akurat
(Yusriana et al., 2014).

3.7  Analisa Hasil

Data hasil penelitian uji aktivitas antibakteri fraksi daun kenikir terhadap
bakteri Staphylococcus aureus dianalisis menggunakan program SPSS 16 untuk
mengetahui aktivitas antibakteri fraksi daun kenikir terhadap pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus. Pengolahan data dapat dilakukan dengan tahapan sebagai
berikut:
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3.7.1 Uji normalitas data

Uji normalitas adalah uji untuk mengukur apakah data mempunyai
distribusi normal, sehingga dapat digunakan dalam statistik parametrik. Penelitian
ini menggunakan uji Shapiro-Wilk sebagai uji normalitas data.
Perumusan hipotesis:
Ho: data berdistribusi normal
H:: data berdistribusi tidak normal
Pengambilan keputusan:
1) Jika p > 0,05; maka Ho diterima
2) Jika p <0,05; maka H: diterima
3.7.2 Uji homogenitas

Uji homogenitas bertujuan untuk menguji kesamaan (homogenitas)
beberapa sampel, yakni seragam tidaknya variasi sampel-sampel yang diambil
dari populasi yang sama (Ghazali, 2011). Pengujian homogenitas dilakukan
dengan menggunakan levene statistic.
Perumusan hipotesis:
Ho: data yang didapat memiliki variansi yang sama atau homogen
H:: data yang didapat memiliki variansi yang tidak sama atau tidak homogen
Pengambilan keputusan:
1) Jika p > 0,05; maka Hoditerima
2) Jika p <0,05; maka H: diterima
3.7.3 Uji One Way Anova

Uji One Way Anova bertujuan untuk membedakan rata-rata sampel uji.
Dalam penelitian ini digunakan untuk membuktikan bahwa perlakuan ekstrak
daun kenikir dengan variasi konsentrasi fraksi berbeda terhadap pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus.
Perumusan hipotesis:
Ho: Tidak ada pengaruh perlakuan dari beberapa fraksi daun kenikir terhadap

pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus

Hi: Ada pengaruh perlakuan dari beberapa fraksi daun kenikir terhadap

pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus.



Pengambilan keputusan:
1) Jika p > 0,05; maka Ho diterima
2) Jika p <0,05; maka H: diterima
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3.9 Jadwal Penelitian

. Bulan Ke-
Jadwal Kegiatan 112731251617 Tempat
1 Tahap persiapan
" | penelitian
a. | Persiapan bahan N Lab. Botani STIKes Kartrasa
b. | Persiapan alat N Lab. Botani STIKes Kartrasa
2. | Tahap penelitian
. N UPT. Materia Medika Batu,
a. | Determinasi :
Jawa Timur
b. | Pembuatan ekstrak N Lab. Botani STIKes Kartrasa
c. | Fraksinasi N Lab. Botani STIKes Kartrasa
d. | Skrining fitokimia N Lab. Botani STIKes Kartrasa
e. | Identifikasi bakteri N Lab. Botani STIKes Kartrasa
£ | Uji antibakter N Lab. Mikrobiologi STIKes
Kartrasa
3. | Tahap penyelesaian
3 Analisis dan N STIKes Karya Putra Bangsa
" | pengolahan data
b Penyusunan \ STIKes Karya Putra Bangsa
" | laporan
c Pengumpulan V' | STIKes Karya Putra Bangsa
" | laporan

Table 3.1 Jadwal pelaksanaan penelitian




BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1  Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman dilakukan untuk mengetahui kebenaran identitas dari
suatu tanaman yang akan digunakan. Sehingga kesalahan dalam pengumpulan
bahan yang akan diteliti dapat dihindari. Determinasi tanaman dilakukan di UPT
Laboratorium Herbal Materia Medica Kota Batu, Malang, Jawa Timur.
Berdasarkan hasil dari determinasi yang telah dilakukan, diperoleh kebenaran
bahwa tanaman yang akan dilakukan penelitian adalah tanaman kenikir (Cosmos
caudatus Kunth.) dengan kunci determinasi yaitu 1b-2b-3b-4b-6b-7b-9a-41b-42b-
43a-44b-45a-46a-1b-12a-13b-15a. Hasil determinasi tanaman kenikir dapat dilihat

pada lampiran 1.

4.2 Uji Kadar Air Serbuk Simplisia

Uji kadar air serbuk simplisia bertujuan untuk mengetahui batasan
maksimal atau rentang besarnya kandungan air dalam serbuk simplisia
(Tantrayana dan Zubaidah, 2015). Hal ini terkait dengan kemurnian dan adanya
kontaminan dalam serbuk simplisia tersebut. Penghilangan kadar air hingga
jumlah tertentu berguna untuk memperpanjang daya tahan serbuk simplisia
selama penyimpanan (Tantrayana dan Zubaidah, 2015). Kandungan air yang
berlebihan pada serbuk simplisia akan mempercepat pertumbuhan mikroba dan
juga dapat mempermudah terjadinya hidrolisis terhadap kandungan senyawa
kimia sehingga dapat mengakibatkan penurunan mutu dari serbuk simplisia
(Handayani et al., 2017).

Uji kadar air dilakukan dengan metode gravimetri menggunakan oven
(Depkes RI, 2017). Prinsip dari metode ini yaitu menguapkan air yang ada pada
sampel dengan cara pemanasan pada suhu 105 °C selama 5 jam (Depkes R,
2017). Kehilangan berat akibat proses pengeringan dianggap sebagai berat

kandungan air yang terdapat dalam bahan yang menguap selama pemanasan.
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Analisis kadar air bahan dengan pengeringan dipengaruhi oleh faktor-faktor yang
berhubungan dengan karakter bahan, kondisi oven, dan penanganan bahan yang
telah dikeringkan (Nadia, 2010)

Kadar air simplisia daun kenikir sebaiknya lebih kecil dari 10% (Depkes
RI, 2017). Kadar air yang lebih besar dari 10% akan menyebabkan terjadinya
proses enzimatik dan kerusakan oleh mikroba (Rina et al., 2014). Simplisia yang
disimpan dalam waktu yang lama, enzim akan merubah kandungan kimia yang
telah terbentuk menjadi produk lain yang mungkin tidak lagi memiliki efek
farmakologi seperti senyawa asalnya (Nadia, 2010). Hal ini tidak akan terjadi jika
bahan yang telah dikeringkan mempunyai kadar air yang rendah (Nadia, 2010).
Beberapa enzim perusak kandungan kimia antara lain adalah hidrolase, oksidase,
dan polymerase (Rina et al., 2014). Hasil dari uji kadar air serbuk simplisia daun
kenikir dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Uji kadar air serbuk simplisia daun kenikir

Sampel Bobot Awal Bobot Akhir % Hasil

Daun kenikir 10,00 g 9,219 7,9%

Rumus % kadar air (Depkes RI, 2014):

Bobot awal - Bobot akhir

% Kadar air = Bobot awal x 100%

Uji kadar air serbuk simplisia daun kenikir diperoleh hasil sebesar 7,9%.

Hasil ini menunjukkan bahwa simplisia daun kenikir yang digunakan dalam
penelitian ini memiliki kadar air yang sesuai dengan syarat mutu yang ditetapkan

yaitu < 10%.

4.3  Ekstraksi Daun Kenikir

Ekstraksi daun kenikir dilakukan dengan menggunakan metode maserasi.
Prinsip dari metode maserasi adalah merendam serbuk simplisia dengan
menggunakan pelarut tertentu pada temperatur ruang dan terlindungi dari cahaya
(Trisia et al., 2018). Pelarut yang digunakan adalah etanol 96% dengan tujuan
agar jumlah senyawa yang tertarik dalam ekstrak lebih banyak karena sifat etanol
96% sebagai pelarut universal (Noviyanti, 2016). Perbandingan antara serbuk

simplisia daun kenikir dengan pelarut yang digunakan yaitu 1:7,5 (Ratna et al.,
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2016). Residu yang diperoleh dari proses maserasi selanjutnya dilakukan proses
remaserasi menggunakan pelarut yang sama (Laksono, 2019). Filtrat yang
diperoleh kemudian digabungkan dan diuapkan dengan oven pada suhu 70 °C
untuk mendapatkan ekstrak kental daun kenikir. Perhitungan rendemen ekstrak
bertujuan untuk membandingkan bobot awal serbuk simplisia daun kenikir
dengan bobot ekstrak yang dihasilkan, sehingga kualitas ekstrak dapat diketahui.
Hasil dari rendemen ekstrak daun kenikir dapat dilihat pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2 Hasil rendemen ekstrak daun kenikir

Sampel Bobot Simplisia Bobot Ekstrak Hasil

Daun Kenikir 500 g 57,45 ¢ 11,49%

Rumus % rendemen ekstrak (Depkes RI, 2014):

Bobot ekstrak
% Rendemen ekstrak = mx 100%

Berdasarkan Tabel 4.2 diketahui bahwa nilai rendemen ekstrak daun
kenikir yaitu sebesar 11,49%. Hasil ini menunjukkan bahwa rendemen ekstrak
sesuai dengan persyaratan Farmakope Herbal Indonesia, yaitu rendemen esktrak
tidak kurang dari 6,8% (Depkes RI, 2017). Nilai tersebut dipengaruhi oleh
beberapa faktor, diantaranya jenis pelarut, konsentrasi pelarut, ukuran partikel
simplisia, dan lamanya waktu ekstraksi (Susanty, 2016). Nilai rendemen ekstrak
menunjukkan bahwa semakin tinggi nilai rendemen ekstrak, maka semakin
banyak nilai ekstrak yang dihasilkan. Namun kualitas ekstrak yang dihasilkan
berbanding terbalik dengan jumlah rendemen yang dihasilkan yang artinya
semakin tinggi nilai rendemen maka semakin rendah mutu yang didapatkan.
(Wijaya et al., 2018).

4.4  Fraksinasi Daun Kenikir

Tujuan dari fraksinasi ekstrak daun kenikir adalah untuk memisahkan
senyawa yang memiliki kepolaran berbeda dalam ekstrak daun kenikir. Fraksinasi
dilakukan menggunakan metode partisi cair-cair. Metode ini dipilih karena
pengerjaannya yang mudah dan cepat. Proses fraksinasi dilakukan dengan
menggunakan corong pisah. Prinsip corong pisah adalah memisahkan zat atau

senyawa tertentu yang terdapat dalam sampel berdasarkan perbedaan berat jenis
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antara dua fase pelarut yang tidak saling bercampur (Pratiwi et al., 2016).

Pelarut yang digunakan dalam proses fraksinasi yaitu n-heksana sebagai
pelarut non polar, diklorometana sebagai pelarut semi polar, dan agquadestilata
sebagai pelarut polar. Pemilihan pelarut fraksi ini didasarkan pada perbedaan
bobot jenis yang nyata sehingga proses pemisahan lebih mudah. Masing-masing
pelarut yang berbeda sifat kepolarannya tersebut akan melarutkan komponen-
komponen bioaktif yang berbeda pula. Proses fraksinasi ini menggunakan ekstrak
daun kenikir daun kenikir yang diencerkan dengan aquadestilata lalu diaduk
hingga homogen kemudian dimasukkan dalam corong pisah. Fraksinasi dilakukan
secara bergantian dan berurutan mulai dari n-heksana, diklorometana,
aquadestilata. Hasil rendemen fraksi daun kenikir dapat dilihat pada Tabel 4.3.
Tabel 4.3 Hasil rendemen fraksi daun kenikir

Sampel Bobot Ekstrak Bobot Fraksi Hasil
Fraski n-heksan 50 1,34 ¢ 26,8%
Fraski diklorometana 50 1,56 g 31,2%
Fraksi aquadestilata 59 2,12 g 42,4%

Berdasarkan Tabel 4.3 rendemen fraksi daun kenikir yang diperoleh
memiliki hasil yang berbeda pada masing-masing fraksi. Hal tersebut dikarenakan
kekuatan kepolaran antar pelarut yang berbeda dalam menyari senyawa dalam
ekstrak. Nilai rendemen fraksi yang tertinggi yaitu fraksi aquadestilata sebesar
42,4%. Diketahui bahwa aquadestilata merupakan pelarut yang bersifat polar
dibandingkan dengan pelarut lainnya sehingga senyawa yang bersifat polar akan
cenderung larut dalam fraksi aquadestilata. Selanjutnya diikuti dengan nilai
rendemen fraksi diklorometana sebesar 31,2% dan yang terakhir yaitu fraksi n-
heksan yang memiliki nilai rendemen sebesar 26,8%.

Menurut Andarwulan et al. (2010) daun kenikir mengandung kuersetin
sebanyak 51% yang merupakan flavonoid utama yang terdapat pada daun keniKkir.
Selain itu, juga terdapat tanin dan polifenol yang merupakan senyawa yang dapat
larut dalam air. Nilai rendemen fraksi diklorometana dan fraksi n-heksan lebih
rendah jika dibandingkan dengan fraksi aquadestilata karena senyawa aktif yang
bersifat semi polar dan non polar terdapat dalam jumlah yang lebih kecil pada
daun kenikir (Sembiring et al., 2016).
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45  Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia merupakan salah satu cara untuk mengetahui
kandungan metabolit sekunder pada suatu sampel. Analisis ini sangat berguna
untuk menentukan golongan utama senyawa aktif dari daun kenikir yang memiliki
potensi sebagai antibakteri. Skrining fitokimia dalam penelitian ini meliputi uji
flavonoid, saponin, dan tanin. Uji ini dilakukan secara kualitatif menggunakan
metode tabung dengan cara mengambil sedikit sampel dari ekstrak maupun fraksi
daun kenikir yang ditambahkan dengan suatu reagen yang sesuai dengan senyawa
yang akan diidentifikasi (Astarina et al., 2012). Hasil skrining fitokimia ekstrak
daun kenikir dapat dilihat pada Tabel 4.4.
Tabel 4.4 Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak dan Fraksi Daun Kenikir

Golongan Ekstrak Fraksi

Senyawa Etanol N-heksana  Diklorometana Aquadestilata
Flavonoid + + + +
Saponin + - + +
Tanin + + + +

Keterangan: (+) mengandung golongan senyawa, (-) tidak mengandung golongan senyawa

Uji flavonoid dilakukan untuk mengetahui adanya kandungan senyawa
flavonoid dalam ekstrak maupun fraksi daun kenikir. Uji flavonoid dilakukan
dengan menggunakan pereaksi wilstater yang dilakukan dengan menambahkan
Mg dan HCI pekat pada sampel ekstrak dan fraksi daun kenikir (Theodora et al.,
2019). Penambahan HCI pekat digunakan untuk menghidrolisis flavonoid menjadi
aglikonnya, yaitu dengan menghidrolisis O-glikosil. Glikosil akan tergantikan
oleh H+ dari asam karena sifatnya yang elektrofilik. Reduksi dengan Mg dan HCI
pekat dapat menghasilkan senyawa kompleks yang berwarna merah atau jingga
pada flavonol, flavanon, flavanonol dan xanton (lkalinus et al., 2015). Warna
merah sampai jingga diberikan oleh senyawa flavon, warna merah tua diberikan
oleh senyawa flavanol atau flavanon, warna hijau diberikan oleh senyawa glikon
atau glikosida (Mariana et al., 2013). Hasil Skrining Fitokimia Flavonoid dapat
dilihat pada Gambar 4.1.
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(@) (b) (© (d)
Gambar 4.1 Hasil Skrining Fitokimia Flavonoid, (a) Ektrak Etanol, (b) Fraksi N-
Heksana, (c) Fraksi Diklorometana, (d) Fraksi Aquadestilata

Uji saponin dilakukan untuk mengetahui adanya kandungan senyawa
saponin dalam ekstrak dan fraksi daun kenikir. Uji fitokimia senyawa saponin
dalam penelitian ini dilakukan dengan menambahkan ekstrak maupun fraksi
dengan air (1:1) kemudian dikocok selama 1 menit. Identifikasi saponin
menunjukkan hasil positif apabila terbentuk busa dan bertahan selama 10 menit.
Timbulnya busa pada uji saponin menunjukkan adanya glikosida yang
mempunyai kemampuan untuk membentuk buih dalam air yang terhidrolisis
menjadi glukosa dan senyawa lainnya (Astarina et al., 2012).

Hasil uji dalam penelitian ini menunjukkan bahwa senyawa saponin dari
ekstrak daun kenikir memiliki nilai positif yang artinya dalam ekstrak daun
kenikir terkandung seyawa saponin. Sedangkan pada fraksi daun kenikir
menunjukkan bahwa fraksi aquadestilata dan fraksi diklorometana memiliki nilai
positif dan pada fraksi n-heksana memiliki nilai negatif. Hal ini menunjukkan

bahwa senyawa saponin dalam daun kenikir hanya mampu terekstrak pada pelarut

polar dan semi polar. Hasil skrining fitokimia saponin dapat dilihat pada Gambar
4.2.

L_ P
(a) (b) (c) (d)
Gambar 4.2 Hasil Skrining Fitokimia Saponin, (a) Ektrak Etanol, (b) Fraksi N-
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Heksana, (c) Fraksi Diklorometana, (d) Fraksi Aquadestilata

Uji tanin bertujuan untuk mengetahui adanya kandungan senyawa tanin
dalam ekstrak maupun fraksi daun kenikir. Hasil uji menunjukkan bahwa senyawa
tanin dari ekstrak dan ketiga fraksi daun kenikir memiliki nilai positif. Hasil
identifikasi tanin positif dengan ditandai terbentuknya warna hitam kebiruan atau
hijau. Uji fitokimia senyawa tanin dilakukan dengan menambahkan ekstrak
maupun fraksi daun kenikir dengan larutan FeClz. Uji fitokimia menggunakan
FeCls; dapat menunjukkan adanya gugus fenol, apabila terdapat senyawa fenol,
maka dimungkinkan juga terdapat tanin, karena tanin merupakan senyawa
polifenol. Perubahan warna hitam kebiruan atau hijau terjadi akibat pembentukan
senyawa komplek antara tanin dengan FeCls. Senyawa kompleks tersebut
terbentuk karena terdapat ikatan kovalen koordinasi antara ion atau atom logam
dengan atom non logam (Sari et al., 2015). Hasil skrining fitokimia tanin dapat
dilihat pada Gambar 4.3.

(a) (b) (c) (d)
Gambar 4.3 Hasil Skrining Fitokimia Tanin, (a) Ektrak Etanol, (b) Fraksi N-
Heksana, (c) Fraksi Diklorometana, (d) Fraksi Aquadestilata

4.6 Identifikasi Bakteri Staphylococcus aureus

Identifikasi bakteri bertujuan untuk mengetahui identitas dari bakteri uji
yang digunakan. Bakteri uji pada penelitian ini adalah Staphylococcus aureus
yang diperoleh dari Balai Besar Laboratorium Kesehatan Surabaya. Identifikasi
bakteri yang dilakukan pada penelitian ini yaitu uji pewarnaan Gram dan
identifikasi bakteri dengan media MSA. Hasil Identifikasi bakteri Staphylococcus
aureus dapat dilihat pada Gambar 4.4.
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(a)
Gambar 4.3 Hasil Identifikasi bakteri Staphylococcus aureus, (a) Identifikasi
bakteri dengan pewarnaan Gram, (b) Identifikasi bakteri dengan media MSA

Uji pewarnaan Gram merupakan teknik pewarnaan diferensial yang
memisahkan bakteri menjadi dua kelompok yaitu Gram positif dan Gram negatif.
Pewarnaan Gram bertujuan untuk mengamati morfologi sel bakteri dan
mengetahui kemurnian sel bakteri. Staphylococcus aureus merupakan bakteri
Gram positif yang menghasilkan warna ungu pada pewarnaan Gram dan
berbentuk kokus ketika diamati dibawah mikroskop (Dewi, 2013). Bakteri Gram
positif berwarna ungu disebabkan kompleks zat warna kristal violet yodium tetap
dipertahankan meskipun diberi larutan pemucat. Perbedaan struktur luar dinding
sel bakteri Gram positif dan negatif mengakibatkan terjadinya perbedaan warna
pada akhir prosedur pewarnaan Gram. Dinding sel terluar bakteri Gram positif
terdiri dari peptodoglikan tebal tanpa lapisan lipoprotein atau lipopolisakarida
sedangkan bakteri gram negatif memiliki dinding sel yang terdiri dari
peptidoglikan tipis yang dibungkus oleh lapisan lipoprotein atau lipoposakarida
(Karimela et al., 2017).

Identifikasi bakteri dengan media MSA dilakukan untuk mengetahui
koloni dari bakteri Staphylococcus aureus. Bakteri Staphylococcus aureus
memiliki kemampuan untuk memfermentasikan manitol. Hal tersebut dapat
dibuktikan bila Staphylococcus aureus dibiakkan dalam media MSA, dimana
terjadi perubahan warna dari merah ke kuning. Zona kuning menunjukkan adanya
fermentasi manitol, yaitu asam yang dihasilkan akan mengubah indikator pH dan

menyebabkan perubahan phenol red pada agar dari merah menjadi berwarna
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kuning (Dewi, 2013). Media MSA merupakan media selektif dan diferensial
untuk identifikasi Staphylococcus. Media ini mengandung garam natrium klorida
sebesar 7,5% sehingga media ini menjadi media selektif. Hal ini disebabkan
karena sebagian besar bakteri tidak dapat tumbuh pada konsenterasi garam 7,5%
kecuali Staphylococcus (Dewi, 2013). Hasil uji media MSA pada penelitian ini
menunjukkan hasil positif bakteri Staphylococcus aureus yang ditandai dengan

adanya zona kuning yang mengelilingi koloni.

4.7  Uji Aktivitas Antibakteri Daun Kenikir

Uji aktivitas antibakteri dilakukan untuk mengetahui aktivitas antibakteri
pada ekstrak dan fraksi daun kenikir terhadap bakteri Staphylococcus aureus. Uji
aktivitas antibakteri dilakukan dengan menggunakan metode difusi cakram
dengan tujuan untuk mengetahui besarnya diameter zona hambat pertumbuhan
bakteri (Sidabutar, 2018). Zona hambat adalah zona bening yang terdapat di
sekitar kertas cakram pada media yang sudah di inokulasi dengan bakteri
Staphylococcus aureus. Zona ini menunjukkan tidak adanya pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus (Dwiyanti et al., 2014). Keuntungan dari penggunaan
metode cakram yaitu memiliki harga yang relatif murah karena tidak memerlukan
alat khusus dalam pengerjaannya, pengerjaan yang cepat, dan lebih mudah
dilakukan (Katrin et al., 2015).
4.7.1 Uji Orientasi Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Kenikir

Uji aktivitas antibakteri ekstrak daun kenikir digunakan sebagai landasan
untuk mengetahui konsentrasi optimum ekstrak, yang akan dilanjutkan pada uji
aktivitas antibakteri fraksi daun kenikir. Berdasarkan penelitian yang dilakukan
oleh (Simanjuntak, 2018) diketahui bahwa ekstrak etanol daun kenikir dengan
konsentrasi 10%, 20%, dan 30% dapat menimbulkan efek antibakteri pada bakteri
Staphylococcus aureus dengan rata-rata diameter zona hambat berturut-turut
sebesar 13,31, 15,43, dan 18,55 mm yang termasuk dalam kategori kuat.

Konsentrasi ekstrak yang digunakan dalam penelitian ini yaitu konsentrasi
5%, 10%, dan 15%. Hal ini dilakukan untuk mengetahui apakah masih terdapat

aktivitas antibakteri dengan konsentrasi yang lebih kecil. Kontrol positif yang
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digunakan yaitu kloramfenikol dengan konsentrasi 1%. Kloramfenikol memiliki
mekanisme kerja yang sama dengan senyawa pada daun kenikir yaitu flavonoid.
Kloramfenikol mampu mengubah proses denaturasi protein dan asam nukleat
pada bakteri sehingga antibiotik ini dapat merusak sel bakteri (Ganiswara, 2012).
Kontrol negatif yang digunakan yaitu etanol 96%. Hal ini dikarenakan pelarut
yang digunakan untuk melarutkan ekstrak adalah etanol 96%. Sehingga etanol
96% berfungsi sebagai pembanding bahwa pelarut yang digunakan tersebut tidak
mempengaruhi hasil uji antibakteri (Utomo et al., 2018). Uji Aktivitas antibakteri
ekstrak daun kenikir menunjukkan adanya penghambatan pertumbuhan terhadap
bakteri Staphylococcus aureus yang ditandai dengan terbentuknya zona hambat di
sekitar kertas cakram. Hasil uji aktivitas ekstrak daun kenikir terhadap bakteri

Staphylococcus aureus dapat dilihat pada gambar 4.5.

(a) (b)
Gambar 4.5 Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak daun kenikir terhadap bakteri
Staphylococcus aureus, (a) Uji ekstrak (b) Uji kontrol positif, (c) Uji kontrol
negatif

Tabel 4.5 Hasil uji orientasi aktivitas antibakteri ekstrak daun kenikir

Diameter Zona Hambat Rata-rata +
Sampel (mm) Standart
1 2 3 Deviasi
Ekstrak etanol daun kenikir 5% 17 16,3 16,5 16,60+0,360
Ekstrak etanol daun kenikir 10% 19,3 19,5 21,5 20,10+1,217
Ekstrak etanol daun kenikir 15% 21 21,5 22,5 21,67+ 0,764
Kontrol positif kloramfenikol 21,5 23 23,5 22,67+1,040
Kontrol negatif 0 0 0 00,00+0,000

Data zona hambat yang diperoleh kemudian dilakukan analisis statistika
dengan uji One-Way Anova. Hasil analisis data dengan One-way Anova

menunjukkan nilai signifikansi p<0,05 yang berarti terdapat perbedaan yang
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signifikan pada pengaruh perlakuan terhadap bakteri. Hal ini menunjukkan bahwa
kontrol positif dan ketiga konsentrasi ekstrak dapat memberikan aktivitas
antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus. Uji lanjutan yang digunakan
yaitu uji Post Hoc dengan metode Tukey HSD. Hasil Uji Pos Hoc dengan metode
Tukey HSD dapat dilihat pada tabal 4.6.

Tabel 4.6 Hasil Uji Pos Hoc dengan metode Tukey HSD

Zona hambat

Tukey HSD

Subset for alpha = 0.05

Ekstrak N
1 2 3 4

Kontrol - 3 .0000
Ekstrak 5% 3 16.6000
Ekstrak 10% 3 20.1000
Ekstrak 15% 3 21.6667 21.6667
Kontrol + 3 22.6667
Sig. 1.000 1.000 0.201 0.577

Kontrol negatif menunjukkan perbedaan yang nyata terhadap kontrol
positif dan berbagai konsentrasi ekstrak daun kenikir, hal ini dibuktikan dengan
nilai signifikansi p<0,05. Kontrol negatif yang digunakan adalah etanol 96%
yang menunjukkan tidak adanya zona hambat. Hal ini mengindikasikan bahwa
kontrol negatif yang digunakan tidak berpengaruh pada uji antibakteri (Mpila et
al., 2012). sehingga daya hambat yang terbentuk tidak dipengaruhi oleh pelarut
melainkan karena aktivitas senyawa yang ada pada ekstrak daun kenikir.
Penggunaan etanol sebagai kontrol negatif diperkuat dengan penelitian
sebelumnya oleh Ratna et al. (2016) yang menyatakan bahwa kontrol negatif
etanol 96% pada uji antibakteri tidak menunjukkan adanya aktivitas sehingga
dapat dipastikan bahwa etanol 96% tidak berpengaruh terhadap aktivitas
antibakteri yang terbentuk. Etanol dapat digunakan sebagai antiseptik untuk
permukaan kulit. Etanol sebagai antiseptik memiliki aktivitas bakteriosidal yang
mampu bekerja pada berbagai jenis bakteri, tetapi tidak terhadap virus dan jamur
(Mpila et al., 2012).. Namun pada hasil penelitian ini, etanol tidak membentuk
zona hambat terhadap bakteri Staphylococcus aureus. Hal tersebut dikarenakan
etanol yang digunakan memiliki konsentrasi tinggi yaitu 96%. Menurut Siti

Fauziah, (2011), alkohol absolute yang tidak mengandung air dan campuran
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bahan lain memiliki aktivitas antibakteri jauh lebih rendah dibandingkan dengan
alkohol yang yang memiliki konsentrasi lebih rendah. Hal ini dikarenakan etanol
pekat mudah mengalami penguapan dan hanya bersifat sebagai short acting dalam
membunuh bakteri.

Kontrol positif atau antibiotik yang digunakan sebagai pembanding adalah
kloramfenikol dengan konsentrasi 1%. Kloramfenikol merupakan antibiotik
bakteriostatik yang berspektrum luas (Kumayas et al., 2015). Kontrol positif
kloramfenikol, memberikan zona hambat dengan diameter rata-rata 22,67+1,040
mm yang menunjukkan bahwa antibiotik kloramfenikol memberikan respon
hambat pertumbuhan bakteri dengan kategori sangat kuat terhadap bakteri
Staphylococcus aureus. Kontrol positif menunjukkan perbedaan yang nyata dalam
uji Post hoc, karena menghasilkan aktivitas antibakteri yang paling besar terhadap
bakteri uji dibandingkan dengan ketiga konsentarsi ekstrak dan kontrol negatif.
Hal ini dibuktikan dengan nilai signifikansi p<0,05. Hasil tersebut dapat terjadi
karena antibiotik kloramfenikol 500 mg merupakan suatu bahan kimia yang telah
terbukti dapat membunuh atau menghambat pertumbuhan bakteri, sehingga untuk
menyetarakan zona hambat ekstrak daun kenikir dengan antibiotik kloramfenikol
diperlukan dibutuhkan konsentrasi ekstrak yang lebih tinggi (Handayani et al.,
2020). Kontrol positif tidak berbeda bermakna dengan konsentrasi ekstrak 15%
hal ini dibuktikan dengan nilai signifikansi p>0,05 yang berarti bahwa konsentrasi
ekstrak 15% memiliki pengaruh antibakteri yang hampir sama dengan kontrol
positif. Kloramfenikol memiliki mekanisme kerja yang mampu mengubah proses
denaturasi protein dan asam nukleat pada bakteri sehingga antibiotik ini dapat
merusak sel bakteri (Ganiswara, 2012). Kloramfenikol memiliki mekanisme kerja
yang sama dengan senyawa terdapat pada daun kenikir yaitu flavonoid (Ratna et
al., 2015).

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, diperoleh hasil bahwa
ekstrak daun kenikir mampu menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus
aureus. Hal ini dapat dilihat dari adanya zona hambat yang terbentuk akibat
aktivitas antibakteri. Uji Post hoc terhadap diameter zona hambat bakteri

Staphylococcus aureus untuk konsentrasi ekstrak 5% menunjukkan perbedaan
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nyata terhadap kedua konsentrasi ekstrak yang lain, kontrol positif, dan kontrol
negatif. Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi ekstrak 5% memberikan efek
yang berbeda dengan kedua konsentrasi lainnya dalam menghambat pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus. Sedangkan konsentrasi ekstrak 10% menunjukkan
tidak ada perbedaan yang nyata dengan konsentrasi ekstrak 15%. Hal ini
menunjukkan bahwa konsentrasi ekstrak tersebut menunjukkan efek yang sama
dalam menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus. Besar kecilnya
zona hambat yang terbentuk dipengaruhi oleh konsentrasi ekstrak yang diberikan
(Sudarmi et al., 2017). Abfidah, (2014) menyatakan bahwa meningkatnya
konsentrasi ekstrak menyebabkan meningkatnya kandungan bahan aktif yang
berfungsi sebagai antibakteri sehingga kemampuannya dalam menghambat
pertumbuhan bakteri juga semakin besar.

Peningkatan konsentrasi ekstrak daun kenikir mempengaruhi diameter
zona hambat yang terbentuk. Diameter zona hambat yang berbeda-beda
menunjukkan kemampuan ekstrak yang berbeda dalam menghambat pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus. Perbedaan diameter zona hambat ini dapat
disebabkan adanya kandungan metabolit sekunder yang terkandung pada ekstrak.
Hal ini sesuai dengan pendapat Mpila et al. (2012) yang menyatakan bahwa
ukuran dari zona hambat dipengaruhi oleh perbedaan besar kecilnya konsentrasi
ekstrak. Faktor lain yang mempengaruhi perbedaan zona hambat adalah
temperatur inkubasi, waktu pemasangan cakram, dan jarak cakram antimikroba.

Peningkatan konsentrasi ekstrak juga memberikan pengaruh terhadap
respon hambatan. Semakin tinggi konsentrasi maka respon hambatan semakin
kuat. Konsentrasi ekstrak 10% sudah memberikan respon hambatan yang sangat
kuat. Berdasarkan respon hambatan tersebut dapat dinyatakan bahwa ekstrak daun
kenikir memiliki sensitivitas yang tinggi dalam menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus. Hal ini dikarenakan pada konsentrasi tersebut telah
memenuhi persyaratan tentang kepekaan bakteri uji terhadap senyawa antibakteri
yang berasal dari tanaman yang menyatakan bahwa kategori peka dari bakteri uji
apabila diameter zona hambat yang dihasilkan berkisar antara 12-24 mm serta

termasuk memiliki aktivitas antibakteri kategori sangat kuat (Saputro, 2014).
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Perlakuan konsentrasi ekstrak daun kenikir dan kontrol positif
kloramfenikol dalam penelitian ini menunjukkan adanya zona hambat, yang
artinya ekstrak daun kenikir memiliki keefektifan yang hampir sama dengan
kontrol positif kloramfenikol dalam menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus. Berdasarkan Tabel 4.6 diketahui bahwa ekstrak daun
kenikir konsentrasi 15% merupakan konsentrasi ekstrak yang memiliki zona
hambat paling besar jika dibandingkan dengan konsentrasi 5% dan 10% dan
dibuktikan dengan uji Post hoc yang menunjukkan bahwa konsentrasi 15% berada
pada satu kolom ang sama dengan kontrol positif kloramfenikol yang artinya
konsentrasi ekstrak 15% memiliki pengaruh antibakteri yang hampir sama dengan
kontrol positif. Konsentrasi 10% merupakan konsentrasi minimum yang
memberikan respon hambatan sangat kuat sehingga dinyatakan sebagai
konsentrasi efektif. Menurut Fitriah et al. (2017) konsentrasi efektif adalah
konsentrasi minimum yang dapat memberikan respon hambatan sangat kuat.

Adanya zona hambat pada masing-masing perlakuan konsentrasi ekstrak
menunjukkan adanya aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun kenikir terhadap
bakteri Staphylococcus aureus. Hal ini dikarenakan adanya zat-zat aktif atau
senyawa metabolit sekunder yang terkandung seperti flavonoid, saponin, dan
tanin pada ekstrak daun kenikir yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus. Masing-masing senyawa metabolit sekunder memiliki
mekanisme kerja yang berbeda-beda. Mekanisme kerja flavonoid sebagai
antibakteri yaitu dengan menyebabkan terjadinya kerusakan permeabilitas dinding
sel bakteri, mokrososm dan lisosom sebagai interaksi antara flavonoid dengan
DNA bakteri (Riwanti et al., 2021). Mekanisme kerja saponin sebagai antibakteri
yaitu dengan menurunkan tegangan permukaan sehingga mengakibatkan naiknya
permeabilitas atau kebocoran sel dan mengakibatkan senyawa intraseluler keluar
(Saputro, 2014). Tanin juga mempunyai daya antibakteri dengan cara
mempresipitasi protein, karena diduga tanin mempunyai efek yang sama dengan
senyawa fenolik. Efek antibakteri tanin melalui reaksi dengan membrane sel,
inaktivasi enzim dan destruksi atau inaktivasi fungsi materi genetic (Riwanti et
al., 2021).
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4.7.2 Uji Aktivitas Antibakteri Fraksi Daun Kenikir

Uji aktivitas antibakteri kemudian dilanjutkan dengan sampel fraksi daun
kenikir. Fraksi yang digunakan yaitu fraksi n-heksana, diklorometana, dan
aquadestilata. Konsentrasi fraksi yang digunakan pada penelitian ini yaitu
konsentrasi 10%. Pembuatan larutan uji fraksi daun kenikir dilakukan dengan cara
mengencerkan fraksi daun kenikir dengan masing-masing pelarut, agar fraksi
daun kenikir dapat larut secara sempurna (Laksono, 2019). Hal ini sesuai dengan
prinsip like dissolve like yang berarti suatu senyawa akan terlarut pada pelarut
dengan sifat yang sama (Verdiana et al., 2018). Hasil uji aktivitas antibakteri

fraksi daun kenikir dapat dilihat pada gambar 4.6.
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Gambar 4.6 Hasil uji aktivitas antibakteri fraksi daun kenikir terhadap bakteri
Staphylococcus aureus, (a) Uji ekstrak (b) Uji kontrol positif, (c) Uji kontrol
negatif

Tabel 4.7 Hasil uji aktivitas antibakteri fraksi daun kenikir terhadap bakteri

Diameter Zona Hambat

Rata-rata +
Sampel 1 (m2m) 3 Standart Deviasi

Fraksi n-heksana 10% 17 18,5 17,5 17,67+0,764
Fraksi diklorometana 10% 21,5 21 22,5 21,67+0,764
Fraksi aquadestilata 10% 20,5 19 19,5 19,670,764
Kontrol positif kloramfenikol 21,5 22 22,5 22,000,500
Kontrol negatif n-heksana 0 0 0 00,00+0,000
Kontrol negatif diklorometana 0 0 0 00,00+0,000
Kontrol negatif aquadestilata 0 0 0 00,00+0,000

Berdasarkan Tabel 4.7 didapatkan gambar diagram sebagai berikut:
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Gambar 4.7 Diagram rata-rata diameter zona hambat

Kontrol positif yang digunakan pada penelitian ini yaitu kloramfenikol
dengan konsentrasi 1%. Penggunaan kontrol positif kloramfenikol pada penelitian
ini dikarenakan kloramfenikol memiliki mekanisme yang sama dengan senyawa
aktif yang terkandung dalam daun kenikir yaitu senyawa flavonoid yang
berkhasiat sebagai bakteriostatik terhadap bakteri Gram positif maupun Gram
negatif (Ganiswara, 2012). Kloramfenikol mampu mengubah proses denaturasi
protein dan asam nukleat pada bakteri sehingga antibiotik ini dapat merusak sel
bakteri (Ganiswara, 2012). Kontrol positif kloramfenikol, memberikan zona
hambat dengan diameter rata-rata 22+0,500 mm yang menunjukkan bahwa
kloramfenikol mampu memberikan respon hambat pertumbuhan bakteri dengan
kategori sangat kuat terhadap bakteri Staphylococcus aureus (Ratna et al., 2016).
Hasil ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Ratna et al., (2016) yang
mana dalam penelitian tersebut dikatakan bahwa kontrol positif kloramfenikol
dengan konsentrasi 1% dapat menghasilkan zona hambat terhadap bakteri
Staphylococcus aureus sebesar 22 mm yang termasuk dalam kategori kuat.
Sehingga bakteri Staphylococcus aureus bersifat sensitif terhadap kloramfenikol
(Ratna et al., 2016).

Berdasarkan analisis statistik menunjukkan bahwa kelompok kontrol
positif dibandingkan dengan ketiga fraksi daun kenikir dan kontrol negatif
mempunyai perbedaan yang signifikan dengan nilai p<0,05. Hasil tersebut dapat

terjadi karena antibiotik kloramfenikol 500 mg merupakan suatu bahan kimia
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yang telah terbukti dapat membunuh atau menghambat pertumbuhan bakteri,
sehingga untuk menyetarakan zona hambat ekstrak daun kenikir dengan antibiotik
kloramfenikol diperlukan dibutuhkan konsentrasi ekstrak yang lebih tinggi
(Handayani et al., 2020).

Kontrol negatif yang digunakan yaitu pelarut dari masing-masing fraksi
berupa n-heksana, diklorometana, dan aquadestilata. Kontrol negatif digunakan
untuk melihat adanya aktivitas antibakteri pada pelarut atau tidak sehingga tidak
menimbulkan bias pada hasil penelitian (Sudarmi et al., 2017). Berdasarkan Tabel
4.6 dapat diketahui bahwa hasil zona hambat kontrol negatif pada penelitian ini
memiliki rata-rata 0,00+0,000. Berdasarkan analisis statistik menunjukkan bahwa
kelompok kontrol negatif menunjukkan perbedaan yang nyata terhadap kontrol
positif dan fraksi daun kenikir yang dibuktikan dengan signifikan dengan nilai
p<0,05. Hal ini menunjukkan bahwa kontrol negatif berupa n-heksana,
diklorometana, dan aqudestilata tidak memiliki aktivitas antibakteri sehingga
tidak mempengaruhi hasil uji aktivitas antibakteri pada fraksi daun kenikir
(Maulana et al., 2021). Hal ini juga menunjukkan bahwa pelarut yang digunakan
sebagai kontrol negatif merupakan pelarut yang baik yang dapat melarutkan
sampel uji tanpa memberikan pengaruh zona hambat terhadap pertumbuhan
bakteri (Dewi, 2013).

Uji aktivitas antibakteri fraksi daun kenikir yang memiliki zona hambat
paling aktif adalah fraksi diklorometana yang ditandai dengan diameter rata-rata
zona hambat paling besar yaitu 21,67+0,76 mm. Hal ini dapat dibuktikan
berdasarkan analisis statiska bahwa fraksi diklorometana berbeda bermakna
apabila dibandingkan dengan fraksi aquadestilata dan fraksi n-heksana dengan
nilai signifikansi p<0,05. Hal ini disebabkan karena fraksi diklorometana
merupakan fraksi yang bersifat semi polar yang mampu menarik senyawa dengan
rentang polaritas yang lebar dari polar hingga non polar seperti senyawa
flavonoid, saponin dan tanin pada daun kenikir (Maulana et al., 2021). Fitriah et
al. (2017) menyatakan bahwa senyawa semi polar mempunyai afinitas lebih tinggi

untuk berinteraksi dengan dinding sel, sehingga fraksi semi polar lebih efektif
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dalam menghambat pertumbuhan bakteri daripada fraksi aquadestilata yang
bersifat polar dan fraksi n-heksana yang bersifat non polar. Hal ini terjadi karena
berkaitan dengan sifat senyawa fitokimia yang diujikan dengan sifat struktur
dinding sel bakteri. Senyawa fitokimia yang terekstrak ke dalam diklorometana
bersifat semipolar. Senyawa semipolar tersebut memiliki afinitas yang lebih tinggi
untuk berinteraksi dengan dinding sel bakteri yang tidak bersifat absolut
hidrofobik dan absolut hidrofilik. Suatu senyawa yang memiliki polaritas
optimum akan memiliki afinitas optimum Senyawa yang memiliki afinitas
optimum akan memiliki afinitas antimikrobia yang optimum, karena untuk dapat
berinteraksi antara senyawa antimikroba dengan bakteri yang diujikan
membutuhkan keseimbangan antara hidrofilik dan hidrofobik (Novalina et al.,
2018).

Fraksi aquadestilata memiliki zona hambat yang lebih besar dibandingkan
dengan fraksi n-heksana. Hal ini dapat dibuktikan berdasarkan analisis statiska
bahwa fraksi aquadestilata berbeda bermakna apabila dibandingkan dengan fraksi
n-heksana dengan nilai signifikansi p<0,05. Hal ini dimungkinkan karena
kandungan metabolit sekunder yang berpotensi sebagai antibakteri pada fraksi
non polar yaitu fraksi n-heksana berjumlah lebih sedikit daripada fraksi
aquadestilata dan beberapa faktor lingkungan yang mempengaruhi stabilitas
senyawa aktif yaitu suhu, radiasi cahaya, udara (terutama oksigen,
karbondioksida, dan uap air) dan kelembaban. Selain itu kondisi lingkungan yang
buruk juga dapat mempengaruhi produksi metabolit sekunder (Asita, 2014). Hasil
Uji Pos Hoc dengan metode Tukey HSD dapat dilihat pada tabal 4.8.
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Tabel 4.8 Hasil Uji Pos Hoc dengan metode Tukey HSD

Zona Hambat

Tukey HSD

. Subset for alpha = 0.05
Fraksi N

1 2 3 4

kontrol negatif n-heksana .0000

kontrol negatif diklorometana .0000

kontrol negatif aquadestilata .0000

n-heksana 17.6667

Aquadestilata 19.6667

Diklorometana 21.6667

WIWWwWw w w|w

kontrol positif kloramfenikol 22.0000

Sig. 1.000 1.000 1.000 0.985

Aktivitas Antibakteri daun kenikir terhadap bakteri Staphylococcus aureus
dikarenakan adanya kandungan senyawa aktif didalam fraksi daun kenikir seperti
senyawa flavonoid, saponin, dan tanin yang memiliki kemampuan sebagai
antibakteri. Mekanisme flavonoid dalam menghambat pertumbuhan bakteri,
antara lain yaitu flavonoid menyebabkan terjadinya kerusakan permeabilitas
dinding sel bakteri, mikrosom bakteri, dan lisosom bakteri. Sebagai hasil interaksi
antara flavonoid dengan DNA bakteri, flavonoid juga mampu melepaskan energi
transduksi terhadap membran sitoplasma bakteri. Selain itu flavonoid juga dapat
menghambat motilitas bakteri. Gugus hidroksil yang terdapat pada struktur
senyawa flavonoid menyebabkan perubahan komponen organik dan transport
nutrisi yang akhirnya akan mengakibatkan timbulnya efek toksik terhadap bakteri
(Egra et al., 2019).

Mekanisme kerja saponin sebagai antibakteri yaitu dengan mendenaturasi
protein. Karena zat aktif permukaan saponin mirip deterjen maka saponin dapat
digunakan sebagai antibakteri dimana tegangan permukaan dinding sel bakteri
akan diturunkan dan permeabilitas membrane bakteri dirusak. Kelangsungan
hidup bakteri akan terganggu akibat rusaknya membran sel. Kemudian saponin
akan berdifusi melalui membran sitoplasma sehingga kestabilan membran akan
terganggu yang menyebabkan sitoplasma mengalami kebocoran dan keluar dari
sel yang mengakibatkan kematian sel (Sudarmi et al., 2017). Mekanisme kerja
tanin sebagai antibakteri berhubungan dengan target penyerangan tanin terhadap

kerusakan polipeptida yang terdapat pada dinding sel bakteri sehingga
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mengganggu sintesa peptidoglikan yang menjadikan pembentukan dinding sel
tidak sempurna dan mengakibatkan inaktivasi sel bakteri pada sel inang (Fitriah et
al., 2017).



5.1

BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan
Berdasarkan data hasil penelitian serta pembahasan dalam penelitian ini,

dapat disimpulkan bahwa:

5.1.1

5.1.2

5.2

Fraksi n-heksana, fraksi diklorometana, dan fraksi aquadestilata daun kenikir
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC
25923.

Fraksi diklorometana daun kenikir merupakan fraksi teraktif yang memiliki
aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 karena
fraksi diklorometana bersifat semi polar yang mampu menarik senyawa
dengan rentang polaritas yang lebar dari polar hingga non polar seperti
senyawa flavonoid, saponin dan tanin pada daun kenikir

Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, saran untuk penelitian

selanjutnya adalah:

5.2.1

5.2.2

5.2.3

5.2.4

Perlu penelitian lebih lanjut terkait skrining fitokimia pada fraksi n-
heksana, fraksi diklorometana, dan fraksi aquadestilata daun kenikir untuk
memastikan metabolit sekunder yang terkandung pada tiap fraksi.

perlu dilakukan penelitian lebih lanjut aktivitas antibakteri daun kenikir
terhadap bakteri Gram positif dan Gram negatif lain.

Perlu dilakukan penelitian mengenai aktivitas antibakteri fraksi daun kenikir
terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 dengan metode dilusi.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan bentuk sediaan obat untuk

mengetahui efektifitas daun kenikir sebagai bahan baku obat tradisional.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Hasil Determinasi Daun Kenikir

PEMERINTAH PROVINSI JAWA TIMUR
DINAS KESEHATAN
UPT LABORATORIUM HERBAL MATERIA MEDICA BATU
Jalan Lahor No.87 Telp. (0341) 593396, e-mail: materiamedicabatu(@jatimprov.go.id
KOTA BATU 65313

Nomor - 0747 5954/ 102.7/ 2020
Sifat : Biasa
Petihal : Determinasi Tanaman Kenikic

Memembi permeohonan saudara :

Nama CIRNA NUR LAILATUL KHOLISHOH
NIM - 1713206016
Fakulias - FARMASI, STIKES KARYA PUTRA BANGSA TULUNGAGUNG - —

1. Perihal determinasi tanaman kenikir

Kingdom . Plantae (Tumbuhan)
Super Divisi . Spermatophyta (Menghasilkan biji)
Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Kelas : Magnoliopsida (berkeping dua / dikotil)
Sub Kelas : Asteridac
Ordo : Asterales
Famil . Asteraceae
Genus : Cosmas
Spesies : Cosmos candatus Kunth
Nama Daerah Kenikir, curing (Indonesia}, ulam rija (Melayn), kenikir (Jawa Tengah).
Kunci Determinasi 1b-2b-3b-4b-6b-7b-9a-41b-42b-43a-44b-45a-462-1b-12a-13b-15a
2. Morfologi ' Habitos: Perdu, tinggi 75-10¢ cm, bau khas. Batig Tegak, segi empar, beralur
membujur, bercabang banyak, muda berbulu, beruas, hijau & Daun: Majemuk. bersilang

berhadapan. berbagi menyirip. ujung mnciug, tepi rata, panjang 15-25 cm, hijau. Bunga: Majemuk, benrtuk
bongkol, d: ujung batang, tangkai panjang + 25 cm, mahkota terdint dan 8 daun mahkota, panjang £ 1 cm,
meral, benang sari bentuk tabung, kepala sari coklat kehi putik but, hijau kekuni rnerah.
Buah: Keras, bentuk jarum, ujung berambut, masih muda hijau setelah tua. coklat. Biji: Keras, kccd bentuk
Jjarum, panjang + | ¢m, hitam. Akar: Tunggang, putih.

3. Bagian yang digunakan : Daun,

4. Penggunaan : Penelitian.
5. Daftar Pustaka
- S)amsuhldayat. S\‘l Sugati dan Johny R;a Hu(apca 1991, ¢ is 1t Obar Ina L
h Republik Ind : Badan Penelitian dan Pengembangan Keseh
. Van Slecmg ((:(:J 2008. FLORA: wuntuk Sekolah di Ind. Pradnya P: ita, Jakarta,

Demikian surat keterangan determinasi ini kami buat untuk dipergunakan scbagaimana mestinya. y

Batu, 22 Desember 2020

¢

NTP 16680203 199203 1004
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Lampiran 2. Identifikasi Bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923

' . KEMENTERIAN KESEHATAN RI Qo’°§'°%,,

DIREKTORAT JENDERAL PELAYANAN KESEHATAN ¢ {i %

N\ Y BALAI BESAR LABORATORIUM KESEHATAN SURABAYA % 3

‘ Jalan Karangmenjangan No. |8 Surabaya - 60286 % — 5
Telepon Pelayanan : (031) 5020306, TU : (031) 5021451; Faksimili : (031) 5020388 '&U‘a‘.“v"

Website : bblksurabaya.id: Surat elektronik : bblksub@yahoo.co.id

Surabaya, 24 Maret 2021

Berikut ini lampiran surat keterangan strain bakteri yang dibeli oleh

Nama . Monicca Vabbella Damayanti

Institusi . STIKES Karya Putra Bangsa Tulungagung
Tanggal permintaan . 24 Februari 2021

Keperiuan . Penelitian Tugas Akhir

Keterangan dan Hasil Uji Biokimia bakteri :

Bakteri : Staphylococcus aureus

ATCC - ATCC 25923

Passage #3

Hasil Uji Biokimia bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 :

No Jenis Uji Hasil
o |
1 Pengecatan Gram Gram positif coccus bergerombol |
2 Glukose Positif (+) ]
3 Sukrose Positif (+) |
4 Manitol Positif (+) |
5 Katalase Positif (+) |
6 Koagulase Positif (+) 1
i 7 DNase Positif (+) J
8 Haemolisa B Haemolitik ‘

ZRVAN KR
L) .
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Lampiran 3. Dokumentasi Penelitian
1. Pembuatan Ekstrak Dan Fraksi Daun Kenikir

Proses maserasi daun kenikir Proses remaserasi daun kenikir

Arak_sri' daﬁ'h kenikir
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2. Skrining Fitokimia Ekstrak Daun Kenikir

Flavonoid Saponin Tanin

3. Skrining Fitokimia Fraksi Daun Kenikir

3.1 Skrining fitokimia fraksi n-heksana

Flavonoid Saoin
3.2 Skrining fitokimia fraksi diklorometana

Flavonoid Saponin
3.3 Skrining fitokimia fraksi aquadestilata

Flavonoid Saponin Tanin
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4. Pembuatan Suspensi Bakteri Staphylococcus aureus

Peremajaan Bakteri Suspensi Bakteri

5. Orientasi Konsentrasi Ekstrak Daun Kenikir

Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
5.2 Kontrol positif

Replikasi 1
5.3 Kontrol negatif

| T

\\ - 4

Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3



6. Uji Aktivitas Antibakteri Fraksi Daun Kenikir

6.1 Uji aktivitas antibakteri fraksi daun kenikir

5

h

Replikasi 1 Replikasi 2
6.2 Kontrol positif

Replikasi 1
6.3 Kontrol negatif

e

Replikasi 1 Replikasi 2

neksana

Replikasi 3

Rel 3

Replikasi 3
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Lampiran 4. Perhitungan Pembuatan Media Pertumbuhan Bakteri

1. Pembuatan Nutrient Broth (NB)

Gram = x Volume

1000

8
Gram = mx 10 ml

Gram = 0,08 gram

2. Pembuatan Nutrient Agar (NA)

Mr
Gram = —1OOOXV01ume
0
Gram = 1000){ 10 ml

Gram = 0,2 gram

Lampiran 5. Perhitungan Hasil

1. Penetapan Kadar Air Serbuk Simplisia
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Sampel Bobot awal Bobot akhir Hasil
Daun kenikir 10,00 g 9,219 7,9%
Rumus:

_ Bobot awal-Bobot akhir
% Kadar air = x 100%
Bobot awal
% Kadar aif = 10,00 g-9,21 g 100%
o Kadar air = I0,00g X 0
% Kadar air =7,9%
2. Rendemen Rendemen Ekstrak Daun Kenikir

Sampel Bobot Simplisia Bobot Ekstrak Hasil
Daun kenikir 500 g 57,45 ¢ 11,49%
Rumus:

Bobot ekstrak
% Rendemen ekstrak = x 100%

Bobot simplisia




5745 ¢
500 g

% Rendemen ekstrak = 11,49%
3. Rendemen Fraksi Daun Kenikir

% Rendemen ekstrak = x 100%
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Sampel Bobot Ekstrak Bobot Fraksi Hasil
Fraski n-heksan 5¢ 1,349 26,8%
Fraski diklorometana 5¢ 1,56 g 31,2%
Fraski aquadestilata 59 2,12 g 42,4%
Rumus:
% Rend Fraksi = Bobot fraksi 100%
o kendemen rrakKsi = BObOt ekStrakX 0

1,34
% Rendemen Fraksi n-heksan = S—X 100%

% Rendemen Fraksi n-heksan = 26,8%

1,56 g

% Rendemen Fraksi Diklorometan = x 100%

% Rendemen Fraksi Diklorometan = 31,2%

2,12 ¢
5

% Rendemen Fraksi aquadestilata =42,4%

x 100%

% Rendemen Fraksi Aquadestilata =
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Lampiran 6. Hasil Orientasi Ekstrak Daun Kenikir

Diameter Zona Hambat Rata-rata +
Sampel (mm) Standart
1 2 3 Deviasi
Ekstrak etanol daun kenikir 5% 17 16,3 16,5 16,600,360
Ekstrak etanol daun kenikir 10% 19,3 19,5 215 20,10+1,217
Ekstrak etanol daun kenikir 15% 21 215 22,5 21,67+ 0,764
Kontrol positif kloramfenikol 21,5 23 23,5 22,671,040
Kontrol negatif 0 0 0 00,00+0,000

Lampiran 7. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Daun Kenikir

Diameter Zona Hambat

Rata-rata +
Sampel (mm) Standart Deviasi
1 2 3
Fraksi n-heksana 10% 17 18,5 17,5 17,67+0,764
Fraksi diklorometana 10% 21,5 21 22,5 21,67+0,764
Fraksi aquadestilata 10% 20,5 19 19,5 19,670,764
Kontrol positif kloramfenikol 21,5 22 22,5 22,000,500
Kontrol negatif n-heksana 0 0 0 00,00+0,000
Kontrol negatif diklorometana 0 0 0 00,00+0,000

Kontrol negatif aquadestilata 0 0 0 00,000,000




Lampiran 8. Analisis Statistik Ekstrak

1. Tabel Input Data

Fia Edl Wiew Dols Trensiom  Amiyze  Gree  Hlks  Addors  Wndow  Hep

EEHG I oo LEF A E B

i3

88

Ekatrak | Ionaharmbat

3 1.m
4 2m
5 2m
& 20

3o
a 30
9 30
10 4.00
n 4m
12 4m
13 500
14 500
15 )

1700
16.30

Al V—‘
2. Tabel Normalitas Data
Tests of Normality”
Ekstrak K_ol_mogorov—SmirnO\_/a - Shapiro-Wilk _
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Zona hambat Ekstrak 5% 276 3 .942 3 0.537
Ekstrak 10%  .356 3 .818 3 0.157
Ekstrak 15%  .253 3 .964 3 0.637
Kontrol + 292 3 .923 3 0.463
3. Tabel Homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Zona hambat
Levene Statistic dfl df2 Sig.
4.353 10 0.273
Descriptives
Std. Std. 95% Confidence Interval for
N Mean L Mean
Deviation Error
Lower Bound Upper Bound
Ekstrak 5% 3 16.6000 0.36056 .20817 15.7043 17.4957
Ekstrak 10% 3 20.1000 1.21655 .70238 17.0779 23.1221
Ekstrak 15% 3 21.6667 0.76376 44096 19.7694 23.5640
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Kontrol + 3 22.6667 1.04083 .60093 20.0811 25.2522
Kontrol - 3 0.00000 0.00000 .00000 .0000 .0000
Total 15 16.2067 8.68122 2.24148 11.3992 21.0142
4. Tabel Rata-Rata Zona Hambat Ekstrak Daun Kenikir
5. Analisis One Way Anova
ANOVA

Zona Hambat

Sum of Squares  df Mean Square F Sig.

Between Groups 35,729 3 11,910 27,222 0,000

Within Groups 3,500 8 ,438

Total 39,229 11
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6. Analisis Post Hoc
Multiple Comparisons
Zonahambat
Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
(I) Ekstrak  (J) Ekstrak Difference (I- Std. Error Sig.
J) Lower Bound Upper Bound
Ekstrak 5%  Ekstrak 10% -3.50000" .66098 0.003 -5.6753 -1.3247
Ekstrak 15% -5.06667" .66098 0.000 -7.2420 -2.8913
Kontrol + -6.06667" .66098 0.000 -8.2420 -3.8913
Kontrol - 16.60000" .66098 0.000 14.4247 18.7753
Ekstrak 10% Ekstrak 5% 3.50000" .66098 0.003 1.3247 5.6753
Ekstrak 15% -1.56667 .66098 0.201 -3.7420 .6087
Kontrol + -2.56667" .66098 0.020 -4.7420 -.3913
Kontrol - 20.10000" .66098 0.000 17.9247 22.2753
Ekstrak 15% Ekstrak 5% 5.06667" .66098 0.000 2.8913 7.2420
Ekstrak 10% 1.56667 .66098 0.201 -.6087 3.7420
Kontrol + -1.00000 .66098 0.577 -3.1753 1.1753
Kontrol - 21.66667" .66098 0.000 19.4913 23.8420
Kontrol + Ekstrak 5% 6.06667" .66098 0.000 3.8913 8.2420
Ekstrak 10% 2.56667" .66098 0.020 .3913 4.7420
Ekstrak 15% 1.00000 .66098 0.577 -1.1753 3.1753
Kontrol - 22.66667" .66098 0.000 20.4913 24.8420
Kontrol - Ekstrak 5% -16.60000" .66098 0.000 -18.7753 -14.4247
Ekstrak 10%  -20.10000" .66098 0.000 -22.2753 -17.9247
Ekstrak 15%  -21.66667" .66098 0.000 -23.8420 -19.4913
Kontrol + -22.66667" .66098 0.000 -24.8420 -20.4913
7. Tabel Subsets
Zona hambat
Tukey HSD
Ekstrak N Subset for alpha = 0.05
1 2 3 4
Kontrol - 3 .0000
Ekstrak 5% 3 16.6000
Ekstrak 10% 3 20.1000
Ekstrak 15% 3 21.6667 21.6667
Kontrol + 3 22.6667
Sig. 1.000 1.000 0.201 0.577
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Lampiran 9. Analisis Statistik Fraksi Daun kenikir
1. Tabel Input Data

Fla B Ve Dala  Traneforn  frehze  Graphe  Uilbiee  Addane  Window  Hok
CHO B o LBk M4 Ak E0E %29

= | Wamk 38

| Fraksi zunahamball | i |

1 1m 17.00

100 1851

3 100 1751

4 200 2151

5 200 1m
B 200 2251
7 300 20,51
) am 1507
2 200 1251
] 400 2151
11 400 2m
12 400 2251
13 500 0od
1 5o nm
15 s00 0.0og
16 00 0oJ
17 500 0od
18 00 ood
13 Ton 0.0og
a0 7on 0oJ
21 7on 0od

1

Data Vsew | Wariacls Visw

2. Tabel Rata-Rata Zona Hambat Fraksi Daun Kenikir
Descriptives

[zmae Processce o v |

95% Confidence Interval for

N Mean De\?;[gfion Std. Error Mean
Lower Bound Upper Bound
n-heksana 3 17.6667 0.76376 44096 15.7694 19.5640
diklorometana 3 21.6667  0.76376 .44096 19.7694 23.5640
aquadestilata 3 19.6667  0.76376 44096 17.7694 21.5640
kontrol (+) kloramfenikol 3 ~ 22.0000  0.50000 .28868 20.7579 23.2421
kontrol (-) n-heksana 3 0.0000 0.00000 .00000 .0000 .0000
kontrol (-) diklorometana 3 0.0000 0.00000 .00000 .0000 .0000
kontrol (-) aquadestilata 3 0.0000 0.00000 .00000 .0000 .0000
Total 21 115714 10.36615 2.26208 6.8528 16.2900

3. Tabel Normalitas

Tests of Normality®cd

Eraksi Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig.  Statistic df Sig.
Zona hambat n-heksana .253 3 . .964 3 0.637
diklorometana .253 3 . .964 3 0.637
aquadestilata .253 3 .964 3 0.637
Kontrol (+) 175 3 1000 3 1.000

kloramfenikol
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4. Tabel Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Zona hambat

Levene Statistic dfl df2 Sig.

3.667 6 14 0.773

5. Analisis One Way Anova

ANOVA
Zona hambat
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2145.143 6 357.524 1.251 0.000
Within Groups 4.000 14 .286
Total 2149.143 20

6. Tabel Analisis Post Hoc

Multiple Comparisons

Zona hambat

Tukey HSD
Mear 95% Confidence
Interval
(1) Fraksi (J) Fraksi Difference EStd' Sig.
(1-J) rror Lower Upper
Bound Bound
n-heksana diklorometana -4.00000" .43644 0.000 -5.4902 -2.5098
aquadestilata -2.00000° .43644 0.006  -3.4902 -.5098
Kontrol positif 433333 43644 0000 -5.8236  -2.8431
kloramfenikol
kontrol negatifn- 17 seee7 43644 0000 161764  19.1569
heksana
kontrol negatif “
diklorometana 17.66667° .43644 0.000 16.1764  19.1569
kontrol negatif 17.66667" .43644 0.000 16.1764  19.1569
aquadestilata
diklorometana n-heksana 4.00000" .43644 0.000 2.5098 5.4902

aquadestilata 2.00000" .43644 0.006 .5098 3.4902

kontrol positif

; -.33333  .43644 0.985 -1.8236 1.1569
kloramfenikol

kontrol negatif n-

21.66667° .43644 0.000 20.1764  23.1569
heksana

kontrol negatif

) 21.66667" .43644 0.000 20.1764  23.1569
diklorometana

kontrol negatif

aquadestilata 21.66667° .43644 0.000 20.1764  23.1569

aquadestilata n-heksana 2.00000° .43644 0.006 .5098 3.4902
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diklorometana 2.00000° .43644 0.006 -3.4902  -.5098
kontrol positif -2.33333° 43644 0002 -3.8236  -.8431
kloramfenikol
kontrol negatif n- 19 coaer 43644 0000 181764  21.1569
heksana
kontrol negatif 19.66667° .43644 0.000 18.1764  21.1569
diklorometana
kontrol negatif 10.66667" .43644 0.000 181764  21.1569
aquadestilata
kontrol positif n-heksana 4.33333" 43644 0000 2.8431  5.8236
kloramfenikol diklorometana 33333 43644 0985 -1.1569  1.8236
aquadestilata 2.33333" .43644 0.002 .8431 3.8236
kontrol negatifn- ., ho000" 43644 0000 205098  23.4902
heksana
kontrol negatif 22.00000" .43644 0.000 20.5098  23.4902
diklorometana
kontrol negatif 22.00000° 43644 0.000 20.5098  23.4902
aquadestilata
kontrol negatif n-  n-heksana -17.66667° .43644 0.000 -19.1569 -16.1764
heksana diklorometana 21.66667° 43644 0.000 -23.1569 -20.1764
aquadestilata -19.66667" .43644 0.000 -21.1569 -18.1764
kontrol positif -22.00000" 43644 0000 -23.4902 -20.5098
kloramfenikol
kontrol negatif 00000 43644 1.000 -1.4902  1.4902
diklorometana
kontrol negatif 00000 43644 1.000 -1.4902  1.4902
aquadestilata
kontrol negatif n-heksana -17.66667" .43644 0.000 -19.1569 -16.1764
diklorometana diklorometana 21.66667" .43644 0.000 -23.1569 -20.1764
aquadestilata -19.66667" .43644 0.000 -21.1569 -18.1764
kontrol positif -22.00000° 43644 0000 -23.4902 -20.5098
kloramfenikol
kontrol negatifn- 40500 43644 1000 -14902  1.4902
heksana
kontrol negatif 00000 43644 1000 -1.4902  1.4902
aquadestilata
kontrol negatif n-heksana -17.66667° .43644 0.000 -19.1569 -16.1764
aquadestilata diklorometana 21.66667" .43644 0.000 -23.1569 -20.1764
aquadestilata -19.66667° .43644 0.000 -21.1569 -18.1764
kontrol positif -22.00000° 43644 0000 -23.4902 -20.5098
kloramfenikol
kontrol negatifn- 54000 43644 1.000 14902  1.4902
heksana
kontrol negatif 00000 43644 1.000 -1.4902  1.4902

diklorometana
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7. Tabel Subsets Homogeneous

Zona Hambat
Tukey HSD
Fraksi N Subset for alpha = 0.05

1 2 3 4

kontrol negatif n-heksana 3 .0000
kontrol negatif diklorometana 3 .0000
kontrol negatif aquadestilata 3 .0000
n-heksana 3 17.6667
aquadestilata 3 19.6667
diklorometana 3 21.6667
kontrol positif kloramfenikol 3 22.0000
Sig. 1.000 1.000 1.000 0.985




