PENGARUH PERKOLAT KAYU SECANG
(Caesalpinia sappan Linn) TERHADAP PERTUMBUHAN
BAKTERI Pseudomonas aeruginosa dan Staphylococcus aureus

TUGAS AKHIR

Oleh:
KARLINA
0310920030-92

JURUSAN KIMIA
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS BRAWIJAYA
MALANG
2008






PENGARUH PERKOLAT KAYU SECANG
(Caesalpinia sappan Linn) TERHADAP PERTUMBUHAN
BAKTERI Pseudomonas aeruginosa dan Staphylococcus aureus

TUGAS AKHIR

Sebagai salah satu syarat untuk memperoleh gelar
Sarjana Sains dalam Bidang Kimia

Oleh:

KARLINA
0310920030-92

JURUSAN KIMIA
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS BRAWIJAYA
MALANG
2008






LEMBAR PENGESAHAN TUGAS AKHIR

PENGARUH PERKOLAT KAYU SECANG (Caesalpinia
sappan Linn) TERHADAP PERTUMBUHAN BAKTERI
Pseudomonas aeruginosa dan Staphylococcus aureus

Oleh:

KARLINA
0310920030-92

Setelah dipertahankan didepan Majelis Penguiji
Pada tanggal........ccccccceeeeen.
dan dinyatakan memenuhi syarat untuk memperoleh gar
Sarjana Sains dalam bidang Kimia

Pembimbing | Pembimbing Il

Arie Srihardyastutie S.Si., M.Kes. Dr.Soebiantoro, Apt.MSc
NIP.132 300 238 NIP. 131 124 652

Mengetahui,
Ketua Jurusan Kimia
Fakultas MIPAUniversitas Brawijaya

M.Farid Rahman, S.Si, Msi.
NIP. 132 158 726
ii







LEMBAR PERNYATAAN

Saya yang bertanda tangan di bawah ini:

Nama : Karlina
NIM : 0310920030-92
Jurusan : Kimia

Penulis Tugas Akhir berjudul :

PENGARUH PERKOLAT KAYU SECANG (Caesalpinia
sappan Linn) TERHADAP PERTUMBUHAN BAKTERI
Pseudomonas aeruginosa dan Staphylococcus aureus.

Dengan ini menyatakan bahwa:

1. Isi dari tugas akhir yang saya buat adalah benar-bear
karya sendiri dan tidak menjiplak karya orang lain,
selain nama-nama yang termaktub di isi dan tertulisdi
daftar pustaka dalam skripsi ini.

2. Apabila dikemudian hari ternyata tugas akhir yang saya
tulis terbukti hasil jiplakan maka saya akan berseda
menanggung segala resiko yang akan saya terima.

Demikian pernyataan ini dibuat dengan segala kesadan.

Malang,................ 2008
Yang menyatakan,

(Karlina)
NIM. 0310920030-92






PENGARUH PERKOLAT KAYU SECANG
(Caesalpinia sappan Linn) TERHADAP PERTUMBUHAN
BAKTERI Pseudomonas aeruginosa dan Staphylococcus aureus

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui penggvatkolat
kayu secang terhadap pertumbuhan baktesieruginosa dan bakteri
S aureus. Tahapan penelitian yang dilakukan meliputi proses
ektraksi kayu secang secara perkolasi, uji fendiéy melakukan uji
aktivitas terhadap pertumbuhan bakferiaeruginosa dansS. aureus
pada variasi konsentrasi perkolat dari (0 % (bamgai 2 % (b/v))
menggunakan metode difusi cakram. Hasil penelmemunjukkan
perkolat secang berpengaruh terhadap pertumbuhduna Keakteri,
hal ini menunjukkan bahwa semakin besar konsenfpaskolat
secang maka semakin besar zona hambat. Hasil tivitak
menunjukkan bahwa perkolat kayu secang aktif setmg#akteri
menghasilkan diameter zona hambat terbesar 17,8&laml8,39
pada konsentrasi 2 % (b/v) dan terkecil pada 0,(bAf 10,18 mm
dan 10,27 mm masing-masing untuk baktriaeruginosa dan S
aureus. Konsentrasi perkolat pada berbagai variasi da¥b @b/v)
sampai dengan 1,0 % (b/v) menunjukkan antibaktengybersifat
lemah dan pada konsentrasi 1,5 % (b/v) sampai de2@a% (b/v)
adalah antibakteri yang bersifat sedang.






THE INFLUENCE OF PERCOLAT SAPPAN WOOD
(Caesalpinia sappan Linn) TO WARD THE OF BACTERIAL
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus

ABSTRACT

The aim of this research was to investigate thkienice of
sappan wood percolate to ward thePofaeruginosa and S. aureus
bacteria. The stages of the research were extmagifocess of
sappan wood using percolation, phenolic test arivitgctest of
percolate concentration from (0,1 % (w/v) up to 2(#év)) to the
growth of bacteriaP. aeruginosa and S. aureus using the disc
diffusion method. The result of this research shbwbat the
concentration of sappan wood influence second baageowth, the
more higher concentration of percolate the moré&dridplock zone.
The result of activity test showed that sappan wpextolation was
active as antibacterial with the highest zone diamef 17,88 mm
and 18,39 mm at concentration 2 % (w/v) and thellestaat 0,1 %
(w/v) 10,18 mm and 10,27 mm f&. aeruginosa and forS. aureus
bacteria. The concentration of percolate in evenyation from 0 %
(w/v) up to 1,0 % (w/v) show a week antibacteriadl @t 1,5 % (w/v)
up to 2,0 % (w/v) concentration show a medium aaatiérial.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penelitian tentang daya antimikroba dari ekstrakartsan
terhadap pertumbuhan bakteri telah banyak dilakukdadzifah
(2006) menguiji aktifitas antimikroba dari berbaganaman yaitu
kunyit, biji jambu, lamtoro serta pisang terhadagrtgpmbuhan
bakteri S aureus dan E. coli. Selain itu Andriayani (2004), juga
melakukan penelitian yang berhubungan dengan tddintibakteri
dari tanaman daun dewa terhadap beberapa baktegepa Namun
masih banyak spesies tanaman obat yang diguna&hmealsyarakat
belum diuji lebih lanjut, sehingga belum diketaktéaktivitas ekstrak
dari tanaman terhadap pertumbuhan bakteri.

Salah satu sumber daya hayati yang belum optimal
dieksplorasi dan dimanfaatkan adalah tanaman sengpppan
Linn). Secara tradisional tanaman ini digunakan untuk iz
penyakit seperti memar, buang air besar berdaedbk lolarah, diare,
dan membersihkan ~gumpalan darah setelah  melahirkan
(Wijayakusuma, 2005). Kayu secang mengandung senydmuia
yaitu asam galat, tanin, resin, resorsin, brasibrasilein, de-
felandren, osimen, minyak atsiri (Anorfin2006). Adanya senyawa
fenol mengindikasikan bahwa secang dapat bersdabgai zat
antibakteri, karena hampir semua senyawa fenol tdaimannya
menunjukkan sifat antibakteri walau tidak terlapesifik (Gilmanet
al., 1991) maka kemungkinan senyawa-senyawa fenol aaman
ini diduga dapat menghambat pertumbuhan bakteri.

Antibakteri merupakan zat yang mengganggu pertinzbu
dan metabolisme mikroorganisme. Efektivitas day@rakroba dari
esktrak tanaman dapat dilihat dari kemampuannyaghanbat
pertumbuhan bakteri. Beberapa bakteri yang seiimgndkan untuk
mengetahui adanya aktivitas dari ekstrak tanamariu y®&.
aeruginosa dan S aureus (Nascimentoet al., dalam Nadzifah
(2006)).

P. aeruginosa merupakan bakteri gram negatif yang
multiresisten terhadap berbagai golongan antibiddi&dangkart.
aureus merupakan bakteri gram positif yang dapat menykdoab
intoksitasi dan terjadinya berbagai macam infekspesti pada
jerawat, bisul, pneumonia dan lainnya (Todar, 2005)



Salah satu cara yang digunakan untuk menguji #ksivi
antibakteri dalam membunuh atau menghambat pertouambu
mikroorganisme hidup adalah metode difusi cakranetdde ini
dirancang untuk organisme yang tumbuh cepat sepepertiP.
aeruginosa.

Berdasarkan uraian diatas, perlu dilakukan peaelitentang
uji antibakteri tanaman secang untuk mengetahuiktiefes
antimikroba perkolat kayu secang terhadap pertuabubakteri
yaitu P. aeruginosa dan S. aureus menggunakan metode difusi
cakram yaitu menentukan Kadar Hambat Minimum dengan
mengukur diameter zona hambat.

Perumusan masalah

a) Bagaimana pengaruh perkolat kayu secang terhadap
pertumbuhan bakteR.aeruginosa?

b) Bagaimana pengaruh perkolat kayu secang terhadap
pertumbuhan bakte8 aureus?

1.3 Pembatasan masalah

a) Kayu secang yang digunakan adalah kayu secanggkgang
diperoleh dari toko obat tradisional di kota Malang

b) Baktei P. aeruginosa danS. aureus diperoleh dari Rumah Sakit
Umum Dr. Saiful Anwar Malang.

¢) Uji antimikroba dilakukan secara in vitro.

1.4 Tujuan penelitian

a) Mengetahui pengaruh perkolat kayu secang terhadap
pertumbuhan bakteR. aeruginosa.

b) Mengetahui pengaruh perkolat kayu secang terhadap
pertumbuhan bakte8 aureus.

1.5 Manfaat penelitian

Berdasarkan hasil penelitian diharapkan dapat membe
informasi kepada masyarakat dalam mengembangkarhausa
pembuatan obat secara tradisional untuk mengoleaygkit yang
disebabkan oleh infeksi, sehingga diperoleh altérnantuk
pengobatan terhadap infeksi.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman SecangQ. sappan Linn)
2.1.1 Klasifikasi Tanaman Secang. sappan Linn)

Caesalpinia sappan Linn diklasifikasikan sebagai berikut
(Anonint, 2006) :
Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Fabales
Famili : Fabaceae

Genus Caesalpinia
Spesies Caesalpinia sappan

iy, =
Gambar 2.1
PohonC. sappan Linn

Secang(C. sappan Linn) dikenal di berbagai daerah dengan
nama sebagai berikut: Seupeueng (Aceh); SepangjGappang
(Batak); Cacang (Minangkabau); Secang (Sunda); fzvga(Jawa);
Kayu Secang (Madura); Cang (Bali); Sepang (Sas8kpa dan
Supang (Bima); Sepel (Timor); Hong (Alor); SepaBadis); Sefen
(Halmahera Selatan); Sawala, Hinianga, Sinyianga 8ingiang
(Halmahera Utara); Sunyiha (Ternate); Roro (Tidogenhgan nama
asing Sappan Wood (Wijayakusueial., 1998).

2.1.2 Manfaat Tanaman Secang (Gappan Linn)

Di India, Indonesia dan Filipina, kayu ini dimanten
sebagai obat TBC, mencret, disentri dan obat llmfmens dan
Wujarni, 1991).

Bagian tanaman yang sering digunakan adalah patenga
potongan atau serutan kayu. Karakteristik mikrogkdgyu ini
berbentuk potongan-potongan atau kepingan dengaramlksangat
bervariasi atau berupa serutan-serutan keras dtat y@ng berwarna
merah, merah jingga dan kuning. Serbuknya berwar@ah jingga
kecoklatan (Sundari dan Winarno, 1998).



Sifat kimiawi dan efek farmakologis dari kayu segadalah,
ekstrak kayu secang rasanya sepat dan tidak berbediapat
menghentikan pendarahan, pembersih darah, penaaan rdan
antiseptik. (Anonify 2006).

Gambar 2.2 Serutan Kayu Secang

2.1.3 Kandungan Kimia Tanaman Kayu Secang

Berdasarkan hasil penelitian Puspaningrum (20G8)dingan
kimia kayu secang adalah sebagai berikut :

Tabel 2.1 Kandungan Kimia Kayu Secang (Puspaning2®3)

No. Karakteristik Kimia Jumlah (%)
1. | Kadar air 8,88

2. | Kadar abu 1,30

3. Kadar protein 2,04

4. | Kadar lemak 0,30

5. Kadar karbohidrat 87,48
6. | Kadar tanin 0,71

Kandungan kimia dari kayu secang adalah tanin (asauet)
asam galat, resin, resorsin, brasilin, brasiliemyak atsiri, Pigmen
sappanin (Heyne, 1987). Protosappanin, senyawa
monohidroksibrasilin, turunan bensil dihidrobensafy senyawa
CiH160s dan GeH140:6 mempunyai efek menurunkan kadar
kolesterol dalam darah. Senyawa yang telah berdadintifikasi
adalah Sappankhalkon, Sappanon A, Sappanon B r&kkidpon B,
Sappanol, Caesalpin P, dan Protosappin B (SundariVdinarno,
1998).



2.1.3.1 Resorsin

Resorsinol atau resorsin juga dikenal dengan aaksébutan
lain, yaitu: m-dihidroksibenzena. Resorsin mempiunyamus
molekul GH4(OH), merupakan senyawa yang berbentuk kristal
berwarna putih, mudah terbakar, beracun dan dapatyebabkan
iritasi pada kuit. Selain itu resorsin dapat digwrasebagai salep
untuk mengobati penyakit kulit kronis seperti pssirdan eczema
dengan kosentrasi sebesar 5-10 %. Resorsin mernupskayawa
yang larut dalam alkohol, eter, air dan gliseragpe sedikit larut
dalam kloroform. Resorsin dapat diperoleh dengameaksikan
asam benzena meta disulfonat dengan natriun hidr&tsuktur
kimia resorsin dapat ditunjukkan pada Gambar 2r®¢nf, 2005):

HO\©/OH

Gambar 2.3 Struktur resorsin

2.1.3.2 Tanin

Tanin mempunyai rumus molekul ;&s,0, mMerupakan
senyawa polifenol dan mengandung hidroksi fendassgnyawa lain
yang mampu membentuk kompleks yang kuat dengamiprdan
makro molekul lainnya. Selain dengan protein semy&awin juga
bergabung dengan polimer lain seperti selulosa,i lseinlosa dan
protein membentuk senyawa kompleks yang tetap dainil.sDi
dalam tumbuhan letak tanin terpisah dari proteim danzim
sitoplasma, tetapi bila jaringan rusak misalnyaa bihewan
memakannya maka reaksi penyamakan dapat terjadibdHee,
1987).

Beberapa hal yang mempengaruhi pembentukkan kosiplek
tanin - protein adalah temperatur, pH, berat mdldim konsentrasi
pereaksi. Keasaman merupakan faktor yang pentingamda
pembentukkan kompleks tanin - protein dan pada @thprotein
akan lebih mudah membentuk ikatan kompleks dengamn.t
Beberapa bagian protein reaktif yang mempunyai kepoan
berikatan dengan senyawa tanin adalah ikatan peptdompok
ionik, kelompok hidroksi serta kelompok amina. #mtyang
dominan terjadi pada pembentukkan kompleks tanalahdikatan



hidrogen yang terjadi antara gugus hidroksil tadengan ikatan
peptida. Struktur kimia tanin ditunjukkan pada Gamb2.4
(Harborne, 1987) :

OH

SN OH

|

OH. -~ o Z

X
OH

Gambar 2.4 Struktur tanin

OH

2.2 Tinjauan Umum terhadap Zat Antibakterial

Mikroorganisme dapat dihambat atau dibunuh dengareg
fisik atau senyawa kimia. Zat antimikroba diartiksgbagai senyawa
yang menganggu pertumbuhan dan metabolisme mikesbangga
senyawa tersebut dapat menghambat pertumbuhan rbahka
membunuh mikroba. Bila mikroorganisme yang dimaksuldlah
bakteri maka senyawa antimikroba sering disebupaersenyawa
antibakteri (Pelzcar dan Chan, 1994).

Beberapa hal yang perlu dipertimbangkan dalam nitermnat
antimikroba adalah (Pelzcar dan Chan, 1994) :

1.Jenis zat dan mikroorganisme

Zat antimikroba yang akan digunakan harus sedeapan

jenis mikroorganismenya karena memiliki kerentayang

berbeda- beda.
2.Konsentrasi dan intensitas zat antimikroba

Semakin besar konsentrasi zat antimikroba yaggndkan,

maka semakin besar pula daya kemampuannya dalam

mengendalikan mikroorganisme.
3.Jumlah mikroorganisme

Semakin banyak mikroorganisme yang dihambat @ditawnuh,

maka semakin lama waktu yang diperlukan untuk

mengendalikannya.
4. Temperatur

Temperatur yang optimal dapat menaikkan efek8vitaat

antimikroba.



5.Senyawa organik
Adanya senyawa organik asing dapat menurunkanifakt
zat antimikroba, hal ini dikarenakan adanya pengggan
senyawa organik membentuk endapan sehingga zat
antimikroba tidak mengikat mikroorganisme.

Sejak 1935, sejumlah besar senyawa kimia telah
dikembangkan. Senyawa kimia tersebut pada umumbyatisecara
sintesis di laboratorium, sedangkan yang lain dibdari hasil
sampingan kegiatan metabolisme bakteri atau jaBamyawa kimia
diberi nama umum antibiotikg/olk dan Margareth, 1993).

Kriteria senyawa kimia yang digunakan sebagai kenapi
adalah sebagai berikut (Schlegel, 1994) :

a. Toksisitas obat terhadap sel inang harus rendah.
b. Inang harus tidak menjadi alergi (sangat pekaptép obat.
c. Obat itu harus mencapai tempat infeksi.

2.3 Penghambatan Pertumbuhan Bakteri oleh Senyawar@anik

Antibakteri merupakan senyawa kimia yang mampu
menginaktivasi  bakteri.  Inaktivasi  bakteri  dapat rupa
penghambatan pertumbuhan bakteri atau bahkan mernthakteri.
Aktivitas penghambatan pertumbuhan atau pembunubeideri
dilakukan dengan cara merusak DNA, denaturasi iproteerusak
dinding sel atau menghalangi sintesis dinding ge&imindahan
kelompok sulfihidril bebas, serta antagonisme kimiéBrooks et
al., 2001).

Pada perusakan membran sel, iohddri senyawa fenol dan
turunannya akan menyerang gugus polar (gugus fosétingga
molekul fosfolipid akan terurai menjadi gliserokam karboksilat,
dan asam fosfat. Hal ini mengakibatkan fosfolipidak mampu
mempertahankan bentuk membran sel, akibatnya mengeiaakan
bocor dan bakteri akan mengalami hambatan pertuanbwdtau
bahkan kematian (Gilmaet al., 1991).

Kepekaan bakteri terhadap senyawa yang berfundsigae
antibiotik bervariasi. Bakteri gram positif biasanytebih peka
dibandingkan bakteri gram negatif meskipun beberapibiotik
dapat bereaksi atau hanya mempengaruhi pada bgkaeni negatif
(Brock dan Magidan, 1991).

Penentuan kepekaan bakteri terhadap antimikrobaatdap
dipengaruhi oleh beberapa faktor- faktor (Broekal., 2001):



Konsentrasi

Waktu inkubasi

Komponen media

pH

Aktivitas metabolik mikroorganisme.

2.4 Tinjauan Umum Bakteri P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa mempunyai klasifikasi sebagai
berikut (Todar, 2004) :

Kingdom : Bacteria
Phylum : Proteobacteria
Kelas : Gamma Proteobacteria
Orde : Pseudomonadales
Famili : Pseudomonadaceae
Genus Pseudomonas
Spesies P. aeruginosa
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Gambar 2.5 Pewarnaan Gr&raeruginosa

P. aeruginosa merupakan bakteri berbentuk batang, aerob,
gram negatif dapat bergerak, pada perbenihan pkolahinya
tampak berwarna hijau kebiru-biruan karena mentitzasipigmen
piosianin (Entjang, 2001R. aeruginosa mempunyai ukuran antara
0,6-2 um, terlihat sebagai bentuk tunggal, ganaekdaang-kadang
dalam rantai pendel. aeruginosa tumbuh baik pada temperatur 37-
42 °C, pertumbuhan pada 4Z membantu membedakannya dari
spesiedPseudomonas pada kelompok fluoresen (Broodisal., 2001).

Identifikasi Pseudomonas dapat dilakukan dengan melihat
ketidakmampuan memfermentasi laktosa, reaksi pog&sidasi, bau
busuk pada buah, dan mampu tumbuh pada sufC 42luoresen



dibawah sinar UV membantu memudahkan identifikasbrki P.
aeruginosa. Fluoresen juga digunakan untuk mengidentifikasi
adanyaPseudomonas pada luka (Todar, 2004).

2.5 Tinjauan Umum Bakteri Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus mempunyai klasifikasi sebagai berikut
(Todar, 2005) :

Kingdom : Monera

Divisi : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili : Staphylococcaceage
Genus : Staphilococcus

Spesies S. aureus

Gambar 2.6 Bakter aureus

Saphylococcus aureus adalah bakteri aerob dan anaerob,
fakultatif yang mampu menfermentasikan manitol demghasilkan
enzim koagulase, fosfatase, protease dan lip&se.aureus
mengandung lisostafin yang dapat menyebabkan yesisel darah
merah. Toksin yang dibentuk ol&haureus adalah haemolysin alfa,
beta, gamma, delta dan apsilon. Toksin lain ialabkdsidin,
enterotoksin dan eksfoliatin. Enterotoksin dan ekzom dapat
menyebabkan keracunan makanan terutama yang meanpang
saluran pencernaan. Leukosidin menyerang leukekingga daya
tahan tubuh akan menurun. Eksofoliatin merupakdgsirioyang
menyerang kulit dengan tanda-tanda kulit terkenka Ibakar
(Schlegel, 1994).

Temperatur optimum untuk pertumbularaureus adalah 35 -
37°C dengan temperatur minimum 6(F dan temperatur maksimum
45,4 °C. Bakteri ini dapat tumbuh pada pH 4,0-9,8 dengéh
optimum 7,0-7,5. Pertumbuhan pada pH mendekati h8ya
mungkin bila substratnya mempunyai komposisi yaagk untuk
pertumbuhannya. Bakteri ini membutuhkan asam mkbtiuntuk
tumbuh dan akan distimulir pertumbuhannya dengamyaithiamin.
Pada keadaan anaerobik, bakteri ini juga membutuhkaasil
(Entjang, 2001).



S aureus hidup sebagai saprofit di dalam saluran-saluran
pengeluaran lendir dari tubuh manusia dan hewaraheseperti
hidung, mulut dan tenggorokan dan dapat dikeluarama waktu
batuk atau bersin. Bakteri ini juga sering terdagaata pori-pori dan
permukaan kulit, kelenjar keringat dan saluran uSedain dapat
menyebabkan intoksikasiS. aureus juga dapat menyebabkan
bermacam-macam infeksi seperti jerawat, bisul, ngens,
osteomielitis, pneumonia dan mastitis pada mandsia hewan
(Todar, 2005).

2.6 Metode Ektraksi Perkolasi

Ektraksi perkolasi merupakan suatu cara ekstrdksigan
prinsip menambahkan pelarut pada bahan yang akekstdik
dengan perbandingan tertentu kemudian didiamkaamselebih
kurang 3 x 24 jam selanjutnya dialirkan dengan rpelaehingga
diperoleh ekstrak (Heath dan Reinessius, 1987).

Ada beberapa metode yang dapat digunakan dalam
mengekstraksi minyak esensial, salah satunya adp&hkolasi
(Anonint, 2006). Perkolasi (percolare = penetesan) dilakulaam
wadah silindris atau kerucut (perkolator), yang rtikhjalan masuk
dan keluar yang sesuai (Gambar 2.7). Bahan ekstlakasukkan
secara kontinyu dari atas mengalir secara lambdintas bahan
yang umumnya berupa serbuk kasar. KeseimbanganseRtasi
antara larutan dalam sel dengan cairan disekeljiaglapat diatur,
maka pada perkolasi melalui pemasukan bahan psiangtbaru dan
dengan demikian suatu ekstraksi total secara ieadalah mungkin
berkaitan dengan perbedaan konsentrasi pada pgeigj baru.
Secara praktek diperoleh sampai 95 % bahan yareksteaksi
(Voigt, 1994).

Keuntungan perkolasi dibandingkan dengan disti@apat
dilihat dari kemampuannya untuk mengekstrak minya material
yang keras atau liat seperti kayu, adalah efeksifitvaktu yang
dibutuhkan untuk perkolasi lebih singkat dibandengkdistilasi
(Anonint, 2006).
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Gambar 2.7 Alat Perkolasi

2.7 Metode Difusi Cakram

Difusi cakram merupakan metode yang paling sering
digunakan untuk uji kerentanan antimikroba dan deetdni
dirancang untuk organisme yang tumbuh cepat sdpeagiuginosa.
Metode ini di uji dengan meletakkan cakram yanfuat dari kertas
saring yang sudah ditetesi dengan supernatan sampadéa
permukaan medium yang sudah diinokulasi dan janédra cakram
yang satu dengan lainnya tidak terlalu dekat demggincawan petri.
Menginkubasi medium lempeng yang telah diberi feda dalam
inkubator pada temperatur 3Z selama 24 jam (Harborne, 1987).



Konsentrasi minimum penghambatan atau lebih dikenal
dengan KHM (Kadar Hambat Minimum) yaitu konsentitesendah
dari antibiotika atau antimikroba yang dapat mengbet
pertumbuhan mikroba tertentu. Nilai KHM adalah ssfie untuk
tiap-tiap kombinasi dari antibiotika dan mikrobaréénwood, 1995).

KHM dari sebuah antibiotika terhadap mikroba didwara
untuk mengetahui sensitivitas dari mikroba terhadapibiotika.
Nilai KHM berlawanan dengan sensitivitas mikrobangadiuiji.
Semakin rendah nilai KHM dari sebuah antibiotis@nsitivitas dari
bakteri akan semakin besar. KHM dari sebuah anitikaicerhadap
spesies mikroba adalah rata-rata KHM terhadap gelatrain dari
spesies tersebut. Strain dari beberapa mikrobadaingat berbeda
dalam hal sensitivitasnya (Greenwood, 1995).

Tabel 2.2. Klasifikasi Respon Hambat Pertumbuhaktdsa(Ahn et

al., 1999 :
Diameter Zona terang (mm) Respon hambatan
Pertumbuhan
>20 Kuat
16-20 Sedang
10-15 Lemah
<10 Tidak ada

Beberapa faktor yang dapat mempengaruhi ukuran zona
penghambatan dan harus dikontrol adalah :

1) Konsentrasi mikroba pada permukaan medium, semakin
tinggi konsentrasi - mikroba maka zona penghambakan
semakin kecil.

2) Kedalamam medium pada cawan petri, semakin tebal
medium pada cawan petri maka zona penghambatarkisema
kecil.

3) Nilai pH dari medium, beberapa antibiotika beketg@ngan
baik pada kondisi asam dan beberapa basa kondisi
alkali/basa.

4) Kondisi aerob/anaerob, beberapa antibakteri kerfgatknya
pada kondisi aerob dan yang lainnya pada kondserat
(Greenwood, 1995).



Metode uji antibakteri dan mikroba yang lain adatemgan
tehnik Tube Dillution Test. Fungsinya untuk mengetahui hasil KHM
secara langsung. Metode yang lain adalah metodestE-yang
merupakan metode Uji difusi cakram yang dengan imuZa cepat
memperoleh hasil KHM (Greenwood, 1995).
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Gambar 2.8 Contoh hasil uji Difusi Cakram

2.8 Hipotesis Penelitian

Secarateoritis pengukuran Kadar Hambat Minimum terhadap
pertumbuhan bakteri di pengaruhi oleh konsentrikika dapat
dihipotesiskan bahwasemakin tinggi konsentrasi perkolat kayu
secang maka daya hambat terhadap pertumbuhan ibséteakin
besar.






BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kimiag@nik
dan Biokimia Fakultas Matematika dan Ilimu Pengetahélam
serta Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokterbmiversitas
Brawijaya Malang, pada bulan September sampainbMovember
2007.

3.2 Bahan dan Alat Penelitian
3.2.1 Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian iriuyeayu
secang yang telah diserut, nutrien agar plate,okt8@ % (b/v),
kertas saring, kertas saring Whatman no 40, akuabdakteri
P.aeruginosa, S. aureus, kertas tissu, plester bening, korek api,
alumaniun foil, dan plastik.

3.2.2 Alat penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu
seperangkat alat perkolasi, timbangan, seperangleay evaporator
vacuum, seperangkat alat gelas, corong pisah, rak talaagsi,
cawan petri, penjepit, gunting, jarum inokulasijdsh penangas
listrik, pipet, ose kawat, spatula, inkubator, &lgf dan penggaris.

3.3 Tahapan Penelitian

Penelitian ini dirancang dalam beberapa tahaparagséb
berikut:

3.3.1 Perkolasi Kayu Secang.

3.3.2 Pembuatan larutan Stok Perkolat Secang.

3.3.3 Uji Fenolik.

3.3.4 Uji Aktivitas.

3.3.4.1 Pembuatan media.

3.3.4.2 Peremajaan biakan murRi aeruginosa danS. aureus.
3.3.4.3 Pembuatan larutan Baktéti aeruginosa danS aureus.
3.3.4.4 Uji Antibakteri.

3.3.5 Analisa data.



3.4 Cara Kerja Penelitian
3.4.1 Perkolasi Kayu Secang

Kayu secang yang telah di potong-potong halusniaing
sebanyak 200 g, dimasukkan dalam wadah perkolaki Ila
ditambahkan etanol 96 % sebanyak 2 L hingga kaycanse
terendam seluruhnya. Wadah perkolasi ditutup dbiadtian selama
3 hari. Alat di atur sehingga etanol yang beradalalam corong
pisah dapat dialirkan ke dalam wadah perkolasietésan larutan
etanol dalam corong pisah dengan larutan ektrakange adalah
sama. Langkah ini dilakukan hingga penetesan padtakvperkolat
tidak menunjukkan warna merah. Hasil perkolasindtang dalam
erlenmeyer. Dipisahkan etanolnya dengan menggunakéary
evaporator vaccum sehingga perkolat terpisah dan berbentuk
perkolat cair yang berwarna kecoklatan.

3.4.2 Pembuatan larutan Perkolat Secang

Untuk membuat larutan perkolat secang 10 % (b/ejtama
perkolat secang ditimbang sebanyak 10 g kemudidruthkan
dengan 60 mL akuades pada gelas kimia endapan tgaoentuk
disaring. Selanjutnya dipindahkan secara kuarftipattla labu ukur
100 mL dan ditambahkan akuades hingga volume 100Ratkolat
secang yang digunakan divariasikan mulai dari katnasi O
(kontrol) 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,5 dan 2 (b/v) yang
keseluruhannya berjumlah 9 perlakuan.

3.4.3 Uji Pendahuluan Fenolik

Perkolat secang diambil 10 mg, diencerkan dengamlL5
akuades, kemudian ditambah dengan larutan besi Kltrida
sebanya 3 mL dan diamati perubahan warna yangli@gaa larutan
campuran tersebut.

3.4.4 Uji Aktifitas Perkolat Secang terhadap Bakter
3.4.4.1 Pembuatan Media Padat

Sebanyak 2 g nutrient agar dicairkan dalam 100 kuades
dan dipanaskan sampai mendidih. Larutan nutrien digaasukkan
dalam 10 tabung reaksi (masing - masing 10 mL)diarup dengan
kapas. Selanjutnya larutan nutrien agar dalam tbuosaksi
disterilkan dalam autoklaf selama 15 menit padariek 15 Psi



kemudian diletakkan dalam posisi miring selama&n pada suhu
ruang.

3.4.4.2 Peremajaan biakan murnP. aeruginosa dan S. aureus

Biakan murniP. aeruginosa dan S aureus digoreskan secara
aseptis dengan jarum ose pada media padat agaigndizin tabung
media agar ditutup dengan kapas berlemak. SelyajutiakanP.
aeruginosa dan$S. aereus diinkubasi selama 48 jam pada temperatur
37°C.

3.4.4.3 Pembuatan larutan BakteriP. aeruginosa dan S. aureus

Diambil 1 ose dari hasil peremajaan biakan muRni
aeruginosa dan S aureus ditambahkan 10 mL akuades steril
kemudian dicampur hingga rata.

3.4.4.4 Uji Antibakteri

Metode difusi cakram digunakan untuk menentukanazon
hambat dengan menggunakan kertas saring (disk) tgdalg diberi
perkolat secang. Media padat yang telah dipanasikeyya mencair,
didinginkan dan dituangkan dalam cawan petri st&@mudian di
tambahkan 0,1 mL larutan bakteri ak®if aeruginosa danS. aureus
dihomogenkan dan dibiarkan memadat. Kertas sadng perbentuk
cakram yang sebelumnya sudah dimasukkan ke dalakolae
secang di letakkan pada permukaan media padatn§ylasnasing
cawan petri diisi dengan 4 kertas saring, kemudiarkubasi pada
temperatur 37°C selama 4 x 24 jam dengan tiga kali ulangan.
Kontrol adalah biakan yang tidak diberi perkolatasey, tetapi
ditambahkan akuades steril sebagai pengganti [@erkstcang.
Pengukuran zona hambat dilakukan dengan mengulamedér
daerah jernih menggunakan penggaris. Data disajikalam
pembahasan dan lampiran 4.



3.4.5 Analisa Data

Berdasarkan data hasil pengaruh penambahan variasi
konsentrasi perkolat kayu secang terhadap aktitageruginosa
dan S aureus dapat diketahui dengan uji keragaman data yang
diperoleh menggunakan Rancangan Acak Lengkap (Rysdrg
dianalisis dengan Analisa Varian (Anava) satu arahtuk
mengetahui apakah ada perbedaan atau pengarukigmgarlakuan
dan dilanjutkan dengan Uji Duncan dengan taraf legy@an 5 %.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Bahan dasar yang digunakan dalam penelitian inabdeayu
secang yang selanjutnya diekstraksi dengan laratanol 96 %
dengan memakai metode perkolasi. Hal ini bertujuamtuk
mengekstrak senyawa-senyawa polar yang terkandalagndkayu
secang dan selain itu sebagai pengawet. Prosaalekshi terlebih
dahulu dilakukan proses perendaman yang bertujuamerah
dinding sel. Pemecahan dinding sel ini di akibarnga perbedaan
tekanan di dalam dan di luar sel sehingga metabektinder yang
ada di sitoplasma terurai dalam pelarut organikai8étu dihasilkan
warna yang lebih pekat apabila dibandingkan dersganpel yang
dilakukan tanpa proses ekstraksi dan perendamdnnHgidukung
oleh penelitian (Isma, 2005) yaitu hasil ekstrddesyu secang yang
malalui proses perendaman mempunyai kadar 30 % uchdnk
ekstrak secang yang tanpa proses perendaman 2@ala%. Setelah
3 hari, maka proses perkolasi dapat dimulai. Lajupelarut dan
penetesan hasil ekstraksi sekitar 28 tetes/meiitdilkarenakan
proses penetesan berlangsung secara kontiyu sehisag dari
tanaman secang dapat terekstrak dengan sempurhapelerut
etanol.

Hasil ekstraksi diperoleh perkolat yang berwarnaramme
Perkolat kemudian diuapkan menggunakaotary evaporator
vacuum bertekanan rendah sampai diperoleh perkolat pmkatarna
coklat.

Perkolat pekat yang diperoleh ditambahkan akuaelesgga
diperoleh fraksi yang larut dan tidak larut dalam &raksi yang
larut dalam air berwarna coklat kekunigan digunademagai larutan
perkolat. Hal dikarenakan pada fraksi yang laruamaair lebih
cenderung memberikan indikasi adanya senyawa f&eajutnya
dilakukan uji fenolik terhadap perkolat secang dan aktivitas
terhadap bakteR. aeruginosa danS. aureus pada berbagai variasi.

4.2 Uji Pendahuluan Fenolik

Menurut Anonint (2006), kayu secang mengandung zat kimia

yaitu resorsin, brasilin, brasilien, asam galat temin merupakan
turunan senyawa fenol yang dapat bersifat sebagjairtibakteri.



Untuk mengetahui adanya senyawa turunan fenol yamgndung
dalam kayu secang maka dilakukan uji fenolik teapagberkolat
kayu secang yaitu mereaksikan dengan larutan sFedimana
senyawa fenol akan membentuk senyawa kompleks defRg&}

(Dewi, 2004). Bahan kimia yang terdapat dalam ksgtang adalah
senyawa turunan fenol yaitu resorsin, tanin, dasitin. Reaksi yang
kemungkinan terjadi ditunjukkan pada Gambar 4.2;,4.3 dan 4.4

C‘)H :
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Gambar 4.1 Reaksi senyawa fenol dengan FeCl
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Gambar 4.3Reaksi tanin dengan FeCl
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Gambar 4.4 Reaksi brasilin dengan FeCl

Hasil uji fenolik menunjukkan bahwa dalam reakstasa
larutan perkolat dengan larutan Fe@ienghasilkan reaksi positif
yang ditunjukkan dengan terjadinya perubahan walaa coklat
kekuningan menjadi coklat kehijauan. Perubahan avaini
disebabkan oleh adanya gugmslihidroksi benzen (katekol) pada
struktur senyawa tanin yang ditunjukkan pada GamBz3
(Geissman, 1962). Kemudian reaksi gugus OH pad#sipo®ta
ditunjukkan oleh reaksi antara senyawa resorsinga@nlarutan
FeCk pada Gambar 4.2. Reaksi positif yang ditunjukkdeh o
senyawa turunan fenol mengindikasikan bahwa kagargediduga
bersifat sebagai zat antibakteri. Brasilin merupakeomponen
terbesar dari kayu secang yang memiliki 4 gugusok&l struktur
senyawa aromatisnya.

4.3 Uji Antibakteri

Uji aktivitas perkolat secang sebagai bahan zaibakteri
dilakukan dengan metode difusi cakram dan paramgtarg
digunakan yaitu penentuan diameter hambat dengaansenm.

Hasil pengujian daya hambat terhad@paeruginosa dan S
aureus menunjukkanhasil yang berbeda pada setiap perlakuan.
Tabel 4.1 dan 4.2 menunjukkan diameter zona hanylaaig
terbentuk pada variasi konsentrasi dari 0 samped@(b/v).

Tabel 4.1 menunjukkan bahwa rata-rata diameter hanzbat
terbesar terdapat pada konsentrasi 2,0 % (b/v)asttentai diameter
hambat 17,88 mm dan diameter terkecil terdapat padaentrasi
0,1 % (b/v) dengan nilai 10,96 mm terhadap perturabibakterP.
aeruginosa. Hasil uji Duncan menunjukkan bahwa pada konsentra
0 % sampai dengan 0,6 %, 1,5 % dan 2,0 % (b/v) ebakt
memberikan nilai hambat yang berbeda nyata, sedanglari
konsentrasi 0,8 % dan 1,0 % (b/v) tidak memberikasil yang
berbeda nyata.



Tabel 4.1. Rata - rata diameter zona hambat pada media yang
ditumbuhi BakterP. aeruginosa.

Konsentrasi Perkolat Secang (%
(b/v) Rata-Rata (mm)
0 10,18
0,1 10,96
0,2 11,81
0,4 13,02
0,6 13,8
0,8 15,04
1,0 15,51
1,5 16,28
2,0 17,88

Keterangan: Angka - angka dalam satu kolom yang diikuti olelnufikkecil
yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata padd tara
kepercayaan 95 % dengan metode uji Duncan

Perkolat kayu secang pada konsentrasi 0,1 % benbgata
dengan kontrol (0 %), hal ini menunjukkan perkdtayu secang
memberikan nilai hambat mulai dari konsentrasi % 1(b/v) dan
seiring dengan meningkatnya konsentrasi, maka Hayabat yang
dihasilkan juga semakin besar.

20 +
16 -
12
8 -

4

0 -
0 0102 04 06 08 10 15 20

Diameter Hambatan (mm)

Konsentrasi Secang % (b/v)

Gambar 45 Grafik hubunganantara diameter hambat den
konsentrasi perkolat secang pada baktéi
aeruginosa.



Berdasarkan grafik pada Gambar 4.5 dapat dilihdtwha
semakin besar konsentrasi perkolat kayu secanga mhaga hambat
yang dihasilkan juga semakin besar. Hal ini sedeagan pendapat
Greenwood (1995) dan Pelzcar (1994) yang menyathébwa bila
semakin besar konsentrasi antimikroba, maka zomab&ta yang
terbentuk juga akan semakin besar.

Tabel 4.2 menunjukkan rata-rata diameter zona hamba
terhadap bakteriS. aureus dimana zona hambat yang terbesar
terdapat pada konsentrasi 2,0 % (b/v) dengan di&B9 mm
sedangkan untuk diameter hambat terkecil terdagq@ad gonsentrasi
0,1 % dengan nilai hambat sebesar 11,14 mm.

Tabel 4.2. Rata- rata diameter zona hambat pada media yang
ditumbuhi bakters. aureus.

Konsentrasi Perkolat Secang|%
(b/v) Rata-rata (mm)
0 10,27
0,1 11,14
0,2 12,27
0,4 13,28
0,6 14,05
0,8 15,28
1,0 15,98
1,5 17,08
2,0 18,39

Keterangan : Angka - angka dalam satu kolom yang diikuti olalruf
kecil yang tidak sama menunjukkan beda nyata padsa t
kepercayaan 95 % dengan metode uji Duncan.

Grafik pada Gambar 4.6 dapat dilihat bahwa dengamakin
besar konsentrasi perkolat kayu secang, maka dayadt terhadap
bakteri semakin besar. Hal ini didukung dengan yseaan Pelzcar
(1994), bahwa semakin besar konsentrasi zat ambivik yang
digunakan, maka semakin besar pula kemampuan dalam
menghambat pertumbuhan mikroorganisme.
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Gambar 4.€ Grafik hubungamantaradiameter hambat denc
konsentrasi perkolat secang pada bakt&ri
aureus.

Hasil uji Duncan terhadap pertumbuhan baktesi aureus
menunjukkan bahwa kontrol (0 %) berbeda nyata dekgasentrasi
0,1 % sampai dengan 2,0 % (b/v). Hal ini menunjukkehwa
perkolat kayu secang memberikan daya hambat mubi d
konsentrasi 0,1 % (b/v) dan seiring dengan makisabga
konsentrasi antimikroba, maka daya hambat yangsitiklaa semakin
besar.

Berdasarkan data Tabel 4.1 dan 4.2 serta Gamliadas. 4.6
pada P. aeruginosa dan S aureus, menunjukkan bahwa antara
bakteri P. aeruginosa dan S aereus memiliki daya hambat yang
berbeda nyata dengan kontrol mulai dari konsenfrdsto (b/v). Hal
ini menjukkan bahwa sensitivitas baktd?i aeruginosa dan S
aureus adalah sama.

Menurut Prekalkulasi Ahmet al., (1994), bahwa daya hambat
perkolat kayu secang mulai dari konsentrasi 0,1a¥pai 1,0 %
(b/v) merupakan antibakteri yang bersifat lemalik pada bakterP.
aeruginosa maupunS aureus. Sedangkan pada konsentrasi 1,5 %
dan 2,0 % (b/v), perkolat kayu secang merupakanaméibakteri
yang bersifat sedang didalam menghambat baRtexruginosa dan
S aureus.



Berdasarkan kedua data diatas maka dapat dikkasikdn
respon hambat yang berdasarkan prekalkulasiefhh,(1994) yang
ditunjukkan oleh Tabel 4.3.

Tabel 4.3. Klasifikasi respon hambat pada media yang diturnbuh
bakteri P. aeruginosa danS. aureus menurut Ahn et al.,
(1994).

Konsentrasi Perkolat P. aeruginosa S aureus
Kayu Secang % (b/v)
0 =

0,1 +

0,2 +

0,4 +
+

+

+

0,6
0,8
1,0
15 ++ ++
2,0 ++ ++

Keterangan : - = tidak ada respon hambat; += res@onbat lemah; ++ = respon
hambat sedang.

4[]+ ]

Berdasarkan hasil uji aktivitas, menunjukkan balp&gkolat
secang memiliki daya hambat terhadap pertumbuhdsteraP.
aeruginosa danS. aureus. Hal ini ditunjukkan dengan adanya daerah
bening disekitar cakram (artinya tidak ada pertumalou bakteri).
Sehingga dari pengamatan diameter zona hambat peseng-
masing cakram diketahui KHM (Kadar Hambat Minimutejtinggi
perkolat secang adalah pada konsentrasi 2,0 % (aiv)terendah
pada konsentrasi 0,1 % (b/v) terhadap pertumbubeiteih P.
aeruginosa danS aureus.

Konsentrasi perkolat secang memberikan pengarudp iygata
terhadap pertumbuhan bakte aureus sedangkan terhadap
pertumbuhan bakteR. aeruginosa tidak berbeda nyata, dikarenakan
S aureus merupakan bakteri gram positif d&n aeruginosa gram
negatif, selain itu karena perbedaaan strukturidgngelnya. Hal ini
sesuai dengan pernyataan Fardiaz (1993) bahwa rbakieg
termasuk gram positif cenderung lebih sensitif didiagkan dengan
gram negatif disebabkan susunan dinding sel balrarin positif
umumnya lebih sederhana dibandingkan dengan baljexin
negatif, sehingga lebih mudah ditembus oleh antwhi&. Bakteri
gram positif 90 % kandungan dinding selnya adaleptigoglikan.



Sedangkan bakteri gram negatif komponen dindingnysel
mengandung 5-20 % peptidoglikan selebihnya terdhnii protein
lipopolisakarida dan Iipoprotein.

ﬁ H,c——O0—C—R
R—c—o—tla T »
Hzc—o—ﬁ—*o
. o]
Fosfolipid Fenol
O-
H,C——OH o
-l + R—C—OH + HsPO, +
H,C——OH =
Gliserol Asam karboksilat Asam fosfat

Gambar 4.7 Mekanisme perusakan senyav@sfolipid pada
membrarsel bakteri oleh senyawa fenol.

Mekanisme penghambatan atau kematian mikroba aulat)
senyawa kimia disebakan oleh beberapa hal yaitusk&an dinding
sel, kebocoran membran sitoplasma serta penghamlsitiéesis
protein. Dimana secara kimia membran sitoplasmairieatas
fosfolipida yang mengandung gliserol, asam lemak fdafat serta
protein yang terpadu didalamnya (Volk dan MargaretB93).
Adanya senyawa tersebut akan menyebabkan interddésgan
fosfolipida sehingga fosfolipida tidak mampu mekakskan
fungsinya dengan baik dan akan mengalami kerusalgala
fosfolipida itu rusak dan tidak mampu mempertahankentuk
membran sitoplasma hingga membran sitoplasma mebpabr.
Bocornya membran sitoplasma menyebabkan zat-zatg yan
diperlukan untuk metabolisme sel bakteri akan t@nigukeluar dan
dapat mencegah masuknya bahan-bahan makanan atisu yang
diperlukan bakteri untuk menghasilkan energi, akipa bakteri
akan mengalami hambatan pertumbuhan dan bahkartigamdaka
dapat dianalogikan senyawa fenol yang terkandurigndayu



secang yang memiliki gugus OH akan melakukan mekai
penghambatan pertumbuhan yang sama.

Perkolat kayu secang yang memiliki sifat hipertof@engan
sedikit kandungan air) bila dibandingkan dengagKkimgan dalam
tubuh P. aeruginosa dan S aureus akibatnya terjadi efek osmosis
terhadap P. aeruginosa dan S. aureus yang ditandai dengan
keluarnya cairan dari dalam tubuh kuman ke linglamigiar. Selain
itu kandungan air yang sedikit dalam perkolat kapecang tidak
mencukupi kebutuhanP. aeruginosa dan S aureus untuk
kelangsungan  hidupnya. Hal-hal tersebut mengaldbatk
terhambatnya pertumbuha® aeruginosa dan S aereus bahkan
dapat menyebabkan kematian daraeruginosa danS aureus.






BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkangsaaerikut :

1. Perkolat kayu secang dari 0 % (b/v) sampai denga®®(b/v)
menunjukkan adanya pengaruh terhadap pertumbutkeriia.
aeruginosa dengan nilai hambat terbesar 17,88 mm, semakin
besar konsentrasi perkolat secang, maka daya hayaef
dihasilkan semakin besar juga.

2. Perkolat kayu secang dari 0 % (b/v) sampai denga®@(b/v)
menunjukkan adanya pengaruh terhadap pertumbuhaeria
aureus dengan nilai hambat terbesar 18,39 mm, semakiarbes
konsentrasi perkolat secang, maka daya hambat diiagilkan
semakin besar juga.

5.2 Saran

Hasil penelitian menunjukkan bahwa perkolat kaywarg
memiliki daya hambat terhadap prtumbuhan baktéeh &arena itu
perlu penelitian lebih lanjut mengenai pemurniamys&va yang
terkandung dalam perkolat kayu secang.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian

Kayu Secang

A 4

Isolat
P. aeruginosa danS.aureus

4

Perkolasi Kayu Secang

Ditumbuhkan di media
produksi (MH Broth)

Perkolat Kayu

secan

\ 4

Uji antibakteri Dengan Metode
Difusi Cakram




Lampiran 2. Diagram Kerja

2.1 Perkolasi Kayu Secang

Kayu Secang

A 4

Ditimbang sebanyak 200 g

Dimasukkan dalam alat perkolasi

Ditambahkan etanol 96 % (v/v) sebanyak 2 L hingga
kayu secang terendam seluruhnya

Wadah perkolasi ditutup

Direndam selama 3 hari

Dialiri etanol 96 % (v/v) melalui corong pisah samb
larutan yang berada dalam wadah perkolasi dialirkan
keluar

Diatur supaya larutan yang keluar dan yang masumasa
Ditampung larutan hasil perkolasi

Dilakukan hingga larutan menjadi tak berwarna
Diuapkan etanolnya dengan menggunaicary
evaporator vacuum hingga membentuk gulali

Perkolat Secang

2.2 Pembuatan Larutan cair Perkolat Secang

Pekolat Secang

Ditimbang sebanyak 10 gram

Dilarutkan dengan 60 mL akuades pada gelas kimia
Disaring endapan yang terbentuk

Dipindahkan secara kuantitatif pada labu ukur 100 m
Ditambahkan akuades hingga volume 100 mL

i

!

Endapan coklat Larutan cair Secang




2.3 Uji Fenolik

Perkolat Secang

- Ditimbang 10 mg

- Diencerkan dengan akuades sebanyak 5 mL
- Ditambahkan 3 mL larutan Besi (lll) Klorida

- Diamati perubahan warna yang terjadi

Data perubahan
warna

2.4 Peremajaan biakan murniP. aeruginosa dan S. aureus

Bakteri

- Digoreskan secara aseptis dengan jarum ose pada
media padat NAP agar miring

- Ditutup dengan kapas

- Diinkubasi selama 48 jam pada temperatut@7

\ 4
Hasil Peremajaan

2.5Pembuatan Larutan Bakteri P. aeruginosa dan S. aureus
10° sel/mL

P.aeruginosa danS. aureus 0,5
McFarland

- Diambil 1 ose
- Ditambah 10 mL akuades steril
- Dicampur hingga ra

A

P. aeruginosa danS. aureus
10°sel/mL




2.6 Pembuatan Nutrient Agar Plate

Nutrien Agar

v

- Dtimbang sebanyak 2 gram
- Dicairkan dalam 100 mL akuades dan dipanaskan

hingga mendidih sambil diaduk

- Dimasukkan dalam tabung reaksi masing-masing 10

mL dan ditutup dengan kapas

- Disterilkan dengan autoklaf pada temperaturl21

tekanan 15 Psi selama 15 menit

- Didinginkan dalam keadaan miring selama 24 jam.

Media Padat NAP

2.7 Uji Antibakteri dengan Metode Difusi Cakram

Media padat

Dipanaskan hingga mencair

Didinginkan pada dan dituangkan dalam cawan
petris steril.

Ditambahkan 0,1 mL larutan bakteri aktif
P.aeruginosa danS aureus dihomogenkan dan
dibiarkan memadat

Diberi kertas saring yang telah diserapkan pada
perkolat secang dan diletatakkan pada permukaan
media padat

Diinkubasi pada temperatur 3Z selama 24 jam
Diukur diameter zona hambat yang terbentuk
dengan menggunakan penris.

Data diameter
hambat




Lampiran 3. Uji Statistika Terhadap Diameter Zona Hambat Bakteri P. aeruginosa dan S. aureus.

Tabel L. 3.1 Hasil analisa data Pengaruh Konsarfadkolat Secang Terhadap Diameter Zona Hambakte
P. aeruginosa.

Diameter Zona Hambat
Bakteri 0% 0,1%| 0,2%| 0,4% 0,6% 0,8% 10% 15% 2,0%

1 10,23| 10,55 11,22 1245 13,23 1515 1536 16,7823
2 10,25| 11,33 12 134 14,15 15 1533 15,98 17,42
3 10,06 11 12,21 13,28 14,02 1409 15/86 16,02 18

Total 30,54| 32,88 3548 39,08 41/4 45,14 46,55 9A8,83,65
Rata-Rata| 10,18 1096 11,81 1302 138 1504 15H326| 17,88

Tabel L. 3.2 Hasil analisa data Pengaruh Konsarfekolat Secang Terhadap Diameter Zona HambateB&k
aureus.

Diameter Zona Hambat
Bakteri 0% 0,1%| 0,2% 0,4%} 0,6% 08% 10% 183% 2,0%

1 10,25| 11,12 124% 13,35 14,15 15/75 16,25 17,48,95]
2 10,25| 11,33 12,183 13,22 14 15(1 15,7 16,55 18,21
3 10,32 10,99 1225 13,1 14,02 1499 1586 17,11,0118

Total 30,82| 33,44 36,88 26,97 42,17 45|84 47,81,151 55,17
Rata-Rata| 10,27 11,14 12,27 13,22 14,05 15,28 31507,03| 18,39




Tabel L. 3.3 Tabel Anova

Sumber Keragaman db JK KT Fhit | Sig.
Perlakuan 8 158,885 19,861 125,863i 0,000

P. Galat 18 2,840 0,158 |

aeruginosa Total 26 161,726 ‘
Perlakuan 8 177,590 22,199 256,162 | 0,000

Galat 18 1,560 0,087 |

Saereus  Total 26 179,150 |




Tabel L. 3.4 Tabel Uji Duncan Terhadap Diameter Haholeh BakterP.aeruginosa.

Konsentrasi

- Subset for alpha=0,05

3

4

5

6

7

0
0.1
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
15
2.0

Sig.

WWWwWwwwwwww

1,000

1,000

1,000

13,02 |

1,000

13,80

1,000

0,165

1,000

17,88
1,000

Means for groups in homogeneous subsets are dexplay
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.



Tabel L. 3.5 Tabel Hasil Uji Duncan terhadap disanéiambat oleh Bakte8 aureus.

Konsentrasi

N

Subset for alpha = 0,05

3

4 5 6

0
0.1
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
15
2.0

Sig.

WWWWwwWwwWwwww

10,27

1,000

11,14

12,27

13,22
14,05

1,000‘ 1,000, 1,000, 1,000/ 1,000

1,000

17,03

1,000

18,39
1,000

Means for groups in homogeneous subsets are desplay

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.




Lampiran 4. Gambar Uji Antibakteri

Gambar L 4.1Zona hambat pada media yang ditumbuhi
aeruginosa yang diuji dengan kertas cakram yang
diberi perkolat kayu secang 0; 0,1; 0,2 dan 0,4 %
(b/v).

Gambar L 4.2 Zona hambat pada media yang ditumBudnireus
yang diuji dengan kertas cakram yang diberi
perkolat kayu secang 0; 0,1; 0,2 dan 0,4 % (b/v).



Gambar L 4.3 Zona hambat pada media yang ditumbuihi
aeruginosa yang diuji dengan kertas cakram yang
diberi perkolat kayu secang 0; 0,4; 0,6 dan 0,8 %
(b/v).

Gambar L 4.4Zona hambat pada media yang ditumbuhiaureus
yang diuji dengan kertas cakram yang diberi paitkol
kayu secang 0; 0,4; 0,6 dan 0,8 % (b/v).



L
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Gambar L 4.5Zona hambat pada media yang ditumbuhi

aeruginosa yang diuji dengan kertas cakram yang
diberi perkolat kayu secang 2,0; 1,5; 1,0; dan%,38
(b/v).

Gambar L 4.6 Zona hambat pada media yang ditumb8haureus
yang diuji dengan kertas cakram yang diberi
perkolat kayu secang 2,0; 1,5; 1,0 dan 0,8 % (b/v).



Lampiran 5. Gambar Proses Ekstraksi Perkolasi

Corong Pisah

‘ &
Y
]
-
A

Labu Perkolasi

Erlemeyer



Lampiran 6. Gambar Alat Rotari evaporator vacuum.

Labu Distilasi

Labu Distilat

Kolom Distilasi



