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ABSTRAK

Nuraini, Afifah. 2019. AKTIVITAS ANTIMIKROBA EKSTRAK ETANOL 80% DAN
FRAKSI BUAH JAMBU WER (Prunus persica Sieb.&Zucc) PADA
BAKTERI Bacillus subtilis ATCC 19659. Tugas Akhir, Program Studi
Sarjana Farmasi, Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya, Pembimbing
: (1) Uswatun Khasanah, S.Farm., M.Farm., Apt (2) Alvan Febrian Shalas.,
S.Farm., M.Farm., Apt.

Penggunaan antibiotik dengan intensitas tinggi dapat menimbulkan masalah
kesehatan di dunia seperti terjadinya resistensi bakteri terhadap antibiotik.
Keanekaragaman hayati Indonesia menjadi potensi bagi pengembangan obat dari
tanaman sebagai antimikroba. Salah satunya adalah buah jambu wer (Prunus
persica Sieb. & Zucc.) yang banyak digunakan masyarakat Suku Tengger untuk
mengobati penyakit diare. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui
aktivitas antimikroba dari ekstrak etanol 80%, fraksi kloroform, etil asetat, n-
butanol, dan air buah jambu wer (Prunus persica Sieb.&Zucc.) terhadap bakteri
Bacillus subtilis ATCC 19659. Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi
sehingga diperoleh ekstrak 80%. Kemudian dilanjutkan fraksinasi bertingkat
sesuai dengan tingkat kepolaran sehingga diperoleh fraksi kloroform, etil asetat,
n-butanol, dan air. Pengujian aktivitas antimikroba Bacillus subtilis ATCC 19659
dilakukan dengan metode mikrodilusi. Kosentrasi larutan uji yang digunakan
50000, 25000, 12500, 6250, 3125, 1562,5, 781,25, 390.63, 195.31, dan 97.66
ppm. Hasil KHM yang diperoleh dari masing-masing sampel adalah ekstrak etanol
80% sebesar 12500 ppm, fraksi kloroform sebesar 25000 ppm, fraksi etil asetat
sebesar 12500 ppm, fraksi n-butanol sebesar 25000 ppm, dan fraksi air sebesar
50000 ppm. Nilai KBM yang diperoleh ekstrak etanol 80% sebesar 25000 ppm,
fraksi kloroform, dan etil asetat memiliki nilai KBM yang sama yaitu sebesar 50000
ppm. Fraksi n-butanol dan air membutuhkan konsentrasi lebih dari 50000 ppm
untuk dapat membunuh bakteri Bacillus subtilis ATCC 19659. Berdasarkan hasil
penapisan fitokimia fraksi buah jambu wer (Prunus persica Sieb. & Zucc.)
mengandung terpenoid, flavonoid, dan polifenol.

Kata kunci: Buah jambu wer (Prunus persica Sieb. & Zucc.), Antimikroba,
Mikrodilusi, KHM, KBM.
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ABSTRACT

Nuraini, Afifah. 2019. ANTIMICROBIAL ACTIVITY of EXTRACT ETHANOL 80%
and FRACTION JAMBU WER FRUIT (Prunus persica Sieb.&Zucc)
AGAINTS Bacillus subtilis ATCC 19659. Final Assigment, Pharmacy
Program, Medical Faculty Brawijaya University, Supervisors : (1) Uswatun
Khasanah, S.Farm., M.Farm., Apt (2) Alvan Febrian Shalas., S.Farm.,
M.Farm., Apt.

The use of high intensity antibiotics can cause health problems in the world such
as bacterial resistance to antibiotics. Indonesia biodiversity is a potential for the
development of medicinal plants as antimicrobials. One of them is jambu wer fruit
(Prunus persica Sieb. & Zucc.), which is commonly used by the Tengger people to
treat diarrheal diseases. The purpose of this research is to idetity the antimicrobial
activity from ethanol extract 80%, chloroform, ethyl acetate, n-butanol, and water
fraction of jambu wer fruit (Prunus persica Sieb. & Zucc.) againts Bacillus subtilis
ATCC 19659. The extraction was done by maceration method with ethanol 80%.
Liquid-liquid fractination was succesfully separated using chloroform, ethyl acetate,
n-butanol, and water fractions. A antimicrobial activity againts Bacillus subtilis
ATCC 19659 was done by microdilution method. Extract and fractions were diluted
into 10 serial concentration 50000, 25000, 12500, 6250, 3125, 1562.5, 781.25,
390.63, 195.31, and 97.66 ppm. Resulting MIC had been got from each sample
are extract etanol 80% as much as 12500 ppm, chloroform fraction as much as
12500 ppm, n-butanol fraction as much as 25000 ppm, and water fraction as much
as 50000 ppm. MBC concentration value obtained ethanol extract 80% as much
as 25000 ppm, chloroform, and etil asetat fraction had got MBC concentration
value as equivalent as 50000 ppm. N-butanol and water fraction requires a
concentration more than 50000 ppm againts Bacillus subtilis ATCC 19659. Based
on phytochemical screening resulted from jambu wer fruits containing terpenoid,
flavonoid, and polyphenol.

Keywords: Jambu wer fruit (Prunus persica Sieb.&Zucc.), Antimicrobial,
Microdilution, MIC, MBC.
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ABSTRAK

Nuraini, Afifah. 2019. AKTIVITAS ANTIMIKROBA EKSTRAK ETANOL 80% DAN FRAKSI
BUAH JAMBU WER (Prunus persica Sieb.&Zucc) PADA BAKTERI Bacillus
subtilis ATCC 19659. Tugas Akhir, Program Studi Sarjana Farmasi, Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya, Pembimbing : (1) Uswatun Khasanah, S.Farm.,
M.Farm., Apt (2) Alvan Febrian Shalas., S.Farm., M.Farm., Apt.

Penggunaan antibiotik dengan intensitas tinggi dapat menimbulkan masalah kesehatan di
dunia seperti terjadinya resistensi bakteri terhadap antibiotik. Keanekaragaman hayati
Indonesia menjadi potensi bagi pengembangan obat dari tanaman sebagai antimikroba. Salah
satunya adalah buah jambu wer (Prunus persica Sieb. & Zucc.) yang banyak digunakan
masyarakat Suku Tengger untuk mengobati penyakit diare. Tujuan dari penelitian ini adalah
untuk mengetahui aktivitas antimikroba dari ekstrak etanol 80%, fraksi kloroform, etil asetat,
n-butanol, dan air buah jambu wer (Prunus persica Sieb.&Zucc.) terhadap bakteri Bacillus
subtilis ATCC 19659. Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi sehingga diperoleh
ekstrak 80%. Kemudian dilanjutkan fraksinasi bertingkat sesuai dengan tingkat kepolaran
sehingga diperoleh fraksi kloroform, etil asetat, n-butanol, dan air. Pengujian aktivitas
antimikroba Bacillus subtilis ATCC 19659 dilakukan dengan metode mikrodilusi. Kosentrasi
larutan uji yang digunakan 50000, 25000, 12500, 6250, 3125, 1562,5, 781,25, 390.63, 195.31,
dan 97.66 ppm. Hasil KHM yang diperoleh dari masing-masing sampel adalah ekstrak etanol
80% sebesar 12500 ppm, fraksi kloroform sebesar 25000 ppm, fraksi etil asetat sebesar
12500 ppm, fraksi n-butanol sebesar 25000 ppm, dan fraksi air sebesar 50000 ppm. Nilai KBM
yang diperoleh ekstrak etanol 80% sebesar 25000 ppm, fraksi kloroform, dan etil asetat
memiliki nilai KBM yang sama vyaitu sebesar 50000 ppm. Fraksi n-butanol dan air
membutuhkan konsentrasi lebih dari 50000 ppm untuk dapat membunuh bakteri Bacillus
subtilis ATCC 19659. Berdasarkan hasil penapisan fitokimia fraksi buah jambu wer (Prunus
persica Sieb. & Zucc.) mengandung terpenoid, flavonoid, dan polifenol.

Kata kunci: Buah jambu wer (Prunus persica Sieb. & Zucc.), Antimikroba, Mikrodilusi, KHM,
KBM.
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ABSTRACT

Nuraini, Afifah. 2019. ANTIMICROBIAL ACTIVITY of EXTRACT ETHANOL 80% and
FRACTION JAMBU WER FRUIT (Prunus persica Sieb.&Zucc) AGAINTS Bacillus
subtilis ATCC 19659. Final Assigment, Pharmacy Program, Medical Faculty
Brawijaya University, Supervisors : (1) Uswatun Khasanah, S.Farm., M.Farm., Apt (2)
Alvan Febrian Shalas., S.Farm., M.Farm., Apt.

The use of high intensity antibiotics can cause health problems in the world such as bacterial
resistance to antibiotics. Indonesia biodiversity is a potential for the development of medicinal
plants as antimicrobials. One of them is jambu wer fruit (Prunus persica Sieb. & Zucc.), which
is commonly used by the Tengger people to treat diarrheal diseases. The purpose of this
research is to idetity the antimicrobial activity from ethanol extract 80%, chloroform, ethyl
acetate, n-butanol, and water fraction of jambu wer fruit (Prunus persica Sieb. & Zucc.) againts
Bacillus subtilis ATCC 19659. The extraction was done by maceration method with ethanol
80%. Liquid-liquid fractination was succesfully separated using chloroform, ethyl acetate, n-
butanol, and water fractions. A antimicrobial activity againts Bacillus subtilis ATCC 19659 was
done by microdilution method. Extract and fractions were diluted into 10 serial concentration
50000, 25000, 12500, 6250, 3125, 1562.5, 781.25, 390.63, 195.31, and 97.66 ppm. Resulting
MIC had been got from each sample are extract ethanol 80% as much as 12500 ppm,
chloroform fraction as much as 12500 ppm, n-butanol fraction as much as 25000 ppm, and
water fraction as much as 50000 ppm. MBC concentration value obtained ethanol extract 80%
as much as 25000 ppm, chloroform, and etil asetat fraction had got MBC concentration value
as equivalent as 50000 ppm. N-butanol and water fraction requires a concentration more than
50000 ppm againts Bacillus subtilis ATCC 19659. Based on phytochemical screening resulted
from jambu wer fruits containing terpenoid, flavonoid, and polyphenol.

Keywords: Jambu wer fruit (Prunus persica Sieb. &Zucc.), Antimicrobial, Microdilution, MIC,
MBC.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Penyakit infeksi menjadi penyebab utama tingginya angka kesakitan
(mordibity) dan kematian (mortality) di negara-negara berkembang seperti
Indonesia. Penyakit infeksi merupakan penyakit yang disebabkan karena adanya
bakteri patogen (Darmadi, 2008). Bakteri yang dapat menyebabkan terjadinya
infeksi adalah Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella Thypi, dan lain-lain.
Penyakit infeksi dapat diobati dengan penggunaan antibiotik, seperti tetrasiklin,
penicillin, gentamycin, dan lain-lain.

Diare merupakan salah satu penyakit infeksi yang menjadi masalah
kesehatan di dunia. World Health Organization (WHO) menyebutkan terjadi 1.7
juta kejadian diare di seluruh dunia (WHO, 2013). Di Indonesia dari 2.812 pasien
diare disebabkan bakteri yang datang ke rumah sakit dari beberapa provinsi
seperti Jakarta, Padang, Medan, Denpasar, Pontianak, Makasar dan Batam yang
dianalisa dari 1995 sampai 2001, penyebab terbanyak adalah Vibrio cholerae 01,
diikuti dengan Shigella spp, Salmonella spp, V. Parahaemoliticus, Salmonella
typhi, Campylobacter Jejuni, V. Cholera non-01, dan Salmonella paratyphi A
(Jones, ACC dan Farthing, MJG, 2004). Selain itu, diare juga dapat dikarenakan
foodborne infections dan waterborne infections yang disebabkan bakteri
Salmonella spp, Campylobacter jejuni, Stafilococcus aureus, Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Clostridium perfringens dan Enterohemorrhagic Escherichia coli

(EHEC) (Zein, Umar, dkk., 2004; Logan, N.A., 2011). Banyak dilaporkan



keracunan makanan yang disebabkan oleh bakteri Bacillus subtilis. Di Nagano,
Jepang pada tahun 1978 dilaporkan terjadi keracunan makanan yang disebabkan
oleh bakteri Bacillus subtilis di sebuah sekolah menengah. Terdapat 586 anak-
anak dan staf anggota mengalami gejala sakit perut, mual, muntah, dan diare
setelah makan ‘Yasai-karashi-ae’ (sayuran yang diberi mustrad) yang disiapkan di
dapur sekolah tersebut. Selain itu, terdapat laporan mengenai keracunan bakteri
Bacillus subtilis setelah makan daging yang sudah dimasak dan disimpan selama
satu malam di suhu ruang (Ueda, dan Yoshihiro, 1999).

Bacillus subtilis merupakan bakteri Gram positif yang dapat membentuk
endospora berbentuk oval di bagian sentra. Manifestasi klinis dari Bacillus subtilis
antara lain diare, meningitis, endokarditis, dan infeksi mata. Toksin yang dihasilkan
bakteri Bacillus subtilis pada usus dapat menimbulkan respon inflamasi seperti
nyeri abdominal, mual, muntah dan diare (Aini, dkk., 2013 ; Baron, Samuel, 1996).
Bakteri ini umumnya masuk ke dalam tubuh melalui kontaminasi makanan secara
oral. Terapi infeksi akibat bakteri Bacillus subtilis adalah eritromisin, klindamisin
dan kanamisin (Adimpong, dkk., 2012). Berdasarkan hasil penelitian, bakteri
Bacillus subtilis resisten terhadap kloramfenikol dan tertrasiklin sekitar 18-64%,
serta terhadap rifampisin dan streptomisin (Mazza, P, dkk, 1992; Mohammadou,
dkk, 2014; Wannarat, dkk, 2014).

Penggunaan antibiotik secara oral ataupun parenteral semakin meningkat
saat ini. Faktor penyebab meningkatnya penggunaan antibiotik antara lain
meningkatnya angka kejadian infeksi, banyak masyarakat meminum antibiotik
tidak sesuai anjuran dokter, dan penggunaan antibiotik di; berbagai bagian rumah
sakit yang tidak didasarkan pada indikasi sekitar 30%-80% (Mardiastuti, H.W.,

dkk., 2007; Kemenkes RI, 2011).Hal tersebut dapat menimbulkan permasalahan



yaitu munculnya bakteri patogen yang resisten terhadap antibiotik. Di Amerika
serikat, Center for Diseases Control and Prevention (CDC) melaporkan bahwa
setiap tahunnya paling tidak dua juta orang menderita infeksi oleh bakteri yang
resisten terhadap satu atau lebih antibiotik yang seharusnya menjadi obat pilihan
untuk bakteri tersebut. Lebih dari 23.000 orang meninggal setiap tahunnya karena
infeksi bakteri yang resisten terhadap antibiotik (CDC, 2013). Di Asia Tenggara,
masalah resistensi antibiotik menjadi masalah nasional (WHO SEARO, 2010).
Berdasarkan laporan Review on Antimicrobial Resistance, memperkirakan jika
tidak terdapat tindakan yang efektif mengenai resistensi antibiotik, angka kematian
meningkat dari 700.000/tahun menjadi 10 juta/tahun pada tahun 2050 (Brogan,
D.M., Elias, M., 2016).

Seiring meningkatnya masalah resistensi antibiotik, penelitian terkait
dengan pengembangan dan penemuan obat bahan alam sebagai antibiotik baru
semakin meningkat. Salah satu pendekatan untuk penemuan pengobatan baru
yaitu dengan menggunakan pendekatan etnofarmasi. Penelitian dengan
pendekatan etnofarmasi yang dilakukan oleh Batoro dkk, (2012) di Bromo Tengger
mendapatkan hasil bahwa dari 118 jenis tanaman obat yang diketahui oleh
masyarakat Suku Tengger dapat menyembuhkan 60 gejala penyakit. Salah satu
tanaman yang digunakan oleh Suku Tengger adalah jambu wer (Prunus persica
Sieb. &amp; Zucc.). Masyarakat Tengger menggunakan buah dan daun muda
jambu wer yang ditumbuk halus, direbus kemudian diminum airnya untuk
mengobati diare dan sariawan.

Jambu wer (Prunus persica Sieb. &amp; Zucc.) termasuk dalam family
Rosaceae. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Hussain, Talab dkk,

(2015), daun Prunus persica Sieb.&Zucc. mengandung flavonoid, saponin,



glikosida, protein, steroid, tanin dan karbohidrat. Senyawa tanin, flavonoid dan
saponin memiliki efek sebagai antibakteri. Tanaman dalam family Rosaceae
diketahui memiliki aktivitas sebagai antibakteri. Penelitian terdahulu melaporkan
bahwa ekstrak etanol Prunus myrtifolia memiliki aktivitas antibakteri terhadap
bakteri Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis CCCD-B005 dan Candida
albicans ATCC 1023, dengan masing-masing nilai MIC/MBC adalah (0,07
ppm/0,15 ppm); (4,69 ppm/4,69 ppm) dan (4,69 ppm/9,37 ppm) (Weber, Lais
Dayane, et al, 2014). Kemudian, penelitian yang dilakukan Aziz dan Habib, (2012)
melaporkan bahwa ekstrak etanol Prunus persica memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Escherichia coli, Kliebsiella pneumonia, dan Staphylococcus aureus,
dengan masing-masing nilai zona hambatnya adalah 33 cm, 8 cm, dan 17 cm.
Beberapa fraksi dari Prunus persica Sieb & Zucc efektif untuk pengobatan
disentri dan diare yang diakibatkan oleh beberapa mikroba, antara lain Klebsiella
pneumonia, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus.
Fraksi kloroform menunjukkan penghambatan yang rendah terhadap Escherichia
coli, Bacillus subtilis, dan Klebsiella pneumonia, dengan masing-masing diameter
hambatannya adalah (8 mm), (6 mm), dan (6mm), sedangkan fraksi petroleum
eter, diklorometana, etil asetat tidak menunjukkan adanya penghambatan
terhadap Bacillus subtilis (Aziz dan Habib, 2013). Selain itu, penelitian yang
dilakukan Weber, Lais Dayane dkk (2014), melaporkan bahwa fraksi etanol, air,
etil asetat dan heksana pada Prunus myrtifolia memiliki senyawa metabolit
sekunder yang berbeda. Fraksi air mengandung tanin dan flavonoid, fraksi etil
asetat mengandung tanin, saponin, flavonoid, dan triterpen, fraksi etil asetat
mengandung flavonoid serta fraksi heksana tidak mengandung senyawa

metabolit, dengan masing-masing nilai MIC/MBC terhadap bakteri Bacillus subtilis



adalah (3,13 ppm/6,25 ppm); (4,69 ppm/9,37 ppm); (4,69 ppm/9,38 ppm);dan (-/-)
Berdasarkan pemaparan tersebut, setiap fraksi memiliki senyawa metabolit
tertentu yang akan menentukan efek farmakologi dari setiap fraksinya.

Banyak informasi mengenai senyawa metabolit dan efek antimikroba dari
buah Prunus persia. Namun, perlu perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai
aktivitas antimikroba dari ekstrak etanol 80% dan fraksi buah jambu wer (Prunus
persica Sieb.&Zucc.) pada bakteri Bacillus subtilis ATCC 19659. Hal tersebut
dikarenakan dari tempat pengambilan sampel buah Prunus Persica dengan yang
ada diliteratur berbeda, sehingga senyawa metabolit yang terkandung dan efek
antimikroba akan berbeda. Penelitian yang akan dilakukan yaitu melakukan
ekstraksi etanol 80% buah jambu wer (Prunus persica Sieb.&Zucc.). Pemilihan
pelarut etanol 80% dikarenakan etanol mempunyai titik didih yang rendah, aman,
tidak beracun dan tidak berbahaya daripada pelarut lainnya (metanol, dietil eter,
kloroform). Selain itu, memiliki daya ekstraktif terbesar untuk semua bahan alam
berbobot molekul rendah seperti alkaloid, saponin dan flavonoid (Djamal, 2010).
Digunakan konsentrasi 80% dikarenakan pada konsentrasi tersebut memiliki nilai
rendemen ekstrak yang lebih banyak daripada konsentrasi etanol 70% dan 95%
(Senja, dkk., 2014). Selanjutnya dilakukan fraksinasi dan pemeriksaan fitokimia
untuk mengetahui kandungan metabolit sekunder yang terkandung dalam buah
jambu wer (Prunus persica Sieb.&Zucc.) dan dilakukan uji aktivitas antimikroba

pada ekstrak dan fraksi buah jambu wer (Prunus persica Sieb.&Zucc.).
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Rumusan Masalah

1. Bagaimana kandungan metabolit sekunder yang terdapat dalam fraksi
kloroform, etil asetat, n-butanol dan air buah jambu wer (Prunus persica
Sieb.&Zucc.) ?

2. Apakah ekstrak etanol 80% dan fraksi (kloroform, etil asetat, n-butanol,
air) buah Jambu Wer (Prunus persica Sieb.&Zucc.) memiliki aktivitas

antibakteri terhadap bakteri Bacillus subtilis ATCC 196597

Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

1. Mengetahui perbedaan kandungan senyawa metabolit sekunder dari
fraksi kloroform, etil asetat, n-butanol dan air buah jambu wer (Prunus
persica Sieb.&Zucc.).

2. Mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanol 80% dan fraksi
(kloroform, etil asetat, n-butanol, air) buah jambu wer (Prunus persica

Sieb.&Zucc.) terhadap Bacillus subtilis ATCC 19659.

1.3.2 Tujuan Khusus

1. Mengetahui perbedaan kandungan senyawa metabolit sekunder dari
fraksi kloroform, etil asetat, n-butanol dan air buah jambu wer (Prunus
persica Sieb.&Zucc) menggunakan metode KLT.

2. Mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanol 80% dan fraksi
(kloroform, etil asetat, n-butanol, air) buah jambu wer (Prunus persica
Sieb.&Zucc.) pada bakteri Bacillus subtilis ATCC 19659 menggunakan

metode mikrodilusi.



1.4

Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Akademik

1.4.2

1.

Memberikan bukti ilmiah terhadap penggunaan jambu wer
(Prunus persica Sieb.&Zucc.) sebagai obat diare secara empiris
di Suku Tengger.

Pengembangan ilmu fitokimia dan mikrobiologi.

Dasar pengembangan ide penelitian selanjutnya mengenai
manfaat buah jambu wer (Prunus persica Sieb.&Zucc.) sebagai

obat diare infeksi.

Manfaat Praktis

1.

Pengembangan penelitian antibakteri baru dari jambu wer yang
memiliki efek antibakteri Bacillus subtilis ATCC 19659.

Dapat menjadi suatu strategi terapi untuk mengatasi diare
dengan menggunakan fraksi buah jambu wer (Prunus persica

Sieb.&Zucc).



BAB I

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Antibiotik dan Resistensi Antibiotik
2.1.1 Definisi Antibiotik

Antibiotika adalah senyawa kimia yang dihasilkan oleh mikroorganisme
(khususnya dihasilkan oleh fungi) atau dihasilkan secara sintetik yang dapat
membunuh atau menghambat perkembangan bakteri dan organisme lain (Munaf,
1994). Menurut Mims, dkk. (2004) antibiotik adalah substansi kimia yang dibentuk
atau diperoleh dari berbagai mikroorganisme, yang dalam konsentrasi rendah

mampu menghambat mikroorganisme lainnya.

2.1.2 Mekanisme Kerja Antibiotik
Secara umum mekanisme kerja antibiotik pada sel bakteri dapat terjadi

melalui beberapa cara antara lain (Etebu, Ebimieowei dan Ibemologi A., 2016):

a. Menghambat sintesis dinding sel bakteri.
Bakteri memiliki lapisan kaku yang dinamakan peptidoglikan (PG) digunakan
untuk melindungi sel dari tekanan osmotik yang konsisten. Beberapa antibiotik
terutama golongan glycopeptide (contoh vancomycin) dapat menghambat
pertumbuhan bakteri dengan menghambat sintesis dari peptidoglikan. Antibiotik
tersebut menghambat peptidoglikan dengan mengikat dirinya sendiri pada unit
peptidoglikan, sehingga aktivitas transglycosylase dan transpeptidase (proses

sintesis peptidoglikan) terganggu.
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b. Menghambat fungsi atau struktur membran.
Golongan antibitotik yang menghambat membran sel spesifik pada golongan
yang memiliki perbedaan pada tipe lipid pada sel membrannya, contohnya
adalah daptomycin dan polymyxins.

c. Menghambat sintesis asam nukleat.
Antibiotik mengganggu sintesis asam nukleat dengan menghambat replikasi
atau menghentikan transkripsi. Golongan quinolones dapat mengganggu fungsi
dari enzim helikase (enzim yang terlibat dalam proses replikasi DNA sehingga
DNA bisa membuka).

d. Menghambat sintesis protein.
Antibiotik yang menghambat sintesis protein terdiri dari 2 subkelas yaitu
menghambat ribosom 50s dan 30s. Antibiotik seperti erythromycin, clindamycin,
lincomycin, chloramphenicol, linezolid termasuk dalam menghambat sintesis
protein pada ribosom 50s. Mekanisme kerja antibiotik yang menghambat
ribosom 50s adalah menghambat fase inisiasi dari translasi protein (contoh
Oxazolidinones) atau fase elongasi pada sintesis protein (contoh makrolida
yaitu incosamide and streptogramin). Mekanisme kerja antibiotik yang
menghambat ribosom 30s adalah menghambat akses aminoacyl-tRNAs
menuju ribosom, contohnya tetracycline, streptomycin, spectinomycin.
Antibiotik yang menghambat sintesis protein bersifat bakteriostatik.

e. Menghambat metabolisme folat.
Antibiotik yang menghambat sintesis asam folat pada bakteri antara lain
sulphonamides dan trimethoprim. Asam folat sangat penting dalam
metabolisme asam nukleat dan asam amino. Antibiotik sulphonamides dan

trimethoprim bekerja dengan cara mengganggu produksi asam nukleat (DNA
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dan RNA) dan asam amino dengan menirukan substrat yang diperlukan untuk

metabolisme asam folat.

DNA-directed RNA
[RNA slongation [ PO!Ymerase

Cycloserine Quinol _[Nllidixk acid AN Rifampin
Vancomycin Ciprofloxacin Streptovaricins
Bacitracin Novobiocin
Penicillins Protein synthesis
Cephalosporins (508 inhibitors)
Monobactams -
Erythromycin (macrolides)
Carbapenems Chloramphenicol
Folic acid metabolism S::::.myl‘:\"
Trimethroprim ‘ e
Sulfonamides Protein synthesis
(305 inhibitors)
> 5 g [ [Tetracylines
AL . Spectinomycin
3 Streptomycin
Cytoplasmic membrane Z " Gentamicin
structure S S Kanamycin
s\ — Amikacin
\ | Nitrofurans
Cytoplasmic  Cell wall m
membrane Mupirocin
Puromycin

Gambar 2.1. Mekanisme kerja antibiotik pada bakteri (Madigan and Martinko,

2006).
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Tabel 2.1. Mekanisme Kerja Antibiotik

Mekanisme Kerja

Contoh

Menghambat sintesis dinding sel

bakteri

Cycloserine, vancomycin, bacitracin,
penicillins, cephalosporins,

monobactams, carbapenems.

Menghambat fungsi atau struktur

membran.

Polymyxins, daptomycin.

Menghambat sintesis asam nukleat

Nalidixic acis, ciprofloxacin, novobiocin

(quinolones), rifampin.

Menghambat sintesis protein

Eritromycin, chloramphenicol,
clindamycin, lincomycin (menghambat
ribosom 50s).
Tetracyclines, spectinomycin,
streptomycin, gentamycin, kanamycin,
nitrofuran

amikacin, (menghambat

ribosom 30s).

Menghambat metabolism asam

folat.

Trimethroprim, Sulfonamides.

2.1.3 Resistensi Antibiotik

Resistensi antibiotik merupakan tidak terhambatnya pertumbuhan bakteri

dengan pemberian antibiotik secara sistemik dengan dosis normal yang

seharusnya atau kadar hambat minimalnya. Resistensi terjadi ketika bakteri

berubah yang dapat menyebabkan turun atau hilangnya efektivitas obat, senyawa

kimia atau bahan lainnya untuk mengobati infeksi (Bari,2008).
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Mekanisme terjadinya resistensi terhadap antibiotika,antara lain (Tim Mikrobiologi

FKUB, 2003 ) :

1.

Mikroba memproduksi enzim yang merusak obat.

Contoh : Stafilokokus memproduksi enzim (-laktamase yang memecah cincin
B-laktam dari obat penisilin. Bakteri Gram negatif dapat menghasilkan enzim
adenilase, asetilase, fosforilase yang merusak obat aminoglikosida, atau
menghasilkan asetiltransferase yang merusak kloramfenikol.

Mikroba merusak permeabilitas membran selnya.

Contoh : resistensi mikroba terhadap obat yang bekerja menghambat sintesis
protein, karena golongan obat tersebut perlu menembus membran sel bakteri
untuk mencapai titik tangkap kerjanya yaitu ribosom.

Mikroba mengubah struktur target terhadap obat.

Contoh : resistensi bakteri terhadap obat aminoglikosida, eritromisin oleh
karena terjadi perubahan pada struktur ribosom. Demikian juga hilangnya atau
perubahan pada PBPs dari Diplococcus penumoniae, sehingga resistensi
terhadap penisilin dan sefalosporin.

Mikroba mengembangkan jalan metabolisme baru.

Contoh : bakteri yang resisten terhadap sulfonamid mampu mengambil asam
folat dari luar selnya.

Mikroba mengembangkan enzim yang tetap berfungsi untuk metabolismnya,
tetapi tidak dipengaruhi oleh obat.

Contoh : resistensi terhadap obat trimetroprim.

Mikroba memperbesar produksi bahan metabolit.

Contoh : bakteri yang resisten terhadap sulfonamid mampu menghasilkan

PABA dalam jumlah besar. Keadaan ini mengakibatkan bakteri bergantung
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terhadap sulfonamide untuk kelangsungan hidupnya. Mekanisme ini disebut

drug dependence.

2.2 Jambu Wer

2.2.1 Klasifikasi

Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta

Superdivisi  : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Subkelas : Rosidae

Ordo : Rosales

Famili : Rosaceae

Genus . Prunus

Spesies : Prunus persica Sieb.&Zucc

2.2.2 Morfologi

Pohon Prunus persica Sieb&Zucc. memiliki sekitar tinggi 5 sampai 10 m
yang hidup pada daerah panas dan umumnya dibudidayakan di Asia Barat, Eropa,
Himalaya dan India sampai ketinggian 1000 kaki. Terdapat sekitar 100 marga dan
3.000 spesies dalam keluarga Rosaceae. Masyarakat suku Tengger menyebut
tumbuhan buah Prunus persica Sieb&Zucc. dengan buah jambu wer (Hidayat dkk.,
2011). Daun Prunus persica Sieb&Zucc bewarna hijau berbentuk eliptik (oval)
seperti pisau bedah dengan ukuran sekitar 4-8 inci, termasuk daun yang dapat

meranggas. Daun Prunus persica Sieb&Zucc biasanya memiliki kelenjar yang


http://www.plantamor.com/database/database-tumbuhan/daftar-tumbuhan_i618?genus-page=all&src=1&skw=Rosaceae
http://www.plantamor.com/database/database-tumbuhan/daftar-tumbuhan_i618?genus-page=all&src=1&skw=Prunus
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dapat mengeluarkan getah untuk menarik perhatian semut atau serangga lainnya.
Bunga Prunus persica Sieb&Zucc muncul sebelum bulan april dengan bentuk
tunggal, semi-ganda dan ganda bewarna mulai dari putih hingga merah tua. Buah
Prunus persica Sieb&Zucc berbentuk bulat dengan panjang sekitar 3 sampai 6 inci

bewarna merah kekuningan (Gilman, Edward F., dan Dennis G. W., 1994;

Encyclopaedia Britannica, 2018).

(@) (b)

Gambar 2.2. (a) Buah dan (b) Bunga jambu wer (Prunus persica Sieb&Zucc.)

2.2.3 Kandungan Metabolik Sekunder

Senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak buah Prunus
persica Sieb.&Zucc adalah nitrile glycosides, seperti prunasin dan amygdalin.
Pada bagian batang mengandung beta sitosterol, D-glukoside, hentriacontane,
hentriacontanol, flavonoid naringenin, dihydrokaempferol, kaempferol dan
quercetin (Khare, C.P., 2007). Daun Prunus persica Sieb.&Zucc mengandung
flavonoid, saponin, glikosida, protein, steroid, tanin dan karbohidrat (Hussain,
Talab, et al, 2015).

2.2.4 Aktivitas Farmakologi
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Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Batoro, dkk (2011) di Bromo
Tengger Semeru Jawa Timur didapatkan hasil bahwa buah jambu wer (Prunus
persica Sieb.&Zucc) digunakan sebagai obat diare. Senyawa metabolit sekunder
yang terkandung pada daun Prunus persica Sieb.&Zucc adalah flavonoid, saponin,
glikosida, protein, steroid, tanin dan karbohidrat. Saponin digunakan untuk
hiperkolesteromia, antioksidan, antikanker, antiinflamasi. Flavonoid merupakan
komponen fenolik yang digunakan sebagai antioksidan. Saponin digunakan
sebagai terapi hipotensi dan cardiodepressant. Glikosida digunakan sebagai terapi
HF dan aritmia (Hussain, Talab, et al, 2015).

Penelitian yang dilakukan oleh Raturi, dkk ( 2011 ) melaporkan bahwa
ekstrak metanol dari kulit Prunus persica memiliki aktivitas antibakteri pada bakteri
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Staphlococcus epidermidis dan bakteri
Gram negatif Kleibsella pneumonia, Mycobacterium smegmatis, dengan masing-
masing diameter penghambatannya adalah (22-23.5 mm), (15-19 mm), (15.5-18.5
mm), dan (23-25 mm), (16-18 mm). Selain itu, penelitian yang dilakukan Aziz dan
Habib (2013) melaporkan bahwa fraksi petroleum eter memiliki aktivitas antibakteri
terhadap bakteri Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, dengan masing-masing diameter penghambatannya
adalah (33 m), (8 mm), (9 mm), (17 mm), fraksi diklorometan memiliki aktivitas
antibakteri terhadap Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Shigella flexenari, dengan masing-masing
diameter penghambatannya adalah (17 mm), (21 mm), (8 mm),(9mm), fraksi
kloroform memiliki akttivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli,
Klebsiella pneumonia, Bacillus subtilis, dengan masing-masing diameter

penghambatannya adalah (8 mm), (6 mm), (6 mm).
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2.3 Bakteri Bacillus subtilis

Domain : Bacteria

Filum . Firmicutes
Kelas : Bacilli
Ordo : Bacillales
Famili : Bacillaceae
Genus : Bacillus

Spesies : B. subtilis

Gambar 2.3 Bakteri Bacillus subtilis menggunakan mikroskop elektron

Bacillus subtilis merupakan bakteri Gram positif yang dapat membentuk
endospora yang berbentuk oval di bagian sentral sel. Sel Bacillus spp. berbentuk
batang, berukuran 0,3-2,2 x 1,2-7,0 ym, mempunyai flagel peritrikus, bersifat
aerob atau anaerob fakultatif serta heterotrof, katalase positif, sel gerak yang
membentuk endospora elips lebih tahan daripada sel vegetatif terhadap panas,
kering dan faktor lingkungan lain yang merusak. Bakteri Bacillus subtilis sensitif
terhadap antibiotik penicillin G, ampicillin, methicillin, dan cephatolin (Coonrod,

dkk., 1971). Antibiotik yang dapat digunakan pada infeksi bakteri Bacillus ssp
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antara lain eritromisin, klindamisin dan kanamisin (Adimpong, dkk., 2012). Bakteri
Bacillus mempunyai daya resisten terhadap anti mikroba dan dapat menghasilkan
bakteriosin yang dapat melawan bakteri lainnya, sehingga bakteri ini mampu
bertahan di dalam saluran pencernaan (Aini et al. 2013; Soesanto 2008). Bacillus
subtilis resisten terhadap eritromisin, linkomisin, sefalosporin, sikloserin,

kloramfenikol, tetrasiklin, streptomisin dan neomisin (Barbosa dkk, 2005).

[spre core)

Prateplist
membane

Gambar 2.4. Spora Bacillus (Baron,Samuel 1996).

Tabel 2.2. Karakteristik morfologi dan biokimia Bacillus subtilis

Penguijian Reaksi
Sifat Gram

Tumbuh pada pH 5.70

Tunbuh pada kandungan MaCl 1%

Penggunaamn sitrat

Hidup dalam medium glukosa pada kondisi tanpa oksigen
Produksi asam dar karbon: arabimosa, manitol dan xylosa
Produksi indol

WF test

Hidmolisis pati

Hidmolisis gelatin

EUmber. LEary dan Ghun [ 1556 daam Suprad (2006), Anl &f L [2003)

O T I T T T R A

2.3.1 Manifestasi Klinis

Bakteri Bacillus subtilis dapat menyebabkan endocarditis, meningitis,
infeksi pada mata, telinga, saluran pernafasan, saluran urinaria, dan saluran
pencernaan. Selain itu, bakteri Bacillus subtilis dapat menyebabkan diare dan
nyeri pada bagian perut selama 1-14 jam akibat kontaminasi makanan.

Makanan/minuman yang terkontaminasi spora, akan mengalami germinasi di
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dalam saluran cerna dan menghasilkan enterotoksin. Enterotoksin ini akan
mempengaruhi usus yang dapat menyebabkan diare. Diare yang diakibatkan dari
spora bakteri masih bertahan dan berkembang pada saat proses pemasakan atau
pasteurisasi. Diare yang diakibatkan Bacillus cereus diakibatkan bakteri
menghasilkan toksin yaitu cereolysin pada saat multiplikasi di makanan, namun
pada spesies Bacillus lainnya tidak diketahui toksin yang dihasilkan (Tim
Mikrobiologi FKUB, 2003 ; Baron,Samuel 1996).

Bakteri Bacillus subtilis secara komersial digunakan untuk biopestisida
agar patogen tular tanah yang menyebabkan penyakit pada tanaman dapat
terkendali. Oleh karena itu, sayur ataupun buah yang menggunakan biopestisida
tersebut tidak dicuci sampai kadar bakterinya sedikit akan menimbulkan
kontaminasi pada makanan yang menyebabkan diare. Gejala biasanya dirasakan
setelah 24-48 jam. Dosis infeksi sekitar 10%-10° sel/gram makanan. Diare
disebabkan karena bakteri tersebut menghasilkan toksin yang akan merusak

integritas dari membran sel epitel ileal (Logan, N.A., 2011).
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Diarrhea, Nausea
or Yomitting

AR = 2-15 illnesses/person-yr
]
SYMPTOMATIC THERAPY ORAL
REHYDRATION THERAPY
L] Resolution
Assess
-Duration { = 1 day) NO
-Severity (dehydration, Continued or
fever, blood, wt.loss) Recument
lliness
YES
Explore History of : OBTAIN STOOL
Fever, tenesmus Travel FORWBC
Elood Otbreak {or Fecal Lactoferrin)
Seafood Sexual exp. -t
Antibiofic use Abd_pain
Wi loss Immunosupp.
NONINFLAMMATORY INFLAMMATORY
o [ WEC or Lactofermin
Ex: Vibrio (cholerae et al) or continued ilinesses)
E.coli (LT, ST} Ex: Shigella
C.perfiingens Salmonella
S aureus C.jejuni
B.cereus E.coli {EIEC})
Cylolovdc C.difficile
L
Culture for :
Shigella, Salmonella, C jejuni
¥
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further evaluation
Consider :
Empiric Antinicrobial Theraov

Gambar 2.5. Pendekatan umum Diare infeksi Bakteri (Ciesla WP, dkk 2003).

Pemberian antibotik secara empiris jarang diindikasikan pada diare akut
infeksi, karena 40% kasus diare infeksi sembuh kurang dari 3 hari tanpa pemberian
antibiotik. Pemberian antibiotik di indikasikan pada pasien dengan gejala dan
tanda diare infeksi seperti demam, feses berdarah, leukosit pada feses,
mengurangi ekskresi dan kontaminasi lingkungan, persisten atau penyelamatan
jiwa pada diare infeksi, diare pada pelancong, dan pasien immunocompromised.
Pemberian antibiotik secara empiris dapat dilakukan tetapi terapi antibiotik spesifik
diberikan berdasarkan kultur dan resistensi kuman (Ciesla WP, dkk 2003). Terapi
antibiotik untuk bakteri Gram positif antara lain glycopeptides,cephalosporin
generasi pertama, penicillinase- resistant penicillins, clindamycin,
quinupristin/dalfopristin, and linezolid (Paul, dkk., 2005). Antibiotik bacitracin efektif

untuk bakteri Gram positif,namun resisten terhadap bakteri Bacillus subitilis.
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2.4 Ekstraksi

Ekstraksi adalah metode pemisahan dari tanaman obat dengan
menggunakan pelarut selektif melalui prosedur standart. Selama proses ekstraksi,
pelarut menyebar ke dalam bagian tanaman dan melarutkan senyawa metabolit
yang memiliki polaritas yang sama. Senyawa metabolit pada tanaman yang dapat
dipisahkan dengan metode ekstraksi antara lain alkaloid, glikosida, terpenoid,
flavonoid dan lignin (Pandey, Amita dan Shalini T., 2013).
Tabel 2.3. Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi senyawa metabolit sekunder

(Pandey, Amita dan Shalini T., 2013).

Air Etanol Metanol Kloroform Eter Aseton
Antosianin Tanin Antosianin Terpenoid  Alkaloid Fenol
Starches Polifenol Terpenoid Flavonoid  Terpenoid  Flavonol
Tanin Polycetylenes Tanin Kumarin
Saponin Flavonol Saponin Fatty acids
Terpenoid Terpenoid Xanthoxylline
Polipeptida Sterol Totarol
Lektin Alkaloid Quassinoid

Lakton

Flavon

Phenon

Polifenol
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2.4.1 Jenis Ekstraksi
2.4.1.1 Ekstraksi Dingin

Metode ini tidak ada proses pemanasan selama proses ekstraksi
berlangsung untuk menghindari rusaknya senyawa pada saat proses pemanasan.
2.4.1.1.1 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 (Hargono dkk., 1986). Lama maserasi memengaruhi kualitas ekstrak
yang akan diteliti. Lama maserasi pada umumnya adalah 4-10 hari. Menurut
Voight (1995), 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.
Menurut Harborner (1987), metode maserasi digunakan untuk mengekstrak
jaringan tanaman yang belum diketahui kandungan senyawanya yang
kemungkinan bersifat tidak tahan panas sehingga kerusakan komponen tersebut

dapat dihindari, serta penggunaan metode ini menggunakan prinsip kelarutan.

2.4.1.1.2 Perkolasi
Perkolasi biasanya digunakan pada tincture dan ekstrak cair. Bahan yang
akan diekstraksi dibasahi dengan beberapa menstruum yang spesifik dan

dibiarkan selama 4 jam pada wadah yang tertutup. Menstruum ditambahkan untuk
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membuat lapisan yang dangkal dan kemudian didiamkan selama 24 jam pada
perkolator. Kemudian saluran tetesan dibuka dan larutan yang terdapat
didalamnya diteteskan secara perlahan sambil ditambahkan menstruum sampai
seperempat dari volume produk akhir yang diinginkan (Pandey, Amita dan Shalini

T., 2013).

2.4.1.1.3 Sonikasi

Sonikasi menggunakan ultrasonic dengan frekuensi antara 20 KHz sampai
2000 KHz untuk meningkatkan permeabilitas dinding sel dan membentuk rongga.
Kerugian dari metode sonikasi adalah merusak konstituen obat dikarenakan energi
dari ultrasonik melalui pembentukan radikal bebas sehingga dapat menyebabkan

perubahan pada molekul pada obat (Pandey, Amita dan Shalini T., 2013).

2.4.1.2 Ekstraksi Panas
Metode ini melibatkan panas selama proses ekstraksi. Dengan adanya

panas akan mempercepat proses ekstraksi daripada dengan cara dingin.

2.4.1.2.1 Infusa
Infusa dilakukan dengan cara maserasi tanaman dengan waktu yang
singkat dengan air dingin atau dengan air mendidih (Pandey, Amita dan Shalini T.,

2013).

2.4.1.2.2 Dekokta
Dekokta digunakan untuk mengekstraksi senyawa yang larut dalam air dan

stabil dengan pemanasan, kemudian tanaman akan didihkan di air selama 15
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menit dan diberikan air dingin yang cukup untuk menghasilkan volume yang
diinginkan (Pandey, Amita dan Shalini T., 2013).
2.5 Fraksinasi

Fraksinasi adalah suatu metode pemisahan senyawa organik berdasarkan
kelarutan senyawa-senyawa tersebut dalam dua pelarut yang tidak saling
bercampur, biasanya antara pelarut air dan pelarut organik (Soebagio, Rusdiana,
dan Kairudin, 2007). Teknik pemisahan cairan ini dilakukan dengan menggunakan

corong pisah.

2.5.1 Fraksinasi Cair-Cair

Fraksinasi cair-cair merupakan suatu pemisahan yang didasarkan pada
perbedaan kelarutan antar 2 komponen pelarut yang tidak saling bercampur. Alat
yang digunakan adalah corong pisah. Prinsip fraksinasi didasarkan pada distribusi
zat terlarut dan perbandingan tertentu antara dua pelarut yang tidak saling campur
(Harborne, 1987). Kedua pelarut yang tidak saling bercampur dimasukkan ke
dalam corong pisah kemudian dikocok dan didiamkan. Senyawa organik akan
terdistribusi ke dalam fasenya masing-masing tergantung pada kelarutannya
terhadap fase tersebut dan kemudian akan terbentuk dua lapisan, yaitu lapisan
atas dan lapisan bawah yang dapat dipisahkan dengan membuka kunci pipa

corong pisah (Odugbemi, 2008).

2.6 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
Kromatografi Lapis Tipis merupakan suatu proses pemurnian dan
identifikasi senyawa kimia pada tanaman obat. Prinsip KLT adalah pemisahan

komponen berdasarkan distribusinya pada fase diam dan fase gerak
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(Adnan,1997). Eluen atau fase gerak pada KLT merupakan suatu medium angkut
yang terdiri dari satu atau campuran pelarut tunggal. Pemilihan pelarut sebagai
fase gerak menentukan pemisahan dari suatu senyawa.

Senyawa diidentifikasikan berdasarkan penampakan dan nilai Rf-nya
(jarak relatif komponen terhadap jarak pelarut) yang kemudian dibandingkan
dengan noda standart untuk analisis kualitatifnya. Nilai Rf yaitu perbandingan jarak
yang ditempuh senyawa dengan jarak yang ditempuh pelarut. Nilai RF khas untuk

senyawa tertentu (Khopkar,2002).

Rf = Jarak yang ditempuh oleh zat yang diteliti

Jarak yang ditempuh oleh pelarut

2.7 Uji Aktivitas Bakteri
2.7.1 Metode Dilusi
2.7.1.1 Dilusi broth

Metode ini digunakan untuk mengukur MIC atau kadar hambat minimum dan
MBC atau kadar bunuh minimum. Cara yang dilakukan adalah dengan memberi
seri pengenceran agen antimikroba pada medium cair minimal 2 mL yang
ditambahkan dengan mikroba uji. Larutan uji agen antimikroba pada kadar terkecil
yang terlihat jernih tanpa adanya pertumbuhan mikroba uji ditetapkan sebagai
KHM. Larutan yang ditetapkan sebagi KHM tersebut selanjutnya di kultur ulang
pada media cair tanpa penambahan mikroba uji ataupun agen antimikroba dan
diinkubasi selama 18-24 jam. Media cair yang tetap terlihat jernih setelah

diinkubasi ditetapkan sebagai KBM (Pratiwi, 2008; OIE, 2012).
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2.7.1.1.1 Mikrodilusi

Mikrodilusi merupakan metode yang digunakan untuk menguji banyak
antimikroba dalam satu percobaan mikrodilusi. Pada saat percobaan, agen
antimikroba akan terdilusi dengan berbagai seri pada setiap plate agar, dengan
memindahkan campuran suspensi antar plate satu ke plate lainnya. Kemudian
diinkubasi untuk melihat pertumbuhan bakteri pada setiap plate, sehingga dapat

diukur MIC (Carpenter, Darcie E., dkk, 2018).

2.7.1.2 Dilusi agar

Metode ini serupa dengan metode dilusi cair namun menggunakan media
padat (soil). Keuntungan metode ini adalah suatu konsentrasi agen antimikroba
yang diuji dapat digunakan untuk menguji beberapa mikroba uji. Dilusi agar
direkomendasikan untuk metode standarisasi AST untuk bakteri anaerob dan

spesies Helicobacter (Pratiwi, 2008; OIE, 2012).

2.7.2 Metode diffusi disk

Metode diffusi disk digunakan untuk mengetahui kosentrasi yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri uji. Dikatakan dapat menghambat bakteri uji
jika terdapat zona inhibisi disekitar disk sampel. Umumnya semakin besar zona
inhibisi, semakin rendah kosentrasi antimikroba yang diperlukan untuk
menghambat pertumbuhan bakteri. Namun, tergantung pada kosentrasi antibiotik

dalam disk dan kemampuan untuk berdifusinya (OIE, 2012).
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KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN
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Gambar 3.1 Kerangka Konsep Penelitian
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Penelitian dilakukan untuk mengetahui aktivitas antibakteri pada ekstrak
etanol 80% dan fraksi buah jambu wer (Prunus persica Sieb.&Zucc.) pada bakteri
Bacillus subtilis ATCC 19659. Penelitian ini dilatarbelakangi oleh banyaknya
masalah resistensi antibiotik saat ini. Oleh karena itu, perlu ditemukan obat baru
yang memiliki potensi sebagai antibakteri. Senyawa baru yang memiliki aktivitas
antibakteri dapat berasal dari senyawa sintetis, semi sintetis, dan bahan alam.
Salah satu pendekatan yang dilakukan untuk mendapatkan senyawa baru yang
berasal dari bahan alam, adalah dengan menggunakan pendekatan entnofarmasi.
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Batoro, dkk. (2011) melaporkan
bahwa buah jambu wer (Prunus persica Sieb & Zucc.) banyak dipergunakan pada
Suku Tengger, Jawa Timur sebagai obat anti diare. Namun belum terdapat
penelitian terkait aktivitas dari jambu wer (Prunus persica ieb.&Zucc.) baik secara
in vitro, in vivo maupun secara klinis.

Diare digolongkan menjadi 2 jenis, yaitu diare infeksi dan diare non infeksi.
Diare infeksi dapat disebabkan akibat adanya bakteri, virus dan parasit. Salah satu
bakteri yang dapat menyebabkan diare adalah Bacillus suntilis. Dalam penelitian
ini, buah jambu wer (Prunus persica Sieb.&Zucc.) akan di ekstrak dengan etanol
80% dan di fraksinasi dengan fraksi kloroform, etil asetata, n-butanol dan air.
Kemudian dilakukan analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT) untuk melihat
senyawa metabolit sekunder yang terkandung di dalam ekstrak dan fraksi, serta
uji antibakteri untuk melihat aktivitas antibakteri pada Bacillus subtilis ATCC 19659
untuk melihat ektrak dan fraksi yang paling potensial sebagai antibakteri.
Kemudian dari penelitian ini akan didapatkan Kadar hambat Minimum (KHM),
Kadar Bunuh Minimum (KBM) dari ekstrak dan fraksi buah jambu wer (Prunus

persica Sieb.&Zucc.). Pada akhirnya dapat dibuktikan bahwa ekstrak etanol 80%
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dan fraksi buah jambu wer (Prunus persica Sieb.&Zucc.) dapat menghambat

aktivitas bakteri Bacillus subtilis ATCC 19659 yang menyebabkan diare infeksi.

3.2 Hipotesis
1. Terdapat perbedaan senyawa metabolit yang terkandung pada fraksi
kloroform, etil asetat, n-butanol dan air buah jambu wer (Prunus persica
Sieb.&Zucc.).
2. Terdapat aktivitas antimikroba dari ekstrak etanol 80% dan fraksi kloroform,
etil asetat, n-butanol dan air buah jambu wer (Prunus persica Sieb.&Zucc.)

pada bakteri Bacillus subtilis ATCC 19659.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian yang dilakukan adalah penelitian laboratorium secara in vitro,
yaitu menguiji efek antimikroba ekstrak dan fraksi buah jambu wer (Prunus persica
Sieb.&Zucc.) terhadap bakteri Bacillus subtilis ATCC 19659. Desain penelitian
yang digunakan adalah true experimental in vitro, post test design, dan controle
group design. Penguijian efek antimikroba dilakukan dengan uji mikrodilusi untuk

menentukan Kadar Hambat Minimal (KHM) dan Kadar Bunuh Minimal (KBM).

4.2 Sampel Penelitian

Sampel kultur bakteri yang digunakan untuk penelitian ini adalah sampel
kultur bakteri Bacillus subtilis ATCC 19659 yang diperoleh dari Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Sampel buah
jambu wer (Prunus persica Sieb.&Zucc.) diperoleh dari Suku Tengger, Bromo,

Jawa Timur.

4.3 Variabel Penelitian
4.3.1 Variabel Bebas

Variabel bebas yang digunakan pada pengujian aktivitas antibakteri adalah
konsentrasi ekstrak etanol 80% buah jambu wer (Prunus persica Sieb.&Zucc),
konsentrasi fraksi kloroform, konsentrasi fraksi n-butanol, konsentrasi fraksi etil

asetat, dan konsentrasi fraksi air.
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4.3.2 Variabel Terikat

Variabel terikat pada pengujian aktivitas antibakteri adalah Kadar Hambat
Minimal (KHM) dan Kadar Bunuh Minimal (KBM). Nilai KHM didapat dari nilai
persen hambatan bakteri yang diperoleh dari nilai rerata Optical Density (OD)
sampel ekstrak etanol 80% buah jambu wer (Prunus persica Sieb.&Zucc), fraksi
kloroform, fraksi etil asetat, fraksi n-butanol, fraksi air, dan suspensi bakteri
Bacillus subtilis ATCC 19659. Nilai KBM Nilai KBM diperoleh dari pengamatan

secara visual pada media agar.

4.3.3 Variabel Kontrol
Variabel kontrol pada pengujian aktivitas antibakteri adalah proses ekstraksi,

pelarut, proses fraksinasi, dan metode uji antibakteri yaitu metode mikrodilusi.

4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya, Laboratorium Farmasi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya, dan Laboratorium Sentral lImu Hayati Universitas Brawijaya. Penelitian

ini dilakukan pada bulan Juli 2107 sampai Maret 2018 .

4.5 Bahan dan Alat/Instrumen Penelitian
4.5.1 Alat Penelitian
Alat penelitian yang digunakan adalah vortex (IKA®), lempeng KLT (silica

GF2s54nm), oven (MEMMERT™), spuit injeksi 1 mL (ONE MED®), pipet volume,
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overheat stirrer, mikropipet (SOCOREX™), tip, mikrotube, kulkas (Toshiba
MEZ65529754), timbangan analitik (SHIMAZU UAW?220), Hotplate (IKA® C-MAG
HS 7), spektrofotometer (AMTAST AMV 10 PC), incubator (MEMMERT™),

autoklaf (electric vertical Gea LS-B100), dan ELISA reader (Multiscan GO).

4.5.2 Bahan Penelitian

Bahan penelitian yang digunakan adalah buah jambu wer (Prunus persica
Sieb.&Zucc), etanol, kloroform, n-butanol, akuades, etil asetat, aseton, n-heksana,
asam formiat, methanol, penampak noda dragendorf, penampak noda H2SO4
10%, KOH 10%, anisaldehid asam sulfat, FeClz, Amonia, media Muller Hinton
Broth (MERCK), Nutrient Agar (MERCK), Nutrient Broth (MERCK), bakteri Bacillus
subtilis ATCC 19659, DMSO, Water For Injection (WFI) dan antibiotik seftriakson

(HEXPHARM JAYA) .

4.6 Definisi Operasional

1. Bakteri Bacillus subtilis merupakan bakteri Gram positif dengan kode isolat
ATCC 19659 yang diperoleh dari stok kultur di Laboratorium Mikrobilogi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.

2. Buah jambu wer (Prunus persica Sieb.&Zucc) diperoleh dari buah jambu
wer (Prunus persica Sieb.&Zucc) di Suku Tengger, Malang.

3. Ekstrak buah jambu wer (Prunus persica Sieb.&Zucc) merupakan
simplisia buah jambu wer (Prunus persica Sieb.&Zucc) yang diekstraksi
dengan etanol 80%.

4. Fraksinasi ekstrak etanol 80% buah jambu wer (Prunus persica

Sieb.&Zucc) merupakan ekstrak jambu wer (Prunus persica Sieb.&Zucc)
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dilakukan dengan berbagai macam pelarut, yaitu etanol, n-butanol, etil
asetat dan air untuk memisahkan senyawa metabolit sekunder
berdasarkan kepolarannya.

5. Metode pengujian aktivitas antibakteri ekstrak etanol 80% dan fraksi buah
jambu wer (Prunus persica Sieb.&Zucc) adalah metode pengujian aktivitas
antibakteri ekstrak etanol 80% dan fraksi buah jambu wer (Prunus persica
Sieb.&Zucc) terhadap Bacillus subtilis ATCC 19659 menggunakan
metode mikrodilusi dan swab. Kemudian mengukur Kadar Hambat
Minimal (KHM) dan Kadar Bunuh Minimal (KBM).

6. Kadar Hambat Minimal (KHM) adalah kadar minimal yang digunakan
untuk menghambat pertumbuhan bakteri. Kadar Bunuh Minimal (KBM)
adalah kosentrasi minimal sampel uji dapat menghambat bakteri sebesar

99% atau 100% pada media agar.

4.7 Alur Penelitian

Serbuk buah jambu wer (Prunus
persica Sieb&Zucc.)

‘

Maserasi serbuk buah jambu wer (Prunus
persica Sieb&Zucc ) dengan etanol 80%

v

Ekstrak etanol 80% buah jambu Fraksinasi ekstrak.etan.ol 80% buah jambu
wer (Prunus persica Sieb&Zucc.) dengan

wer (Prunus persica Sieb&Zucc) | —» ' '
kloroform, etil asetat, n-butanol dan air.

| ]
Penapisan Uji Aktivitas
4.8 Prosedur Penelitian Fitokimia Antimikroba

4.8.1 Maserasi Jambu Wer (Prunus persica Sieb.&Zucc.)

Serbuk buah jambu wer ditimbang 151,8 gram
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v

Diukur etanol 80% yang diencerkan dari etanol 96% (lampiran 1)

v

Serbuk yang telah ditimbang dimasukkan ke beakerglass 1 L

v

Ditambahkan etanol 80% 500 mL dan distirer selama 30 menit

v

Direndam hingga 24 jam. Didapatkan Hasil Maserasi |

v

Hasil maserasi disaring menggunakan kertas saring, filtrat ditampung di
hekeralass 1 | *

Residu hasil maserasi |

v

Ditambahkan etanol 80% sebanyak 500 mL dengan gelas ukur 100 mL

v

Distirer selama 30 menit dan didiamkan selama 24 jam. Didapatkan hasil
maserasi |l

v

Hasil maserasi Il disaring dengan kertas saring dan corong, filtrat
ditampung di beakerglass 1 L

Residu hasil maserasi Il

v

Residu dari hasil penyaringan diletakkan dalam beakerglass 1 L

v

Ditambahkan etanol 80% sebanyak 500 mL

v

Larutan di stirer selama 30 menit kemudian didiamkan hingga 24 jam .
Didapatkan hasil maserasi lll
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v

Hasil maserasi Il disaring dengan kertas saring dan corong, filtrat
ditampung di beakerglass 1 L

v

Maserasi | + Maserasi Il + Maserasi lll digabungkan dalam beakerglass
1L

v

Diletakkan dalam vakum evaporator hingga ektrak kental seperti pasta

v

Dimasukkan dalam oven (oven di set 35 C) hingga didapatkan ektrak
setengah padat

v

Ektrak setengah padat kemudian diukur nilai randemen

4.8.2 Fraksinasi Ekstrak Etanol 80% Buah Jambu Wer ( Prunus persica

Sieb.&Zucc)

Ektrak setengah padat ditimbang 20 gram dan disuspensikan dengan air

50 mL
¥

Digerus dengan mortir. Ditambahkan aquadest ad 100 mL, suspensi
dimasukkan dalam corong pisah

v

Diukur kloroform sebanyak 100 mL dan dimasukkan ke dalam corong

pisah
v

Larutan yang berada pada corong pisah dikocok selama 5 menit (a)

v

Corong pisah kemudian didiamkan hirbga terpisah menjadi dua fase (b)

Diambil fase fraksi (c)
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Diulangi langkah fraksinasi kloroform hingga 3-4x kemudian hasil

fraksinasi dimasukkan dalam vial (d)

v

Residu hasil fraksinasi kloroform dalam corong pisah

v

Ditambah etil asetat 100 mL pada corong pisah

v

Diulangi kembali langkah (a), (b), (c), dan (d)

v

Residu hasil fraksinasi etil asetat dalam corong pisah

v

Ditambah n-butanol 100 mL pada corong pisah

v

Residu hasil fraksinasi n-butanol dituang dalam vial

v

Hasil fraksinasi kemudian diuapkan dengan Rotary evaporator

v

Didapatkan fraksi kloroform, etil asetat, n-butanol, dan air

4.8.3 ldentifikasi senyawa metabolit dengan KLT

4.8.3.1 Optimasi pelarut

Dilarutkan 10 mg sampel ke dalam etanol 1 mL

v

Sampel ditotolkan pada fase diam Silica Gel F2s4 (10 cm x 5 cm x 1 mm)

v

Dieluasi dengan trial fase gerak

v

Plat KLT diamati pada sinar UV 254 nm dan 366 nm
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4.1. Percobaan Fase Gerak untuk Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder

Trial

Pelarut

Kloroform : Aseton : Asam formiat (2:7,5:0,5)

Kloroform : Aseton (4 :6)

Kloroform : Aseton (3:7)

Kloroform : Aseton (2 : 8)

N-heksana : Etil asetat (3 :7)

OO WN P

N-heksana : Etil asetat (1:9)

4.8.3.2 Identifikasi senyawa metabolit

4.8.3.2.1 Antrakuinon

Dilarutkan 10 mg sampel ke dalam etanol 1 mL

v
Sampel ditotolkan pada fase diam Silica Gel F2s4 (10 cm x 5 cm x 1 mm)
v
Dieluasi dengan fase gerak etil asetat : metanol : akuades (100:13,5: 10).
v
Plat KLT diamati pada sinar UV 254 nm dan 366 nm
v
Diberi penampak noda KOH 10%
v

Plat diamati pada sinar 366 nm dan cahaya tampak

4.8.3.2.2 Flavonoid

4.8.3.2.2.1 Penampak noda HzSOa4

Dilarutkan 10 mg sampel ke dalam etanol 1 mL
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v
Sampel ditotolkan pada fase diam Silica Gel F2s4 (10 cm x 5 cm x 1 mm)
v
Dieluasi dengan fase gerak n-butanol : etil asetat (1:9)
v
Diberi penampak noda H,SO4
v

Plat diamati pada sinar 366 nm dan cahaya tampak

4.8.3.2.2.2 Penampak noda uap amonia

Dilarutkan 10 mg sampel ke dalam etanol 1 mL

v
Sampel ditotolkan pada fase diam Silica Gel F2s4 (10 cm x 5 cm x 1 mm)
v
Dieluasi dengan fase gerak etil asetat : aseton (2 : 8).
v
Plat KLT diamati pada sinar UV 254 nm dan 366 nm
v
Diberi penampak noda uap amonia
v

Plat diamati pada cahaya tampak

4.8.3.2.3 Terpenoid

Dilarutkan 10 mg sampel ke dalam etanol 1 mL

v

Sampel ditotolkan pada fase diam Silica Gel F2s4 (10 cm x 5 cm x 1 mm)

v
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Dieluasi dengan fase gerak n-butanol : etil asetat (1:9)

v

Diberi penampak noda anisaldehid asam asam sulfat

v

Plat diamati pada sinar 366 nm dan cahaya tampak

4.8.3.2.4 Tanin dan Polifenol

4.8.3.2.4.1 Pereaksi Warna

4.8.3.2.4.1.1 Gelatin 10%

Dilarutkan 10 mg sampel ke dalam etanol 1 mL

v

Ditambahkan 3 tetes gelatin 10%

v

Diamati adanya endapan bewarna putih

4.8.3.2.4.1.2 FeCl3

Dilarutkan 10 mg sampel ke dalam etanol 1 mL

v

Ditambahkan 3 tetes FeCls

v

Diamati perubahan warna (hijau kehitaman)

BLEASA AT =T ET = =4 LI AN =

Dilarutkan 10 mg sampel ke dalam etanol 1 mL

v

Sampel ditotolkan pada fase diam Silica Gel F2s4 (10 cm x 5 cm x 1 mm)

v

Dieluasi dengan fase gerak n-butanol : etil asetat (1:9)

v
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Diberi penampak noda FeCls

Plat diamati pada cahaya tampak

4.8.3.2.5 Alkaloid

Dilarutkan 10 mg sampel ke dalam etanol 1 mL

v

Sampel ditotolkan pada fase diam Silica Gel F2s4 (10 cm x 5 cm x 1 mm)

v

Dieluasi dengan fase gerak n-butanol : etil asetat (1:9)

v

Diberi penampak noda dragendrof

Plat diamati pada cahaya tampak

4.8.4 Uji Antibakteri dengan Mengukur Kadar Hambat Minimum dan Kadar
Bunuh Minimum (Metode Mikrodilusi)

4.8.4.1 Preparasi Bakteri Bacillus subtilis ATCC 19659

Alat disterilkan pada autoklaf suhu 121°C selama 20 menit, ose dan
pinset dibakar, pembakaran di atas api langsung

v

Bakteri ditumbuhkan pada media agar dan diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 37C

v

Diambil satu oose koloni bakteri dan ditumbuhkan kembali pada media
cair dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C

v

Suspensi bakteri diukur absorbansinya dengan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 620 nm.
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v

Bakteri diencerkan menggunakan rumus pengenceran hingga kosentrasi
bakteri 106 CFU/mL (lampiran 6)

Bakteri siap digunakan

4.8.4.2 Mikrodilusi

Dibuat larutan sampel uji dengan kosentrasi 100 mg/mL dilarutkan pada

DMSO 10%
v

Disiapkan media MHB cair dan mikroplate steril

v

Dilakukan mikrodilusi

v

Pada setiap well dihomogenkan dan diinkubasi selama 24 jam

v

Dipilih well yang terlihat jernih untuk di swab

v

Dilakukan pembacaan ELISA reader

v

Well yang terlihat jernih di swab pada media agar Nutrient Agar (NA) dan
diinkubasi selama 24 jam

v

Diamati media agar Nutrient Agar (NA), bila jernih menandakan tidak ada
pertumbuhan bakteri

Kontrol positif dan negatif yang digunakan dalam penelitian ini adalah

antibiotik seftriakson dan larutan DMSO 10%.
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4.9 Analisis Data
Nilai Optical Density (OD) yang diperoleh kemudian dilakukan
perhitungan menggunakan rumus persen hambatan. Nilai OD pada rumus
merupakan nilai OD rata-rata yang diperoleh dari dua replikasi. Persentase
hambatan yang diperoleh kemudian digunakan untuk menentukan nilai KHM
sampel. Nilai KBM diperoleh dari pengamatan secara visual pada media agar.
Rumus yang digunakan untuk menghitung persen penghambatan bakteri,

sebagai berikut :

0D Kontrol Negatif—0D Sampel Uji

% Hambatan = ( 0D Kontrol Negatif ) x100%
Keterangan :
ODkontrol Negatit = Rerata Kontrol Negatif.
ODsampel uji = Rerata (Suspesi bakteri 50 uL + MHB 50 pL + Sampel Uji
50 pL ) — Rerata (MHB 50 pL + Sampel Uji 50 uL + MHB
50 pL).
ODkontrol posiif = Rerata (Suspesi bakteri 50 uL + MHB 50 pL + Seftriakson

50 pL ) — Rerata (MHB 50 pL + Sampel Uji 50 uL + MHB

50 pL).



BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1 Ekstraksi Buah Jambu Wer ( Prunus persica Zieb & Zucc.)
Metode ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini adalah maserasi.
Maserasi dilakukan dengan menggunakan pelarut etanol 80%. Hasil dari
maserasi dapat dilihat pada Tabel 5.1.

Tabel 5.1 Persentase Rendemen Ekstrak

Ekstrak Berat Simplisia Berat Hasil Rendemen Warna
Serbuk Ektraksi
Etanol 80% 151,08 gram 56,88 gram 37,65% Coklat

5.2 Fraksinasi Ekstrak Etanol 80% Buah Jambu Wer ( Prunus persica Zieb &
Zucc.)
Setelah proses maserasi, dilanjutkan dengan fraksinasi cair-cair. Pelarut
yang digunakan dalam proses fraksinasi ini yaitu kloroform, etil asetat, n-
butanol, dan air. Hasil dari fraksinasi dapat dilihat pada Tabel 5.2.

Tabel 5.2 Persentase Rendemen Fraksi

Fraksi Berat Hasil Rendemen Warna Konsistensi
Kloroform 1,194 gram 5,93% Hijau tua Pasta
Etl Asetat 1,857 gram 5,97% Coklat Pasta
N-Butanol 4,048 gram 20,24% Coklat Kental

Air 11,479 gram 57,40% Coklat Kental

5.3 Penapisan Fitokimia Fraksi Buah Jambu Wer ( Prunus persica Zieb &

Zucc.)
Penapisan fitokimia dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa

metabolit sekunder pada fraksi kloroform, etil asetat, n-butanol, dan air buah

45
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jambu wer ( Prunus persica Zieb & Zucc. ). Hasil penapisan fitokimia secara

keseluruhan dapat dilihat pada Tabel 5.3.

5.3.1 Antrakuinon

Identifikasi antrakuinon pada fraksi dilakukan dengan
menotolkan sampel uji pada lempeng KLT yang dieluasi dengan fase
gerak etil asetat : metanol : air dengan perbandingan 100:13,5:10. Hasil
yang didapatkan dilihat di bawah sinar UV 254 nm memperlihatkan
adanya satu noda berwarna hitam dengan nilai rf sebesar 0,92 pada
fraksi kloroform, fraksi etil asetat dan n-butanol menunjukkan noda
berwarna hitam yang tailing, dan fraksi air tidak menunjukkan adanya
noda. Lempeng KLT tersebut juga diamati di bawah sinar UV 365 nm,
fraksi kloroform menunjukkan tiga noda berwarna jingga dengan nilai rf
berturut-turut 0,86; 0,92 dan 0,98, fraksi etil asetat menunjukkan satu
noda berwarna biru dengan nilai rf sebesar 0,68, fraksi n-butanol dan air
menunjukkan noda berwarna biru yang tailing.

Setelah dieluasi, lempeng KLT diberikan penampak noda KOH
10%. Hasil positif ditunjukkan dengan perubahan warna noda menjadi
kuning secara visual dan di bawah sinar UV 366 nm. Hasil identifikasi
tidak menunjukkan adanya noda berwarna kuning secara visual dan di
bawah sinar UV 366 nm, sehingga dapat disimpulkan bahwa semua
sampel fraksi buah jambu wer (Prunus persica Zieb & Zucc) tidak
mengandung antrakuinon. Hasil identifikasi dapat dilihat pada Gambar

5.1.
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Gambar 5.1 Profil KLT identifikasi antrakuinon. (a) Sebelum disemprot KOH
10% dan diamati di bawah sinar UV 254 nm; (b) Sebelum disemprot KOH 10%
dan diamati di bawah sinar UV 366 nm; (c) Setelah disemprot KOH 10% dan
diamati pada sinar tampak; (d) Setelah disemprot KOH 10% dan diamati di
bawah sinar UV 366 nm.

Keterangan. K : Kloroform; EA : Etil Asetat; NB : N-Butanol; A : Air.

5.3.2 Flavonoid
5.3.2.1 Penampak noda H.SO4
Identifikasi senyawa flavonoid dieluasi dengan fase gerak n-
heksana : etil asetat dengan perbandingan 1:9. Pengujian KLT ini
dilanjutkan dengan penyemprotan menggunakan larutan H»SO4.
Hasil positif menunjukkan adanya noda berwarna kuning dengan
pengamatan sinar tampak, dan berwarna biru dengan pengamatan
pada sinar UV 366 nm. Hasil identifikasi pada sampel uji fraksi
setelah diberikan penampak noda H.SO4 menunjukkan noda yang
tailling pada fraksi kloroform, etil asetat dan n-butanol yang diamati
pada sinar tampak. Pada pengamatan sinar UV 366 nm terdapat
noda berwarna biru yang tailling pada fraksi kloroform, etil asetat dan

n-butanol dengan nilai rf masing-masing adalah 0,0125 ; 0,025 ; dan
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0,05 yang menandakan adanya senyawa flavonoid. Dapat
disimpulkan bahwa fraksi kloroform, etil asetat dan n-butanol buah
jambu wer (Prunus persica Zieb & Zucc) mengandung flavonoid.

Hasil identifikasi flavonoid dapat dilihat pada Gambar 5.2.

LK FA BRINB A B K EA NB A

Rf:0.0125 = Rf:0.025 Rf:0.05

(@) (b)

Gambar 5.2 Profil KLT identifikasi flavonoid. (a) Setelah disemprot
H2S04 dan diamati pada sinar tampak; (b) Setelah disemprot H2SO4 dan
diamati di bawah sinar UV 366 nm, terlihat noda berwarna biru.
Keterangan. K : Kloroform; EA : Etil Asetat; NB : N-Butanol; A : Air.

5.3.2.2 Penampak noda amonia

Identifikasi senyawa flavonoid juga dapat dilakukan dengan
menggunakan penampak noda amonia. Fase gerak yang
digunakan pada pengujian ini adalah etil asetat : aseton dengan
perbandingan 2:8. Setelah dieluasi, lempeng KLT diamati di bawah
sinar UV 254 nm menunjukkan noda berwarna hitam yang tailing
pada semua fraksi. Lempeng tersebut juga diamati di bawah sinar
UV 366 nm dan juga memperlihatkan noda yang tailing pada semua

fraksi.
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Sampel uji yang mengandung senyawa flavonoid akan
memperlihatkan perubahan warna kuning dengan pengamatan
sinar tampak setelah diberikan penampak noda uap amonia.
Hasil identifikasi menunjukkan adanya noda berwarna kuning yang
tailing pada fraksi kloroform, etil asetat dan n-butanol yang diamati
pada sinar tampak setelah diberi penampak noda uap amonia. Nilai
rf dari sampel fraksi kloroform, etil asetat, dan n-butanol adalah
0,025; 0,025 dan 0,0375. Pada fraksi air tidak menunjukkan adanya
noda berwarna kuning setelah diberi uap amonia. Hal tersebut
menandakan fraksi air tidak mengandung senyawa flavonoid.
Dapat disimpulkan bahwa fraksi kloroform, etil asetat, n-butanol
buah jambu wer (Prunus persica Zieb & Zucc) mengandung

flavonoid. Hasil identifikasi flavonoid dapat dilihat pada Gambar 5.3.

K EA NB A

(@) (b) ()

Gambar 5.3 Profil KLT identifikasi flavonoid. (a) Sebelum diberi uap
amonia dan diamati di bawah sinar UV 254 nm; (b) Sebelum diberi uap
amonia dan diamati di bawah sinar UV 366 nm; (c) Setelah diberi uap
amonia dan diamati pada sinar tampak, terlihat noda bewarna kuning.
Keterangan. K : Kloroform; EA : Etil Asetat; NB : N-Butanol; A : Air.
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5.3.3 Terpenoid

Uji terpenoid dilakukan dengan diberikan penampak noda
anisaldehid asam sulfat setelah dieluasi dengan fase gerak n-heksana
. etil asetat dengan perbandingan 1:9. Setelah dieluasi, lempeng KLT
dipanaskan pada hotplate pada 100°C selama 5 menit. Fraksi kloroform
menunjukkan positif mengandung terpenoid ditandai dengan
terbentuknya noda berwarna ungu dengan nilai rf sebesar 0,925 yang
diamati pada sinar tampak. Pada fraksi lainnya tidak menunjukkan
adanya noda yang berwarna keunguan. Kemudian dilakukan
pengamatan pada sinar UV 366 nm menunjukkan adanya 3 noda
berwarna jingga pada fraksi kloroform yang menandakan adanya
kandungan senyawa terpenoid dengan nilai rf dari terendah ke tertinggi
adalah 0,3; 0,475 dan 0,925. Pada fraksi lainnya menunjukkan noda
berwarna biru yang bukan termasuk dalam senyawa terpenoid. Dapat
disimpulkan bahwa fraksi kloroform buah jambu wer (Prunus persica
Zieb & Zucc) mengandung terpenoid. Hasil identifikasi terpenoid dapat

dilihat pada Gambar 5.4



51

| K EA NB A

(@) (b)

Gambar 5.4 Profil KLT identifikasi terpenoid. (a) Setelah disemprot
anisaldehid asam sulfat dan diamati pada sinar tampak, terlihat noda
bewarna ungu; (b) Setelah disemprot anisaldehid asam sulfat dan diamati
di bawah sinar UV 366 nm, terlihat noda berwarna jingga.

Keterangan. K : Kloroform; EA : Etil Asetat; NB : N-Butanol; A : Air.

5.3.4 Tanin dan Polifenol

5.3.4.1 Pereaksi Warna

5.3.4.1.1 Gelatin

Hasil Identifikasi dapat dilihat pada Gambar 5.5. Pada

identifikasi tanin hasil dikatakan positif apabila terdapat endapan
putih setelah ditetesi dengan gelatin 10%. Berdasarkan hasil
pengujian tidak terdapat endapan putih pada fraksi kloroform, etil
asetat, n-butanol dan air sehingga dapat dinyatakan bahwa semua
fraksi buah jambu wer (Prunus persica Zieb & Zucc) tidak

mengandung tanin.
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(a) (b)

Gambar 5.5 Identifikasi tanin. (a) Sebelum diberi gelatin 10%; (b)
Setelah diberi 3 tetes gelatin 10%.

5.3.4.1.2 FeCls
Hasil Identifikasi dapat dilihat pada Gambar 5.6. Pada
identifikasi polifenol dikatakan positif apabila terdapat perubahan
warna sampel uji menjadi hijau kehitaman setelah ditetesi dengan
FeCl;. Berdasarkan hasil pengujian terdapat perubahan warna
hijau pada fraksi kloroform, etil asetat sehingga dapat dinyatakan
bahwa sampel fraksi kloroform dan etil asetat buah jambu wer

(Prunus persica Zieb & Zucc) positif mengandung polifenol.

9.
/ Ab
EA K NB
(b)

(@)

Gambar 5.6 Identifikasi tanin. (a) Sebelum diberi FeClsz; (b) Setelah
diberi 3 tetes FeCls.
Keterangan. K : Kloroform; EA : Etil Asetat; NB : N-Butanol; A : Air.
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5.3.4.2 Uji KLT

Identifikasi senyawa polifenol dapat dilakukan menggunakan uji
KLT dengan diberikan penampak noda FeCls setelah dieluasi dengan
fase gerak n-heksana : etil asetat dengan perbandingan 1:9. Sampel
uji dikatakan positif mengandung polifenol apabila terdapat noda
berwarna hitam pada lempeng KLT yang sudah dieluasi dan disemprot
dengan penampak noda FeCls. Berdasarkan hasil pengujian terdapat
noda berwarna hitam pada fraksi kloroform, etil asetat, dan n-butanol
yang tidak dapat ditentukan nilai rfnya. Fraksi air tidak menunjukkan
adanya senyawa polifenol dikarenakan tidak terdapat noda berwarna
hitam pada lempeng KLT setelah diberi penampak noda FeCls. Dapat
disimpulkan bahwa sampel fraksi kloroform, etil asetat, n-butanol, dan
air buah jambu wer (Prunus persica Zieb & Zucc) mengandung

polifenol. Hasil identifikasi polifenol dapat dilihat pada Gambar 5.7

(@)

Gambar 5.7 Profil KLT identifikasi polifenol. (a) Setelah disemprot FeCls
dan diamati pada sinar tampak, terlihat noda berwarna hitam.
Keterangan. K : Kloroform; EA : Etil Asetat; NB : N-Butanol; A : Air.
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5.3.5 Alkaloid

Identifikasi senyawa alkaloid dilakukan dengan menggunakan
penampak noda dragendorf setelah dieluasi dengan fase gerak etil
asetat : n-heksana dengan perbandingan 1:9. Hasil uji pada semua
fraksi tidak menunjukkan adanya noda berwarna kuning pada lempeng
KLT yang sudah dieluasi dan diberi penampak noda. Dapat
disimpulkan bahwa fraksi kloroform, etil asetat, n-butanol dan air buah
jambu wer (Prunus persica Zieb & Zucc) tidak mengandung alkaloid.

Hasil identifikasi alkaloid dapat dilihat pada Gambar 5.8.

(@)

Gambar 5.8 Profil KLT identifikasi alkaloid. (a) Setelah disemprot
dragendrof dan diamati pada sinar tampak.
Keterangan. K : Kloroform; EA : Etil Asetat; NB : N-Butanol; A : Air.



55

Tabel 5.3. Tabel Hasil Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder

Senyawa Hasil Kesimpulan
K EA NB A
Antrakuinon Kuning - - - -
Terpenoid Ungu + - - -
Rf. 0,925
Flavonoid H2S04 Kuning + + + -
Rf: 0,0125 Rf: 0,025 Rf. 0,05
Amonia Kuning + + + -
Rf. 0,025 Rf: 0,025 Rf:0,0375
Tanin dan Tanin Endapan - - - -
Polifenol putih
Polifeno Hitam + + + -
I Rf: - Rf: - Rf: -
Alkaloid Hitam - - - -

Keterangan. K : Kloroform; EA : Etil Asetat; NB : N-Butanol; A : Air; - : Nilai rf tidak dapat
ditentukan.

5.4 Uji Antimikroba

Penelitian ini menggunakan isolat bakteri Bacillus subtilis yang diperoleh
dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.
Sebelum melakukan uji antibakteri, terlebih dahulu dilakukan identifikasi bakteri
Bacillus subtilis yang tersedia di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya. Identifikasi bakteri dilakukan melalui 3 tahap, yaitu:
e Pewarnaan Gram
e Kultur pada Medium Nutrient Agar (NA)

o Uji Katalase

Tahap pertama adalah pewarnaan Gram. Dari perwarnaan Gram,
diperoleh hasil batang Gram positif yang ditandai dengan warna ungu pada bakteri

(Gambar 5.9).
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Bakteri
Bacillus
subtilis dengan
spora

Gambar 5.9. Gambaran Mikroskopik Bakteri Bacillus subtilis
Keterangan. Perbesaran 1000x, berbentuk batang, bewarna ungu, Gram positif, ada spora.

Tahap kedua adalah penanaman pada medium Nutrient Agar (NA).
Bacillus subtilis akan memberikan karakteristik koloni khas, yaitu adanya koloni
berwarna abu-abu, buram, datar, berbentuk bulat dengan ukuran sedang

(Gambar 5.10).

Koloni
Bacillus
subtilis

Gambar 5.10. Koloni bakteri Bacillus subtilis pada Medium Nutrient Agar (NA)
Keterangan. Terlihat koloni bewarna putih dengan batas tidak rata.

Tahap ketiga adalah tes katalase. Hasil positif ditunjukkan dengan adanya
gelembung udara setelah diberi oleh H.O, Proses ini merupakan hasil dari
pemecahan H>O, menjadi H, dan O, Bakteri Bacillus subtilis menunjukkan adanya
gelembung setelah diberi H>O». Hal tersebut menunjukkan bahwa bakteri Bacillus

subtilis termasuk bakteri aerob (Gambar 5.11).
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Katalase positif
(adanya
gelembung udara)

Gambar 5.11. Tes Katalase
Selanjutnya dilakukan uji aktivitas antimikroba dari ekstrak etanol 80% dan
fraksi buah jambu wer (Prunus persica Zieb & Zucc) terhadap bakteri Bacillus
subtilis ATCC 19569 menggunakan metode mikrodilusi. Metode mikrodilusi
digunakan untuk mendapatkan nilai Kadar Hambat Minimum (KHM), kemudian
dilakukan swab pada media Nutrient Agar (NA) untuk mendapatkan nilai Kadar
Bunuh Minimum (KBM). Hasil dari uji antimikroba menggunakan metode

mikrodilusi dapat dilihat pada Tabel 5.4 dan 5.5.

Tabel 5. 4. Hasil Uji mikrodilusi terhadap bakteri Bacillus subtilis (mikroplate)

Konsentrasi (ppm)

No Sampel
50000 25000 12500 6250 3125 1562,5 781,25 390.63 195.31 97.66

1  Seftriakson + + + + + + + + + +

2 Ekstrak + + + - - - - R R R
Fraksi

8 Kloroform * * B + - - - -
Fraksi Etil

4 Asetat + + B - N - -
Fraksi N-

5 Butanol + + - - - - - _

6  Fraksi Air + - - - - - - - - -

Keterangan : (+) : menunjukkan adanya aktivitas antimikroba; (-) : menunjukkan adanya aktivitas
antimikroba.
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Tabel 5.5 Hasil Uji Mikrodilusi terhadap bakteri Bacillus subtilis ATCC 19569

No Sampel Uji Kadar Hambat Minimum Kadar Bunuh Minimum
1 Seftriakson 97.66 ppm *

2 Ekstrak 12500 ppm 25000 ppm

3 Fraksi Kloroform 25000 ppm 50000 ppm

4 Fraksi Etil Asetat 12500 ppm 50000 ppm

5 Fraksi N-Butanol 25000 ppm -

6 Fraksi Air 50000 ppm -

Keterangan : * : Tidak dilakukan uji Kadar Bunuh Minimum; - :

tertinggi (50.000 ppm).

Tidak teramati pada kosentrasi
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Metode ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini adalah maserasi
menggunakan pelarut etanol 80%. Prinsip dari maserasi adalah memisahkan
suatu komponen dari campurannya menggunakan pelarut tertentu (Soebagio,
2003). Pemilihan pelarut etanol 80% dikarenakan etanol mempunyai titik didih
yang rendah, aman, tidak beracun dan tidak berbahaya daripada pelarut lainnya
(metanol, dietil eter, kloroform). Pelarut etanol juga merupakan pelarut dengan
daya ekstraktif terbesar untuk semua bahan alam berbobot molekul rendah seperti
alkaloid, saponin dan flavonoid (Djamal, 2010). Digunakan konsentrasi 80%
dikarenakan pada konsentrasi tersebut memiliki nilai rendemen ekstrak yang lebih
banyak daripada konsentrasi etanol 70% dan 95% (Senja, dkk., 2014). Setelah
proses maserasi, dilakukan remaserasi untuk menarik senyawa metabolik yang
lebih optimal dikarenakan adanya penggantian pelarut yang telah jenuh dengan
pelarut yang baru (Huliselan, Y.M., dkk., 2015). Hasil maserasi kemudian diuapkan
dengan menggunakan rotary evaporator pada suhu 40°C untuk memisahkan hasil
ekstrak dengan pelarutnya. Suhu yang digunakan 40°C bertujuan agar tidak
merusak senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada filtrat apabila
menggunakan suhu yang tinggi (Aditya, dkk., 2016).

Hasil ekstrak yang dihasilkan berwarna coklat dan bertekstur kental
dengan rendemen sebesar 27,65%. Persentase hasil rendemen yang didapat dari
proses maserasi menandakan nilai ekstrak yang dihasilkan. Semakin tinggi nilai
rendemen yang dihasilkan menandakan nilai ekstrak yang dihasilkan semakin
banyak (Armando, 2009). Rendemen suatu ekstrak dipengaruhi oleh beberapa

faktor salah satunya adalah metode ekstraksi yang digunakan (Depkes RI, 2000).
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Selain itu, lamanya ekstraksi juga dapat mempengaruhi hasil rendemen yang
didapatkan. Semakin lama waktu ekstraksi akan menghasilkan rendemen yang
tinggi, karena kesempatan bereaksi antara bahan dengan pelarut semakin lama
sehingga proses penetrasi pelarut ke dalam sel bahan semakin baik yang
menyebabkan semakin banyak senyawa yang berdifusi ke luar sel (Mardina, P.,
2011).

Selanjutnya dilakukan proses fraksinasi. Fraksinasi dilakukan secara
bertingkat menggunakan berbagai pelarut dengan tingkat kepolaran yang berbeda
menggunakan corong pisah. Tujuan fraksinasi adalah untuk memisahkan
komponen-komponen senyawa aktif dari ekstrak yang dihasilkan. Prinsip dari
proses fraksinasi adalah didasarkan pada perbedaan tingkat kepolaran dan
perbedaan bobot jenis antar dua fraksi (Pratiwi, dkk., 2016). Pelarut yang
digunakan adalah kloroform (non polar), etil asetat (semi polar), n-butanol (semi
polar), dan air (polar). Perbedaan pelarut dalam proses fraksinasi dapat
mempengaruhi kandungan total senyawa metabolit sekunder. Hal ini disebabkan
karena perbedaan polaritas dari pelarut (Megha, dkk., 2014; Santoso, dkk., 2002).

Hasil rendemen dari proses fraksinasi kloroform, etil asetat, n-butanol dan
air berturut-turut adalah 5,97%, 5,93%, 20,24%, dan 57,40%. Berdasarkan
penelitian yang dilakukan Rahmatika (2019) memiliki hasil rendemen yang sama
yaitu fraksi air memiliki nilai rendemen tertinggi sebesar 26,7%. Kemudian fraksi
semi polar yaitu etil asetat memiliki nilai rendemen sebesar 8,7 % dan fraksi non
polar yaitu kloroform memiliki nilai rendemen terendah sebesar 5,7%. Air memiliki
nilai rendemen tertinggi menunjukkan bahwa senyawa yang terkandung pada
ekstrak etanol Prunus persica Zieb & Zucc lebih banyak senyawa yang bersifat

polar. Pada fraksi kloroform menghasilkan rendemen yang sangat rendah
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menunjukkan senyawa non polar yang terkandung dalam ekstrak etanol Prunus
persica Zieb & Zucc sangat sedikit.

Selanjutnya dilakukan penapisan fitokimia dengan menggunakan metode
KLT untuk mengetahui kandungan senyawa metabolit yang terkandung dalam
fraksi buah jambu wer (Prunus persica Zieb & Zucc.). Identifikasi senyawa
metabolit sekunder yang terkandung dalam fraksi Prunus persica Zieb & Zucc
ditentukan dengan menggunakan penampak noda spesifik pada setiap identifikasi
senyawa metabolit dan melihat nilai rf pada noda senyawa tersebut. Identifikasi
senyawa yang dilakukan adalah antrakuinon, flavonoid, terpenoid, tanin, polifenol,
dan alkaloid.

Hasil identifikasi senyawa flavonoid menggunakan penampak noda H>SO4
dan amonia menunjukkan hasil noda yang tailing. Tailing terjadi disebabkan
adanya interaksi antara gugus silanol pada fase diam silika dengan pelarut
sehingga menyebabkan puncak yang berekor (Dachriyanus, Meri S., 2017). Selain
itu, hasil identifikasi pada senyawa polifenol menunjukkan hasil noda yang tidak
naik. Hal tersebut terjadi dikarenakan pelarut yang digunakan untuk eluasi belum
bisa menarik senyawa polifenol. Rekomendasi pelarut yang dapat digunakan
untuk identifikasi senyawa polifenol adalah pelarut butanol :asam asetat: air (35 :5
:12) lalu disemprot dengan FeCl; yang menunjukkan adanya senyawa polifenol
yang dapat ditentukan nilai rfnya pada biji Elettaria cardamomum (Abbas, dan
Maliki Matter, 2011). .

Hasil dari identifikasi senyawa metabolit sekunder yaitu didapatkan fraksi
kloroform buah jambu wer (Prunus persica Zieb & Zucc.) positif mengandung
terpenoid, flavonoid, dan polifenol. Terdapat beberapa penelitian sebelumnya

yang mendapatkan hasil yang serupa mengenai kandungan senyawa metabolit
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sekunder pada fraksi kloroform. Hasil fraksinasi dengan pelarut kloroform dapat
menarik senyawa seperti alkaloid, terpenoid, xantofil, flavonoid, dan terpenoid
(Ncube, dik., 2008; Dewi, 2007).

Hasil identifikasi senyawa metabolit sekunder pada fraksi etil asetat dan n-
butanol menunjukkan hasil yang sama, yaitu flavonoid dan polifenol. Berdasarkan
penelitian yang dilakukan Dhingra, N., dkk (2017), menunjukkan bahwa adanya
perbedaan total fenolik dan total flavonoid pada tanaman Prunus dulcis yang
terkandung dalam fraksi etil asetat dan fraksi n-butanol. Nilai total fenolik pada
fraksi etil asetat dan n-butanol adalah 73,470 + 0,008 mg GAE/g dan 36,020 +
0,004 mg GAE/g. Nilai total flavonoid pada fraksi etil asetat dan n-butanol adalah
49,400 + 0,018 mg GAE/g dan 38,530 + 0,017 mg GAE/g. Perbedaan tersebut
dikarenakan kelarutan dari setiap senyawa tergantung pada pelarut yang
digunakan. Tingginya polifenol pada fraksi etil asetat diduga adanya golongan
senyawa polifenol yang memiliki berat molekul yang sama dengan pelarut etil
asetat seperti tanin dan flavonol (Nur dan Astawan, 2011).

Hasil identifikasi senyawa metabolit sekunder pada fraksi air tidak
menunjukkan adanya senyawa metabolit sekunder apapun. Terdapat beberapa
penelitian sebelumnya mengenai kandungan senyawa metabolit sekunder pada
fraksi air. Berdasarkan penelitian yang dilakukan Edrah, dkk (2015), fraksi air daun
Prunus persica mengandung senyawa metabolit tanin, saponin, phlobatanin, dan
flavonoid. Selain itu, fraksi air pada tanaman yang satu genus dengan Prunus
persica yaitu Prunus dulcis memiliki total flavonoid dan polifenol yang kecil diantara
fraksi etil asetat dan n-butanol yaitu sebesar 30,400 + 0,016 mg kuersetin/g dan

24, 030 + 0,016 mg GAE/g (Dhingra, N., dkk., 2017). Tidak teridentifikasinya
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senyawa pada fraksi air dikarenakan jumlah kandungan senyawa metabolit yang
sedikit, sehingga tidak menunjukkan adanya noda yang jelas secara visual.

Selanjutnya dilakukan uji aktivitas antimikroba pada ekstrak etanol 80%,
fraksi kloroform, fraksi etil asetat, fraksi n-butanol dan fraksi air buah jambu wer
(Prunus persica Zieb. & Zucc.) terhadap bakteri Bacillus subtilis ATCC 19659.
Metode yang dilakukan dalam penelitian ini adalah mikrodilusi menggunakan
mikroplate 96 well. Metode mikrodilusi dipilih karena dibandingkan dengan metode
lainnya tidak membutuhkan sampel uji yang banyak, mengingat hasil salah satu
sampel uji yaitu fraksi kloroform hanya 1 gram. Kontrol negatif yang digunakan
yaitu DMSO karena dapat melarutkan senyawa polar dan non polar, serta larut
dalam berbagai pelarut organik maupun air (Pratiwi, 2008). Selain itu, DMSO tidak
menunjukkan adanya zona hambat terhadap bakteri (Hidayah, dkk., 2016). Kontrol
positif yang digunakan adalah antibiotik seftriakson karenakan memiliki
mekanisme hambatan yang sama dengan antibiotik yang sensitif terhadap bakteri
Bacillus subtilis yaitu penisilin G, ampisilin, metisilin, dan cephatolin (Coonrod, dik.,
1971). Selain itu, seftriakson merupakan antibiotik dengan aktivitas luas (broad-
spectrum) yang aktif terhadap berbagai jenis bakteri, baik jenis bakteri Gram positif
maupun Gram negatif (Tjay, 2002). Media yang digunakan untuk melihat adanya
hambatan bakteri pada mikrodilusi adalah media Mueller Hinton Broth (MHB).
Penggunaan media Mueller Hinton Broth (MHB) merupakan media yang
direkomendasikan untuk menentukan KHM dengan metode mikrodilusi cair oleh
National Committee for Clinical Laboratory (NCCLYS).

Penelitian ini menggunakan Enzym Linked Immuno Assay (ELISA) pada
panjang gelombang 620 nm. Teknik ELISA reader dapat mengukur secara

kuantitatif berdasarkan perubahan warna yang disebabkan oleh reaksi enzimatik
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dalam mendeteksi adanya suatu protein dalam sampel (Srimulyati, 2015).
Penggunaan panjang gelombang 620 nm diketahui tidak memiliki efek bakterisidal
terhadap bakteri Bacillus subtilis (Astuti, dkk., 2015). Metode ELISA reader
dilakukan untuk mendapatkan nilai Optical Density (OD) yang digunakan sebagai
penentuan nilai Kadar Hambat Minimum (KHM). Selanjutnya dari data OD
dilakukan perhitungan persen hambat. Persen hambat yang positif menunjukkan
adanya aktivitas penghambatan bakteri pada sampel.

Hasil pengujian nilai Kadar Hambat Minimum (KHM) dilakukan dengan
menggunakan 10 konsentrasi yang berbeda pada sampel ekstrak etanol 80% dan
fraksi buah jambu wer (Prunus persica Zieb & Zucc.) yaitu konsentrasi 50000 ppm,
25000 ppm, 12500 ppm, 6250 ppm, 3125 ppm, 1562,5 ppm, 781,25 ppm, 390.63
ppm, 195.31 ppm, dan 97.66 ppm. Hasil uji aktivitas antimikroba pada sampel
ekstrak etanol 80% buah jambu wer (Prunus persica Zieb &Zucc.) menunjukkan
adanya nilai KHM pada konsentrasi 12500 ppm. Selanjutnya hasil nilai KHM pada
sampel uji fraksi kloroform, etil asetat, n-butanol dan air adalah pada kosentrasi
25000 ppm, 12500 ppm. 25000 ppm, dan 50000 ppm. Jika kelima sampel
dibandingkan dengan kontrol positif yaitu seftriakson, tidak terdapat satupun
sampel yang memiliki nilai KHM yang lebih baik dari seftriakson.

Selanjutnya hasil uji KBM bakteri didapatkan pada fraksi n-butanol dan air
buah jambu wer (Prunus persica Zieb & Zucc.) tidak mampu membunuh bakteri
Bacillus subtilis pada konsentrasi maksimal uji yaitu 50000 ppm. Sampel uji
ekstrak etanol 80%, fraksi kloroform, dan etil asetat dapat membunuh 100%
bakteri Bacillus subtilis pada konsentrasi 25000 ppm, 50000 ppm, dan 50000 ppm.

Sampel uji ekstrak memiliki nilai KHM pada konsentrasi 12500 ppm. Nilai

KBM pada ekstrak lebih baik daripada fraksi lainnya yaitu pada konsentrasi 25000
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ppm. Terdapat penelitian mengenai aktivitas antimikroba yang dilakukan oleh
Rani, dkk (2016) dari sampel ekstrak etanol daun Prunus avium menunjukkan
nilai KHM pada konsentrasi 3000 ppm dan KBM pada konsentrasi 3000 ppm
terhadap bakteri Bacillus subtilis. Hal tersebut menunjukkan bahwa konsentrasi
rendah pada sampel uji ekstrak memiliki efek antimikroba yang baik. Hal tersebut
terjadi dikarenakan pada sampel ekstrak menggunakan pelarut etanol yang
memiliki memiliki sifat polar dan non polar, sehingga senyawa metabolit sekunder
yang terkandung dalam ekstrak lebih kaya daripada fraksi lainnya. Oleh karena itu,
efek aktivitas dari antimikroba pada ekstrak akan lebih optimal daripada fraksi
lainnya.

Sampel uji kloroform memiliki nilai KHM pada konsentrasi 25000 ppm dan
nilai KBM pada konsentrasi 50000 ppm. Penelitian yang dilakukan oleh Aziz dan
Habib (2013) menunjukkan hasil aktivitas antimikroba yang rendah pada sampel
uji fraksi kloroform Prunus persica terhadap bakteri Bacillus subtilis menggunakan
metode difusi agar dengan zona hambat sebesar 6 mm. Berdasarkan hasil uji
identifikasi senyawa metabolit sekunder, fraksi klorofom memiliki senyawa yang
lebih banyak daripada fraksi lainnya. Namun efek antimikrobanya tidak lebih baik
daripada fraksi lainnya. Hal tersebut terjadi bisa dikarenakan sifat kepolaran
senyawa yang terkandung kurang sesuai dengan dinding bakteri. Bakteri Bacillus
subtilis merupakan bakteri Gram positif yang memiliki kandungan peptidoglikan
yang tinggi dan lipid yang rendah, sehingga bakteri Gram positif lebih bersifat polar
(Pratiwi, 2008). Selain itu, bakteri Bacillus subtilis memiliki struktur dinding sel
berlapis (Brogden, 2005). Fraksi kloroform merupakan pelarut yang bersifat non

polar, sehingga senyawa yang terkandung dalam fraksi sulit untuk dapat masuk
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ke dalam sel bakteri secara optimal dikarenakan perbedaan kepolaran dan lapisan
dinding bakteri yang berlapis.

Sampel uji etil asetat memiliki nilai KHM pada konsentrasi 12500 ppm dan
nilai KBM pada konsentrasi 50000 ppm. Sampel uji n-butanol memiliki nilai KHM
yang lebih tinggi daripada etil asetat yaitu pada konsentrasi 25000 ppm dan pada
konsentrasi tertinggi yaitu 50000 ppm masih menunjukkan adanya pertumbuhan
mikroba. Kandungan senyawa metabolit sekunder keduanya sama yaitu flavonoid
dan polifenol, namun efek penghambatan keduanya berbeda. Hal tersebut
dikarenakan kandungan antara senyawa metabolit yang terkandung dari etil asetat
dan n-butanol memiliki jumlah yang berbeda, sehingga dapat mempengaruhi efek
aktivitas antimikroba dari kedua fraksi. Kandungan senyawa metabolit yang sedikit
pada fraksi n-butanol menyebabkan efek penghambatan yang lebih buruk
daripada fraksi etil asetat. Oleh karena itu, perlu menggunakan konsentrasi yang
lebih tinggi pada fraksi n-butanol agar dapat membunuh bakteri Bacillus subtilis.

Sampel uji air memiliki nilai KHM pada konsentrasi 50000 ppm. Namun,
pada konsentrasi maksimal uji yaitu 50000 ppm masih menunjukkan adanya
pertumbuhan mikroba. Berdasarkan hasil identifikasi senyawa metabolit sekunder,
fraksi air tidak menunjukkan adanya kandungan senyawa metabolit sekunder.
Namun, pada uji aktivitas antimikroba terdapat adanya hambatan yang rendah
daripada fraksi lainnya. Hal tersebut dimungkinkan terjadi karena adanya senyawa
metabolit yang terkandung dalam fraksi air dengan jumlah sedikit, sehingga tidak
terlihat adanya noda yang spesifik. Kandungan senyawa metabolit yang sedikit
tersebut menyebabkan efek penghambatan pada fraksi air rendah. Oleh karena
itu, perlu menggunakan konsentrasi tinggi pada fraksi air agar dapat membunuh

bakteri Bacillus subtilis.
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Aktivitas antibakteri pada fraksi kloroform, etil asetat dan fraksi n-butanol
disebabkan karena adanya kandungan senyawa metabolit yang terkandung dalam
fraksi. Fraksi kloroform mengandung terpenoid, polifenol, dan flavonoid, serta
fraksi etil asetat, n-butanol, dan air mengandung polifenol, dan flavonoid. Senyawa
terpenoid, polifenol, dan flavonoid memiliki aktivitas antimikroba dengan
mekanisme penghambatan yang berbeda. Berdasarkan Cushnie dan Lamb
(2005), senyawa flavonoid dapat berikatan dengan peptidoglikan pada dinding sel
bakteri sehingga terjadi pengendapan protein yang dapat menghambat proses
biosintesis peptidoglikan dan menghambat DNA gyrase. Mekanisme antimikroba
terpenoid dengan menghasilkan membran yang mengganggu komponen lipofilik
dinding sel bakteri (Cowan, 1999). Senyawa polifenol memiliki aktivitas antibakteri
dengan berperan sebagai toksin dalam protoplasma, merusak dan menembus
dinding sel serta mengendapkan protein sel bakteri (Heyne,1987).

Impilkasi penelitian ini terhadap bidang kefarmasian adalah didapatnya
data metabolit sekunder yang terdapat pada buah jambu wer (Prunus persica Zieb
& Zucc.) sehingga dapat dilakukan penelitian lebih lanjut terkait potensi aktivitas
antibakteri dari masing-masing senyawa tersebut. Selanjutnya didapatkan fraksi
etil asetat yang memiliki aktivitas antibakteri paling potensial terhadap bakteri
Bacillus subtilis. Maka dapat dilakukan penelitian lanjutan terkait metabolit
sekunder dan zat aktif pada fraksi etil asetat untuk dilakukan isolasi dan analisis

antibakterinya lebih lanjut.



BAB 7
KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

1. Fraksi kloroform buah jambu wer (Prunus persica Zieb & Zucc.)
mengandung senyawa metabolit sekunder yaitu flavonoid, terpenoid,
pelifenol. Fraksi etil asetat, fraksi n-butanol mengandung senyawa
metabolit sekunder seperti flavonoid dan polifenol. Fraksi air tidak
mengandung satupun senyawa metabolit sekunder.

2. Kadar Hambat Minimum (KHM) ekstrak etanol 80% buah jambu wer
(Prunus persica Zieb & Zucc.), fraksi kloroform, fraksi etil asetat, fraksi n-
butanol, dan fraksi air berturut-turut yaitu 12500 ppm, 25000 ppm, 12500
ppm, 25000 ppm, dan 50000 ppm pada bakteri Bacillus subtilis ATCC
19659. Kadar Bunuh Minimum (KBM) ekstrak etanol 80% buah jambu wer
(Prunus persica Zieb & Zucc.), fraksi kloroform, dan fraksi etil asetat
berturut-turut yaitu 25000 ppm, 50000 ppm, dan 50000 ppm. Sampel
fraksi n-butanol dan air membutuhkan konsentrasi lebih dari 50000 ppm

untuk dapat membunuh bakteri Bacillus subtilis ATCC 19659.

7.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, saran yang data diberikan

untuk kelanjutan dari penelitian ini adalah :
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1. Menentukan golongan senyawa dalam fraksi (kloroform, etil asetat dan
n-butanol) buah jambu wer (Prunus persica Zieb & Zucc) yang
berperan pada aktivitas antibakteri menggunakan metode bioautografi.

2. Melakukan pengujian secara in silico untuk menemukan senyawa-

senyawa yang berpotensi sebagai obat antimikroba.
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LAMPIRAN
Lampiran 1. Perhitungan Proses Ekstraksi
Perhitungan jumlah pelarut yang dibutuhkan untuk proses maserasi
Berat simplisia serbuk Prunus persica Zieb & Zucc. x 10 = Jumlah etanol 80%
151,08 x 10 = Jumlah etanol 80%
1510,08 mL = Jumlah etanol 80%

Pembuatan pelarut etanol 80%

M: X Vi = M2 x Vz
96% x Vi = 80%x 1510,8 mL
96% x Vi =129928,8 mL

V1 =1353,425 mL

Lampiran 2. Perhitungan Rendemen Ekstrak Etanol 80% Buah Jambu Wer

(Prunus persica Zieb & Zucc)

% Rendemen = 24N 10096 = 2288 100% = 37,65 %
berat awal 151,08
Ekstrak Berat Pelarut Jumlah X Berat Rendemen Warna
Simplisia Maserasi Hasil
Serbuk Ekstraksi
Jambu 151,08 Etanol 3 kali 56,88 37,65 % Coklat
wer gram 80% gram

Lampiran 3. Perhitungan Rendemen Fraksi Buah Jambu Wer (Prunus persica

Zieb & Zucc)

berat akhir 1,194

% Rendemen Fraksi Kloroform = x 100% = o X 100% = 5,97 %

berat awal

berat akhir 1,857

% Rendemen Fraksi Etil Asetat = ——— x 100% = 5 X 100% = 9,29 %

berat awal
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% Rendemen Fraksi N-butanol = 2674 4MT s 10006 = 2248 4 1009 = 20,24 %
berat awal 20
Jenis Fraksi  Jumlah X Berat Fraksi Rendemen
Fraksinasi
Kloroform 4 kali 1,194 5,97 %
Etil Asetat 6 kali 1,857 9,29 %
N-butanol 6 kali 4,048 20,24 %

Lampiran 4. Optimasi Pelarut Fase Gerak

Lampiran 4.1. Kloroform : Aseton : Asam Formiat (2:7,5:0,5)

Optimasi fase gerak yang pertama dilakukan dengan menotolkan sampel uji
pada lempeng KLT yang dieluasi dengan fase gerak kloroform : aseton : asam format
dengan perbandingan 2 : 7 : 0,5. Hasil yang didapatkan dilihat di bawah sinar UV 254
nm memperlihatkan adanya noda bewarna hitam pada fraksi kloroform, fraksi etil
asetat dan n-butanol yang tailing, dan fraksi air tidak menunjukkan adanya noda.
Lempeng KLT tersebut juga diamati di bawah sinar UV 365 nm, fraksi kloroform, etil

asetat, n-butanol dan air menunjukkan adanya noda bewarna biru yang tidak naik.

(a) (b)
Gambar 1. Profil KLT fase gerak kloroform : aseton : asam formiat (2 : 7,5 : 0,5). ()
diamati di bawah sinar UV 254 nm; (b) diamati di bawah sinar UV 366 nm.
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Lampiran 4.2. Kloroform : Aseton

Optimasi fase gerak yang kedua dilakukan dengan menotolkan sampel uji
pada lempeng KLT yang dieluasi dengan 3 macam fase gerak kloroform : aseton
dengan perbandingan pelarut yang berbeda-beda. Perbandingan yang digunakan
adalah 2:8; 3:7; dan 4:6 . Hasil yang didapatkan dilihat di bawah sinar UV 254 nm
pada perbandingan (2:8) dan (3:7) memperlihatkan adanya noda bewarna hitam pada
fraksi kloroform, fraksi etil asetat dan n-butanol yang tailing, dan fraksi air tidak
menunjukkan adanya noda. Pengamatan di bawah sinar UV 254 nm dengan
perbandingan pelarut (4:6) tidak menunjukkan noda pada semua fraksi.

Pengamatan di bawah sinar UV 366 setelah dieluasi pada fase gerak dengan
perbandingan (2:8) dan (3:7) menunjukkan adanya 3 noda bewarna merah. Jika dilihat
dari persebaran noda yang dihasilkan perbandingan pelarut (3:7) lebih dipilih sebagai
fase gerak yang akan digunakan untuk identifikasi senyawa metabolit karena jarak
antar noda yang dihasilkan tidak berdekatan seperti pada perbandingan (2:8). Pada
perbandingan (4:6) menunjukkan noda biru yang tailling pada fraksi kloroform, etil

asetat, dan n-butanol, fraksi air menunjukkan noda bewarna biru yang tidak naik.
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(@) (b)

(©) (d) (e)

Gambar 2. Profil KLT fase gerak kloroform : aseton. (a) Setelah dieluasi pada fase gerak
kloroform: aseton (2:8) dan diamati di bawah sinar UV 254 nm; (b) Setelah dieluasi pada fase
gerak kloroform: aseton (2:8) dan diamati di bawah sinar UV 366 nm; (c) Setelah dieluasi pada
fase gerak kloroform: aseton (3:7) dan diamati di bawah sinar UV 254 nm; (d) Setelah dieluasi
pada fase gerak kloroform: aseton (3:7) dan diamati di bawah sinar UV 366 nm; (e) Setelah
dieluasi pada fase gerak kloroform: aseton (4:6) dan diamati di bawah sinar UV 254 nm; (f)
Setelah dieluasi pada fase gerak kloroform: aseton (4:6) dan diamati di bawah sinar UV 366
nm.

(f)

Lampiran 4.3. N-heksana : Etil Asetat
Optimasi fase gerak yang ketiga dilakukan dengan menotolkan sampel uji
pada lempeng KLT yang dieluasi dengan 2 macam fase gerak n-heksana: etil asetat
dengan perbandingan pelarut yang berbeda-beda. Perbandingan yang digunakan
adalah 1:9; dan 3:7. Hasil yang didapatkan dilihat di bawah sinar UV 254 nm pada
perbandingan (1:9) menunjukkan adanya noda bewarna hitam pada fraksi kloroform,
fraksi etil asetat dan n-butanol yang tailing, dan fraksi air tidak menunjukkan adanya
noda. Pengamatan di bawah sinar UV 254 nm dengan perbandingan pelarut (3:7)
tidak menunjukkan adanya noda pada semua fraksi.
Pengamatan di bawah sinar UV 366 setelah dieluasi pada fase gerak dengan

perbandingan (1:9) menunjukkan adanya 3 noda bewarna merah dengan nilai rf
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masing-masing adalah 0,907; 0,628; dan 0,465. Pada perbandingan (3:7)

menunjukkan noda biru yang tidak naik pada semua fraksi.

(@) (b) (c) (d)

Gambar 3. Profil KLT fase gerak N-heksana: etil asetat. (a) Setelah dieluasi pada fase gerak
n-heksana: etil asetat (1:9) dan diamati di bawah sinar UV 254 nm; (b) Setelah dieluasi pada
fase gerak n-heksana: etil asetat (1:9) dan diamati di bawah sinar UV 366 nm; (c) Setelah
dieluasi pada fase gerak n-heksana: etil asetat (3:7) dan diamati di bawah sinar UV 254 nm,;
(d) Setelah dieluasi pada fase gerak n-heksana: etil asetat (3:7) dan diamati di bawah sinar
UV 366 nm.

Lampiran 5. Bakteri Bacillus subtilis

Lampiran 5.1 Sampel bakteri Bacillus subtilis
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Lampiran 6. Perhitungan pengenceran bakteri

Nilai absorbansi terhadap bakteri Bacillus subtilis ATCC 19569 pada panjang
gelombang 620 nm adalah 0,683.

Kosentrasi bakteri 108 = ﬁ = 1,46 (diambil 1,46 mikro ke dalam 10 mL media cair)

Kosentrasi bakteri 10’ =M; . V=M, V

108.V =107.10 ml =V =1 mL ( diambil 1 mikro ke dalam
10 mL media cair).

Kosentrasi bakteri 106 =M; . V=M, V

107.V =10°. 10 ml =V = 1 mL ( diambil 1 mikro ke dalam
10 mL media cair ).

Lampiran 7. Perhitungan kosentrasi sampel mikrodilusi

Well 1 = (10° ppm) (50 UL) = M . 100 4L

5 x 10° =M. 10?2

M =5x 10* = 50.000 ppm
Well 2 = (5 x 10* ppm) (50 Y4L) =M. 100 YL

25 x 10° =M. 10?

M = 25 x 10% = 25.000 ppm
Well 3 = (25 x 10% ppm) (50 UL) = M . 100 4L

125 x 10* =M. 10?

M =12.500 ppm
Well 4 = (12.500 ppm) (50 4L) = M . 100 UL

625 x 10° =M. 102

M =6.250 ppm
Well 5 = (6250 ppm) (50 4L) = M . 100 4L

3125 x 10? =M. 102



M = 3125 ppm
Well 6 = (3125 ppm) (50 L) = M . 100 UL

156250 =M. 10?

M =1562,5 ppm
Well 7 = (1562,5 ppm) (50 UL) = M . 100 4L

78125 =M. 102

M =781,25 ppm
Well 8 = (781,25 ppm) (50 UL) = M . 100 4L

39062,5 =M. 10?2

M = 390,63 ppm
Well 9 = (390,63 ppm) (50 L) = M . 100 UL

19531,5 =M. 102

M = 195,31 ppm
Well 10 = (195,31 ppm) (50 UL) = M . 100 YL

9765,5 =M. 10?2

M = 97,66 ppm

84



Lampiran 8. Tabel Mikrodilusi pada Mikroplate

Tabel L8.1 Mikrodilusi MHB + Sampel Uji + Suspensi Bakteri

85

bakte
ri

bakt
eri

bakt
eri

bakt
eri

bakt
eri

bakt
eri

bakt
eri

bakt
eri

bakt
eri

bakt
eri

50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50puL | 50
puL puL pL pL pL pL pL pL pL pL Larut uL
MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | an DMS
+50 | +50 | +50 | +50 | +50 | +50 | +50 | +50 | +50 | +50 | DMS | 5
puL puL pL pL pL pL pL pL pL pL O 50
samp | well | well | well | well |well |well |well |well |well |10%

el+ [1+ |2+ [3+ |4+ |5+ |6+ |7+ |8+ [0+ uL
50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 bakt
L L L L L L L L L L ern
bakte | bakt | bakt | bakt | bakt | bakt | bakt | bakt | bakt | bakt

ri eri eri eri eri eri eri eri eri eri

50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 uL | 50
uL uL ML uL ML pL pL ML ML ML Larut uL
MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | an DMS
+50 | +50 | +50 | +50 | +50 | +50 | +50 | +50 | +50 [+50 |DMS |,
uL uL uL ML pL ML ML puL puL uL O 50
samp | well | well | well | well | well | well | well |well |well | 10%

el+ |1+ |2+ [3+ |4+ |5+ |6+ |7+ [8+ [0+ uL
50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 bakt
uL uL L uL pL L L L L L ern
bakte | bakt | bakt | bakt | bakt | bakt | bakt | bakt | bakt | bakt

ri eri eri eri eri eri efi eri eri eri

50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 uL | 50
uL uL ML ML pL pL pL ML ML ML Larut | pL
MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | an DMS
+50 | +50 | +50 | +50 |+50 | +50 |+50 | +50 | +50 | +50 |DMS |5,
uL uL uL ML puL pL ML puL puL uL @) 50
samp | well | well | well | well | well | well |well |well |well | 10%

el+ |1+ |2+ [3+ |4+ |5+ |6+ |7+ |8+ |9+ uL
50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 bakt
L uL L L L L L L L L ern




Tabel L8.2 Mikrodilusi MHB + Sampel Uji + MHB

86

50 pL 50pL |50 pL [S50pL |50 pL | 50 pL | SO pL | 50 pL | 50 pL | 50 pL
MHB+ |[MHB |MHB [MHB |MHB |MHB | MHB | MHB | MHB | MHB
50 pL +50 |+50 |+50 |+50 |+50 |+50 |+50 |+50 |+50
sampel | pL pL pL pL pL pL pL pL pL
+50puL [welll |well2 |well3 |well4 | well5 | well6 | well 7 | well 8 | well 9
MHB +50 |+50 |+50 |+50 |+50 |+50 |+50 |[+50 |+50
pL pL puL puL pL pL pL pL pL
MHB | MHB | MHB | MHB |MHB | MHB | MHB | MHB | MHB
50 uL 50uL |50 L |50 L |50 L |50 L |50 pbL | 50 pL | 50 pL | 50 pL
MHB+ |MHB |MHB [MHB |MHB |MHB | MHB | MHB | MHB | MHB
50 pL +50 |+50 |+50 |+50 |+50 |+50 |+50 |[+50 |+50
sampel | pL ML ML uL ML ML ML ML ML
+50puL [welll |well2 |well3 |well4 | well5 | well6 | well 7 | well8 | well 9
MHB +50 |+50 |+50 |+50 |+50 |+50 |+50 |[+50 |+50
ML ML ML uL ML ML uL ML ML
MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB
50 pL 50pL |50 pL |50 pL |50 pL | 50 pL | 50 L | 50 pL | 50 pL | 50 pL
MHB+ |[MHB |MHB [MHB |MHB |MHB | MHB | MHB | MHB | MHB
50 pL +50 |+50 |+50 |+50 |+50 |+50 |+50 |[+50 |+50
sampel | pL pL pL pL pL pL pL uL pL
+50puL [welll |well2 |well3 | well4 | well5 | well6 | well 7 | well8 | well 9
MHB +50 |+50 |+50 |+50 |+50 |+50 |+50 |+50 |+50
ML ML puL puL pL ML ML ML ML
MHB | MHB | MHB | MHB |MHB | MHB | MHB | MHB | MHB




Tabel L8.3 Mikrodilusi MHB + Seftriakson + Suspensi Bakteri
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Il

r

Il

r

r

r

r

Il

50 pL 50puL | 50 pL | 50 pL | 50 pL | 50 pL | 50 pL | 50 pL | 50 pL | 50 pL
MHB + MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB
50 uL +50 [+50 |+50 |+50 |[(+50 |+50 |+50 |+50 |+50
seftriaks | pL pL puL pL pL pL pL pL pL
on + 50 welll | well2 | well 3 | well4 | well5 | well6 | well 7 | well 8 | well 9
uL +50 [+50 |+50 |+50 [(+50 |+50 |+50 |+50 |+50
bakteri pL pL pL pL pL pL pL pL pL
bakte | bakte | bakte | bakte | bakte | bakte | bakte | bakte | bakte
ri ri ri ri ri ri ri ri ri
50 pL 50puL | 50 pL | 50 pL | 50 pL | 50 pL | 50 pL | 50 pL | 50 pL | 50 pL
MHB + MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB
50 uL +50 [+50 |+50 |+50 [(+50 |+50 |+50 |+50 |+50
seftriaks | pL pL pL pL pL pL pL pL pL
on + 50 welll | well2 | well 3 | well4 | well5 | well6 | well 7 | well 8 | well 9
puL +50 |+50 |+50 |+50 [(+50 |+50 |+50 |+50 |+50
bakteri pL pL pL pL pL pL pL pL pL
bakte | bakte | bakte | bakte | bakte | bakte | bakte | bakte | bakte
ri ri ri ri ri ri ri ri ri
50 pL 50pL | 50 pL | 50 pL | 50 pL | 50 pb | 50 pL | 50 pL | 50 pL | 50 pL
MHB + MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | MHB
50 uL +50 [+50 |+50 |+50 [(+50 |+50 |+50 |[+50 |+50
seftriaks | pL pL pL pL pL pL pL pL pL
on + 50 welll | well2 | well3 | well4 | well5 | well6 | well 7 | well 8 | well 9
uL +50 [+50 |+50 |+50 |(+50 |+50 |+50 |+50 |+50
bakteri uL pL uL puL puL pL puL puL pL
bakte | bakte | bakte | bakte | bakte | bakte | bakte | bakte | bakte

Il




Tabel L8.4 Mikrodilusi MHB + Seftriakson + MHB
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50 pL 50 50pL [ S0 pL {50 pL | 50 pL | 50 pL | 50 50 pL | 50 pL
MHB + pL MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | puL MHB | MHB
50 uL MHB | +50 |+50 |+50 |+50 |+50 |MHB |+50 |+50
seftriakso | + 50 | pL pL pL pL pL +50 |pL pL
n +50 uL well2 | well3 | well4 | well5 | well6 | uL well 8 | well 9
puL MHB | well |+50 |+50 |+50 |+50 |+50 |well |+50 |+50
1+ |uL puL pL pL puL 7+ | uL pL
50 MHB | MHB | MHB | MHB | MHB |50 MHB | MHB
uL ML
MHB MHB
50 pL 50 50pL [ 50 pL {50 pL | 50 pL | 50 pL | 50 50 pL | 50 pL
MHB + pL MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | puL MHB | MHB
50 pL MHB | +50 |+50 |+50 |[+50 |[+50 |MHB|+50 |+50
seftriakso | + 50 | pL pL pL pL pL +50 | pL pL
n +50 uL well2 [ well3 | well4 | well5 | well 6 | uL well 8 | well 9
pL MHB | well |+50 |+50 |+50 |+50 |+50 |well |+50 |+50
1+ |uL pL pL ML uL 7 + | uL pL
50 MHB | MHB | MHB | MHB | MHB |50 MHB | MHB
ML ML
MHB MHB
50 pL 50 50pL [ 50 ppL {50 pL [ 50 pL | 50 pL | 50 50 pL | 50 pL
MHB + pL MHB | MHB | MHB | MHB | MHB | puL MHB | MHB
50 pL MHB | +50 |+50 |+50 |+50 |+50 |MHB|+50 |+50
seftriakso | + 50 | pL uL pL pL uL +50 | L puL
n +50 uL well2 | well3 | well4 | well5 | well 6 | uL well 8 | well 9
puL MHB | well |+50 |+50 |+50 |+50 |+50 |well |+50 |+50
1+ |uL uL pL pL uL 7 + |uL ML
50 MHB | MHB | MHB | MHB | MHB |50 MHB | MHB
pL uL
MHB MHB




Lampiran 9. Perhitungan Persen Hambat

Lampiran 9.1 Sampel Uji Kontrol Positif Seftriakson

89

_ Standar RSD (%
No Konsentrasi oD Rata-rata | Deviasi (%) | sshambatan
0.067
1 50.000 ppm 0.075 0.001 1.3422 99.1663
0.082
2 25.000 ppm | 0.069 0.072 0.003 3.4965 98.2134
0.074
.062
3 12.500 ppm 000065 0.056 0.006 10.7149 | 98.5707
4 6.250 ppm | 0.053 0.060 0.007 11.6667 | 99.0472
0.067
5 3.125 ppm 0% 0.055 0.003 5.4545 98.8090
0.058
6 1.562,5 ppm | 0.063
. ; 6651
0057 0.060 0.003 5 96.665
7 781,3 ppm 0.058
_ , 7.2 7.0224
0553 0.063 0.005 97.0
8 390,6 ppm 0054 0.058 0.001 0.8695 98.6899
0.057
9 195,3 ppm 0.055 0.056 0.001 0.9009 98.2134
0.056
0.049
10 97,7 ppm 0.056 0.000 0 97.3797

0.063




Lampiran 9.2 Sampel Uji Ekstrak Etanol 80%

90

No | Konsentrasi oD Rata-rata SD.tan_da_r RSD (%) %hambatan
eviasi

0.836

50000 ppm 0.6855 0.151 21.9547 129.657
0.535
0.381

2 25000 ppm 0.393 0.012 2.9299 134.183
0.404
0.215

3 12.500 ppm 0211 0.213 0.002 0.9389 102.859
721

4 6.250 ppm 0 0.7195 0.002 0.2084 -35.660
0.718

5 3.125 ppm 0.73% 0.7385 0.005 0.6093 56.146

HESPPM TG a3 ' ' ' '

6 1.562,5 0.998 0.9495 0.049 5.1079 -106.170
ppm 0.901
7 0.885

781,3 0.843 0.042 4.9822 -85.326
PP ™5 801
0.834

8 390,6 ppm 0.8475 0.014 1.5929 -88.304
0.861
0.756

9 195,3 ppm 0.744 0.012 1.6129 -64.840
0.732
10 0.882

97,7 ppm 0.957 0.075 7.7888 -116.889

1.031




Lampiran 9.3 Sampel Uji Fraksi Kloroform
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No | Konsentrasi oD Rata-rata | Standar Deviasi | RSD (%) | %hambatan
1 | 50.000 ppm | 1.728 1.732 0.004 0.2309
1.736 78.7994
2 | 25.000 ppm | _1.336 14.6325
1.794 1.565 0.229 83.3253
12500 ppm |_1.024 1.161 0.137 11.8001
3 1.298 -13.3873
6.250 ppm | 0494 | 0451 0.044 9.6559
0.407 80.8242
5| 3.125ppm | 1.114 0.924 0.191 20.6280
0.733 -80.2048
6 | 1.562,5ppm | 0.69 0.714 0.024 32936
0.737 -47.8084
7 | 781,3ppm | 0.802 0.762 0.041 53184
0.721 -61.6245
8 | 390,6 ppm | 0.463 0.628 0.160 25 4183
0.473 -32.0867
9 | 1953 ppm | 0.626 12.6308
0.807 0.717 0.090 -52.3344
10 | 97,7 ppm 0.987 2.7589
0.934 0.961 0.027 -108.5516




Lampiran 9.4 Sampel Uji Fraksi Etil Asetat
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No | Konsentrasi oD Rata-rata SDtan_da_r RSD (%) | %hambatan
eviasli
1 50.000 ppm 0.245
e 0241 0.005 1.8711 134.1829
2 | 25.000ppm | 0.266 0.328 0.062 18.7786 | 125.1310
0.216
3 12.500 ppm 0.597 0.567 0.031 5.3839 22.9395
0.536
634
4| 6.250ppm | 063 0.608 0.027 43621 | -13.9828
0.581
5 3.125 ppm el 0.656 0.049 7.3989 -36.6127
0.704
6 | 15625ppm | 0.707 0.686 0.022 3.1364 -48.9995
0.664
7 781,3 ppm 0.672 0.752 0.079 10.5788 -64.7213
0.653
0.704
8 390,6 ppm 0.691 0.013 1.8813 -51.9771
0.678
9 195,3 ppm 0.562 0.545 0.017 3.1193 -18.3897
0.528
10 97,7 ppm S5 0.735 0.036 4.8332 -64.0067

0.77




Lampiran 9.5 Sampel Uji Fraksi N-butanol
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No | Konsentrasi | OD | Rata-rata SDtan_da_r RSD (%) | %hambatan
eviasli

1 50.000 ppm | 0.161 0.167 0.006 3.5928 78.7994
0.173

2 | 25.000ppm | 0482 | o 0.027 5.2114 9.8380
0.535

3 | 12500ppm | 0598 | o0 0.063 9.5310 -44.3545
0.724

4 6.250ppm | 0441 | oy 0.026 4.2833 -33.1586
0.493

5 3.125ppm | 0583 | 56, 0.017 2.9126 -23.5112
0.55

6 1.562,5 ppm | 0.93 1.009 0.079 7.8295 -129.1567
1.088

7 7813ppm | LOL7 | ong 0.059 6.1586 -117.7227
0.899

8 3906 ppm | 0919 | = g 0.001 0.0544 -108.5517
0.918
0.798

9 195,3 ppm 0.847 0.049 5.7294 -91.4007
0.895

10 97.7ppm | 1.054 |, 516 0.039 3.7912 -130.2287

0.977
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Lampiran 9.6 Sampel Uji Fraksi Air

NG Konsentrasi oD Rata- Standar RSD (%) | %hambatan
rata Deviasi

L 50.000 ppm | 0565 | 5aq 0.023 39115 | 96.1887
0.611
0.893

2| 25000 ppm 0.842 0.051 6.0570 | -21.2482
0.791

3 12.500 ppm 01'903; 0.997 0.063 6.3189 -95.5693

4 | 6250ppm | 0949 | ..o 0.052 57381 | -83.5398
0.846

5 3.125ppm | 0882 | 400 0.001 01132 | -89.8523
0.884
674

6 1.562,5 ppm | 0.6 0.622 0.053 8.4473 -30.8957
0.569

7 7813ppm | 1041 |, o, 0.021 2.0588 -129.3949
0.999

8 390,6 ppm | 0.747 |, qc 0.039 4.9013 -74.0114
0.824

o 1953 ppm | O.781 |4 767 0.014 1.8252 | -71.7485
0.753

10 97,7 ppm 3'3‘7‘2 0.660 0.112 16.9697 | -45.7837

Lampiran 10. Perhitungan

Contoh Perhitungan %RSD Sampel Ekstrakl Kosentrasi 50000 ppm

SD
Rata-rata

%RSD = X 100%

_ 0,151
0,6855

x 100% = 21,95 %

Contoh Perhitungan Persen Hambat Sampel Ekstrak Kosentrasi 50000 ppm

OD Kontrol Negatif—0D Sampel Uji

Rumus Persen Hambatan ={ 1 - .
0D Kontrol Negatif

} x 100%
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Keterangan :
OD Sampel Uji = Rerata (Suspesi bakteri 50 pL + MHB 50 pL + Sampel Uji 50
uL ) — Rerata (MHB 50 pL + Sampel Uji 50 uL + MHB 50 pL).
= 0,6855 - 0,810
=-0,1245

OD Kontrol negatif =0,4198

0,4198—(—0,1245)

Persen Hambat =( 07198 ) X 100 %
= (Gaion ) X 100 %
= 129,657 %

Lampiran 11. Grafik Persen Hambat

Lampiran 11.1 Grafik Persen Hambat Kontrol Positif

KONTROL POSITIF

100.000

98.000 .\"__'__‘_—\’___/\.

96.000

94.000
50000 25000 12500 6250 3125 1562.5 781.25 390.63 195.31 97.66
ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm

Lampiran 11.2 Grafik Persen Hambat Ekstrak Etanol 80%

EKSTRAK

150.000
100.000

50.000

0.000
50000 25000 12500 6%50
-50.000 ~ ppm  ppm  ppm  ppm

3125 1562.5 781.25 390.63 195.31 97.66
ppm  ppm  ppm  p ppm

-100.000

-150.000



Lampiran 11.3 Grafik Persen Hambat Fraksi Kloroform

KLOROFORM

100

50

50000 25000 12500 6250
-50 ppm ppm ppm ppm

1562.5 781.25 39@63 195.31 97.66
ppm

-100

-150

Lampiran 11.4 Grafik Persen Hambat Fraksi Etil Asetat

ETIL ASETAT

150.000
100.000
50.000
0.000

50000 25000 12500 6 3125 15625 78125 390.63 1983l 97.66

m m m m m

50000 _PPM _PPM  pp PP PP

-100.000
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Lampiran 11.5 Grafik Persen Hambat Fraksi N-butanol

N-BUTANOL

100

50

50000 25000
-50 ppm ppm

1562.5 781.25 390.63 195.31 97.66
ppm ppm ppm ppm ppm

-100

-150

Lampiran 11.6 Grafik Persen Hambat Fraksi Air

AIR

150

100

50

50000 259Q0
50 “ppm  ppm

12500
ppm

6250
ppm

3125
ppm

97.66

-100

-150



Lampiran 12. Gambar Plate Agar

L 12.1 Gambar Nutrient Plate Agar 1

Keterangan : A

I o m m O O W

: Sampel Ekstrak konsentrasi 50000 ppm

: Sampel Ekstrak konsentrasi 25000 ppm

: Sampel Ekstrak konsentrasi 12500 ppm

: Sampel Ekstrak konsentrasi 6250 ppm

: Sampel Ekstrak konsentrasi 50000 ppm (replikasi 2)
: Sampel Ekstrak konsentrasi 25000 ppm (replikasi 2)
: Sampel Ekstrak konsentrasi 12500 ppm (replikasi 2)

: Sampel Kloroform konsentrasi 50000 ppm
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L 12.2 Gambar Nutrient Plate Agar 2

Keterangan : A

I @ m m O O W

: Sampel Kloroform konsentrasi 25000 ppm
: Sampel Kloroform konsentrasi 12500 ppm
: Sampel Kloroform konsentrasi 50000 ppm (replikasi 2)
: Sampel Kloroform konsentrasi 25000 ppm (replikasi 2)
: Sampel Kloroform konsentrasi 12500 ppm (replikasi 2)
: Sampel Etil Asetat konsentrasi 50000 ppm
: Sampel Etil Asetat konsentrasi 50000 ppm

: Sampel Etil Asetat konsentrasi 25000 ppm
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L 12.3 Gambar Nutrient Plate Agar 3

Keterangan : A

I ¢ Mm m O O W

: Sampel Etil Asetat konsentrasi 12500 ppm
: Sampel Etil Asetat konsentrasi 50000 ppm (replikasi 2)
: Sampel Etil Asetat konsentrasi 25000 ppm (replikasi 2)
: Sampel N-butanol konsentrasi 50000 ppm
: Sampel N-butanol konsentrasi 25000 ppm
: Sampel N-butanol konsentrasi 50000 ppm (replikasi 2)
: Sampel N-butanol konsentrasi 25000 ppm (replikasi 2)
: Sampel N-butanol konsentrasi 50000 ppm (replikasi 2)
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L 12.4 Gambar Nutrient Plate Agar 4

Keterangan : A

m O O @

: Sampel Air konsentrasi 50000 ppm

: Sampel Air konsentrasi 50000 ppm

: Sampel Air konsentrasi 25000 ppm

: Sampel Air konsentrasi 50000 ppm (replikasi 2)
: Sampel Air konsentrasi 25000 ppm (replikasi 2)
: Kontrol Negatif

: Kontrol Negatif

: Kontrol Negatif
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