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ABSTRAK 

 

Alfatah, Abu Hasan. 2019. Aktivitas Antibiofilm Fraksi Etil Asetat Ekstrak Daun 
Putri Malu (Mimosa pudica) pada Bakteri Methicilin-Resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA) Secara In Vitro. Tugas Akhir, Program 
Studi Sarjana Farmasi, Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. 
Pembimbing: (1) Dr. Dra. Sri Winarsih, M.Si., Apt. (2) Uswatun 
Khasanah, S.Farm., M.Farm., Apt. 

 

 Bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan 

salah satu bakteri yang dapat membentuk biofilm. Biofilm yaitu pelindung bakteri 
yang tersusun dari matriks eksopolisakarida. Biofilm dapat menghambat 
antibiotik yang bekerja sehingga menyebabkan resistensi antibiotik. Daun putri 
malu memiliki senyawa metabolit sekunder diantaranya yaitu senyawa flavonoid 
dan alkaloid. Senyawa ini didapatkan dari proses fraksinasi menggunakan 
pelarut etil asetat. Senyawa flavonoid dan alkaloid yang didapatkan dari fraksi etil 
asetat daun putri malu dapat memberikan efek antibiofilm sekaligus antibakteri 
bagi bakteri MRSA. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui hubungan antara 
pemberian dosis fraksi etil asetat terhadap degradasi biofilm dan terhadap jumlah 
koloni bakteri, hingga perbandingan lama inkubasi setelah pemberian fraksi etil 
asetat dengan degradasi biofilm dan dengan jumlah koloni bakteri. Dosis fraksi 
etil asetat yang digunakan yaitu 3mg, 6mg, 9mg, 12mg, 15mg. Degradasi biofilm 
diujikan dengan menggunakan microtitterplate dan dibaca optical density pada 
ELISA reader pada panjang gelombang 630nm. Lama inkubasi yang digunakan 
yaitu satu jam dan dua jam. Jumlah koloni bakteri dihitung menggunakan skor. 
Skor tertinggi +6 untuk bakteri sangat padat dan skor terendah +1 untuk bakteri 
sangat tidak padat. Hasil uji dianalisia secara statistik dengan SPSS korelasi 
Spearman dan dilanjutkan analisis Paired T-Test. Hasil degradasi biofilm yang 
terjadi menunjukkan bahwa semakin tinggi dosis maka semakin besar 
persentase kerusakan biofilm yang terjadi dan semakin tinggi dosis maka 
semakin rendah jumlah koloni yang tumbuh. Untuk perbandingan lama inkubasi 
untuk persen degradasi yaitu 2 jam dan untuk jumlah koloni tidak ada perbedaan 
antara 1 jam dan 2 jam 
 
 
Kata kunci: putri malu, MRSA, antibiofilm, koloni bakteri 
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ABSTRACT 

 

 

Alfatah, Abu Hasan. 2019. Antibiofilm Activity Ethyl Acetate Fraction of Putri Malu 
(Mimosa pudica) Leaf Extract in In Vitro Methicilin-Resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA) Bacteria. Final Assignment; Program 
Studi Sarjana Farmasi, Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. 
Pembimbing: (1) Dr. Dra. Sri Winarsih, M.Si., Apt. (2) Uswatun 
Khasanah, S.Farm., M.Farm., Apt. 

 Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is one of the 
bacteria that can form biofilms. Biofilm is a protective bacterium composed of 
exopolysaccharide matrix. Biofilms can inhibit antibiotics so that they can cause 
antibiotic resistance. Putri Malu leaves have secondary metabolites including 
flavonoids and alkaloid. This compound is obtained from the fractionation process 
using ethyl acetate solvents. Flavonoid and alkaloid obtained from the ethyl 
acetate fraction of Putri Malu leaves are embarrassed to provide antibiofilm and 
antibacterial effects for MRSA bacteria. This study aims to determine relationship 
between the administration of ethyl acetate fraction to biofilm degradation and  
number of bacterial colonies, to comparison of incubation time with biofilm 
degradation and number of bacterial colonies. Dose of ethyl acetate fraction used 
was 3mg, 6mg, 9mg, 12mg, 15mg. Biofilm degradation was tested using 
microtitterplate and optical density read on ELISA reader at a wavelength of 
630nm. Incubation time used is one hour and two hours. Number of bacterial 
colonies was calculated using a score. The highest score of +6 for bacteria is 
very dense and the lowest score +1 for bacteria is not very dense. The test 
results were analyzed statistically by SPSS Spearman correlation and continued 
with Paired T-Test analysis. The results of biofilm degradation showed that the 
higher dose, the greater percentage of biofilm damage and lower number of 
colonies growing. For the comparison of incubation time for percent degradation 
which is 2 hours and for the number of colonies there is no difference between 1 
hour and 2 hours 

 
Keywords:  putri malu, MRSA, antibiofilm, bacteria colony 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

 Methicilin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan salah satu 

bahaya masalah kesehatan mengenai resistensi antibiotik. Resistensi antibiotik 

menjadi masalah yang serius di negara maju maupun negara berkembang 

seperti Indonesia. Pada Tahun 2010 proporsi MRSA diperkirakan 28% 

(Hongkong dan Indonesia) dan 70% (Korea) diantara semua isolat klinik 

Staphylococcus aureus sedangkan infeksi Staphylococcus aureus yang 

ditemukan di masyarakat terkait di negara-negara Asia sangat bervariasi, dari 5% 

- 35% (Chen & Huang, 2014). Bakteri MRSA merupakan salah satu 

mikroorganisme yang sering menyebabkan infeksi nosokomial (Kurniawati dkk, 

2015). 

 Infeksi bakteri Methicilin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) dapat 

berupa infeksi berat pada manusia dalam berbagai kasus seperti infeksi kulit, 

abses, bakteremia, endokarditis, pneumonia, septikimia, dll (Gnanamani et al., 

2017).  Infeksi dapat berkembang menjadi suatu penyakit yang mematikan atau 

dapat berkembang menjadi penyakit menular akibat dari bakteri yang 

menginfeksi. Bakteri penyebab infeksi memiliki pertahanan diri yaitu dengan 

membentuk suatu pelindung atau lapisan yang disebut dengan biofilm. Menurut 

penelitian Purbowati, dkk (2017) Bakteri Methicilin-Resistant Staphylococcus 

aureus (MRSA) dengan metode CRA (Congo Red Agar) dapat melakukan 

pertahanan diri dengan membentuk biofilm. Biofilm merupakan salah satu produk 

hasil interaksi quorum sensing (QS) dari masing-masing organisme sehingga 

dapat membentuk suatu lapisan akibat dari penempelan bakteri pada permukaan 
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yang cocok (Arjuna et al, 2018). Sekitar 80% kejadian infeksi bekaitan dengan 

pembentukan biofilm yang dianggap sebagai mediator infeksi (Archer et al, 

2011). 

 Pembentukan biofilm pada bakteri penyebab infeksi berperan dalam 

terjadinya suatu resistensi antibiotik. Angka resistensi bakteri umumnya lebih 

tinggi di Intensive Care Unit (ICU) dibanding di area pelayanan lain di rumah sakit 

(Dwiprahasto, 2005). Intensive Care Unit (ICU) seringkali disebut sebagai 

episentrum infeksi, karena pasien yang dirawat sangat rentan terhadap infeksi 

akibat kondisi immunocompromised dan juga meningkatnya risiko terinfeksi 

akibat mendapatkan berbagai tindakan medis yang invasif seperti pemasangan 

infus, intubasi ataupun ventilasi mekanik atau ventilator (Brusselaers et al., 

2011). 

 Resistensi antibiotik terjadi dimana bakteri atau mikroorganisme dapat 

bertahan dengan membuat pertahanan diri sehingga obat tidak dapat efektif 

untuk bekerja. Antibiotik pada umumnya efektif untuk membunuh atau bekerja 

pada sel-sel bakteri atau mikroorganisme yang bersifat planktonik, sedangkan 

apabila bakteri membentuk biofilm maka bakteri akan tersusun rapat dalam 

biofilm dan akan tetap bertahan hidup. Terdapat beberapa mikroba yang menjadi 

perhatian akibat dari sifat resistensinya terhadap antibiotik atau antimikroba 

diantaranya yaitu Methicilin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), 

Vancomycin-Resistant Enterococcus (VRE), Penicillin-Resistant Streptococcus 

pneumonia, multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa (Smith, 2004). Bakteri 

Staphylococcus aureus menempati urutan pertama di antara agen penyebab 

infeksi antara lain infeksi implan medis dan infeksi nosokomial di seluruh dunia, 

dan terutama di negara-negara berkembang (Daniela Chessa et al., 2015) 
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 Menurut Siomoes, dkk (2010) kontrol biofilm dapat dilakukan dengan tiga 

cara, secara fisika dapat dilakukan dengan meningkatkan suhu, secara kimia 

dapat dilakukan dengan penambahan zat kimia seperti enzim berbasis deterjen, 

secara biologi dengan menggunakan bakteriofaga dan interaksi mikrobiologis. 

Penggunaan bahan alam menjadi prioritas alternatif yang dapat dikembangkan 

untuk mengontrol biofilm terutama penyebab infeksi karena mudah untuk 

didapatkan. Penggunaan bahan alam diharapkan senyawa yang terkandung 

dapat memiliki penetrasi sehinnga dapat mengkontrol biofilm yang terbentuk. 

Bahan alam yang dimanfaatkan untuk penelitian biofilm diantaranya yaitu minyak 

atsiri herba kemangi dan sari buah belimbing wuluh (Alfattah, 2015; Yuliandari, 

2015). Sedangkan untuk bahan alam yang dapat digunakan sebagai antibakteri 

dan antibiofilm pada penelitian diantaranya yaitu ekstrak sereh (Dewi dkk, 2015), 

tanaman biduri (Sholeh, 2017), dan ekstrak etanol bunga bintaro (Lestari, 2017). 

 Putri malu merupakan tanaman yang berpotensi untuk dimanfaatkan 

sebagai antimikroba. Potensi sebagai antibiofilm sudah dilakukan penelitian 

namun belum terdapat penelitian terkait pendegradasian biofilm untuk tanaman 

putri malu. Bagian tanaman yang dapat digunakan yaitu daun dari putri malu. 

Menurut Wijayakusuma (2008), salah satu senyawa yang terkandung dalam putri 

malu yaitu senyawa flavonoid golongan flavon dan flavonol dalam ekstrak 

methanol daunnya. Ekstrak tanaman yang mengandung flavonoid berpotensi 

dapat menghambat intercellular adhesion genes icaA dan icaD yang menjadi 

salah satu faktor pembentukan biofilm (Lee et al., 2013). Carlo et al (1999) dan 

Estrela et al (1995) dalam Sabir (2005) dalam Kining dkk (2016) menyatakan 

bahwa gugus hidroksil yang terdapat pada struktur senyawa flavonoid dapat 
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menyebabkan pembentukan senyawa kompleks dengan protein sehingga biofilm 

terdenaturasi. 

 Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Kamelia (2018), fraksi etil 

asetat ekstrak etanol daun putri malu merupakan fraksi yang memiliki aktivitas 

hambatan terbesar berdasarkan uji antibakteri dengan metode difusi cakram. 

Menurut Taufan dkk (2016), fraksi etil asetat daun bandotan secara ilmiah 

mengandung senyawa metabolit sekunder yang dapat memberikan aktivitas 

sebagai antibakteri. Pada penelitian yang telah dilakukan oleh Reveny (2011) 

menginformasikan bahwa fraksi etil asetat daun sirih merah memberikan aktivitas 

antibakteri terhadap bakteri S. aureus dan E. coli. Pada penelitian dengan 

menggunakan fraksi memiliki kelebihan dibandingkan ekstrak karena pada fraksi 

memiliki senyawa yang lebih sedikit dibandingkan dengan ekstrak sehingga 

dapat dioptimalkan senyawa yang dapat memberikan efek terhadap bakteri. Oleh 

karena itu, akan dilakukan penelitian uji aktivitas antibiofilm menggunakan fraksi 

etil asetat ekstrak daun putri malu secara in vitro. Hasil penelitian diharapkan 

fraksi etil asetat ekstrak daun putri malu dapat merusak biofilm bakteri Methicilin-

Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) pembentuk dari biofilm tersebut dan 

sekaligus membunuh bakteri Methicilin-Resistant Staphylococcus aureus 

(MRSA). 

 
1.2 Rumusan Masalah 

1.2.1 Bagaimana hubungan dosis fraksi etil asetat daun putri malu (Mimosa 

pudica) dengan degradasi biofilm bakteri Methicillin-Resistant 

Staphylococcus aureus  (MRSA)? 
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1.2.2 Bagaimana hubungan dosis fraksi etil asetat daun putri malu (Mimosa 

pudica) dengan jumlah koloni bakteri Methicillin-Resistant Staphylococcus 

aureus (MRSA)? 

1.2.3 Bagaimana perbandingan antara lama inkubasi setelah pemberian fraksi 

etil asetat dengan degradasi biofilm dari bakteri Methicillin-Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA)? 

1.2.4 Bagaimana perbandingan antara lama inkubasi setelah pemberian fraksi 

etil asetat dengan jumlah koloni dari bakteri Methicillin-Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA)? 

 
1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan Umum 

 Membuktikan aktivitas antibiofilm daun putri malu (Mimosa pudica) 

sehingga dapat membunuh bakteri Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus  

(MRSA) 

 
1.3.2 Tujuan Khusus 

1.3.2.1 Untuk mengetahui hubungan antara dosis fraksi etil asetat daun putri 

malu (Mimosa pudica) dengan degradasi biofilm Methicillin-Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) secara in vitro 

1.3.2.2 Untuk mengetahui hubungan antara dosis fraksi etil asetat daun putri 

malu (Mimosa pudica) dengan jumlah koloni bakteri Methicillin-Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) secara in vitro 

1.3.2.3 Untuk mengetahui perbandingan lama inkubasi setelah pemberian fraksi 

etil asetat dengan degradasi biofilm bakteri MRSA. 
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1.3.2.4 Untuk mengetahui perbandingan lama inkubasi setelah pemberian fraksi 

etil asetat dengan jumlah koloni bakteri MRSA yang tumbuh. 

 
1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Manfaat Akademik 

 Penelitian bermanfaat untuk sumber informasi mengenai tanaman Mimosa 

pudica dapat menjadi alternatif obat bahan alam sebagai dasar penelitian untuk 

penemuan obat baru. 

 
1.4.2 Manfaat Praktis 

 Penelitian bermanfaat untuk memberikan informasi kepada masyarakat 

mengenai manfaat daun putri malu (Mimosa pudica) sebagai antibiofilm 

sekaligus dapat membunuh bakteri MRSA serta untuk dapat memperoleh 

kandidat senyawa obat herbal yang dapat dikembangkan  menjadi obat  bahan 

alam dalam  mengatasi infeksi MRSA. 
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BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Putri Malu (Mimosa pudica) 

2.1.1 Taksonomi dan Deskripsi Tanaman 

Taksonomi tanaman putri malu (Jayani, 2007) yaitu : 

Division  : Spermatophyta 

Subdivision  : Angiospemae 

Classis  : Dicotyledonae 

Ordo   : Rosales 

Familia  : Mimosaceae 

Genus  : Mimosa 

Species  : Mimosa pudica L 

 

 

Gambar 2.1. Tumbuhan Putri Malu (Joseph et al., 2013) 

Tanaman Mimosa pudica memiliki daun berukuran kecil dengan susunan 

majemuk. Letak daun-daun tersebut saling berhadapan satu sama lain. Daun 

berwarna hijau dan ada pula yang berwarna kemerahan. Warna daun pada 

bagian bawah berwarna lebih pucat dibandingkan bagian atas, serta pada 

tangkal daun terdapat duri-duri kecil (Dalimartha, 2008).
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 Mimosa pudica merupakan tumbuhan yang menyebar luas, merupakan 

tumbuhan setengah kayu, dengan panjang batang hampir 1 meter, berduri, dan 

memiliki banyak rambut. Daunnya sangat sensitif, apabila disentuh daunnya 

akan menutup (Caius, 1980). Tanaman Mimosa pudica menutup daunnya untuk 

melindungi diri dari serangan hewan pemakan tumbuhan (herbivora) yang akan 

memakannya. Daun Mimosa pudica yang terkena rangsangan akan menutup 

secara bersamaan pada sore hari dan terbuka kembali saat matahari terbit. Daun 

putri malu dikatakan sensitif karena daun dapat terlipat karena sentuhan, panas, 

dan goncangan (Bhandari, 1990; Caius, 1980). 

Bunga Mimosa pudica berbentuk seperti bola, berwarna merah muda dan 

bertangkai. Bunga putri malu memiliki rambut serta polennya berada di ujung 

rambut. Putik berwarna kuning. Tangkai bunganya berbulu halus. Saat matahari 

tenggelam, bunga akan menutup, terlihat seperti layu, namun saat matahari 

terbit, maka bunga akan mekar kembali (Dalimartha, 2008). 

 

2.1.2 Kandungan Kimia 

Daun dan akar Mimosa pudica mengandung senyawa mimosin, asam 

pipekolinat, tanin, alkaloid, saponin, triterpenoid, sterol, polifenol dan flavonoid 

(Jayani, 2007). Kandungan kimia dari ekstrak metanol daun Mimosa pudica 

menunjukan adanya komponen bioaktif seperti terpenoid, flavonoid, glikosida, 

alkaloid, kina, fenol, tanin, saponin, dan kumarin (Gandhiraja et al., 2009). 

Sedangkan pada skrining fitokimia dari ekstrak etanol tanaman putri malu 

(Mimosa pudica) didapatkan adanya senyawa steroid, karbohidrat, saponin, 

flavonoid, dan tannin (Tamilarasi dan Ananthi, 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 

9 
 

2.1.3 Aktivitas Farmakologi 

 Herba putri malu berkhasiat sebagai penenang (transquillizer), peluruh 

dahak (ekspektoran), peluruh kencing (diuretik), obat batuk (antitusif), pereda 

demam (antipiretik), dan anti radang. Seluruh bagian tanaman ini dapat dipakai 

sebagai obat, yakni dari akar, batang, daun, hingga keseluruhan bagian 

tanaman, baik dalam bentuk segar maupun yang telah di keringkan. Akar putri 

malu sering dipakai sebagai diuretik untuk memperlancar pengeluaran air seni. 

Disamping itu, akar juga digunakan untuk pengobatan penyakit disentri. Akar dan 

biji putri malu dapat berkhasiat sebagai perangsang muntah, daunnya bisa 

digunakan untuk mengobati luka atau bengkak karena luka (Jayani, 2007).  

 Herba putri malu berkhasiat sebagai antikonvulsan (Ngo, 2004). 

Antidepresan (Molina dkk, 1999), selain itu ekstrak etanol putri malu juga 

mempunyai efek hiperglikemi (Amalraj dan Ignacimuthu, 2007). Valsa dan 

Karpagaganapathy (2004) menemukan bahwa serbuk akar dari Mimosa pudica 

memiliki pengaruh terhadap siklus ovarium dari mencit betina. 

 Penelitian yang telah dilakukan oleh Pujiatiningsih (2014) menyatakan 

bahwa ekstrak methanol dari tanaman daun putri malu dapat digunakan sebagai 

inhibitor enzim glukosidase untuk menurunkan kadar glukosa darah. Pada 

pengobatan cina, para ahli mengindikasikan putri malu untuk mengobati berbagai 

jenis penyakit seperti radang mata akut (konjungtivitits), kencing batu (urolitiasis), 

demam tinggi pada anak-anak, cacingan, insomnia, peradangan saluran napas 

(bronchitis), dan herpes zoster (Mehingko et al, 2010).  
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2.2 Bakteri Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

2.2.1 Taksonomi dan Karakteristik 

 Taksonomi bakteri Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

(ITIS, 2018) yaitu : 

 Kingdom   : Bacteria 

 Subkingdom  : Posibacteria 

 Phylum  : Firmicutes 

 Class   : Bacili 

 Ordo   : Bacillales 

 Famili   : Staphylococcaceae 

 Genus   : Staphylococcus 

 Spesies  : Staphylococcus aureus 

 Subspesies  : Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus 

 

 

 Gambar 2.2 Staphylococcus aureus pada uji hemolisis di medium Blood 

Agar  (Kemalaputri, 2017)  

Staphylococcus aureus adalah bakteri bulat Gram-positif yang berbentuk 

kokus, jika dilihat dibawah mikroskop berbentuk seperti kelompok anggur 
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(Madigan et al., 2008). Bakteri dengan berdiameter 0,7-1,2 μm, tersusun dalam 

kelompok yang tidak teratur seperti buah anggur, fakultatif anaerob, tidak 

membentuk spora, dan tidak bergerak (Rahmi dkk, 2015). Lebih dari 90% isolat 

klinik menghasilkan S. aureus yang mempunyai kapsul polisakarida atau selaput 

tipis yang berperan dalam virulensi bakteri (Jawetz et al., 1995). 

Salah satu jenis galur Staphylococcus aureus yaitu Methicillin-Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA). Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus 

(MRSA) adalah bakteri Gram positif yang menghasilkan pigmen kuning 

keemasan, berbentuk bulat kasar dengan permukaan halus, dan memiliki ukuran 

diameter sel berkisar antara 0,5µm sampai 1,0µm. Bakteri ini dapat 

menyebabkan berbagai penyakit menular seperti infeksi kulit, abses, bacteremia, 

endocarditis, pneumonia hingga septikimia (Gnanamani et al, 2007). 

Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) dapat dilakukan 

kontrol di lingkungan rumah sakit dengan cara mendeteksi secara akurat dan 

tepat waktu dari resistensi methicillin sebagai kunci dalam menentukan 

pemberian antibiotik yang tepat (Velasco et al., 2005). Metode yang tepat untuk 

mengetahui dan memprediksi Staphylococcus aureus resistensi terhadap 

methicillin secara akurat yaitu dengan menggunakan difusi cakram cefoxitin, 

dimana  sensitif dan spesifik dari cefoxitin hingga 100%  (Khan et al., 2010) 

 

2.2.2 Patogenitas Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

 Menurut Jawetz et al (2005) patogen S.aureus akan menghasilkan 

koagulase dan pigmen yang berwarna kuning yang sifatnya hemolitik dan 

meragikan manitol. Infeksi lokal dari S.aureus biasanya merupakan suatu infeksi 

pada folikel rambut, atau abses yang umumnya merupakan infeksi peradangan 
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yang hebat, terlokalisir, sakit, mengalami penanahan sentral dan akan sembuh 

dengan cepat bila nanah dikeluarkan. 

 

2.2.3 Manifestasi Klinis 

Infeksi Staphylococcus aureus ditandai dengan kerusakan jaringan yang 

disertai abses bernanah. Beberapa penyakit infeksi lainnya yang disebabkan 

oleh Staphylococcus aureus adalah jerawat, bisul, impetigo dan infeksi pada 

luka. Infeksi yang lebih berat diantaranya pneumonia, mastitis, phlebitis, 

meningitis, infeksi saluran kemih, osteomielitis, dan endokarditis. Staphylococcus 

aureus juga dapat menyebabkan infeksi nosokomial, keracunan makanan, dan 

sindroma syok toksik. Sedangkan bakteri Methicillin-Resistant Staphylococcus 

aureus (MRSA) dapat menyebabkan berbagai penyakit menular seperti infeksi 

kulit, abses, bacteremia, endocarditis, pneumonia hingga septikimia (Gnanamani 

et al, 2007). 

 

2.2.4 Resistensi Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

 Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan salah 

satu strain S. aureus isolat klinis yang ditemukan pada jaringan kulit pasien yang 

diketahui telah resisten terhadap metisilin (Smith et al., 2017). MRSA mengalami 

resistensi antibiotik karena terjadinya perubahan genetika yang disebabkan oleh 

paparan terapi antibiotik yang tidak rasional yang dapat membuat bakteri 

mengalami perpindahan dari satu pasien ke pasien lainnya yang dapat disebut 

dengan transmisi (Mahmudah, 2013). MRSA merupakan patogen yang 

berbahaya karena memiliki resistensi terhadap beberapa kelompok antibiotik 

seperti aminoglikosida, sefalosporin, penicillin atau glikopeptida seperti 

vankomisin ( Cihalova et al, 2015).  
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2.3.6 Mekanisme Resistensi MRSA 

 Mekanisme resistensi pada MRSA terdiri dari resistensi terhadap 

antimikroba betalaktam dan resistensi terhadap antimikroba nonbetalaktam. 

Pada resistensi antimikroba betalaktam di perankan oleh operon mecA. Operon 

mecA secara organisasi, struktur, fungsi dan mekanisme serupa dengan operon 

blaZ pada plasmid S. aureus produsen betalaktamase. Regulator pada operon 

blaZ berfungsi menekan transkripsi gen betalaktamase dan blaR1 berupa signal 

transduction Penicillin Binding Protein (PBP) yang akan menginduksi transkripsi 

jika ada betalaktam (Yuwono, 2010). Mekanisme resistensi MRSA terhadap 

berbagai antimikroba nonbetalaktam diduga didasari adanya bukti bahwa 

SCCmec mengandung transposon dan insertion sequences seperti Tn554 pada 

ujung 5' mecA dan IS431 pada ujung 3' mecA. IS431 memiliki kemampuan 

rekombinasi dan dapat menjadi determinan resistensi terhadap merkuri, 

kadmium dan tetrasiklin. Gen lain yang berada di sekitar SCCmec seperti gen 

gyrA diperkirakan juga berinteraksi dengan SCCmec mengakibatkan resistensi 

terhadap kuinolon (Rohrer et al, 2003). 

 

2.3 Biofilm 

2.3.1 Definisi Biofilm 

 Biofilm merupakan bentuk struktural dari sekumpulan mikroorganisme 

yang dilindungi oleh matriks ekstrakseluler yang disebut Extracelluler Polymeric 

Substance (EPS), dimana EPS merupakan produk yang dihasilkan sendiri oleh 

mikroorganisme tersebut dan dapat melindungi dari pengaruh buruk lingkungan 

(Prakash et al., 2003). Matriks ekstraseluler yang dibentuk tersusun atas 

polisakarida, protein, DNA yang berasal dari mikroba (Paraje, 2011). 
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Pembentukan biofilm dapat membuat bakteri bertahan terhadap pengaruh 

dariluar seperti antibiotik, desinfektan, hingga terhadap sistem imun dari 

inangnya. Didalam lapisan biofilm, mikroba cendrung tumbuh dan berkembang 

dengan pesat hingga membentuk koloni terutama pada permukaan bahan yang 

lembab dan kaya akan nutrisi (Tarver, 2009). 

 

2.3.2 Komposisi dan Struktur Biofilm  

 Biofilm terdiri dari sel-sel mikroba dan extracellular polymeric substance 

(EPS). EPS dapat mencakup 50% samapi 90% dari total karbon organik biofilm 

dan dapat dianggap bahan matriks primer biofilm. EPS dapat berbeda sifat kimia 

dan fisik, tetapi terutama terdiri dari polisakarida (Homenta, 2016).  

Polisakarida dari biofilm yaitu eksopolisakarida. Ikatan eksopolisakarida 

pada biofilm bersifat kaku. Jumlah eksopolisakarida yang dihasilkan oleh 

organisme pun berbeda-beda. Jumlah eksopolisakarida akan meningkat seiring 

dengan bertambahnya usia biofilm tersebut. Eksopolisakarida yang dihasilkan 

tergantung dari kandungan nutrisi dan media pertumbuhan. Kekurangan 

nitrogen, potassium dan fosfat dapat meningkatkan sintesi eksopolisakarida 

(Donlan, 2002). 

Pada beberapa bakteri Gram positif, seperti Staphylococci, komposisi 

kimia dari EPS mungkin sangat berbeda dan terutama bersifat kation (Flemming 

et al, 2000). Penelitian Hussain et al (1993) menemukan bahwa lendir bakteri 

koagulase-negatif terdiri dari asam teikoik dicampur dengan jumlah kecil dari 

protein.  

Pada struktur biofilm terdapat pori-pori dan saluran air yang berfungsi 

untuk nutrisi dan pembuangan melalui pertukaran produk dengan lingkungan luar 

secara aktif dan pasif (Yolazeniia, 2018). Struktur fisik dari biofilm menunjukkan 
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penurunan oksigen dan gradien nutrisi dari perifer ke tengah yang menyebabkan 

gradien metabolik bakteri pada arah sama, dengan kerentanan berbeda terhadap 

antibiotik dan imunitas (Tamashiro et al, 2009). 

 

2.3.3 Pembentukan Biofilm 

 

Gambar 2.3 Pembentukan Biofilm (Stoodley et al, 2002) 

(Pada tahap pertama, menempelnya sel pada permukaan, kemudian di tahap kedua bakteri 

memproduksi EPS dan lebih kuat menempel. Pada tahap ketiga, perkembangan awal dari bentuk 

biofilm, pada tahap keempat yaitu pematangan dari bentuk biofilm. Pada tahap ke lima, 

penyebaran sel bakteri dari biofilm (Stoodley et al, 2002).) 

Biofilm tumbuh melalui 3 tahap proses yaitu tahap awal yang terdiri dari 

perlekatan bakteri pada subtrat. Bakteri tumbuh dan membelah kemudian 

membentuk kolonisasi di lingkungan seskitar dan terbentuklah biofilm. Bakteri ini 

tidak bekerja secara individual untuk membentuk biofilm, tetapi berkumpul 

menjadi rantai yang panjang untuk membantu mengawali tahap awal 

pembentukan biofilm. Biofilm matur merupakan struktur heterogenous kompleks 

pada keadaan dormant dan koloni bakteri tumbuh aktif dengan enzim, produk 
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yang diekskresikan, dan bagian kecil saluran pembentukan dari seluruh struktur 

(Warna, 2011). 

 

2.3.4 Resistensi Biofilm terhadap Antibiotik 

 Biofilm dapat menyebabkan terjadinya resistensi antibiotik. Mekanisme 

pertahanan biofilm yang menyebabkan resistensi terhadap antibiotik adalah 

sebagai berikut (Paraje, 2011) : 

a. Matriks biofilm menghalangi difusi antibiotik 

Biofilm sebagai penghalang difusi fisik untuk mencegah 

antibiotik mencapai target. Antibiotik mampu menembus struktur 

campuran eksopolisakarida, DNA, dan protein untuk mencapai target 

tetapi tidak mampu mencapai pada konsentrasi efektif disemua 

bagian 

b. Pembentukan lingkungan mikro dalam biofilm 

Menipisnya jumlah nutrisi dan oksigen di dalam biofilm 

menyebabkan aktivitas metabolisme dan perlambatan pertumbuhan 

bakteri. 

c. Diferensiasi menjadi sel persister 

Persister sel dianggap tidak tumbuh atau tumbuh lambat, dan 

juga memiliki kerentanan yang sangat berkurang terhadap antibiotik. 

Dalam teori persister, rute dari subpopulasi kecil bakteri dalam biofilm 

berdiferensiasi menjadi sel aktif, mampu bertahan terhadap 

pengobatan antibiotik yang ekstrim karena perubahan genetik yang 

stabil.  

d. Peningkatan produksi tekanan oksidatif 
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Tekanan oksidatif yang disebabkan oleh ketidakseimbangan 

antara jumlah oksidan, seperti radikal bebas, peroksida dan oksida 

nitrat, dengan antioksidannya. Gangguan keseimbangan prooksidan-

antioksidan menyebabkan kelebihan produksi senyawa oksigen 

reaktif (SOR) yang dapat mengakibatkan kerusakan pada komponen 

seluler, termasuk DNA, protein dan lipid. Bakteri akan membentuk 

senyawa anti oksidan sebagai respon fisiologis terhadap SOR, 

sehingga bakteri dapat beradaptasi terhadap tekanan oksidatif yang 

menyebabkan perubahan metabolik yang cepat. Enzim utama yang 

terlibat dalam sistem pertahanan anti oksidan dan detoksifikasi SOR 

adalah superoksida dismutase (SOD) dan katalase (CAT). 

e. Aksi antagonis antibiotik dan mekanisme degradasi aktif di 

beberapa bagian biofilm 

Microenvironments dapat melawan aksi dari antibiotik dengan 

mekanisme degradasi aktif dibeberapa bagian biofilm. Bakteri saling 

berkomunikasi dan mengaktifkan gen-gen tertentu sehingga enzim 

atau toksin dapat mendegradasi antibiotik.  

Berikut ini faktor-faktor yang bertanggung jawab terhadap resistensi 

biofilm (Lewis, 2001). 

a. Penurunan penetrasi dari anti mikroba 

Biofilm dapat menghambat difusi dari substansi dan mengikat antibiotik 

akibat dari matriks ekstrapolimer yang membungkus bakteri 

b. Penurunan tingkat pertumbuhan organisme dalam biofilm 
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Antimikroba lebih efektif membunuh sel-sel yang tumbuh dengan cepat. 

Beberapa antibiotik memerlukan sel-sel yang tumbuh dalam mekanisme 

penghambatannya seperti ciprofloxacin. 

c. Ekspresi dari gen resistensi yang spesifik dari biofilm  

Hal ini dapat terlihat dari resistensi suatu bakteri terhadap antibiotik, 

misalnya Methicilin Resistent Staphylococcus aureus atau Pseudomonas 

aeruginosa MDR (Multi Drug Resistant) memainkan peranan penting 

pada konsentrasi antibiotik yang rendah.  

 

2.3.5 Kontrol Biofilm 

Strategi yang dilakukan dalam mengkontrol biofilm dapat dengan 

menggunakan metode kimia, fisika, dan biologi (Rai, 2013). 

a. Kimia  

Metode yand dilakukan yaitu dengan menggunakan suatu bahan 

kimia yang dapat membunuh atau menghilangkan mikroorganisme. 

Senyawa kimia antibiofilm ini dapat menghambat quorum sensing 

sehingga mengganggu pertukaran sinyal kimia antar sel-sel dalam 

sebuah proses dan dapat merusak matriks biofilm sel-sel bakteri dalam 

koloni, sehingga mendegradasi matriks yang menyebabkan pelepasan 

sel dari koloni dan pembebasan sel ke lingkungan (Pratiwi, 2008). 

b. Fisika 

Metode yang dilakukan yaitu dengan sterilisasi panas merupakan 

cara yang palig banyak dilakukan. Sterilisasi panas dibagi menjadi dua 

yaitu metode panas kering dan panas basah (Pratiwi, 2008) 

c. Biologi 
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Pada metode ini memanfaatkan bakteriofaga. Pada dasarnya 

bakteriofaga merupakan virus tertentu yang menginfeksi bakteri 

melalui jalur yang spesifik serta bersifat nontoksik tehadap manusia, 

sehingga memiliki potensi yang baik untuk dikembangkan sebagai 

pegendali biofim mikroba pada produk pangan (Kudva et al, 1999).  

 
 
 

2.3.6 Cara Pengujian Biofilm 

 Deteksi dan analisis dari biofilm dapat dilakukan dengan berbagai macam 

metode. Salah satunya yaitu dengan menggunakan reaksi spesifik dari sel atau 

dengan matriks ekstraseluler. Kristal violet adalah salah satu metode yang 

banyak di gunakan untuk kemampuan dalam memberikan warna pada matriks 

polisakarida. Kristal violet adalah pewarnaan dasar bagi bakteri dan 

eksopolisakarida pada matriks biofilm (Pantanella et al, 2013). Selain itu dapat 

dengan menggunakan prosedur XTT ((2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-

Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide) yang mana dapat melihat aktivitas 

metabolik melalui reduksi dari garam tetrazolium menjadi formazan. Pada 

umumnya kebanyakan dari metode dibagi menjadi dua kategori yaitu dengan 

mengukur biomassa biofilm dengan Kristal violet atau dengan aktivitas metabolik 

dengan XTT (Corte et al, 2019)  

2.4 Ekstraksi 

 Ekstraksi merupakan proses pemisahan senyawa berdasarkan prinsip 

like dissolve like. Pemisahan senyawa ini dengan menarik konstituen kimia yang 

terkandung berdasarkan kelarutannya di dalam pelarut yang digunakan. 
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Pemilihan pelarut menjadi pertimbangan yang penting, agar dapat melarutkan 

dan menarik keluar bahan aktif yang diinginkan (Harborne, 1999). 

 Secara umum terdapat dua jenis ekstraksi, yaitu ekstraksi secara panas 

dan ekstraksi secara dingin. Untuk ekstraksi secara panas misalnya refluks, 

penyulingan uap air dan untuk ekstraksi secara dingin misalnya maserasi, 

perkolasi dan soxhletasi (Dirjen POM, 1986; Kamelia,2018). 

 

2.5 Fraksinasi 

Fraksinasi merupakan suatu prosedur pemisahan senyawa berdasarkan 

pada perbedaan kepolarannya. Pemisahan terjadi karena adanya perbedaaan 

massa jenis pada tiap fraksi, fraksi dengan massa jenis lebih besar akan berada 

di posisi atas. Fraksinasi pada umumnya digunakan untuk mempersempit jumlah 

metabolit sekunder yang tertarik dari ekstrak. Metode pemisahan yang banyak 

digunakan adalah metode ekstraksi cair-cair dan kromatografi. Fraksinasi dengan 

ekstraksi cair-cair menggunakan corong pisah sebagai alat pemisahnya. Dalam 

proses tersebut akan terjadi perpindahan cairan dari satu fase ke fase lain. Fase 

yang digunakan merupakan duan cairan yang tidak saling bercampur, biasanya 

air dan pelarut organik (Harborne,1999). 
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BAB 3 

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 

 

3.1 Kerangka Konsep 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Kerangka Konsep Penelitian 
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3.2 Penjelasan Kerangka Konsep 

 Penggunaan antibiotik yang tidak rasional dapat menyebabkan terjadinya 

resistensi antibiotik. Resistensi antibiotik yang terjadi dikarenakan bakteri dapat 

membuat pertahanan dengan berupa biofilm. Biofilm terdiri dari sel-sel mikroba 

dan extracellular polymeric substance (EPS). EPS dapat mencakup 50% samapi 

90% dari total karbon organik biofilm dan dapat dianggap bahan matriks primer 

biofilm. EPS dapat berbeda sifat kimia dan fisik, tetapi terutama terdiri dari 

polisakarida (Homenta, 2016).  

Polisakarida dari biofilm yaitu eksopolisakarida. Ikatan eksopolisakarida 

pada biofilm bersifat kaku. Jumlah eksopolisakarida yang dihasilkan oleh 

organisme pun berbeda-beda. Jumlah eksopolisakarida akan meningkat seiring 

dengan bertambahnya usia biofilm tersebut. Eksopolisakarida yang dihasilkan 

tergantung dari kandungan nutrisi dan media pertumbuhan. Kekurangan 

nitrogen, potassium dan fosfat dapat meningkatkan sintesi eksopolisakarida 

(Donlan, 2002). 

Banyaknya permasalahan resistensi antibiotik dibutuhkan alternatif 

dengan menggunakan bahan alam untuk kesehatan, khususnya dalam 

pengendalian dari resistensi bakteri. Bahan alam yang diduga memiliki aktivitas 

antibakteri adalah Mimosa pudica. Ekstrak yang digunakan sulit untuk dapat 

dikembangkan sebagai sediaan karena masih terdapat banyak profil metabolit 

yang dikandung didalamnya, sehingga diperlukan prosedu pemisahan 

kandungan profil metabolit berdasarkan karakteristik dengan menggunakan 

metode fraksinasi (Graham dan Rickwood, 1997) dan Penelitian yang dilakukan 

Kamelia (2018) menyatakan bahwa fraksi etil asetat tanaman putri malu 
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merupakan fraksi yang memiliki aktivitas hambatan terbesar berdasarkan uji 

antibakteri untuk bakteri MRSA dengan metode difusi cakram.  

3.3 Hipotesis Penelitian 

3.3.1 Fraksi etil asetat dapat menghancurkan biofilm bakteri Methicillin-Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA), semakin tinggi dosis fraksi etil asetat, maka 

semakin besar degradasi biofilm bakteri MRSA.  

3.3.2 Fraksi etil asetat dapat membunuh bakteri Methicillin-Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA), semakin tinggi dosis fraksi etil asetat, maka 

semakin kecil jumlah koloni bakteri MRSA 

3.3.3 Perbandingan lama inkubasi setelah pemberian fraksi etil asetat dengan 

degradasi biofilm, semakin lama inkubasi maka semakin tinggi degradasi biofilm 

3.3.4 Perbandingan lama inkubasi setelah pemberian fraksi etil asetat dengan 

jumlah koloni bakteri MRSA, semakin lama inkubasi maka semakin kecil jumlah 

koloni bakteri MRSA 
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BAB 4 

METODE PENELITIAN  

 

4.1 Rancangan Penelitian 

 Penelitian ini berupa penelitian true experimental di laboratorium secara in 

vitro dengan mengukur persentase degradasi biofilm berdasarkan optical density 

yang terbaca dan jumlah koloni bakteri. 

  
4.2 Sampel Penelitian 

 Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah bakteri MRSA yang 

didapatkan dari kultur bakteri yang tersedia pada persediaan kultur di 

Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya dari 4 

penderita yang berbeda yang di isolasi dari pus dan sputum. 

 
4.3 Estimasi Jumlah Sampel 

 Pada penelitian ini sampel yang digunakan adalah bakteri MRSA. Pada 

penelitian ini digunakan lima dosis fraksi etil asetat daun Mimosa pudica dan 

kontrol negatif (tanpa fraksi etil asetat).. Untuk kontrol negatif digunakan sumuran 

mengandung kultur bakteri tanpa penambahan fraksi. Dilakukan 6 macam 

perlakuan untuk menentukan besar pengulangan, maka akan digunakan rumus 

Notobroto (2005), Sehingga diperoleh jumlah pengulangan sebagai berikut : 

  p (n – 1) ≥ 15 

  6n – 6    ≥ 15 

   6n  ≥ 15 + 6 

   6n ≥ 21 

   n  ≥ 3,5 ≈ 4
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 Keterangan : 
 n = banyaknya pengulangan 
 p = jumlah kelompok perlakuan 

Dengan demikian dalam penelitian ini dilakukan empat kali pengulangan 

menggunakan 4 galur bakteri MRSA yang berbeda. 

 
4.4 Variabel Penelitian 

4.4.1 Variabel Bebas 

 Variabel bebas pada penelitian ini adalah dosis dari fraksi etil asetat yaitu 3 

mg, 6 mg, 9 mg, 12 mg, dan 15 mg. 

4.4.2 Variabel Terikat 

 Variabel terikat pada penelitian ini adalah hasil Optical Density (OD) yang 

dibaca berdasarkan tingkat kekeruhan bakteri MRSA sebagai persentase 

degradasi biofilm dan jumlah koloni bakteri MRSA. 

4.4.3  Variabel Kontrol 

Variabel kontrol pada penelitian ini adalah sumuran yang mengandung 

kultur bakteri tanpa penambahan fraksi dan agar plate yang ditumbuhi bakteri 

tanpa penambahan fraksi. Variabel lain yang diusahakan dibuat sama adalah 

kondisi steril, waktu inkubasi, suhu, kelembapan, dan media yang digunakan.   

 
4.5 Lokasi dan Waktu Penelitian 

 Penelitian dilakukan di Laboratorium Farmasi dan Laboratorium 

Mikrobiologi Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya, Malang pada bulan 

Maret 2019 – Juli 2019. 

 
4.6 Instrumen Penelitian 

4.6.1 Maserasi Daun M.pudica 
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4.6.1.1 Alat 

Alat yang digunakan untuk ekstraksi maserasi adalah toples kaca, corong 

Buchner, gelas ukur 1 L, timbangan analitik, gelas beaker, vacuum rotary 

evaporator, oven, stirrer dan aluminium foil. 

4.6.1.2  Bahan 

Bahan yang digunakan untuk ekstraksi maserasi adalah serbuk daun 

M.pudica, aquadest dan etanol 96% 

4.6.2 Fraksinasi 

4.6.2.1 Alat 

Alat yang digunakan untuk fraksinasi adalah corong pisah, pipet tetes, 

aluminium foil, cawan porselen, vacuum rotary evaporator, dan oven 

4.6.2.2 Bahan 

Bahan yang digunakan untuk fraksinasi yaitu pelarut etil asetat dan 

ekstrak daun M.pudica. 

4.6.3 Pembuatan Suspensi Bakteri 

4.6.3.1 Alat 

 Alat yang digunakan yaitu korek api, bunsen, ose, kapas steril, tabung 

reaksi, mikropipet, vortex, spektrofotometer 

4.6.3.2 Bahan 

Bahan yang digunakan yaitu Nutrient Agar (NA), Nutrient Broth, dan NaCl 

0,9%. 

4.6.4 Identifikasi Bakteri 

4.6.4.1 Alat 

Alat yang digunakan yaitu korek api, bunsen, ose, kapas steril, spidol 

permanen, Cefoxitin disk, plat Staphaurex, vortex, mikroskrop 
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4.6.4.2 Bahan 

Bahan yang digunakan yaitu, Nutrient Agar (NA), Larutan H2O2, akuades 

steril, kit pewarnaan Gram (Kristal violet, lugol, alkohol 96%, safranin), reagen 

Staphurex, dan minyak emersi 

 
4.6.5 Pembuatan Fraksi Etil Asetat 

4.6.5.1 Alat 

 Alat yang digunakan yaitu neraca analitik, sonikator, gelas beker, 

microtube, mikropipet, tip. 

4.6.5.2 Bahan 

Bahan yang digunakan yaitu fraksi etil asetat daun putri malu, DMSO 10%, 

dan akuades 

 
4.6.6 Uji Penghancuran Biofilm 

4.6.6.1 Alat 

 Alat yang digunakan yaitu microtitterplate U-buttom polystyrene 96 well, 

Biozatix Microplate Reader, mikropipet, rak, tabung reaksi, timbangan analitik, 

inkubator.  

4.6.6.2 Bahan 

 Bahan yang digunakan yaitu aquadest, kritsal violet, media Nutrient Agar, 

media Tryptone Soy Broth-Glukosa (TSB-glu), Phosphate Bufferd Saline (PBS), 

Isopropanol HCl 

 
4.6.7 Uji Perhitungan Pertumbuhan Bakteri 

4.6.7.1 Alat 

Alat yang digunakan untuk perhitungan pertumbuhan bakteri adalah 

cawan petri, ose, api bunsen 
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4.6.7.2 Bahan 

 Bahan yang digunakan untuk perhitungan pertumbuhan jumlah koloni 

bakteri adalah Nutrient Agar (NA), empat isolat bakteri MRSA dan fraksi etil 

asetat daun putri malu (Mimosa pudica). 

 
4.7 Definisi Operasional 

4.7.1 Bakteri MRSA adalah kultur bakteri yang tersedia pada persediaan kultur 

Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya 

Malang yang berasal dari 4 penderita yang berbeda 

4.7.2 Serbuk kering daun putri malu (Mimosa pudica) diperoleh dari UPT 

Materia Medika Batu, Malang yang digunakan adalah bagian daun. 

4.7.3 Ekstrak daun M.pudica diperoleh dengan metode ekstraksi maserasi yaitu 

dengan cara merendam serbuk daun simplisia M.pudica 300gram dengan 

pelarut Etanol 96% sebanyak 3 liter, kemudian di remaserasi sebanyak 

tiga kali dan dievaporasi dengan vacuum rotary evaporator. 

4.7.4 Dalam penelitian ini fraksi etil asetat diperoleh dari hasil fraksinasi cair 

antara ekstrak etanol dengan etil asetat. 

4.7.5 Degradasi biofilm diukur dengan persentase degradasi yang ditandai dari 

hasil optical density yang terbaca pada Biozatix Microplate Reader pada 

panjang gelombang 630nm. 

4.7.6 Persentase degradasi biofilm menunjukkan bahwa semakin besar 

persenetase degradasi maka semakin kecil biofilm yang terbentuk. 

4.7.7 Uji perhitungan koloni bakteri berdasarkan penilaian skor, untuk nilai skor 

+6 terdapat koloni bakteri yang sangat padat, +5 terdapat koloni bakteri 

yang sangat padat tetapi terlhat jarak antar koloni, +4 terdapat koloni 

bakteri yang padat dan terlihat jarak antar koloni, +3 terdapat koloni 
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bakteri yang cukup padat dan terlihat jarak antar koloni, +2 terdapat 

koloni bakteri yang tidak padat dan terlihat jarak antar koloni +1 terdapat 

koloni bakteri dengan jumlah yang sangat tidak padat 

 
4.8 Rancangan Operasional Penelitian 

 Prosedur operasional penelitian meliputi ekstraksi daun M.pudica, 

fraksinasi cair dengan pelarut etil asetat, identifikasi bakteri MRSA, uji 

penghancuran biofilm dan uji pertumbuhan jumlah koloni bakteri MRSA. 

4.8.1 Ekstraksi Maserasi Daun Putri Malu 

1. Ditimbang serbuk daun putri malu sebanyak 300 gram menggunakan 

timbangan analitik dan kemudian dimasukan dalam toples kaca dan 

dicampur dengan etanol 96% sebanyak 3 liter. 

2. Kemudian campuran serbuk daun putri malu dan Etanol 96% diaduk 

menggunakan stirrer dengan kecepatan 400 rpm selama 30 menit. 

3. Toples kaca kemudian ditutup rapat menggunakan plastic wrap dan 

disimpan pada suhu ruang selama 1x24 jam. 

4. Larutan hasil rendaman dipisahkan dari ampasnya dan dipindah ke toples 

kaca yang baru, kemudian disaring menggunakan corong Buchner yang 

terhubung dengan vacuum. 

5. Proses remaserasi dilakukan sebanyak tiga kali. 

6. Proses remaserasi pertama yaitu mencampurkan ampas maserasi awal 

dengan etanol 96% sebanyak 3 liter dan disimpan pada suhu ruang 

selama 1x24 jam. Hasil maserat disaring kembali menggunakan corong 

Buchner yang terhubung dengan vakum dan ditampung pada toples kaca 

hasil maserat. Prosedur yang sama diulang untuk proses remaserasi 

yang kedua dan ketiga. Setelah disaring, kemudian ekstrak dipekatkan 
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menggunakan vacuum rotavapor dengan suhu 40°C dengan kecepatan 

30-35 rpm, kemudian ekstrak kental dikeringkan dalam oven pada suhu 

40°C. 

4.8.2 Fraksinasi Ekstrak Daun M.pudica 

Fraksinasi dilakukan dengan menggunakan pelarut etil asetat (Can-ake, 2004) 

1. ekstrak etanol ditimbang menggunakan timbangan analitik sebanyak 20 

gram.  

2. Ekstrak etanol kemudian disuspensikan dalam aquadest 100 ml dalam 

mortar 

3. Suspensi ekstrak dengan air dimasukkan kedalam corong pisah. 

Ditambahkan pelarut n-heksan sebanyak 100 ml dalam suspensi air, 

dikocok selama 5 menit sambil sesekali dikeluarkan gas dalam corong 

pisah. Didiamkan hingga terbentuk dua lapisan. Lapisan yang terbentuk 

kemudian di pisahkan menjadi residu air dengan fraksi n heksana 

4. Residu air kemudian di masukkan kembali kedalam corong pisah. 

Ditambahkan pelarut n-heksana sebanyak 100m l dikocok selama 5 menit 

sambil sesekali dikeluarkan gas dalam corong pisah. Didiamkan hingga 

terbentuk dua lapisan. Lapisan yang terbentuk kemudian di pisahkan 

5. Prosedur sebelumnya di ulang hingga fraksi n-heksana menjadi jernih 

atau warna terlihat mulai konstan. 

6. Setelah didapatkan fraksi n-heksana menjadi jernih atau warna terlihat 

konstan, kemudian fraksi n-heksana di tampung dalam satu wadah dan 

residu fraksi n-heksana kemudian di masukkan kembali kedalam corong 

pisah. 
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7. Residu fraksi n-heksana ditambah dengan 100 ml etil asetat, kemudian 

dikocok selama 5 menit sambil sesekali dikeluarkan gas dalam corong 

pisah. Didiamkan hingga terbentuk dua lapisan. Lapisan yang terbentuk 

kemudian di pisahkan 

8. Prosedur sebelumnya di ulang hingga fraksi etil asetat menjadi jernih atau 

warna terlihat mulai konstan. 

9. Setelah didapatkan fraksi etil asetat menjadi jernih atau warna terlihat 

konstan, kemudian fraksi etil asetat di tampung dalam satu wadah 

10. Fraksi etil asetat dipekatkan menggunakan vakum ratapor dengan suhu 

400C dan kecepatan 70rpm dan dikeringkan dalam oven pada suhu 400C. 

11. Setelah kering, fraksi ditimbang beratnya. 

12. Disimpan dalam pendingin dengan suhu 2-8°C 

  
4.8.3 Identifikasi Bakteri 

4.8.3.1 Pewarnaan Gram 

1. Koloni bakteri diambil dengan menggunakan ose bakteri. 

2. Satu ose koloni bakteri yang telah diambil diletakkan pada gelas objek 

3. Difiksasi dengan melewatkan gelas objek ke pemanas secukupnya 

4. Diteteskan larutan Kristal violet, diamkan 1 menit 

5. Dibilas dengan air mengalir 

6. Diteteskan larutan lugol, diamkan 1 menit 

7. Dibilas dengan air mengalir 

8. Diteteskan alkohol 96% 

9. Dibilas dengan air mengalir 

10. Diteteskan larutan safranin, didiamkan 30 detik 

11. Dibilas dengan air mengalir 
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12. Sediaan dikeringkan dengan kertas penghisap, ditetesi minyak emersi 

untuk memperjelas dari pengamatan di bawah mikroskop dengan lensa 

objektif 1000 kali 

13. Bakteri MRSA adalah bakteri Gram positif berbentuk kokus dengan hasil 

pewarnaan Gram berwarna ungu 

4.8.3.2  Uji Koagulase 

1. Dilakukan penyiapan media plasma 1-2 tetes pada gelas objek 

2. Dengan menggunakan ose, koloni diambil dari media Nutrient Agar lalu 

dicampurkan dengan reagen Staphaurex 

3. Diamati langsung reaksi yang terjadi, dikatakan positif apabila terjadi 

penggumpalan atau aglutinasi 

4.8.3.3  Uji Katalase 

1. Diambil koloni bakteri dari media Nutrient Agar (NA) menggunakan ose 

2. Digoreskan pada slide glass 

3. Ditambahkan larutan H2O2, kemudian diamati langsung reaksi yang 

terjadi, dikatakan positif apabila terdapat gelembung udara yang berarti 

bakteri menghasilkan enzim katalase yang dapat menguraikan H2O2 

4.8.3.4  Uji Sensitivitas Cefoxitin 

Pada uji sensitivitas cefoxitin ini digunakan cakram yang mengandung 

30µg cefoxitin (Khan et al, 2010). 

1. Suspensi bakteri yang telah dibuat dimasukkan kedalam media 

Nutrient Agar (NA) 

2. Kemudian diinkubasi 370C selama 18 jam 

3. Dihitung diameter zona hambat yang terbentuk. Jika zona hambat 

yang terbentuk ≤21mm, maka dapat dikatakan bakteri tersebut positif 
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bakteri MRSA. Dan jika ≥ 13mm, maka dapat dikatakan bakteri 

tersebut negatif bakteri MRSA. 

 
4.8.4 Pembuatan Suspensi Bakteri MRSA 

  Setelah dipastikan bakteri MRSA, dilakukan pembuatan suspensi 

bakteri untuk mendapatkan konsentrasi bakteri 106 Colony Form Unit/mL 

(CFU/mL). Prosedur yang dilakukan adalah sebagai berikut:  

a. Sampel bakteri diinkolusikan kedalam media Nutrient Broth dengan 

menggunakan ose yang telah disterilkan dengan api Bunsen, 

kemudian dimasukkan kedalam tabung reaksi yang telah berisi media 

Nutrient Broth. Tabung reaksi kemudian di vortex dan di inkubasi 

pada suhu 370C selama 18-24 jam. 

b. Hasil suspensi bakteri kemudian dikeluarkan dan diukur 

menggunakan spektrofotometri dengan panjang gelombang 625nm 

untuk mengetahui Optical Density (OD) dari suspensi bakteri sebagai 

nilai kepadatan dari bakteri. Nilai OD dicatat sebagai N1 untuk 

digunakan pada rumus perhitungan (Murray et al, 1999) 

   N1 x V1 ≈ N2 x V2 

Keterangan : 
V1 : Volume bakteri yang akan digunakan untuk pengenceran (Volume bakteri yang akan 
diambil dari tabung reaksi)  
N1 ; Nilai absorbansi suspensi (Nilai OD) 
V2 : Volume suspensi bakteri uji yang diharapkan (5mL) 
N2 : Konsentrasi bakteri awal (0,1 Setara dengan 10

8
CFU/mL) 

 

c. Dari hasil perhitungan yang di dapatkan, diambil volume bakteri yang 

sesuai dengan perhitungan, kemudian di masukkan ke tabung reaksi 

lain dan ditambahkan larutan NaCl 0,9% steril hingga volume tepat 

5mL. Tabung reaksi kemudian di vortex hingga homogen. Didapatkan 

suspensi bakteri 108 CFU/mL. 
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d. Suspensi bakteri  dengan konsentrasi 108 CFU/mL diencerkan hingga 

mendapatkan konsentrasi 106 CFU/mL dengan cara 1mL suspensi 

dengan konsentrasi 108 CFU/mL diambil kemudian dimasukkan 

kedalam tabung reaksi yang telah diisi 99mL Nutrient Broth. Tabung 

reaksi selanjutnya di vortex hingga homogen. Sehingga di dapatkan 

konsentrasi bakteri 106 CFU/mL. 

 
4.8.5 Preparasi Fraksi Etil Asetat 

Pembuatan larutan uji untuk perlakuan : 

1. Ditimbang fraksi etil asetat  sebanyak 75mg 

2. Dilarutkan dalam 1mL DMSO 10% sehingga didapatkan konsentrasi 

75mg/mL atau setara dengan dosis 15mg. Dilakukan pengenceran 

bertingkat sehingga didapatkan konsentrasi larutan uji 60mg/mL atau 

setara dengan dosis 12mg , 45mg/mL atau setara dengan dosis 9mg, 

30mg/mL atau setara dengan dosis 6mg, dan 15mg/mL atau setara 

dengan dosis 3mg. 

a. 75mg/mL sampel diambil 0,8mL ditambah dengan 0,2ml 

DMSO 10% sehingga konsentrasi menjadi 60mg/mL 

b. 60mg/mL sampel diambil 0,75mL ditambah dengan 0,25ml 

DMSO 10% sehingga konsentrasi menjadi 45mg/mL 

c. 45mg/mL sampel diambil 0,67mL ditambah dengan 0,33ml 

DMSO 10% sehingga konsentrasi menjadi 30mg/mL 

d. 30mg/mL sampel diambil 0,5mL ditambah dengan 0,5ml 

DMSO 10% sehingga konsentrasi menjadi 15mg/mL 
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4.8.6 Uji Degradasi Biofilm 

Eksperimen ini dilakukan berdasarkan metode yang dideskripsikan oleh 

(Sandasi et al., 2015).  

1. Sebanyak 100 μL suspensi bakteri ditambahkan pada sumur beserta  

100 μL media TSB-glu 

2. Microtitter di inkubasi selama 2 hari pada suhu 370C 

3. Setelah di inkubasi, suspensi di buang. Kemudian di cuci dengan air 

sebanyak 3 kali 

4. Ditambahkan sebanyak 200 μL sampel pada setiap sumur, diinkubasi 

selama 1 jam dan 2 jam. 

5. Setelah di inkubasi, cairan dibuang. Microtitter kemudian di cuci 

dengan PBS sebanyak 200 μL. Kemudian ditambahkan 200 μL Kristal 

violet 0,1% kesetiap sumur 

6. Di diamkan pada suhu ruang selama 15 menit. Kemudian di cuci 

kembali menggunakan air sebanyak 3 kali 

7. Ditambahkan 200 μL isopropanol HCl kesetiap sumur untuk 

selanjutnya dilakukan pembacaan Optical Density 

8. Dilakukan pembacaaan Optical Density (OD) menggunakan Biozatix 

Microplate Reader pada panjang gelombang 630 nm. Presentase 

penghancuran dihitung menggunakan rumus sebagai berikut :  

 

% Degradasi Biofilm  = 
                                        

                         
 x 100% 

Keterangan : 
OD Kontrol negatif : Biofilm tanpa penambahan fraksi etil asetat 
OD Fraksi  : Biofilm dengan penambahan fraksi etil asetat 
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4.8.7 Uji Perhitungan Jumlah Bakteri 

Uji perhitungan jumlah bakteri di hitung dengan metode streak plate 

quadrant dengan media Nutrient Agar (NA) (Liana et al, 2013) : 

1. Disiapkan cawan petri dengan Media NA padat 

2. Kemudian diambil dari setiap sumur  sebanyak satu ose 

3. Ose kemudian di goreskan pada media Nutrient Agar secara merata 

diseluruh permukaan media 

4. Kemudian cawan petri diinkubasi selama 24 jam. 

5. Koloni yang tumbuh dihitung, apabila tidak terhitung koloni di 

interpretasikan dengan menggunakan penilaian skor 

 
4.8.8 Analisis Data 

 Data yang di peroleh kemudian di analisis. Analisis data dilakukan dengan 

menggunakan program IBM SPSS dengan tingkat kepercayaan 95% (α = 0,05). 

Analisis data diuji dengan uji korelasi Spearman. Uji korelasi Spearman bertujuan 

untuk menganalisis adanya hubungan antara dosis dengan nilai persentase 

degradasi biofilm bakteri MRSA dan menganalisis adanya hubungan antara dosis 

dengan jumlah koloni bakteri. Untuk menganalisis perbandingan antara lama 

inkubasi dengan degradasi biofilm dan lama inkubasi dengan jumlah koloni 

bakteri di lakukan dengan menggunakan uji Paired T-Test. 
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4.9 Skema Prosedur 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1 Skema Prosedur Fraksinasi Mimosa pudica  

Serbuk simplisia daun 

putri malu 

Ditimbang 300 gram 

Ditambahkan etanol 96% 3 L 

Di diamkan selama 24 jam 

Dilakukan remaserasi sebanyak tiga kali 

Di saring dengan kertas saring dengan menggunakan corong buchner, 

erlenmayer dan pompa vakum 

Residu fraksi n-heksana kemudian dimasukkan 

kedalam corong pisah 

Ditambahkan etil asetat sebanyak 100ml, kemudian di lakukan fraksinasi kembali 

hingga fase etil asetat menjadi jernih 

Fraksi dipekatkan dengan menggunakan vacuum rotary evaporator 

dengan suhu 400C dan dikeringkan dalam oven 

Didapatkan fraksi etil asetat yang diinginkan 

Dipekatkan dengan vakum rotavapor untuk 

mendapatkan ekstrak etanol daun putri malu 

Ekstrak disuspensikan dengan aquades dan dimasukan 

dalam corong pisah untuk di fraksinasi dengan n-

heksana hingga fraksi n-heksana menjadi jernih 
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Gambar 4.2 Skema Prosedur Uji Bakteri 

Bakteri MRSA 

Ditumbuhkan dalam media 

Nutrient Agar (NA) 

Di identifikasi bakteri 

Diinkubasi selama 24 

jam (370C) 

Dibuat suspensi bakteri 

106CFU/ml) 

Kontrol Negatif Sampel 1 

Diinkubasi selama 3 hari (370C) untuk mengasusmikan terbentuknya biofilm 

pada bakteri 

Diinkubasikan selama 1 jam dan 2 jam 

Ditambahkan fraksi etil asetat dengan perbedaan dosis 

Dicuci dengan air sebanyak 3 

kali dan ditambahkan kristal 

violet 1%, di inkubasi 15 menit 

Dicuci kembali dengan air 

sebanyak 3 kali dan 

ditambahkan isopropanol HCl 

Dilihat Optical Density (OD) 

dengan panjang gelombang 

630nm 

Fraksi etil asesat 

100µL 

Microtitter 

Sampel 2 Sampel 3 Sampel 4 Sampel 5 

200µL 

Media TSB 100µL 

Suspensi di buang 

Dari setiap sumur, sampel  

diambil dengan menggunakan 

jarum ose 

Jarum ose kemudian di 

goreskan pada media Manitol 

Salt Agar yang telah dibuat 

Diinkubasi 24 jam 

Dihitung jumlah koloni bakteri 

yang tumbuh berdasarkan skoring 
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BAB 5  

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA 

5.1 Hasil Ekstraksi dan Fraksinasi 
 
 Serbuk daun putri malu (Mimosa pudica) merupakan sampel yang 

digunakan pada penelitian ini. Serbuk daun putri malu yang digunakan sebanyak 

300 gram dan diekstraksi menggunakan metode maserasi dengan pelarut 

organik. Pelarut yang digunakan pada penelitian ini yaitu etanol 96% sebanyak 3 

liter. Bentuk ekstrak yang didapatkan berbentuk pasta dengan warna cokelat 

kehitaman dan mempunyai bau khas aromatik. Massa ekstrak yang didapatkan 

dari hasil penimbangan yaitu sebesar 26,6585 gram dan rendemen ekstrak 

sebesar 8,8861%.  

 Penelitian ini juga menggunakan fraksinasi cair-cair bertingkat. Fraksinasi 

cair-cair bertingkat ini memiliki fungsi untuk membuat jumlah senyawa metabolit 

yang tertarik menjadi lebih sempit. Pelarut yang digunakan pada proses 

fraksinasi ini yaitu pelarut n-heksana dan pelarut etil asetat. Massa fraksi yang 

diperoleh dari tiap pelarut ditunjukkan pada Tabel 5.1. 

Tabel 5.1 Hasil Fraksinasi 

Jenis 

Fraksi 

Jumlah pelarut Massa Fraksi 

(gram) 

Rendemen 

N-

Heksana 

9 kali 2,0116 10,05% 

Etil Asetat 7 kali 1,8943 9,47% 
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5.2 Hasil Identifikasi Bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus 

(MRSA) 

 Bakteri yang akan diujikan terlebih dahulu di identifikasi untuk memastikan 

bahwa bakteri yang digunakan merupakan bakteri Methicillin Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA). Bakteri yang digunakan pada penelitian ini 

berjumlah empat bakteri MRSA yang didapatkan dari pus dan sputum. Untuk 

bakteri 1 dan 2 merupakan bakteri yang berasal dari pus dan bakteri 3 dan 4 

merupakan bakteri yang berasal dari sputum. Identifikasi bakteri yang dilakukan 

yaitu dengan pewarnaan Gram, uji koagulase, uji katalase dan uji sensitivitas 

cefoxitin. Pada identifikasi pewarnaan Gram hasil yang didapatkan yaitu bakteri 

berwarna ungu dengan bentuk kokus atau menyerupai anggur seperti yang 

ditunjukkan pada Gambar 5.1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5.1 Hasil Pewarnaan Gram Bakteri 

Keterangan : A = Bakteri 1, B = Bakteri 2, C = Bakteri 3, D = Bakteri 4 dengan perbesaran 1000 kali 

A B 

C D 
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 Hasil uji koagulase menunjukkan bahwa bakteri positif dari genus 

Staphylococcus karena terjadinya penggumpalan atau aglutinasi, seperti yang 

ditujukan pada Gambar 5.2 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5.2 Hasil Uji Koagulase Bakteri 

Keterangan : A = Bakteri 1, B = Bakteri 2, C = Bakteri 3, D = Bakteri 4 

 

 Hasil uji katalase juga menunjukkan bahwa bakteri positif dari genus 

Staphylococcus dengan reaksi yang terjadi setelah ditambahkan larutan hidrogen 

peroksida terdapat gelembung udara, seperti yang ditunjukkan pada Gambar 5.3 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5.3 Hasil Uji Katalase Bakteri 

Keterangan : A = Bakteri 1, B = Bakteri 2, C = Bakteri 3, D = Bakteri 4 

 

A B 

C D 

A B 

C D 
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 Hasil uji sensitivitas cefoxitin adalah uji identifikasi yang spesifik terhadap 

jenis bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) karena di 

ujikan langsung dengan antibiotik cefoxitin. Hasil menunjukkan bahwa bakteri 

positif Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) karena dari keempat 

bakteri, tiga diantaranya yaitu bakteri A, bakteri C, dan Bakteri D menunjukkan 

tidak adanya zona hambat yang terbentuk dan hanya satu bakteri yaitu bakteri B 

terdapat diameter zona hambat dengan ukuran 9mm seperti yang ditunjukkan 

pada Gambar 5.4. 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5.4 Hasil Uji Sensitivitas Cefoxitin 

Keterangan : A = Bakteri 1, B = Bakteri 2, C = Bakteri 3, D = Bakteri 4 

 

5.3 Hasil Uji Antibiofilm Fraksi Etil Asetat Daun Putri Malu (Mimosa pudica) 

terhadap Bakteri MRSA 

 Fraksi etil asetat daun putri malu (Mimosa pudica) diuji antibiofilm 

menggunakan metode mikrotitterplate reader menggunakan ELISA reader untuk 

mengetahui aktivitas antibiofilmnya. Pada penelitian ini uji antibiofilm yang diuji 

yaitu degradasi biofilm. Aktivitas antibiofilm dari fraksi etil asetat yang diuji 

dibuktikan dengan melihat Optical Density yang terbaca pada ELISA reader 

dengan panjang gelombang 630nm setelah bakteri diinkubasi selama 48 jam dan 
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fraksi etil asetat diberikan lalu diinkubasi kembali selama 1 jam dan 2 jam. Nilai 

Optical Density yang terbaca kemudian dihitung dalam rumus degradasi biofilm. 

 

 
Gambar 5.5 Diagram Persen Degradasi Biofilm Fraksi Etil Asetat Daun Putri 
Malu (Mimosa pudica) terhadap Bakteri MRSA pada inkubasi selama 1 jam 

dan 2 jam 
  
 Berdasarkan hasil persen degradasi biofilm pada bakteri Methicillin 

Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) pada inkubasi selama satu jam dan 

dua jam yang ditunjukkan pada Gambar 5.5 diperoleh persen degradasi tertinggi 

hingga terendah yaitu dosis 15mg, dosis 12mg, dosis 9mg, dosis 6mg, hingga 

3mg.  

 Pada penelitian ini dilakukan variasi lama waktu untuk penginkubasian 

sampel, sampel diinkubasi dengan dua variasi. Yang pertama yaitu dengan lama 

waktu yaitu satu jam inkubasi, dan yang kedua yaitu dengan dua jam inkubasi. 

Hasil untuk degradasi biofilm pada Methicillin Resistant Staphylococcus aureus 

(MRSA) pada inkubasi selama 1 jam dan 2 jam memiliki perbedaan yaitu pada 

inkubasi 2 jam memiliki persen degradasi yang lebih tinggi dibandingkan dengan 

inkubasi 1 jam. 
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5.4 Hasil Uji Perhitungan Jumlah Koloni Bakteri dengan Penilaian Skor 

 Setelah dilakukan uji degradasi, jumlah koloni bakteri di hitung 

berdasarkan penilaian skor, penilaian ini berdasarkan dari kepadatan jumlah 

koloni bakteri. Setelah diinkubasi satu jam dengan dua jam, maka beberapa 

sumur diambil satu ose kemudian dengan metode streaking, ose tersebut 

digoreskan pada Nutrient Agar untuk kemudian di inkubasi selama satu hari 

untuk dihitung jumlah koloni bakteri dengan penilaian skor. Skor tertinggi yaitu 

dengan nilai +6 dengan jumlah kepadatan yang sangat padat, dan skor terendah 

yaitu dengan nilai +1 dengan jumlah koloni yang sangat tidak padat dan memiliki 

jarak antar koloni yang dapat terlihat dengan jelas. Hasil uji perhitungan jumlah 

koloni bakteri ditunjukkan pada Gambar 5.6  

 

Gambar 5.6 Diagram Penilaian Skor untuk Jumlah Koloni Bakteri pada 
Inkubasi Selama 1 Jam dan 2 Jam  

 

 Berdasarkan hasil perhitungan koloni bakteri didapatkan bahwa pada 

inkubasi 1 jam terdapat penurunan jumlah koloni dari dosis 3mg hingga 9mg 
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tetapi pada dosis 12 mg dan 15mg mengalami peningkatan jumlah koloni. 

Sedangkan untuk penurunan jumlah koloni bakteri pada inkubasi 2 jam 

mengalami penurunan jumlah koloni bakteri dari dosis 3mg hingga 12 mg tetapi 

pada dosis 15mg mengalami peningkatan jumlah koloni bakteri. 

5.5 Analisis Statistik 

5.5.1 Korelasi Spearman 

5.5.1.1 Hubungan antara dosis dengan degradasi biofilm 

 Berdasarkan hasil degradasi biofilm yang di dapat kemudian data dianalisa 

dengan menggunakan Software IBM SPSS 20. Tingkat kepercayaan yang 

digunakan pada analisis ini yaitu 95% (α = 0,05). Analisis data yang digunakan 

yaitu uji korelasi Spearman. Uji ini tidak harus memiliki data yang normal. Uji ini 

dilakukan untuk menganalisis hubungan antara dosis yang diberikan dengan 

degradasi biofilm yang terjadi. Hasil uji dari degradasi biofilm dengan inkubasi 

selama 1 jam menunjukkan adanya hubungan antara peningkatan dosis dengan 

persentase degradasi biofilm yang terjadi karena nilai signifikansi dari analisis 

menunjukkan bahwa p = 0,01 dan koefisien korelasi r = 0,426  yang berarti 

memiliki korelasi yang bermakna dan. Korelasi bermakna ditunjukkan apabila 

nilai signifikansi (p < 0,05). Analisis ini juga menunjukkan bahwa memiliki 

hubungan yang searah karena didapatkan koefisien korelasi yang bernilai positif, 

yang berarti peningkatan dosis searah dengan peningkatan degradasi biofilm 

yang terjadi. 

 Sedangkan untuk hasil uji dari degradasi biofilm dengan inkubasi selama 2 

jam menunjukkan tidak adanya hubungan yang bermakna antaa dosis dengan 

degradasi biofilm karena memiliki nilai signifikansi dari analisis menunjukkan 

bahwa p = 0,278 dan koefisien korelasi r = 0,142 yang berarti tidak memiliki 
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korelasi yang bermakna. Korelasi bermakna ditunjukkan apabila nilai signifikansi 

(p < 0,05).  

 

5.5.1.2 Hubungan antara dosis dengan jumlah koloni 

 Hasil uji skoring jumlah koloni bakteri kemudian di analisis dengan 

menggunakan analisis Spearman. Hasil analisis menunjukkan terdapat 

perbedaan secara bermakna (p < 0,05) antara pemberian dosis dengan jumlah 

koloni bakteri pada inkubasi selama 1 jam, dan tidak terdapat perbedaan secara 

bermakna (p > 0,05) untuk pemberian dosis dengan jumlah koloni bakteri pada 

inkubasi selama 2 jam. Hasil ini dapat ditunjukkan dari nilai signifikansi untuk 

inkubasi selama 1 jam yaitu p = 0,022 dan koefisien korelasi yaitu r = -0,509. 

Untuk inkubasi selama 2 jam yaitu p = 0,093 dan koefisien korelasi yaitu r = -

0,386. Analisis ini juga menunjukkan bahwa memiliki hubungan yang berlawanan 

arah karena didapatkan koefisien korelasi yang bernilai negatif, yang berarti 

peningkatan dosis berlawanan arah dengan jumlah koloni bakteri yang tumbuh. 

5.5.2 Paired T-Test 

5.5.2.1 Perbandingan Lama Inkubasi terhadap Degradasi Biofilm 

 Untuk mengetahui adanya pengaruh perbedaan lama inkubasi yang 

dilakukan pada bakteri setelah ditambahkan dengan fraksi etil asetat maka 

dilakukan analisis Paired T-Test. Paired T-Test digunakan untuk membandingkan 

lama inkubasi satu jam dan dua jam setelah pemberian fraksi etil asetat dengan 

degradasi biofilm yang terjadi. 

 Berdasarkan hasil analisis menunjukkan memiliki perbedaan bermakna 

antara lama inkubasi selama satu jam dan dua jam dengan persen degradasi 

karena nilai signifikansi (p < 0,05)  
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5.5.2.2 Perbandingan Lama Inkubasi terhadap Jumlah Koloni 

  Untuk mengetahui adanya pengaruh perbedaan lama inkubasi yang 

dilakukan pada bakteri setelah ditambahkan dengan fraksi etil asetat maka 

dilakukan analisis Paired T-Test. Paired T-Test digunakan untuk membandingkan 

lama inkubasi satu jam dan dua jam setelah pemberian fraksi etil asetat dengan 

jumlah koloni bakteri yang tumbuh. 

 Berdasarkan hasil analisis menunjukkan tidak memiliki perbedaan 

bermakna antara lama inkubasi selama satu jam dan dua jam dengan jumlah 

koloni bakteri karena nilai signifikansi (p > 0,05)).  
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BAB 6 

PEMBAHASAN 

 

6.1 Pembahasan Hasil Penelitian 

Pada penelitian ini daun putri malu (Mimosa pudica) digunakan untuk 

dapat mengatasi biofilm yang terbentuk dari bakteri Methicilin Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA). Senyawa metabolit sekunder dari daun putri 

malu (Mimosa pudica) didapatkan melalui metode ekstraksi maserasi dan 

fraksinasi. Proses ekstraksi dilakukan dengan menggunakan pelarut etanol 96%. 

Metode ekstraksi maserasi dipilih karena menggunakan peralatan yang 

sederhana dan prosedur yang tidak rumit hingga dapat dikatergorikan metode 

yang murah untuk dilakukan. Ekstraksi maserasi merupakan metode yang 

memiliki keuntungan utama yaiitu prosedur dan peralatan yang digunakan 

sederhana dan tidak dipanaskan sehingga bahan alam tidak menjadi terurai 

(Puspitasari dan Prayogo, 2017). Pemilihan pelarut menggunakan pelarut etanol 

pada penilitian ini karena kemampuan etanol dalam melarutkan senyawa 

semipolar seperti saponin, flavonoid, alkaloid dalam serbuk simplisia daun putri 

malu. 

 Setalah didapatkan ekstrak dengan metode ekstraksi maserasi, kemudian 

ekstrak dilakukan fraksinasi bertingkat. Fraksinasi ini dilakukan secera bertingkat 

sesuai dengan kepolaran dari pelarutnya mulai dari non polar hingga semipolar. 

Fraksinasi ini dimulai dengan pelarut non polar yaitu pelarut n-heksana 

dilanjutkan dengan pelarut semipolar yaitu pelarut etil asetat sehingga 

mendapatkan fraksi etil asetat. Tujuan dari fraksinasi ini untuk memisahkan 

senyawa berdasarkan tingkat kepolaran yang berbeda dalam dua pelarut yang 
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memiliki tingkat kepolaran yang berbeda pula (Pratiwi et al. 2016). Menurut 

Soeksmanto (2010) bahwa penggunaan pelarut yang berbeda tingkat kepolaran 

mempengaruhi jenis senyawa yang terekstrak. Menurut penelitian yang dilakukan 

Kamelia (2018) hasil optimasi ekstrak etanol dan fraksi daun putri malu (Mimosa 

pudica) masing-masing dapat menarik senyawa metabolit sekunder yang 

berbeda beda dan dapat ditunjukkan pada Tabel 6.1 

Tabel 6.1 Senyawa Metabolit Sekunder Berdasarkan Hasil Optimasi 

(Kamelia, 2018) 

Sampel Senyawa yang dapat ditarik 

Ekstrak Etanol 96% Flavonoid dan klorofil 

Fraksi N-Heksana Alkaloid, Saponin, Furanokumarin, dan klorofil 

Fraksi Etil Asetat Flavonoid, Alkaloid, Saponin, dan Furanokumarin 

 

 Pada penelitian ini, sebelum dilakukan uji aktivitas antibiofilm dilakukan 

identifikasi bakteri terlebih dahulu untuk memastikan bahwa bakteri yang 

digunakan sesuai dengan yang diinginkan. Bakteri yang diinginkan yaitu bakteri 

Methicilin Resistant Staphylococcus aureus dari empat galur yang berbeda. 

Empat galur yang digunakan yaitu dari sputum dan pus. Identifikasi yang 

dilakukan pada penelitian ini yaitu pewarnaan Gram, uji koagulase, uji katalase 

dan uji sensitivitas cefoxitin. Pada uji pewarnaan Gram, setelah diamati 

menggunakan mikroskop dengan perbesaran 1000 kali, bakteri Staphylococcus 

aureus menunjukkan bahwa bakteri berbentuk kokus dan berwarna ungu setelah 

proses pewarnaan seperti yang ditunjukkan pada Gambar 5.1. Hal ini disebabkan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



49 
 

 
 

karena konsentrasi lipid dan ketebalan peptidoglikan sehingga pada bakteri 

dengan kategori Gram positif akan mempertahankan warna ungu dari pewarna 

primer (Post dan Songer, 2005). Menurut Lay (1994) bakteri Gram positif 

berwarna ungu disebabkan kompleks zat warna kristal violet-yodium tetap 

dipertahankan meskipun diberi larutan pemucat. Dinding sel bakteri Gram positif 

terdiri dari peptidoglikan yang tebal tanpa adanya lapisan lipoprotein atau 

polisakarida sedangkan bakteri Gram negatif memiliki dnding sel terdiri dari 

peptidoglikan tipis yang dibungkus oleh lapisan lipoprotein atau lipopolisakarida 

(Ijong, 2015).  

 Pada uji koagulase, bakteri Staphylococcus aureus menunjukkan bahwa 

bakteri memberikan respon koagulase positif karena terjadi penggumpalan 

seperti yang ditunjukkan pada Gambar 5.2. Menurut Andreasen (2008) 

koagulase positif umumnya dihasilkan oleh bakteri Staphylococcus aureus, 

namun dapat ditemukan juga bakteri Staphylococcus aureus dengan koagulase 

negatif. Koagulase negatif biasanya bertindak sebagai patogen oportunistik 

(Yurdakul et al, 2013). Koagulase merupakan salah satu protein yang 

menyerupai enzim dan dapat menggumpalkan plasma oksalat atau sitrat dengan 

bantuan suatu faktor yang terdapat pada serum (Karimela et al, 2017). 

 Pada uji katalase, bakteri Staphylococcus aureus menunjukkan bahwa 

bakteri memberikan respon katalase positif karena terbentuknya gelembung gas 

seperti yang ditunjukkan pada Gambar 5.3. Bakteri Staphylococcus sp 

menggunakan katalase untuk melindungi dari hidrogen peroksida (H2O2) dengan 

mengubahnya menjadi air dan oksigen (Locke et al, 2013). Uji katalase pada 

bakteri bentuk kokus digunakan untuk membedakan Staphylococcus dan 
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Streptococcus (Karimela et al, 2017). Kelompok Streptococcus memberi reaksi 

negatif, sedangkan Staphylococcus memberikan reaksi positif (Lay, 1994).  

 Setelah dilakukan serangkaian uji, uji yang dapat membedakan antara 

Staphylococcus aureus dengan Methicilin Resistant Staphylococcus aureus yaitu 

dengan uji sensitivitas Cefoxitin. Uji sensitivitas Cefoxitin ini menggunakan 

antibiotik Cefoxitin 30µg. Pendeteksian ini dilakukan dengan melihat zona 

hambat dari bakteri seperti yang ditunjukkan pada Gambar 5.4. Menurut CLSI 

(2012) diameter zona hambat cefoxitin yang dikategorikan resistant untuk bakteri 

Staphylococcus aureus yaitu ≤21mm. Hasil dari keempat bakteri yang 

ditumbuhkan, tiga diantaranya tidak menunjukkan adanya zona hambat setelah 

diberikan antibiotik cefoxitin dan hanya satu yang menunjukkan adanya zona 

hambat dengan ukuran 9mm.  

 Uji selanjutnya yaitu uji aktivitas antibiofilm fraksi etil astet, aktivitas 

antibiofilm yang diujikan pada penelitian ini yaitu degradasi biofilm bakteri MRSA. 

Uji ini dilakukan dengan menggunakan metode mikrodilusi dengan menggunakan 

mikrotitter plate. Pemilihan metode ini dikarenakan sampel yang ingin diuji 

jumlahnya yang terbatas tetapi mikroorganisme atau variabel yang di ujikan 

dapat beragam. Keuntungan dari metode mikrodilusi ini adalah mudah dilakukan, 

serta memberikan efektivitas dalam segi bahan dan tempat (Jorgensen dkk, 

2009).  

Sebelum dilakukan pengukuran, kedalam mikrotitter dilakukan 

penambahan Krisal violet untuk pembacaan biofilm. Kristal violet adalah salah 

satu metode yang banyak di gunakan untuk kemampuan dalam memberikan 

warna pada matriks polisakarida. Kristal violet adalah pewarnaan dasar bagi 
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bakteri dan eksopolisakarida pada matriks biofilm (Pantanella et al, 2013). Prinsip 

dari pewarnaan ini yaitu adanya ikatan ion antara komponen seluler bakteri 

dengan senyawa dari pewarna yang biasa disebut dengan kromogen (Volk & 

Wohler, 1984).  

Pengukuran nilai degradasi dilakukan dengan menggunakan alat ELISA 

reader dengan panjang gelombang 630nm. Hasil pengukuran kemudian di hitung 

menggunakan rumus persen degradasi biofilm sehingga didapatkan nilai 

degradasi biofilm. 

Berdasarkan hasil persentase degradasi biofilm, terdapat hubungan 

antara dosis dengan peningkatan degradasi biofilm. Dosis yang digunakan pada 

penelitian ini yaitu 3mg, 6mg, 9mg, 12mg, dan 15mg. Dosis ini digunakan 

sebagai acuan dari penelitian sebelumnya yaitu pada penelitian Kamelia (2018), 

menurut penelitiannya dosis fraksi etil asetat yang telah memberikan efek 

hambatan yaitu dimulai pada dosis 3mg hingga 15mg. Pada dosis terendah yaitu 

3mg fraksi etil asetat sudah memberikan efek degradasi biofilm dan meningkat 

seiring dengan peningkatan dosis hingga dosis tertinggi yaitu 15mg. Pada bakteri 

dengan perlakuan lama inkubasi satu jam memberikan efek peningkatan 

persentase degradasi biofilm, begitu pula dengan perlakuan lama inkubasi dua 

jam yang memberikan efek peningkatan persentase degradasi biofilm. 

Pemberian perbedaan perlakuan lama inkubasi ini ditujukkan untuk mengetahui 

waktu efektif dalam mendegradasi biofilm yang dapat dikembangkan untuk 

penelitian lebih lanjut.  

 Dari hasil analisis statistik korelasi Spearman, diperoleh signifikansi 

kurang dari 0,05 (p<0,05) yang menunjukkan bahwa terdapat hubungan yang 
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bermakna pemberian dosis dengan persentase degradasi biofilm pada bakteri 

dengan perlakuan lama inkubasi 1 jam, dan menunjukkan tidak terdapat 

hubungan yang bermakna pada pemberian dosis dengan persentase degradasi 

biofilm pada bakteri dengan perlakuan lama inkubasi 2 jam karena hasil 

signifikansi lebih dari 0,05 (p<0,05). Untuk analisis korelasi pada uji koloni, 

menunjukkan bahwa terdapat hubungan antara pemberian dosis dengan jumlah 

koloni bakteri yang tumbuh pada lama inkubasi 1 jam, tetapi tidak terdapat 

hubungan yang bermakna untuk lama inkubasi 2 jam.  Pada hasil uji Paired T-

Test didapatkan signifikansi kurang dari 0,05 (p<0,05) antara lama inkubasi 1 jam 

dan 2 jam dengan persentase degradasi yang terjadi yang menunjukkan terdapat 

perbedaan bermakna antara lama inkubasi 1 jam dan 2 jam dengan persentase 

degradasi biofilm, sedangkan untuk perbedaan lama inkubasi 1 jam dan 2 jam 

dengan jumlah koloni, tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara lama 

inkubasi 1 jam dan 2 jam dengan jumlah koloni. 

Pada penelitian yang telah dilakukan Mutmainah dkk (2018), efektivitas 

ekstrak etanol Mimosa pudica terhadap pembentukan biofilm bakteri 

Staphylococcus aureus menunjukkan hasil bahwa adanya penurunan nilai rerata 

pembentukan biofilm dimulai pada konsentrasi 50mg mL-1 dan meningkat seiring 

bertambahnya konsentrasi. Hasil ini menunjukkan bahwa ekstrak maupun fraksi 

etil asetat memiliki efek antibiofilm baik dengan menghambat biofilm atau dengan 

mendegradasi biofilm yang terbentuk pada bakteri. Menurut penelitian Yuliandari 

(2015) yang juga menguji aktivitas degradasi biofilm dari sari buah belimbing 

wuluh untuk bakteri P.aeruginosa menunjukkan bahwa semakin besar 

konsentrasi ekstrak yang digunakan maka semakin kecil rerata dari absorbansi 
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biofilm atau yang mengartikan bahwa semakin besar konsentrasi maka semakin 

besar degradasi biofilm yang terjadi.  

Menurut penelitian yang telah dilakukan oleh Kamelia (2018) fraksi etil 

asetat ekstrak etanol daun putri malu memiliki senyawa metabolit sekunder 

berupa flavonoid. Menurut Lee et al (2013) Ekstrak tanaman yang mengandung 

flavonoid berpotensi dapat menghambat intercellular adhesion genes icA dan 

icaD yang menjadi salah satu faktor pembentukan biofilm. Flavonoid juga dapat 

memiliki aktivitas dalam mendegradasi biofilm. Menurut Sabir (2005) dalam 

Kining dkk (2016) Mekanisme dari flavonoid sebagai agen untuk mendegradasi 

yaitu dengan cara gugus hidroksil yang terdapat pada struktur senyawa flavonoid 

membentuk senyawa kompleks dengan protein melalui ikatan hidrogen sehingga 

menyebabkan perubahan struktur protein dan asam nukleat. Perubahan struktur 

tersebut dapat menyebabkan protein penyusun eksopolisakarida terdenaturasi.  

Setelah degradasi biofilm yang terjadi, penelitian ini menguji pertumbuhan 

jumlah koloni dari bakteri. Akibat dari adanya degradasi biofilm membuat bakteri 

terbebas dari biofilm sehingga bakteri akan bersifat planktonik dan diharapkan 

fraksi dapat membunuh bakteri. Hal ini sangat berhubungan antara degradasi 

biofilm dengan jumlah koloni bakteri, semakin besar degradasi biofilm maka 

semakin besar kemungkinan bakteri dapat mati akibat dari fraksi etil asetat.  

Pengujian ini di tentukan dengan penilaian menggunakan skor. Hal ini 

dikarenakan sangat rapatnya koloni bakteri yang tumbuh pada plate sehingga 

tidak dapat dihitung menggunakan colony counter. Plate yang memiliki jumlah 

koloni sangat padat diberikan skor +6 sebagai nilai tertinggi dan plate yang 

memiliki jumlah koloni yang sangat tidak padat diberikan skor +1 sebagai nilai 
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terendah. Berdasarkan hasil yang didapatkan, fraksi etil asetat ekstrak etanol 

daun putri malu dapat menurunkan jumlah koloni bakteri pada inkubasi selama 

satu jam dan dua jam. Penurunan jumalah koloni bakteri karena adanya senyawa 

flavonoid yang dapat membunuh bakteri. Aktivitas flavonoid dalam membunuh 

bakteri yaitu dengan cara menghambat sintesis asam nukleat, menghambat 

fungsi membran sel dan menghambat metabolisme energi (Hendra et al, 2011). 

Mekanisme antibakteri dari flavonoid dengan menghambat sintesis asam nukleat 

adalah cincin A dan B yang memegang peranan dalam proses interkalasi atau 

ikatan hidrogen dengan menumpuk basa asam nukleat yang menghambat 

pembentukan DNA dan RNA. Flavonoid dapat menyebabkan kerusakan 

permeabilitas dinding sel bakteri, mikrosom dan lisosom (Cushnie dan Lamb, 

2005).  

 Mekanisme kerja flavonoid dalam menghambat fungsi membran sel 

adalah membentuk senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan terlarut 

sehingga merusak membran sel bakteri (Nuria et al, 2009). Mekanisme kerja 

flavonoid menghambat metabolisme energi yaitu dengan cara menghambat 

penggunaan oksigen oleh bakteri (Cushnie dan Lamb, 2005). 

 Selain dari flavonoid, terdapat alkaloid yang tertarik pada fraksi etil asetat. 

Alkaloid juga dapat memberikan aktivitas antibakteri. Mekanisme alkaloid 

sebagai antibakteri adalah sebagai interkalator DNA dan menghambat dari enzim 

topoisomerase pada sel bakteri (Karou, 2005). Selain itu, mekanisme alkaloid 

sebagai antibakteri adalah dengan mengganggu komponen penyusun dari 

peptidoglikan sel bakteri sehingga lapisan dinding sel yaitu peptidoglikan tidak 

terbentuk secara utuh dan mengakibatkan kematian sel (Darsana et al, 2012). 
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 Penelitian ini memiliki keterbatasan, diantaranya yaitu pada perhitungan 

jumlah koloni bakteri. Pertumbuhan bakteri sangat rapat dan padat sehingga sulit 

untuk dilakukan perhitungan dengan menggunakan colony counter dan 

mengakibatkan hasil yang didapatkan tidak konsisten. Selain itu, tanaman yang 

digunakan berasal dari Batu Materia Medika sehingga apabila digunakan 

tanaman yang sama tetapi berasal dari daerah yang berbeda dapat 

memungkinkan mendapatkan hasil yang berbeda. Selain itu belum dilakukannya 

penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh stabilitas, kelarutan dan lama 

penyimpanan fraksi terhadap hasil yang didapatkan.  

1.2 Implikasi Terhadap Bidang Kefarmasian 

Penelitian ini didapatkan fraksi yang dapat mendegradasi biofilm dari bakteri 

MRSA yang dapat dikembangkan potensinya untuk dapat mengatasi masalah 

resistensi antibiotik dari MRSA akibat dari biofilm yang terbentuk pada bakteri 

dan dapat dikembangkan menjadi potensi pemurnian senyawa sehingga dapat 

digunakan dengan tepat.  
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BAB 7 

PENUTUP 

7.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, disimpulkan bahwa: 

7.1.1 Pemberian dosis fraksi etil asetat memiliki hubungan dengan 

degradasi biofilm yang terjadi. Semakin tinggi dosis yang diberikan 

maka semakin besar nilai degradasi yang diperoleh.  

7.1.2 Pemberian dosis fraksi etil asetat memiliki hubungan dengan jumlah 

koloni bakteri. Semakin tinggi dosis yang diberikan maka semakin kecil 

jumlah koloni bakteri. 

7.1.3 Adanya perbedaan perbandingan lama inkubasi satu jam dan dua jam 

dengan degradasi biofilm. Lama inkubasi yang menunjukkan degradasi 

biofilm yang tertinggi yaitu pada inkubasi 2 jam. 

7.1.4 Tidak adanya perbedaan perbandingan lama inkubasi satu jam dan dua 

jam dengan jumlah koloni.  

7.2 Saran 

 Saran untuk penelitian selanjutnya, mungkin dapat dilakukan 

pengenceran terlebih dahulu terhadap sampel sebelum dilakukan perhitungan uji 

koloni bakteri sehingga hasil dapat konsisten. Dapat dilakukan optimasi dosis 

dari senyawa murni yang didapatkan dari fraksi etil asetat ekstrak etanol untuk 

degradasi biofilm bakteri MRSA. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Surat Determinasi Tanaman Putri Malu 
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Lampiran 2. Perhitungan Rendemen Ekstrak Etanol 96% Daun Putri Malu 

                           
            

          
        

                           
            

        
        

       = 8,88 %  

Lampiran 3. Perhitungan Rendemen Fraksi N-Heksana 

                             
            

          
        

                             
           

            
        

       = 10,05%  

Lampiran 4. Perhitungan Rendemen Fraksi Etil Asetat 

                               
            

          
        

                               
           

            
        

       = 9,47% 
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Lampiran 5. Hasil Optical Density pada Inkubasi selama 1 Jam 
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Lampiran 6. Hasil Optical Density pada Inkubasi selama 2 jam 
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Lampiran 7. Hasil Absorbansi pada Bakteri Inkubasi 1 Jam 

 
Bakteri A 

 

 

Absorbansi 
 

 

r1 r2 r3 

dosis 3mg 0.2706 0.2964 0.3050 

dosis 6mg 0.2989 0.3733 0.2476 

dosis 9mg 0.2648 0.4098 0.3180 

dosis 12mg 0.1989 0.2886 0.3393 

dosis 15mg 0.1742 0.3924 0.2768 

kontrol 0.5990 0.8760 0.9330 

 

 
Bakteri B 

 

 

Absorbansi 
 

 
r1 r2 r3 

dosis 3mg 0.2343 0.2607 0.4045 

dosis 6mg 0.2178 0.2961 0.3296 

dosis 9mg 0.1761 0.3010 0.2651 

dosis 12mg 0.1519 0.1188 0.2010 

dosis 15mg 0.1270 0.1640 0.1547 

kontrol 0.2850 0.3450 0.3500 

 

 
Bakteri C 

 

 

Absorbansi 
 

 
r1 r2 r3 

dosis 3mg 0.2931 0.3639 0.2339 

dosis 6mg 0.2557 0.2724 0.3003 

dosis 9mg 0.1053 0.1821 0.2458 

dosis 12mg 0.1539 0.1222 0.1930 

dosis 15mg 0.1079 0.1462 0.2051 

kontrol 0.5380 0.4950 0.3860 

 

 
Bakteri D 

 

 
Absorbansi 

 

 
r1 r2 r3 

dosis 3mg 0.3113 0.3248 0.2350 

dosis 6mg 0.2776 0.2565 0.2804 

dosis 9mg 0.2267 0.2967 0.2243 

dosis 12mg 0.2107 0.2391 0.2469 

dosis 15mg 0.1624 0.2541 0.2766 

kontrol 0.7000 0.5120 0.4440 
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Lampiran 8. Hasil Absorbansi pada Bakteri Inkubasi 2 Jam 

 
Bakteri A 

 

 

Absorbansi 
 

 

r1 r2 r3 

dosis 3mg 0.4870 0.8281 0.7783 

dosis 6mg 0.4176 0.7779 0.5479 

dosis 9mg 0.3817 0.5559 0.5891 

dosis 12mg 0.3246 0.6097 0.5739 

dosis 15mg 0.3251 0.6635 0.5725 

kontrol 5.0890 4.7190 5.4720 

 

 
Bakteri B 

 

 

Absorbansi 
 

 
r1 r2 r3 

dosis 3mg 0.4125 0.4371 0.3985 

dosis 6mg 0.3382 0.3990 0.3874 

dosis 9mg 0.3448 0.4113 0.3650 

dosis 12mg 0.3016 0.4193 0.3932 

dosis 15mg 0.2692 0.2762 0.3930 

kontrol 0.9570 0.7980 0.7800 

 

 
Bakteri C 

 

 

Absorbansi 
 

 
r1 r2 r3 

dosis 3mg 0.3831 0.4756 0.4914 

dosis 6mg 0.2501 0.4197 0.4252 

dosis 9mg 0.1598 0.4870 0.3990 

dosis 12mg 0.1348 0.4648 0.4530 

dosis 15mg 0.1395 0.3942 0.4235 

kontrol 1.8150 2.0810 1.2650 

 

 
Bakteri D 

 

 
Absorbansi 

 

 
r1 r2 r3 

dosis 3mg 0.2941 0.6630 0.5625 

dosis 6mg 0.2441 0.5398 0.5306 

dosis 9mg 0.1912 0.5384 0.5048 

dosis 12mg 0.1495 0.5071 0.3223 

dosis 15mg 0.2391 0.5796 0.6953 

kontrol 2.3680 2.1020 2.4400 
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Lampiran 9. Perhitungan Persentase Degradasi Biofilm 

                   
                                        

                        
        

 

                   
             

      
                 

Lampiran 10. Data Persentase Degradasi Biofilm 1 jam  

  
% Degradasi biofilm perlakuan 1 jam 

 

       

Bakteri 
 

Dosis 
3mg 

Dosis 
6mg 

Dosis 
9mg 

Dosis 
12mg 

Dosis 
15mg 

A 
replikasi 
1 54.8247 50.1002 55.7930 66.7947 70.9182 

 

replikasi 
2 66.1644 57.3858 53.2192 67.0548 55.2055 

 

replikasi 
3 67.3098 73.4620 65.9164 63.6334 70.3323 

 
rerata 62.7663 60.3160 58.3095 65.8276 65.4853 

 
SD 6.9014 11.9533 6.7123 1.9047 8.9074 

B 
replikasi 
1 17.7895 23.5789 38.2105 46.7018 55.4386 

 

replikasi 
2 24.4348 14.1739 12.7536 65.5652 52.4638 

 

replikasi 
3 -15.5714 5.8286 24.2571 42.5714 55.8000 

 
rerata 8.8843 14.5271 25.0738 51.6128 54.5675 

 
SD 21.4383 8.8805 12.7481 12.2584 1.8308 

C 
replikasi 
1 45.5204 52.4721 80.4275 71.3941 79.9442 

 

replikasi 
2 26.4848 44.9697 63.2121 75.3131 70.4646 

 

replikasi 
3 39.4041 22.2021 36.3212 50.0000 46.8653 

 
rerata  37.1365 39.8813 59.9870 65.5691 65.7581 

 
SD 9.7183 15.7635 22.2293 13.6249 17.0343 

D 
replikasi 
1 55.5286 60.3429 67.6143 69.9000 76.8000 

 

replikasi 
2 36.5625 49.9023 42.0508 53.3008 50.3711 

 

replikasi 
3 47.0721 36.8468 49.4820 44.3919 37.7027 

 
rerata 46.3877 49.0307 53.0490 55.8642 54.9579 

 
SD 9.5015 11.7722 13.1498 12.9458 19.9482 
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Lampiran 11. Data Persentase Degradasi Biofilm 2 jam 

  
% Degradasi biofilm perlakuan 2 jam 

 

       

Bakteri 
 

Dosis 
3mg 

Dosis 
6mg 

Dosis 
9mg 

Dosis 
12mg 

Dosis 
15mg 

A replikasi 1 90.4303 91.7941 92.4995 93.6215 93.6117 

 
replikasi 2 82.4518 83.5156 88.2200 87.0799 85.9398 

 
replikasi 3 85.7767 89.9872 89.2343 89.5121 89.5376 

 
rerata 86.2196 88.4323 89.9846 90.0712 89.6964 

 
SD 4.0077 4.3528 2.2363 3.3065 3.8384 

B replikasi 1 56.8966 64.6604 63.9707 68.4848 71.8704 

 
replikasi 2 45.2256 50.0000 48.4586 47.4561 65.3885 

 
replikasi 3 48.9103 50.3333 53.2051 49.5897 49.6154 

 
rerata 50.3441 54.9979 55.2115 55.1769 62.2914 

 
SD 5.9662 8.3696 7.9483 11.5743 11.4462 

C replikasi 1 78.8926 86.2204 91.1956 92.5730 92.3140 

 
replikasi 2 77.1456 79.8318 76.5978 77.6646 81.0572 

 
replikasi 3 61.1542 66.3874 68.4585 64.1897 66.5217 

 
rerata  72.3974 77.4798 78.7506 78.1424 79.9643 

 
SD 9.7761 10.1235 11.5204 14.1977 12.9308 

D replikasi 1 87.5802 89.6917 91.9257 93.6867 89.9029 

 
replikasi 2 68.4586 74.3197 74.3863 75.8754 72.4263 

 
replikasi 3 76.9467 78.2541 79.3115 86.7910 71.5041 

 
rerata 77.6619 80.7552 81.8745 85.4510 77.9444 

 
SD 9.5809 7.9854 9.0462 8.9809 10.3666 
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Lampiran 12. Nilai Persentase Degradasi Biofilm pada inkubasi selama 1 

jam 

 
% degradasi biofilm perlakuan 1 jam 

 
Bakteri 3mg 6mg 9mg 12mg 15mg 

A 62.7663 60.3160 58.3095 65.8276 65.4853 

B 8.8843 14.5271 25.0738 51.6128 54.5675 

C 37.1365 39.8813 59.9870 65.5691 65.7581 

D 46.3877 49.0307 53.0490 55.8642 54.9579 

rerata ± SD 
38.7937 ± 

22.5808 

40.9388 ± 

19.4906 

49.1048 ± 

16.2910 

59.7184 

± 7.1206 

60.1922 

± 6.2725 

 

Lampiran 13. Nilai Persentase Degradasi Biofilm pada inkubasi selama 2 

jam 

 
% degradasi biofilm perlakuan 2 jam 

 
Bakteri 3mg 6mg 9mg 12mg 15mg 

A 86.2196 88.4323 89.9846 90.0712 89.6964 

B 50.3441 54.9979 55.2115 55.1769 62.2914 

C 72.3974 77.4798 78.7506 78.1424 79.9643 

D 77.6619 80.7552 81.8745 85.4510 77.9444 

rerata ± SD 
71.6558 ± 

15.3070 

75.4163 ± 

14.3653 

76.4553 ± 

14.9329 

77.2104 ± 

15.4882 

77.4741 ± 

11.3479 
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Lampiran 14. Uji Pertumbuhan Jumlah Koloni Bakteri 

DOSIS 3mg 1 JAM INKUBASI DOSIS 3mg 2 JAM INKUBASI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +2 
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Skor +6 

 

 

 

 

 

Skor +6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +5 

DOSIS 6mg 1 JAM INKUBASI DOSIS 6mg 2 JAM INKUBASI 
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Skor +5 

 

Skor +4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Skor +2 
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Skor +4 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +4 

 

DOSIS 9mg 1 JAM INKUBASI DOSIS 9mg 2 JAM INKUBASI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +4 
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Skor +2 

 

 

 

  

Skor +2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +1 
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DOSIS 12mg 1 JAM INKUBASI DOSIS 12mg 2 JAM INKUBASI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



80 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

Skor +1 

 

 

 

 

 

 

Skor +1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +1 

DOSIS 15mg 1 JAM INKUBASI DOSIS 15mg 2 JAM INKUBASI 
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Skor +2 

 

 

Skor +2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +3 
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Skor +3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skor +3 

Lampiran 15. Penilaian Skor untuk Jumlah Koloni Bakteri 

 
skoring jumlah koloni 1 jam 

 Bakteri 3mg 6mg 9mg 12mg 15mg 

A 6 5 4 4 2 

B 5 3 2 2 4 

C 6 2 2 1 4 

D 6 4 1 4 3 

rerata 5.75 3.50 2.25 2.75 3.25 

SD 0.50 1.29 1.26 1.50 0.96 
 

 
skoring jumlah koloni 2 jam 

 Bakteri 3mg 6mg 9mg 12mg 15mg 

A 5 4 4 4 2 

B 2 2 2 1 3 

C 6 2 2 1 4 

D 5 4 2 1 3 

rerata 4.50 3.00 2.50 1.75 3.00 

SD 1.73 1.15 1.00 1.50 0.82 
 

Lampiran 16. Analisis Data Statistik 

Uji Korelasi Perlakuan Inkubasi 1 Jam 

 

Correlations 
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 Dosis Persen_degrad

asi 

Spearman's rho 

Dosis 

Correlation Coefficient 1.000 .426
**
 

Sig. (2-tailed) . .001 

N 60 60 

Persen_degradasi 

Correlation Coefficient .426
**
 1.000 

Sig. (2-tailed) .001 . 

N 60 60 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 

 

 

 
 

 

Uji Korelasi Perlakuan Inkubasi 2 Jam 

 

Correlations 

 Dosis Persen_degrad

asi 

Spearman's rho 

Dosis 

Correlation Coefficient 1.000 .142 

Sig. (2-tailed) . .278 

N 60 60 

Persen_degradasi 

Correlation Coefficient .142 1.000 

Sig. (2-tailed) .278 . 

N 60 60 

 
Uji Korelasi Perhitungan Jumlah Koloni Inkubasi 1 Jam 

Correlations 

 Dosis Skoring_koloni 

Spearman's rho 

Dosis 

Correlation Coefficient 1.000 -.509
*
 

Sig. (2-tailed) . .022 

N 20 20 

Skoring_koloni 
Correlation Coefficient -.509

*
 1.000 

Sig. (2-tailed) .022 . 
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N 20 20 

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed). 

 
Uji Korelasi Perhitungan Jumlah Koloni Inkubasi 2 jam 

Correlations 

 Dosis Skoring_koloni 

Spearman's rho 

Dosis 

Correlation Coefficient 1.000 -.386 

Sig. (2-tailed) . .093 

N 20 20 

Skoring_koloni 

Correlation Coefficient -.386 1.000 

Sig. (2-tailed) .093 . 

N 20 20 

 
 

Uji Paired T-Test Lama Inkubasi dengan Degradasi Biofilm 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Uji Paired T-Test Lama Inkubasi dengan Jumlah Koloni Bakteri 
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