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INTISARI 
 

WULANDARI D. Y., 2017, UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI FRAKSI n-

HEKSANA, ETIL ASETAT DAN AIR EKSTRAK ETANOL DAUN 

BINAHONG (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) TERHADAP Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853. SKRIPSI, FAKULTAS FARMASI, 

UNIVERSITAS SETIA BUDI, SURAKARTA. 

 

Binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) adalah salah satu tanaman 

yang dapat dimanfaatkan untuk mengobati luka bakar. Luka bakar pada kulit 

rentan terkena infeksi oleh bakteri Gram positif maupun Gram negatif seperti P. 

aeruginosa. Tujuan dari penelitian ini adalah pertama, mengetahui aktivitas 

antibakteri dari fraksi n-heksana, etil asetat, dan air ekstrak etanol daun binahong 

terhadap bakteri P. aeruginosa ATCC 27853. Kedua, mengetahui fraksi teraktif 

sebagai antibakteri terhadap bakteri P. aeruginosa ATCC 27853. Ketiga, 

mengetahui KHM dan KBM dari fraksi teraktif daun binahong sebagai antibakteri 

terhadap P. aeruginosa ATCC 27853. 

Ekstraksi serbuk daun binahong menggunakan metode maserasi dengan 

pelarut etanol 70%, selanjutnya proses fraksinasi menggunakan pelarut n-heksana, 

etil asetat dan air. Uji aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi dengan 

konsentrasi 50%, 40%, 30% untuk menentukan fraksi teraktif dan metode dilusi 

untuk menentukan KHM dan KBM dengan konsentrasi 50% ,25%, 12,5%, 6,5%, 

3,125%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19%, 0,095%. Analisis statistik menggunakan 

ANOVA oneway untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan yang signifikan 

antara sediaan uji. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak, fraksi n-heksana, fraksi etil 

asetat dan fraksi air memiliki aktivitas antibakteri. Fraksi teraktif yaitu fraksi air 

pada konsentrasi 50% dengan zona hambat 18,25 mm. Hasil uji dilusi fraksi air 

menunjukkan aktivitas antibakteri dengan KBM pada konsentrasi 12,5%.  

 

Kata Kunci : Daun binahong, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, fraksi air, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
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ABSTRACT  
 

 

WULANDARI D.Y, 2017, ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF N-HEXAN, 

ETHYL ACETATE, AND WATER FRACTION ETHANOL EXTRACT OF 

BINAHONG (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis)  LEAVES ON Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853. THESIS, FACULTY OF PHARMACY, SETIA 

BUDI UNIVERSITY, SURAKARTA. 

 

Binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) is a  plant that can be used 

to treat burns. Burns on the skin can make a person to get an infection from Gram-

negative or Gram-positive bacteria like Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 

The purpose of this study, first, to know antibacterial activity of n-hexane, ethyl 

acetate, and water fraction from ethanol extract of binahong leaves on P. 

aeruginosa. Second, to know the fraction that having the most active antibacterial 

activity on P. aeruginosa. Also, to know MIC and MBC from the most active 

fraction as antibacterial on P. aeruginosa. 

The extraction method of binahong leaves powder used maseration 

method with 70% ethanol. The fractionation process used n-hexane, ethyl acetate 

and water. Concentrations in difussion method were 50%, 40%, 30% to determine 

the most active fraction and dilution method to determine the MIC and MBC with 

concentrations of 50%, 25%, 12,5%, 6,5%, 3,125%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0, 

19%, 0,095%. Data was analyzed using oneway ANOVA. 

The result of this study showed that ethanol extract, n-hexane, ethyl acetat, 

and water fraction have antibacterial activity. The most active fraction is water 

fraction at concentration of 50% which has inhibition zone diameter 18,25 mm. 

Dilution result showed that water fraction had MBC 12,5%. 

 

Keywords: : Binahong leaves, n-hexan fraction, ethyl acetate fraction, water 

fraction, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang 

Pengobatan tradisional dengan memanfaatkan tumbuhan berkhasiat obat 

merupakan pengobatan yang diakui masyarakat dunia (Wijayakusuma 2000). 

Seiring dengan perkembangan zaman perhatian masyarakat telah kembali ke 

bahan alami yang dikenal dengan istilah back to nature. Sejak dahulu masyarakat 

telah percaya bahwa bahan alam mampu mengobati segala jenis penyakit dan 

relatif aman bagi tubuh. Alternatif pengobatan yang sesuai standar medis, praktis, 

dan ekonomis perlu dikembangkan, seperti aplikasi pengobatan dengan 

memanfaatkan bahan-bahan alam. Pengobatan tradisional telah lama digunakan 

dan merupakan bagian integral dari budaya suatu daerah (Permatasari et al. 2015).  

Dzen (2003) menjelaskan bahwa untuk mengatasi infeksi karena bakteri, 

antibiotika mempunyai peranan penting. Antibiotika diharapkan mampu 

mengeliminasi bakteri penyebab infeksi. Tetapi perlu disadari bahwa upaya 

mengeliminasi bakteri penyebab saja tidak cukup memadai, hal  tersebut antara 

lain dimungkinkan akibat kurang tepatnya pemilihan antibiotika, munculnya     

resistensi, efek dari berbagai mediator dan sitokin, ikut mempengaruhi laju 

perjalanan infeksi. Luka  adalah rusaknya kesatuan atau komponen jangan, yang 

menyebabkan secara spesifik terdapat substansi jaringan yang rusak atau hilang. 

Ketika luka timbul, beberapa efek akan muncul diantaranya adalah hilangnya 

seluruh atau sebagian fungsi organ, respon stres simpatis, perdarahan dan 

pembekuan darah, kontaminasi bakteri, dan kematian sel. Penyembuhan luka     

pada kulit menggambarkan prinsip-prinsip perbaikan untuk sebagian besar 

jaringan tubuh pada luka superfisial. Epitel akan dibangun kembali dan hanya 

terdapat sedikit pembentukan luka parut  (Robbins et al 2008). 

Bakteri normal pada kulit manusia antara lain Staphylococcus pidermis, S. 

aureus, Micrococcus sp., Propionibacterium sp., Acinetobacter, P. aeruginosa, 

Candida sp., dan lain-lain. Bakteri-bakteri normal tersebut dapat bersifat patogen 

pada kondisi tertentu, misal iritasi atau luka bakar. Luka bakar pada kulit 
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membuat seseorang rentan terkena infeksi oleh bakteri Gram positif maupun 

Gram negatif seperti P.  aeruginosa (Jawetz et al. 2012). 

Infeksi P. aeroginosa sering terdapat dalam jumlah sedikit dalam flora 

normal usus. Pertumbuhan bakteri sangat mudah terjadi dan dapat menimbulkan 

penyakit kulit atau infeksi pada manusia. Salah satu penyebab terjadinya penyakit 

kulit adalah pola hidup yang kurang bersih. Penyakit kulit seperti kudis, bisul, 

borok dapat disebabkan oleh P. aeruginosa dan S. aureus. Pseudomonas 

aeruginosa merupakan bakteri penghasil nanah dan terdapat pada kulit, kelenjar 

kulit dan selaput lendir. Pseudomonas aeruginosa adalah bakteri Gram negatif, 

dapat menyebabkan 10-20% infeksi nosokomial, infeksi pada saluran napas 

bawah, saluran kemih, mata dan lain-lain. Bakteri ini dapat diisolasi dari penderita 

luka neoplastik, luka bakar berat dan juga penyakit metabolik (Jawetz et al. 1986). 

Binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) adalah salah satu tanaman 

yang dapat dimanfaatkan untuk mengobati banyak penyakit diantaranya, untuk 

pengobatan luka bakar, penyakit tifus, radang usus, sariawan, keputihan, 

pembengkakan hati, pembengkakan jantung, meningkatkan vitalitas dan daya 

tahan tubuh (Manoi, 2009). Menurut penelitian yang dilakukan Rochani (2009), 

yaitu ekstraksi dengan cara maserasi daun binahong dengan menggunakan pelarut 

petroleum eter, etil asetat dan etanol, setelah dilakukan uji tabung ditemukan 

kandungan alkaloid, saponin, dan flavoniod, sedangkan pada analisis secara KLT 

ditemukan senyawa alkaloid, saponin, dan flavonoid.  

Menurut Ainurrochma et al (2013) efektivitas ekstrak daun binahong 

terhadap penghambatan pertumbuhan bakteri Shigella flexneri strain BW 1201 

dengan metode sumuran dapat disimpulkan, bahwa ekstrak daun binahong dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri Shigella flexneri strain BW 1201. Konsentrasi 

optimal ekstrak daun binahong yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri 

Shigella flexneri strain BW 1201 adalah konsentrasi 100% dengan rata-rata 

diameter zona hambat sebesar 27,2 mm. Penelitian yang dilakukan Darsana et al  

(2012) bahwa perasan daun binahong (A. cordifolia (Ten.) Steenis) dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri E. coli secara in vitro dan meningkatnya 
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konsentrasi perasan daun binahong (A. cordifolia (Ten.) Steenis) meningkatkan 

daya hambat terhadap pertumbuhan bakteri E. coli secara in vitro. 

 

B. Perumusan Masalah  

Permasalahan yang dihadapi yaitu : 

Pertama, apakah ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat, dan air daun 

binahong (A. cordifolia (Ten.) Steenis) memiliki aktivitas antibakteri terhadap P. 

aeruginosa ATCC 27853? 

Kedua, diantara ekstrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat dan 

fraksi air daun binahong (A. cordifolia (Ten.) Steenis) manakah yang mempunyai  

aktivitas antibakteri teraktif terhadap P. aeruginosa ATCC 27853?  

Ketiga, berapakah Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) atau 

Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) dari fraksi teraktif daun binahong (A. 

cordifolia (Ten.) Steenis) sebagai antibakteri terhadap ATCC 2785? 

C. Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini ialah: 

1. Mengetahui aktivitas antibakteri dari ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil 

asetat, dan air daun binahong (A. cordifolia (Ten.) Steenis) terhadap bakteri P. 

aeruginosa ATCC 27853.  

2. Mengetahui aktivitas antibakteri yang teraktif dari ekstrak etanol, fraksi n-

heksana, fraksi etil asetat dan fraksi air daun binahong (A. cordifolia (Ten.) 

Steenis) terhadap P. aeruginosa ATCC 27853. 

3. Mengetahui KHM dan KBM dari fraksi teraktif daun binahong (A. cordifolia 

(Ten.) Steenis) sebagai antibakteri terhadap P. aeruginosa ATCC 27853.  

 

D. Kegunaan Penelitian 

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang 

khasiat daun binahong (A. cordifolia (Ten.) Steenis) sebagai antibakteri 

khususnya terhadap P. aeruginosa ATCC 27853, sehingga dapat digunakan 

sebagai pengobatan infeksi bakteri.  
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

A. Tanaman Binahong Anredera cordifilia (Ten.) Steenis  

1. Sistematika tanaman  

Klasifikasi secara lengkap dari tanaman binahong (Anredera cordifilia 

(Ten.) Steenis) sebagai berikut : 

Kingdom   : Plantae    

Subkingdom  : Tracheobionta     

Superdivisio  : Spermatophyta     

Divisio   : Magnoliophyta     

Class  : Magnoliopssida  

Sub-class  : Hamamelidae   

Ordo   : Caryophyllales   

Familia   : Basellaceae   

Genus   : Anredera  ` 

Spesies : (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) Depkes RI (2006) 

 

Gambar 1. Tanaman binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) (Mus 2008) 

2. Nama lain 

Nama Ilmiah  : Anredera cordifolia (Ten.) Steenis 

Nama Daerah : gondola (Sunda); gendola (Bali); lembayung (Minangkabau); 

genjerot, gedrek, uci-uci (Jawa); kandula (Madura); tatabuwe 

(Sulawesi Utara); poiloo (Gorontalo); kandola (Timor) 

Nama Asing : heartleaf maderavine madevine (Inggris) dan dheng s han chi 

(Cina) (Hariana 2002). 
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3. Morfologi tanaman  

Tanaman binahong (A. cordifilia (Ten.) Steenis) merupakan tanaman 

menjalar, berumur panjang (perenial), bisa mencapai panjang ± 5 m (Smith 2006). 

Batang lunak, silindris, saling membelit, berwarna merah, bagian dalam 

solid,  permukaan halus, kadang membentuk semacam umbi yang melekat di 

ketiak daun dengan bentuk tidak beraturan dan bertekstur kasar.  

Daun tunggal, bertangkai sangat pendek (subssesile) tersusun berseling, 

berwarna hijau, benyuk jantung (cordata), panjang 5-10 cm, lebar 3-7 cm, helaian 

daun tipis lemas, ujung runcing, pangkal berlekuk (emerginatus), tepi rata, 

permukaan licin.  

Bunga majemuk berbentuk tandan, bertangkai panjang, muncul di ketiak 

daun, mahkota berwarna krem keputih-putihan berjumlah lima helai tidak 

berlekatan, panjang helai mahkota 0,5-1 cm, berbau harum, akar berbentuk 

rimpang, berdaging lunak (Manoi 2009). 

4. Kandungan kimia tanaman 

Rachmawati (2007) telah melakukan skrining fitokimia daun Binahong (A. 

cordifilia (Ten.) Steenis) dengan melakukan maserasi terhadap serbuk kering daun 

dengan menggunakan pelarut n-heksana dan metanol didapatkan kandungan kimia 

berupa saponin triterpenoid, flavonoid, dan minyak atsiri. Rochani (2009), 

melakukan ekstraksi dengan cara maserasi daun binahong dengan menggunakan 

pelarut petroleum eter, etil asetat dan etanol, setelah dilakukan uji tabung 

ditemukan kandungan alkaloid, saponin, dan flavoniod, sedangkan pada analisis 

secara KLT ditemukan senyawa alkaloid, saponin, dan flavonoid.  

Tanaman Binahong (A. cordifilia (Ten.) Steenis) mengandung alkaloid, 

saponin, dan polifenol, sedangkan umbinya mengandung alkaloid dan antrakuinon 

(Depkes RI 2006). Didalam tanaman binahong terkandung senyawa kuersetin 

(Yang et al 2008). Kuersetin ini merupakan salah satu zat aktif kelas flavonoid 

dari kelompok flavonol (Waji dan Sugrani 2009). 

4.1 Alkaloid. Alkaloid adalah zat yang mengandung nitrogen biasanya 

dalam bentuk heterosiklik dalam ikatan primer, sekunder, tersier atau kuarterner 

bersifat basa, mempunyai khasiat fisiologi tertentu yang jelas, umumnya berasa 
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pahit. Senyawa alkaloid memiliki mekanisme penghambatan dengan cara 

menganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel mikrooganisme, sehingga 

lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel 

tersebut. Senyawa alkaloid terdapat gugus basa yang mengandung nitrogen akan 

bereaksi dengan senyawa asam amino yang menyusun dinding sel. Reaksi ini 

mengakibatkan terjadinya perubahan struktur dan susunan asam amino, sehingga 

akan menimbulkan perubahan keseimbangan genetik pada rantai DNA sehingga 

mendorong terjadinya lisis sel mikroba yang akan menyebabkan kematian sel 

pada mikroba (Nimah et al. 2012). 

4.2 Flavonoid. Senyawa flavonoid diturunkan dari unit C6-C3 (fenil 

propana) yang bersumber dari asam sikimat (via fenilanalin) unit C6 yang 

diturunkan dari jalur poliketida. Flavonoid pada tumbuhan terikat pada gula 

sebagai glikosida dan aglikon flavonoid (Harborne 2007). Senyawa flavonoid 

merupakan golongan fenol, diduga mekanisme kerjanya dengan 

mendenaturasikan protein sel dan merusak membran sel mikrooganisme. 

Flavonoid akan mendenaturasi protein sel dan mengerutkan dinding sel sehingga 

melisiskan dinding sel jamur karena flavonoid akan membentuk kompleks dengan 

protein membran sel. Pembentukan kompleks menyebabkan rusaknya membran 

sel karena terjadi perubahan permeabilitas sel dan hilangnya kandungan isi sel di 

dalam sitoplasma yang mengakibatkan terhambatnya pertumbuhan sel atau 

matinya sel (Anggara et al. 2014).  

4.3 Saponin. Saponin dibedakan sebagai saponin terpenoid dan saponin 

steroid. Saponin adalah senyawa aktif permukaan yang kuat, menimbulkan busa 

jika dikocok dalam air. Saponin dikenal sebagai senyawa non-volatile dan sangat 

larut air dingin maupun panas (Chapagain dan L. Heng 2005). Saponin bekerja 

dengan menurunkan tegangan permukaan sehingga mengakibatkan naiknya 

permeabilitas atau kebocoran sel dan mengakibatkan senyawa intrasel akan keluar 

sehingga bakteri dapat mati (Ngajow et al. 2013). 

4.4 Terpenoid. Terpenoid adalah semua senyawa yang terbentuk dari 

satuan isoterpen. Senyawan terpenoid merupakan senyawa hidrokarbon yang 

dibedakan berdasarkan jumlah satuan isoprena penyusunnya, group metil, dan 
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atom oksigen yang diikatnya (Robinson 1995). Terpenoid tumbuhan mempunyai 

manfaat penting sebagai obat tradisional, antibakteri, antijamur, dangan ganguan 

kesehatan (Thomson 2008). Beberapa hasil penelitian menujukkan bahwa 

senyawa terpenoid dapat menghambat pertumbuhan dengan menganggu proses 

terbentuknya membran atau dinding sel dan menyebabkan membran atau dinding 

sel tidak terbentuk sempurna (Ajizah 2004). Adanya sifat hidrofobik atau lipofilik 

pada senyawa terpenoid kemungkinan menyebabkan kerusakan sitoplasmik 

membran, koagulasi sel, dan terjadinya gangguan proton pada sel jamur (Natta et 

al. 2008).  

5. Khasiat dan kegunaan tanaman 

Menurut Manoi (2009), secara empiris tanaman binahong (A. cordifilia 

(Ten.) Steenis) dapat menyembuhkan berbagai jenis penyakit. Beberapa penyakit 

yang dapat disembuhkan dengan menggunakan tanaman ini adalah : kerusakan 

ginjal, diabetes, pembengkakan jatung, muntah darah, stroke, tifus, wasir, rematik, 

radang usus, sembelit, sesak napas, sariawan berat, pusing, sakit perut, asam urat, 

keputihan, dan pembengkakan hati. Selain itu tanaman binahong juga dapat 

digunakan untuk pemulihan pasca operasi, pemulihan pasca melahirkan, 

menyembuhkan luka dalam, melancarka dan menormalkan peredaran dan tekanan 

darah, menyuburkan kandungan, meningkatkan vitalitas dan daya tahan tubuh.  

6. Bagian tanaman yang digunakan  

Tanaman binahong yang digunakan dalam pengobatan berasal dari akar, 

batang, daun, dan bunga maupun umbi yang menempel pada ketiak daun. 

Penggunaan tanaman binahong untuk pengobatan secara empiris adalah 5 gram 

daun kering (Manoi 2009). 

7. Perkembangan penelitian antibakteri daun binahong 

Penelitian yang dilakukan Kartika et al (2016) dengan judul potensi 

ekstrak daun binahong (Anredera cordifolia) sebagai penghambat bakteri Vibrio 

harveyi, menunjukkan hasil penggunaan ekstrak daun binahong (Anredera 

cordifolia) dengan konsentrasi yang berbeda memberikan pengaruh yang nyata 

terhadap pertumbuhan bakteri Vibrio harveyi secara in vitro. Ekstrak daun 

binahong (Anredera cordifolia) dengan konsentrasi 3%, 5%, 7%, 9%, 11% dan 
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13% hanya bersifat bakteriostatik yaitu menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio 

harveyi dengan konsentrasi terbaik yang didapatkan yaitu sebesar 13%. 

Umar et al (2012) melakukan penelitian dengan judul pengaruh pemberian 

ekstrak daun binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) terhadap kesembuhan 

luka infeksi Staphylococcus aureus pada mencit. Hasil penelitian didapatkan 

bahwa penggunaan ekstrak etanol daun binahong selama 7 hari sama dengan 

penggunaan antimikroba asam fusidat dalam penyembuhan luka pada mencit yang 

terinfeksi S. aureus. 

 

B. Simplisia 

1. Pengertian simplisia 

Simplisia merupakan bahan alamiah yang dipergunakan sebagai obat yang 

belum mengalami pengolahan apapun juga dan kecuali dikatakan lain, berupa 

bahan yang telah dikeringkan. Simplisia dibedakan menjadi simplisia nabati, 

hewani, dan pelikan (mineral). Simplisia nabati adalah simplisia yang berupa 

tumbuhan utuh, bagian tumbuhan atau eksudat tumbuhan. Eksudat tumbuhan 

adalah isi sel yang secara spontan keluar dari selnya atau senyawa nabati lainnya 

yang dengan cara tertentu dipisahkan dari tumbuhannya dan belum berupa 

senyawa murni (Depkes RI 2000).  

Dasar pembuatan simplisia meliputi beberapa tahap yaitu dimulai dari 

pengumpulan bahan baku, sortasi basah, pencucian, pengubahan bentuk, 

pengeringan, sortasi kering, pengepakan, dan penyimpanan (Gunawan dan 

Mulyani 2004).  

2. Pemilihan simplisia 

Proses pemilihan simplisia digunakan untuk memisahkan simplisia dari 

benda asing yang berbahaya atau tidak berbahaya dalam jumlah kecil atau besar 

yang biasanya merugikan. Simplisia nabati harus bebas dari serangga, fragmen 

hewan atau kotoran hewan, tidak boleh menyimpang bau dan warnanya, tidak 

boleh mengandung lendir dan cendawan atau menunjukkan tanda-tanda 

pengotoran lain, tidak boleh mengandung bahan lain yang beracun atau berbahaya 

(Isdanto 2011). 
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3. Pengeringan dan pencucian simplisia 

Bahan tanaman yang sudah dikumpul dilakukan pencucian pada air yang 

mengalir. Pencucian berguna untuk membersihkan tanaman dari kotoran yang 

melekat pada bahan simplisia. Pencucian ini dilakukan dengan air bersih, 

misalnya air dari mata air, air sumur dari PAM. Bahan simplisia yang 

mengandung zat yang mudah larut dalam air yang mengalir, pencucian hendaknya 

dilakukan dalam waktu yang sesingkat mungkin (Depkes RI 2000). 

Tujuan pengeringan simplisia adalah untuk menurunkan kadar air 

sehingga bahan tersebut tidak mudah ditumbuhi kapang dan bakteri. Pengeringan 

bahan simplisia dapat dilakukan dengan dua cara, yaitu pengeringan di bawah 

sinar matahari dan pengeringan teduh. Kelemahan pengeringan di bawah sinar 

matahari adalah membutuhkan suhu dan kelembaban yang tidak terkontrol, 

membutuhkan tempat yang luar dan terbuka sehingga kemungkinan terjadi 

kontaminasi mikroba lebih besar. Pengeringan ditempat teduh biasanya digunakan 

untuk bahan baku simplisia yang kandungan utamanya minyak atsiri atau senyawa 

lain yang sifatnya termolabil (Depkes 2008).  

 

C. Metode Penyarian  

1. Ekstraksi 

Ekstraksi adalah penyarian zat-zat berkhasiat atau zat-zat aktif dari bagian 

tanaman obat, hewan dan beberapa jenis ikan termasuk biota laut. Zat-zat aktif 

tersebut berada di dalam sel, namun sel tanaman dan hewan berbeda demikian 

pula ketebalannya, sehingga diperlukan metode ekstraksi dan pelarut tertentu 

dalam mengekstraksinya (Akhyar 2010). 

2. Maserasi  

Maserasi adalah proses pengekstrakan simplisia dengan menggunakan 

pelarut dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperatur 

ruangan (kamar). Maserasi bertujuan untuk menarik zat-zat berkhasiat yang tahan 

pemanasan (Depkes RI 2000). 
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Maserasi berasal dari bahasa latin macerace berarti mengairi dan 

melunakan. Maserasi merupakan cara ekstraksi yang paling sederhana. Selama 

maserasi atau proses perendaman dilakukan pengocokan berulang-ulang. Upaya 

ini menjamin keseimbangan konsentrasi bahan ekstraksi yang lebih cepat didalam 

cairan. Sedangkan keadaan diam selama maserasi menyebabkan turunnya 

perpindahan bahan aktif. Secara teoritis pada suatu maserasi tidak memungkinkan 

terjadinyaekstraksi absolut. Semakin besar perbandingan simplisia terhadap cairan 

pengekstraksi, akan semakin banyak hasil yang diperoleh (Voigt 1994). 

Kerugian dari maserasi adalah pengerjaannya lama, membutuhkan pelarut 

yang banyak dan penyarian kurang sempurna. Secara teknologi termasuk ekstraksi 

dengan prinsip metode pencapaian konsentrasi pada keseimbangan (Depkes RI 

2000). 

3. Fraksinasi 

Fraksinasi merupakan suatu cara untuk memisahkan golongan utama dari 

golongan utama yang lain berdasarkan kepolaran suatu senyawa. Senyawa yang 

bersifat polar misal glikosida jantung, glikosida flavonoid, glikosida saponin, dan 

tanin akan terlarut dalam pelarut polar, senyawa yang bersifat nonpolar yaitu n-

butanol, metnol, etanol, asam asetat, isopropanol, n-propanol dan asam format, air 

akan terlarut dalam pelarut nonpolar. Senyawa-senyawa yang bersifat semipolar 

misal alkaliod, senyawa fenolik, asam fenolat, flavonoid juga akan masuk ke 

pelarut semi polar, yang termasuk pelarut semi polar yaitu etil asetat, aseton. 

Contoh pelarut nonpolar yaitu n-heksana, kloroform, benzena, karbon tetraklorida, 

dietil eter (Harborne 1996). 

Fraksinasi bertingkat umumnya diawali dengan pelarut yang kurang polar 

dan dilanjutkan dengan pelarut yang lebih polar. Tingkat polaritas pelarut dapat 

ditentukan dari nilai konstanta dielektrik pelarut. Empat tahapan fraksinasi 

bertingkat dengan menggunakan empat macam pelarut yaitu ekstraksi etanol, 

fraksinasi n-heksana, etil asetat dan air. 

4. Pelarut 

Pemilihan larutan penyari juga harus memenuhi kriteria yaitu murah dan 

mudah diperoleh, stabil secara kimia dan fisika, beraksi netral, selektif yaitu 
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menarik zat berkhasiat, tidak mempengaruhi zat berkhasiat. Cairan penyari atau 

pelarut ada tiga macam yaitu pelarut polar, semi polar dan nonpolar, contoh cairan 

penyari adalah etanol, n-heksana, etil asetat dan air (Depkes 2005).  

4.1 Etanol. Etanol merupakan pelarut serba guna untuk ekstraksi 

pendahuluan. Pelarut yang digunakan dalam penelitian ini adalah etanol 70%, 

pelarut ini tidak menyebabkan pembengkakan membran sel, memperbaiki 

stabilitas bahan obat pelarut. Keuntungan lainnya adalah sifat untuk 

mengendapkan bahan putih keluar dan menghambat kerja enzim. Etanol 70% 

biasanya menghasilkan suatu bagan aktif yang optimal, dimana bahan 

pengotornya hanya dalam skala kecil larut dalam cairan pengekstraksinya (Voigt 

1994). Etanol dapat melarutkan alkaloid basa, minyak menguap, glikosida, 

kumarin, flavonoid, antrakuinon, steroid, dan klorofil. Etanol dipertimbangkan 

sebagai larutan penyari karena lebih selektif, kapang dan kuman kulit tidak dapat 

tumbuh dalam etanol 20% ke atas, tidak beracun, netral, absorbsinya baik, etanol 

dapat bercampur dengan air pada skala perbandingan, panas diperlukan lebih 

sedikit (Depkes 2005).   

4.2 n-Heksana. Pelarut n-heksana merupakan pelarut nonpolar berupa 

cairan yang jernih, tidak berwarna, dapat bercampur dengan etanol, mudah 

menguap, mudah terbakar, dan mempunyai bau seperti ester atau petrolium, 

praktis tidak larut dalam air, larut dalam etanol. Senyawa yang dapat larut dalam 

pelarut n-heksana yaitu senyawa yang bersifat nonpolar seperti terpenoid, 

triterpenoid, sterol, lemak, asam lemak, alkaloid, karotenoid, klorofil dan resin 

(Depkes 2005).   

4.3 Etil Asetat. Etil asetat merupakan pelarut semi polar, mudah terbakar 

dan menguap, maka penyimpanannya dalam wadah tertutup rapat dan terhindar 

dari panas. Etil asetat merupakan suatu cairan jernih, tidak berwarna, bau khas 

seperti buah, larut 15 bagian air, dapat tercampur dalam eter, etanol dan 

kloroform. Senyawa yang larut dalam pelarut ini adalah flavonoid (Harborne 

2007).  

4.4 Air. Pelarut yang digunakan sebagai larutan polar adalah air. Pelarut 

air adalah pelarut yang sangat polar digunakan untuk menyari senyawa-senyawa 
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organik polar sehingga cocok digunakan untuk pelarut polar dalam proses 

fraksinasi. Pemekatan yang dapat dilakukan dengan diuapkan dengan tangas air 

menggunakan penangas air. Pelarut air dipilih karena air dapat melarutkan garam 

alkaloid, minyak menguap, glikosida, tanin, gula, gom, pati, protein, lender, 

enzim, lilin, lemak, pektin, zat warna asam organik. Kekurangan menggunakan air 

adalah zat aktif yang tersaji juga zat lain yang tidak diperlukan atau bahkan dapat 

menggunakan proses pembuatan sari seperti gom, pati, protein, lemak, enzim, 

lender, dan lain-lain. Air juga merupakan tempa tumbuh bagi kuman, kapang, dan 

khamir (Depkes RI 2005). 

 

D. Media  

Media adalah tempat bagi jaringan untuk tumbuh dan mengambil nutrisi 

yang mengandung kehidupan jaringan. Media tumbuh menyediakan berbagai 

bahan yang diperlukan jaringan untuk hidup memperbanyak diri. Media yang  

diperlukan untuk menumbuhkan mikroba mempunyai persyaratan tertentu, yaitu 

media harus mengandung semua unsur hara yang diperlukan untuk pertumbuhan 

dan perkembangan mikroba. Media harus mempunyai tekanan osmosa, tegangan 

permukaan dan pH yang sesuai dengan kebutuhan mikroba. Media harus dalam 

keadaan steril artinya sebelum ditanami mikroba yang dimaksud, tidak ditumbuhi 

oleh mikroba lain (Abdurahman 2008). 

Konsistensi media dapat dibuat bermacam-macam berdasarkan pada 

keperluannya. Media terdapat tiga bentuk yaitu media cair, padat, dan setengah 

padat. Media cair (liquid media) dapat digunakan pembiakan organisme dalam 

jumlah besar, fermentasi dan berbagai uji. Media padat (solid media) digunakan 

untuk mengamati bentuk dan morfologi koloni serta mengisolasi biakan murni. 

Media setengah padat (semisolid media) digunakan untuk menguji ada atau 

tidaknya motilitas dan kemampuan fermentasi (Sriyanti dan Wijayani 2008). 

 

E. Sterilisasi 

Bahan atau peralatan yang dipergunakan dalam bidang mikrobiologi harus 

dalam keadaan steril. Steril artinya tidak didapatkan mikroba yang tidak 
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diharapkan kehadirannya, baik yang mengganggu atau merusak media atau 

mengganggu kehidupan dan proses yang sedang dikerjakan (Waluyo 2004). 

Sterilisasi harus dapat membunuh jasad renik yang paling tahan panas 

seperti bakteri. Sterilisasi dengan autoklaf biasanya disebut sterilisasi basah atau 

sterilisator uap. Dengan pemanasan di dalam autoklaf maka bakteri dan mikrobia 

dapat mati pada suhu 121ºC dan tekanan 1 atm selama 15 menit. Metode selain 

dengan menggunakan sterilisasi basah juga dapat menggunakan metode lainnya 

seperti perebusan, tindalisasi, pasteurisasi, pemanasan kering, radiasi, radiasi 

ionisasi, penyaringan, dan lain-lain (Fardiaz 2001). 

Cara sterilisasi yang umum dilakukan meliputi sterilisasi secara fisik yaitu 

pemanasan basah dan kering, penggunaan sinar bergelombang pendek seperti 

sinar x, sinar α, dan sinar UV untuk bahan yang tidak aktif akan berubah akibat 

temperatur tinggi atau tekanan tinggi. Sterilisasi secara kimia yaitu penggunaan 

desinfektan, larutan alkohol, larutan formalin dan sterilisasi secara mekanik yaitu 

penggunaan saringan atau filter untuk bahan yang akibat pemanasan tinggi atau 

tekanan tinggi mengalami perubahan atau penguraian (Darmandi 2008).  

 

F. Pseudomonas aeruginosa 

1. Sistematika Pseudomonas aeruginosa  

Sistematika bakteri Pseudomonas aeruginosa dalam taksonomi sebagai 

berikut : 

Kingdom : Bacteria  

Phylum : Proteobacteria  

Class  : Gamma Proteobacteria  

Order  : Pseudomonadales 

Family  : Pseudomonadaceae 

Genus  : Pseudomonas 

Species : Pseudomonas aeruginosa (Brook et al. 2001). 

2. Morfologi dan Fisiologi Bakteri 

Bakteri P. aeruginosa termasuk dalam famili Pseudomonadaceae. Bakteri 

ini merupakan bakteri Gram-negatif, mempunyai flagel tunggal yang bersifat 
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polar atau terkadang terdiri atas 2-3 flagel, dan mempunyai ukuran 0,5-1 μm x 3-4 

μm. Bila ditumbuhkan pada perbenihan tanpa sukrosa, bakteri ini dapat 

memproduksi lapisan lendir polisakarida ekstraseluler. Galur yang diisolasi dari 

bahan klinik sering kali mempunyai pili yang berperan penting dalam pelekatan 

pada permukaan sel dan resistensi bakteri tehadap fagositosis.  

Pseudomonas aeruginosa sering kali dihubungkan dengan penyakit yang 

ditularkan secara nosokomial pada manusia, yaitu infeksi yang didapat di rumah 

sakit. Bakteri ini sering diisolasi dari penderita luka dan luka bakar yang berat. 

Selain dapat menyebabkan infeksi pada kulit, mata, atau telinga, P. aeruginosa 

dapat menyebabkan infeksi pada saluran napas bagian bawah, saluran kemih, dan 

organ lain (Radji 2010). 

3. Identifikasi 

Pseudomonas aeruginosa dapat tumbuh dalam lingkungan yang sangat 

kekurangan sumber energi, bahkan dapat hidup dan tumbuh dalam air suling. 

Bakteri ini dapat menggunakan asetat sebagai sumber karbon dan amonia sebagai 

sumber nitrogen. Pseudomonas aeruginosa merupakan satu-satunya bakteri yang 

menghasilkan pigmen piosianin, yang berwarna biru kehijauan dan dapat larut 

dalam kloroform, dan pigmen fluoresen, pioverdin, yang larut dalam air (Radji 

2010). 

Pseudomonas aeruginosa tumbuh dengan baik pada suhu 37-42ºC, 

bersifat oksidase-positif. Pseudomonas aeruginosa tidak memfermentasi 

karbohidrat, tetapi banyak galur yang mengoksidasi glukosa (Jawetz et al. 2012). 

Pseudomonas aeruginosa diidentifikasi dengan pewarnaan Gram, tidak meragi 

laktosa, memberikan reaksi oksidase positif, dan dapat tumbuh pada suhu 42ºC. 

Koloni P. aeruginosa berbau seperti buah-buahan dan berwarna spesifik (Radji 

2010). 

4. Toksin 

Pada infeksi luka bakar akan terbentuk nanah yang berwarna buru-hijau 

yang disebabkan oleh P. aeruginosa. Infeksi saluran kemih terjadi karena adanya 

P. aeruginosa yang terdapat dalam kateter dan alat-alat atau dalam larutan irigasi. 
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Infeksi lokal kuman ini dapat menyebar melalui darah, sehingga dapat 

menyebabkan septisema dan lesi lokal pada jaringan lain (Jawetz et al. 2005). 

Pseudomonas aeruginosa dapat mensintesis toksin dan enzim yang 

mematikan bagi manusia. Lipid A (endotoksin) berada di dinding sel dari bakteri 

merupakan zat penyebab demam, vasodilatasi, inflamasi dan gejala lain. 

Eksotoksin A dan eksoenzim S dapat menghambat sisntesis protein sel eukariot 

yang menyebabkan kematian sel. Pseudomonas aeruginosa juga memiliki enzim 

elastase yang dapat mempunyai efek histotoksik dan mempermudah invasi 

organisme ini ke dalam pembuluh darah (Bauman 2007).  

 

G. Antibakteri 

Menurut Ganiswara (2005) menisme kerja antimikroba terbagi atas lima 

kelompok yaitu :  

Pertama, mengganggu metabolisme sel mikroba. Mikroba membutuhkan 

asam folat untuk kelangsungan hidupnya. Bakteri patogen harus mensintesis 

sendiri asam folat dari asam para amino benzoate (PABA) untuk kebutuhan 

hidupnya. Apabila asam folat tidak ada, maka sel-sel tidak dapat tumbuh dan 

membelah. Antimikroba akan berkompetisi dengan PABA untuk membentuk 

asam folat, jika senyawa antimikroba yang menang bersaing dengan PABA, maka 

akan terbentuk asam folat non fungsional yang akan mengganggu kehidupan 

mikroorganisme. 

Kedua, menghambat sintesis dinding sel mikroba. Dinding sel bakteri 

terdiri dari polipeptida yaitu suatu komplek polimer mukopeptida (glikopeptida). 

Struktur dinding sel dapat dirusak dengan cara menghambat pembentukannya atau 

mengubahnya setelah selesai terbentuk. Kerusakan dinding sel bakteri akan 

menyebabkan terjadinya lisis. 

Ketiga, mengganggu permeabilitas membran sel mikroba. Membran sel 

berguna sebagai penghalang yang selektif, meloloskan beberapa zat yang terlarut 

dan menahan zat-zat yang terlarut lainnya. Kerusakan membran sel menyebabkan 

keluarnya berbagai komponen penting dari dalam sel mikroba yaitu protein, asam 

nukleat, nukleotida dan lain-lain.  
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Keempat, menghambat sintesis protein sel mikroba. Bakteri perlu 

mensintesis berbagai protein untuk kelangsungan hidupnya. Sintesis protein 

berlangsung di ribosom dengan bantuan mRNA dan tRNA. Salah satu kerja 

antibakteri adalah menyebabkan kode pada mRNA salah dibaca oleh tRNA pada 

waktu sintesis protein sehingga dihasilkan protein yang abnormal.  

Kelima, menghambat sintesis atau merusak asam nukleat sel mikroba. 

Antimikroba yang memiliki mekanisme kerja ini pada umumnya bersifat 

sitotoksik kurang selektif terhadap sel tubuh hospes maka masih dapat diterima 

sebagai antimikroba. 

 

H. Antibiotik 

Gentamisin merupakan antibiotik golongan aminoglikosida. 

Aminoglikosida merupakan kelompok antibiotik yang gula aminonya tergabung 

dalam ikatan glikosida. Antibiotik ini memiliki spektrum luas dan bersifat 

bakterisidal dengan mekanisme penghambatan pada sintesis protein. Antibotik ini 

berikatan pada subunit 30S ribosom bakteri (terikat juga pada subunit 50S 

ribososm) dan menghambat translokasi peptida-tRNA dari situs A ke situs P, dan 

menyebabkan kesalahan pembacaan mRNA dan mengakibatkan bakteri tidak 

mampu menyintesis protein vital untuk pertumbuhannya. Contohnya adalah 

gentamisin yang berasal dari Micromonospora yang efektif untuk infeksi 

Pseudomonas (Pratiwi 2008).  

 

I. Metode Pengujian Aktivitas Antibakteri 

1. Metode difusi 

Metode difusi adalah suatu uji aktifitas dengan menggunakan cakram 

kertas, sumuran atau silinder tidak beralas. Metode dengan sumuran atau silinder 

dilakukan dengan memasukkan larutan uji dengan konsentrasi tertentu dalam 

sumuran. Diameter zona hambat yang terbentuk disekitar sumuran digunakan 

untuk mengukur kekuatan hambatan obat (Jawetz et al. 2012). 



17 

 

2. Metode dilusi 

Metode dilusi adalah metode menggunakan antibakteri dengan kadar yang 

menurun secara bertahap baik dengan media cair atau padat. Kemudian media 

diinokulasi bakteri uji dan diinkubasi. Tahap akhir dilarutkan antibakteri dengan 

kadar yang menghambat dan mematikan. Keuntungan metode dilusi adalah 

diketahui KHM dan KBM. Bahan uji pada metode dilusi cair lebih mudah 

berinteraksi dengan bakteri karena suspense bakteri tersebar merata sehingga 

metode ini lebih peka. Kekurangan metode ini adalah memerlukan waktu relatif 

lebih lama (Jawetz et al. 2012). 

 

J. Landasan Teori 

Bagian daun tanaman binahong mengandung alkaloid, flavonoid, 

terpenoid dan saponin dimana salah satu komponen tersebut dapat menghambat 

bakteri. Ainurrochma dkk (2013), berdasarkan analisis dan pembahasan data hasil 

penelitian mengenai efektivitas ekstrak daun binahong terhadap penghambatan 

pertumbuhan bakteri S. flexneri strain BW 1201 dengan metode sumuran dapat 

disimpulkan, bahwa ekstrak daun binahong dapat menghambat pertumbuhan 

bakteri S. flexneri strain BW 1201. Konsentrasi optimal ekstrak daun binahong 

yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri S. flexneri strain BW 1201 adalah 

konsentrasi 100% dengan rata-rata diameter zona hambat sebesar 27,2 mm. 

Penelitian yang dilakukan Darsana dkk 2012 menyatakan bahwa perasan 

daun binahong (A. Cordifolia (Ten.) Steenis) dapat menghambat pertumbuhan 

bakteri E. coli secara in vitro pada konsentrasi 100%. Peningkatan konsentrasi 

perasan daun binahong   (A. cordifolia (Ten.) Steenis) meningkatkan daya hambat 

terhadap pertumbuhan bakteri  E. coli secara in vitro. 

Senyawa-senyawa yang terdapat pada daun binahong (A. cordifolia (Ten.) 

Steenis) dapat berperan sebagai antibakteri. Menurut Juliantina dkk. (2008) 

alkaloid memiliki kemampuan sebagai antibakteri spektrum luas, antioksidan, 

antiplasmodial, antikanker dan antimutagenik. Flavonoid berperan sebagai 

antibakteri dengan merusak lipid pada membran plasma sehingga isi sel keluar 

(Pratiwi 2008). Saponin merupakan senyawa yang diduga sebagai senyawa 
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antibakteri karena memiliki kemampuan dalam menghambat fungsi membran sel 

sehingga merusak permeabilitas membran yang mengakibatkan dinding sel rusak 

atau hancur (Ayuningtyas 2008). Beberapa hasil penelitian menujukkan bahwa 

senyawa terpenoid dapat menghambat pertumbuhan dengan menganggu proses 

terbentuknya membran atau dinding sel dan menyebabkan membran atau dinding 

sel tidak terbentuk sempurna (Ajizah 2004).  

Etanol dapat melarutkan alkaloid basa, minyak menguap, glikosida, 

kumarin, flavonoid, antrakuinon, steroid, dan klorofil (Depkes 2005). Senyawa 

yang dapat larut dalam pelarut n-heksana yaitu senyawa yang bersifat nonpolar 

seperti terpenoid, triterpenoid, sterol, lemak, asam lemak, alkaloid, karotenoid, 

klorofil dan resin (Depkes 2005). Etil asetat merupakan suatu cairan jernih, tidak 

berwarna, bau khas seperti buah, larut 15 bagian air, dapat tercampur dalam eter, 

etanol dan kloroform. Senyawa yang larut dalam pelarut ini adalah flavonoid 

(Harborne 2007). Pelarut air dapat melarutkan garam alkaloid, minyak menguap, 

glikosida, tanin, gula, gom, pati, protein, lender, enzim, lilin, lemak, pektin, zat 

warna asam organik (Depkes RI 2005). 

 

K. Hipotesis 

Hipotesis pada penelitian ini ialah : 

Pertama, ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat, dan air daun 

binahong (A. cordifolia (Ten.) Steenis) memiliki aktivitas antibakteri terhadap 

bakteri P. aeruginosa ATCC 27853. 

Kedua, fraksi air dari daun binahong (A. cordifolia (Ten.) Steenis) 

mempunyai aktivitas antibakteri teraktif terhadap P. aeruginosa ATCC 27853. 

Ketiga, dapat ditentukan KHM atau KBM dari fraksi teraktif daun 

binahong (A. cordifolia (Ten.) Steenis) terhadap P. aeruginosa  ATCC 27853. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

A. Populasi dan Sampel 

 Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun binahong (A. 

cordifolia (Ten.) Steenis) yang diperoleh di daerah Palur,  Karanganyar, Jawa 

Tengah. 

 Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun binahong (A. 

cordifolia (Ten.) Steenis) yang diambil pada bulan Januari 2016 secara acak 

kemudian dibuat ekstrak daun binahong. Tanaman daun binahong yang diambil 

memiliki daun yang masih muda,  berwarna hijau, diambil dari tanaman yang 

masih segar, dan  terbebas dari hama.  

 

B. Variabel penelitian 

1. Identifikasi variabel utama 

Variabel utama adalah ekstrak dan fraksi-fraksi daun binahong yang 

dimaserasi dengan etanol 70% dilanjutkan dengan fraksinasi yang menggunakan 

n-heksana, etil asetat dan air. 

Variabel utama kedua dalam penelitian ini adalah aktivitas antibakteri dari 

fraksi n-heksana, etil asetat dan air dari ekstrak etanol daun binahong terhadap P. 

aeruginosa ATCC 27853. 

2. Klasifikasi variabel utama 

 Variabel utama yang telah diidentifikasi terlebih dahulu dapat 

diklasifikasikan dalam berbagai macam variabel yaitu variabel bebas, variabel 

terkendali dan variabel tergantung. 

 Variabel bebas adalah variabel yang sengaja diubah-ubah untuk dipelajari 

pengaruhnya terhadap variabel tergantung. Variabel bebas dalam penelitian ini 

adalah ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat dan air dari daun binahong 

dengan berbagai konsentrasi atau fraksi ekstrak etanol daun binahong (A. 

cordifolia (Ten.) Steenis) diuji antibakteri dengan berbagai konsentrasi. 
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Variabel tergantung adalah titik pusat persoalan yang merupakan kriteria 

penelitian ini. Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah aktivitas antibakteri 

dari fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dari daun binahong (A. cordifolia (Ten.) 

Steenis) terhadap bakteri P. aeruginosa ATCC 27853 dimedia uji.   

Variabel terkendali pada penelitian ini merupakan variabel yang 

mempengaruhi variabel tergantung sehingga perlu ditetapkan kualifikasinya agar 

hasil yang diperoleh tidak tersebar dan dapat diulang oleh peneliti lain secara 

tepat. Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah kemurnian bakteri P. 

aeruginosa ATCC 27853, kondisi laboratorium (meliputi kondisi inkas, alat dan 

bahan yang digunakan harus steril) dan media yang digunakan dalam penelitian 

harus steril.  

3. Definisi operasional variabel utama 

 Pertama, adalah daun binahong yang diambil berwarna hijau  segar dan 

diambil secara acak, yang diperoleh dari daerah Palur, Karanganyar, Jawa 

Tengah. 

Kedua, serbuk daun binahong adalah daun binahong yang sudah dipetik 

kemudian dicuci dengan air mengalir untuk menghilangkan kotoran, setelah itu 

daun yang sudah dicuci bersih dikeringkan dengan oven pada suhu 40
0
C, 

kemudian diserbuk dan diayak dengan ayakan nomer 40.  

 Ketiga, ekstrak etanol daun binahong adalah hasil ekstraksi dengan metode 

maserasi menggunakan pelarut etanol 70%, hasil maserasi yang didapat kemudian 

dipekatkan. 

 Keempat, fraksi n-heksana adalah hasil fraksinasi dari ekstrak etanol 70% 

daun binahong dengan fraksinasi cair-cair menggunakan pelarut n-heksana 

sebagai pelarut nonpolar. 

Kelima, fraksi etil asetat adalah fraksi yang diperoleh dari residu fraksi n-

heksana dengan menggunakan etil asetat sebagai pelarut semi polar. 

Keenam, fraksi air adalah hasil fraksinasi dari residu fraksi etil asetat 

dengan menggunakan air sebagai pelarut polar, kemudian dipekatkan dengan 

waterbath sehingga didapat fraksi air.  

Ketujuh, adalah Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 yang diambil dari 

Laboratorium Mikrobiologi Univeritas Setia Budi.  
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Kedelapan, metode difusi adalah uji aktivitas antibakteri dengan 

konsentrasi 50%, 40% dan 30% (Maghfiroh dan Ainy, 2014). Metode difusi 

menggunakan media MHA dalam cawan petri yang mempunyai diameter dan 

ketebalan media tertentu. MHA diratakan permukaannya dengan menggunakan 

suspensi bakteri uji yang kemudian dioleskan pada permukaan media MHA 

sampai rata kemudian meletakkan cakram diatas media yang berisi ekstak etanol, 

fraksi n-heksana, etil asetat dan air serta kontrol negatif DMSO 1% dan kontrol 

positif gentamisin, lalu mengamati diameter zona hambat.  

Kesembilan, metode dilusi adalah dengan menentukan Konsentrasi 

Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) yaitu berupa 

satu seri pengenceran dalam berbagai konsentrasi sebagai berikut 50%; 25%; 

12,5%; 6,25%; 3,12%; 1,56%; 0,78%; 0,39%; 0,19%; 0,09%. Kontrol negatif 

adalah fraksi teraktif dan kontrol positif adalah suspensi bakteri.  

 

C. Bahan dan Alat 

1. Bahan 

Bahan sampel yang digunakan adalah daun binahong, alkohol, asam 

klorida, pelarut amil alkohol, larutan HCl 2%, larutan dragendorf, etil asetat, 

anhidrida asetat, dan H2SO4 pekat. Bakteri uji yang digunakan adalah P. 

aeruginosa ATCC 27853 yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi, 

Fakultas Farmasi, Universitas Setia Budi, Surakarta. Medium yang digunakan 

dalam penelitian ini adalah Brain Heart Infusion (BHI), Pseudomonas Selektif 

Agar (PSA), Kigler Iron Agar (KIA), Lysine Iron Agar (LIA), Sulfide Indol 

Motilitas (SIM), Citrat. Bahan kimia yang digunakan adalah pelarut etanol 70%, 

n-heksana, etil asetat, aquadest steril, larutan standart Mc Farland 0,5. 

2. Alat  

Alat yang digunakan dalam penelitian ini berupa oven, alat penggiling, 

ayakan nomer 40, botol coklat, gelas ukur, Erlenmeyer, batang pengaduk, tabung 

reaksi, corong kaca, penjepit tabung reaksi, rak tabung reaksi, Beaker glass, 

corong pisah, penangas uap, kertas saring, alat Rotary Evaporator, waterbath, 
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timbangan analitik, autoklaf, moisture balance, inkubator, inkas, ose, kapas lidi, 

cawan petri, pipet volume, pipet tetes, pipet ukur, lampu spirtus, labu destilasi, 

kertas saring, dan disk cakram. 

 

D. Jalannya Penelitian 

1. Determinasi tanaman 

Tahap pertama penelitian ini adalah determinasi tanaman yang digunakan 

dalam penelitian yaitu tanaman binahong (A. cordifolia (Ten.) Steenis). 

Determinasi ini dilakukan di Universitas Sebelas Maret. Determinasi dan 

deskripsi ini bertujuan untuk menetapkan kebenaran tanaman yang berkaitan 

dengan ciri-ciri morfologi baik secara makroskopi maupun mikroskopi tanaman 

binahong (A. cordifolia (Ten.) Steenis) terhadap kepustakaan yang dibuktikan di 

laboratorium.  

2. Pengeringan bahan dan pembuatan serbuk 

Daun binahong dicuci bersih di bawah air mengalir, ditiriskan. Daun 

binahong yang sudah bersih, kemudian dikeringkan dengan oven pada suhu 45  

untuk mencegah pertumbuhan jamur dan bakteri. Daun binahong yang kering 

dihaluskan dengan mesin penggiling kemudian diayak dengan ayakan nomor  40.  

3. Susut pengeringan daun binahong 

Penetapan susut pengeringan daun binahong dilakukan dengan 

menggunakan alat Moisture Balance. Caranya temperatur diatur yaitu pada suhu 

105   dan waktu auto kemudian sampel serbuk daun binahong 2 gram 

dimasukkan dalam neraca timbang saat skala 0,00. Alat Moisture Balance akan  

berbunyi dan menunjukkan hasil dalam satuan persen (%). Konsentrasi air akan 

memenuhi syarat apabila konsentrasi air suatu serbuk simplisia tidak lebih dari 

10%. 

4. Pembuatan ekstrak etanol metode maserasi dan penetapan persen 

rendemen 

Pembuatan ekstrak maserasi daun binahong: serbuk simplisia sebanyak 400 

gram dimasukkan ke dalam botol berwarna coklat, menggunakan pelarut etanol 

70% dengan perbandingan 10:75. Maserasi dilakukan selama lima hari sambil 
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sesekali digojog, kemudian disaring menggunakan kain flanel dan diuapkan 

menggunakan rotary evaporator sampai terbentuk ekstrak kental. Penetapan 

persen rendemen diperoleh dari hasil ekstrak pekat, kemudian hasil dari ekstrak 

pekat dibagi dengan berat serbuk lalu dikalikan 100 %.  

              
                   

            
       

5. Uji bebas etanol ekstrak daun binahong 

Uji bebas etanol dilakukan dengan cara ekstrak yang telah pekat diuji 

dengan cara uji esterifikasi yaitu ekstrak ditambah asam asetat dan asam sulfat 

pekat kemudian dipanaskan, dinyatakan bebas etanol jika tidak terbentuk bau ester 

yang khas dari etanol. 

6. Fraksinasi dari ekstrak etanol daun binahong 

Fraksinasi dari ekstrak etanol daun binahong yang telah dikentalkan dengan 

cara diambil sepuluh gram ekstrak etanol kental dari hasil maserasi di dalam 

beaker glass kemudian dilarutkan dengan pelarut air panas 75 mL, difraksinasi 

dengan pelarut n-heksana sebanyak tiga kali dengan masing-masing 75 mL, fraksi 

n-heksana yang didapat dipekatkan. Residu yang didapat dari fraksi n-heksana 

dilanjutkan fraksinasi tiga kali dengan pelarut etil asetat masing-masing 75 mL. 

Hasil yang didapat adalah fraksi etil asetat yang didapat diuapkan dengan Rotary 

Evaporator, dan fraksi air kemudian dipekatkan dengan waterbath sampai pekat 

lalu ditimbang. 

7. Identifikasi kandungan kimia pada serbuk dan ekstrak daun binahong 

Identifikasi senyawa kimia dimaksudkan untuk menetapkan kebenaran 

kandungan kimia yang terkandung dalam ekstrak daun binahong. Identifikasi 

dilakukan dengan uji tabung. Identifikasi kandungan senyawa kimia dibuktikan di 

Laboratorium  Fitokimia Fakultas Farmasi Universitas Setia Budi.  

7.1. Identifikasi flavonoid. Ekstrak, fraksi teraktif sebanyak 0,5 gram 

ditambah 10 ml aquadest dipanaskan selama satu menit, diambil filtratnya. Filtrat 

ditambah 0,1 gram larutan Mg, ditambahkan 1 ml pelarut amil alkohol. Campuran  

dikocok kuat-kuat, kemudian dibiarkan memisah. Reaksi positif ditunjukkan 
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dengan warna merah atau kuning atau jingga pada lapisan amil alkohol             

(Alamysyah 2014).  

7.2. Identifikasi alkaloid. Ekstrak, fraksi teraktif sebanyak 0,5 g 

ditambahkan sedikit larutan HCl 2 N, dipanaskan kemudian tambahkan reagen 

Dragendrof terbentuk endapan berwarna coklat sampai hitam (Alamsyah 2014). 

7.3. Identifikasi saponin. Ekstrak, fraksi teraktif sebanyak 0,5 gram 

ditambah air panas lalu dikocok kuat-kuat selama 10 detik. Saponin positif 

ditunjukkan dengan terbentuknya buih selama tidak kurang dari 10 menit setinggi 

1-10 cm, pada penambahan 1 tetes HCl 2 N buih tidak hilang (Alamsyah 2014). 

7.4. Identifikasi triterpenoid dan steroid. Ekstrak dan fraksi teraktif 

masing-masing sebanyak 2 mL diuapkan dalam cawan porselin. Residu dilarutkan 

dengan 0,5 mL kloroform, kemudian ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat. 

Asam sulfat pekat sebanyak 2 mL selanjutnya ditambahkan melalui dinding 

tabung. Terbentuk cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan larutan 

menunjukkan adanya triterpenoid, sedangkan bila muncul cincin biru kehijauan 

menunjukkan adanya steroid (Ciulei, 1984) 

8. Sterilisasi 

Media agar yang digunakan dalam penelitian ini disterilkan terlebih dahulu  

dengan autoklaf pada suhu 121º C selama 15 menit. Beaker glass, gelas ukur, 

tabung reaksi, cawan petri disterilkan dengan oven pada suhu 170-180º C selama 2 

jam, sedangkan alat seperti jarum ose disterilkan dengan pemanasan api langsung 

dan inkas dengan menggunakan formalin (Jawetz et al. 2012).  

9. Pembuatan suspensi bakteri uji 

P. aeruginosa ATCC 27853 diambil dari biakan murni sebanyak 1 ose, 

kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi media cair BHI 

kemudian diikubasi selama 2 jam pada suhu 37º C. Tabung reaksi yang berisi BHI 

dan bakteri uji setelah diinkubasi kemudian disetarakan kekeruhannya dengan 

standart  Mc Farland 0,5 yang dianggap setara dengan 1,5 x 10
8
 juta per ml.  

10. Identifikasi bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

10.1 Identifikasi makroskopis dengan cawan tuang. Bakteri uji P. 

aeruginosa ATCC 27853 diinokulasikan pada medium PSA dan diinkubasi 
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selama 18-24 jam pada suhu 37º C. Penampakan membentuk koloni bulat halus 

dengan membentuk pigmen yang berwarna kehijauan (Jawetz et al. 2007). 

10.2 Identifikasi mikroskopis dengan perwarnaan Gram. Pewarnaan 

Gram berguna untuk dapat menyakinkan bahwa bakteri P. aeruginosa merupakan 

bakteri Gram negatif. Perbedaan respon terhadap mekanisme pewarnaan gram 

pada bakteri menurut Pelczar & Chan (1986) adalah didasarkan pada struktur dan 

komposisi dinding sel bakteri. Bakteri Gram positif mengandung protein dan 

Gram negatif mengandung lemak dalam persentasi lebih tinggi dan dinding selnya 

tipis. Pewarnaan Gram dimulai dengan pemberian zat warna dasar, kristal violet. 

Larutan iodin diberikan selanjutnya, seluruh bakteri akan terwarnai biru pada 

tahap ini dalam proses pewarnaan. Kemudian bakteri diberikan alkohol. Bakteri 

Gram positif akan tetap mempertahankan kompleks kristal violet-iodin sehingga 

tetap berwarna ungu, bakteri Gram negatif benar-benar hilang warnanya oleh 

alkohol. Sebagai langkah akhir, zat warna lawan, safranin (pewarna merah) 

diberikan sehingga bakteri Gram negatif yang tidak berwarna akan berwarna 

merah sedangkan bakteri Gram positif akan tetap berwarna ungu (Jawezt et 

al.2012). Pemberian alkohol (etanol) pada pewarnaan bakteri, menyebabkan 

terekstraksi lipid sehingga memperbesar permeabilitas dinding sel. Pewarnaan 

safranin masuk ke dalam sel dan menyebabkan sel menjadi berwarna merah pada 

bakteri gram negatif sedangkan pada bakteri gram positif dinding selnya 

terdehidrasi dengan perlakuan alkohol, pori-pori mengkerut, daya rembes dinding 

sel dan membran menurun sehingga pewarna safranin tidak dapat masuk sehingga 

sel berwarna ungu (Pelczar & Chan 1986). 

10.3 Uji biokimia. P. aeruginosa dapat diketahui sifat fisiologisnya 

dengan inokulasi pada media-media uji biokimia. Macam media yang digunakan 

inokulasi bakteri uji P. aeruginosa adalah KIA, LIA, SIM, Citrat. Masing-masing 

media tersebut diinokulasi pada suhu 37º C selama 18-24 jam. Hasilnya dapat 

diketahui dengan perubahan warna masing-masing media atau dengan 

penambahan reagen. 

 Uji biokimia menggunakan media SIM. Biakan bakteri diinokulasi 

pada media dengan cara inokulasi tusukan kemudian diinkubasi selama 24 jam 
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pada suhu 37
0
C. Identifikasi ini bertujuan untuk mengetahui terbentuknya sulfid, 

indol, dan motillitas bakteri. Sulfide positif bila media berwarna hitam. Uji indol 

positif bila terbentuk cincin warna merah setelah ditambah reagen Erlich yang 

berisi paradimetil amino bensaldehid. Pembentukan cincin indol karena 

pemecahan asam amino triptopan oleh enzim triptopanase menjadi indol & asam 

pyruvat sehingga menunjukkan bakteri memakai triptopan sebagai salah satu 

sumber karbon. Uji motilitas positif bila terjadi pertumbuhan bakteri pada seluruh 

media. 

 Uji biokimia menggunakan media KIA. Biakan bakteri diinokulasi 

pada media dengan cara inokulasi tusukan dan gores kemudian diinkubasi selama 

24 jam pada suhu 37
0
C. Identifikasi ini bertujuan untuk mengetahui adanya 

fermentasi karbohidrat dan sulfida. Hasil pada bagian lereng dan dasar berwarna 

merah yang berarti basa (ditulis K), atau kuning yang berarti suasanya asam 

(ditulis A), terbentuk gas ditandai dengan pecahnya media (ditulis G+), sulfida 

positif terbentuk warna hitam pada media ditulis (S+). 

 Uji biokimia menggunakan media LIA. Biakan bakteri diinokulasi 

pada media dengan cara inokulasi tusukan dan gores kemudian diinkubasi selama 

24 jam pada suhu 37
0
C. Identifikasi ini bertujuan untuk mengetahui adanya 

deaminasi lisin dan sulfida. Pengamatan dilakukan pada lereng dan dasar media 

serta adanya sulfida. Hasil pada bagian lereng dan dasar dapat berwarna merah 

coklat (ditulis R), berwarna ungu berarti suasanya basa (ditulis K) atau berwarna 

kuning yang berarti suasananya asam (ditulis A), terbentuk warna hitam pada 

media berarti sulfida positif (ditulis S+). 

 Uji biokimia menggunakan media Citrat. Biakan bakteri 

diinokulasi pada media dengan cara inokulasi tusukan dan gores kemudian 

diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37
0
C. Identifikasi ini bertujuan untuk 

mengetahui kemampuan bakteri menggunakan citrat sebagai sumber karbon 

tunggal. Uji positif bila media berwarna biru. 

11. Pengujian aktivitas antibakteri 

Hasil ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat, dan air daun binahong 

yang didapatkan diuji secara mikrobiologi terhadap P. aeruginosa. Metode yang 

digunakan adalah metode difusi dan dilusi. Metode difusi untuk mengetahui 
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diameter zona hambat dan metode  dilusi digunakan untuk mengetahui KHM dan 

KBM. 

Metode difusi ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat dan air dibuat 

masing-masing tiga konsentrasi yaitu 50%, 40% dan 30% menggunakan pengencer 

DMSO 1%. Bakteri uji yang sudah disiapkan, kemudian diinokulasi merata pada 

media MHA 30 ml dengan menggunakan kapas lidi steril kemudian didiamkan 

selama 10 menit agar suspensi biakan terdifusi ke media. Mengambil 30 µl ekstrak 

etanol, fraksi n-heksana, etil asetat dan air kemudian diteteskan dalam cakram 

kosong dan didiamkan selama 5 menit. Cakram dari semua konsentrasi kemudian 

diletakkan diatas media, sebagai kontrol positif diletakkan pula cakram gentamisin 

dan sebagai kontrol negatif diletakkan pula cakram yang telah diteteskan DMSO 

1%. Masa inkubasi pada suhu 37   selama 18-24 jam kemudian dilakukan 

pengamatan dan pengukuran zona hambat yang terbentuk. Setelah ditemukan 

konsentrasi diameter daya hambat terbesar dari ekstrak etanol, fraksi n-heksana, 

etil asetat dan air, dilanjutkan pengujian antibakteri metode dilusi. 

Metode dilusi menggunakan 1 deretan tabung yang terdiri dari 12 tabung 

dengan konsentrasi 50% ,25%, 12,5%, 6,5%, 3,125%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, 

0,19%, 0,095%, kontrol positif (+) adalah suspensi bakteri P. aeruginosa dan 

kontrol negatif (-) adalah fraksi daun binahong. Medium BHI 0,5 mL dimasukkan 

ke dalam masing-masing tabung uji secara aseptis dari tabung kedua sampai ke 

tabung kesebelas, dan tabung pertama ditambahkan 1 mL BHI. Fraksi teraktif 

dimasukkan ke dalam tabung kedua sebanyak 0,5 mL lalu dari tabung kedua 

diambil 0,5 mL dimasukkan ke dalam tabung ketiga dan begitu seterusnya sampai 

tabung kesebelas. Suspensi bakteri dalam medium BHI dimasukkan ke dalam 

tabung uji kedua sampai kesebelas sebanyak 0,5 mL dan tabung kedua belas 1 mL 

sebagai kontrol positif . Seluruh tabung diinkubasi pada suhu 37ºC selamat 18-24 

jam, lalu diamati kekeruhannya. KHM ditentukan dengan mengamati adanya 

kekeruhan pada seri pengenceran sejumlah tabung yang telah diinkubasi pada 

suhu 37
0
C selama 18-24 jam, dimana tabung dengan larutan jernih setelah tabung 

keruh terakhir merupakan KHM. Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) ditentukan 

dengan cara tabung media yang jernih diinokulasi secara goresan pada media 

MHA diinkubasi pada suhu 37ºC selama 18-24 jam dan diamati ada tidaknya 
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pertumbuhan bakteri maka merupakan KBM. KHM ditentukan dari goresan 

terakhir yang masih terdapat pertumbuhan bakteri, sedangkan KBM ditentukan 

dari goresan bakteri yang sudah tidak terdapat pertumbuhan bakteri (Bonang dan 

Koeswardono 1982). 

12. Analisis hasil 
Hasil penelitian dianalisis berdasarkan pertumbuhan bakteri P. aeruginosa 

ATCC 27853 di tabung reaksi dan di media selektif. Konsentrasi Hambat 

Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) ditentukan 

berdasarkan hasil pengamatan, dimana konsentrasi terkecil adalah konsentrasi 

paling efektif. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Skema pembuatan ekstrak etanol dan fraksi daun binahong (Anredera cordifolia 

(Ten.) Steenis). 
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Gambar 3. Skema uji P. aeruginosa ATCC 27853 dengan metode difusi. 

 

 

Pengukuran diameter hambat  

3 
4 

1 

2 5 6 

Fraksi teraktif 

3 



30 

 

 

0,5 mL 

 

 

 

                                  (-)   1    2     3     4     5     6     7    8     9     10   11  12 (+) 

 

                                 1 mL        0,5   0,5  0,5  0,5  0,5  0,5 0,5 0,5 0,5  

 

 

                           0,5 mL 

          1 mL 

Suspensi P.  aeruginosa 

ATCC 27853 

Diinkubasi pada suhu 37
o
C selama 18-24 jam 

Diamati ada tidaknya kekeruhan 

KHM 

Tabung yang jernih di tanam pada media MHA 

Diinkubasi pada suhu 37
o
C selama 18-24 jam 

Ada tidaknya pertumbuhan bakteri P. aeruginosa ATCC 27853 

KBM  

Gambar 4. Skema uji P. aeruginosa ATCC 27853 dengan metode dilusi. 
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BAB IV 

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

 

1. Hasil determinasi tanaman binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) 

Determinasi daun binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) dilakukan 

di Laboratorium Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Negeri Sebelas Maret Surakarta. Determinasi dilakukan untuk 

menetapkan kebenaran daun tanaman binahong yang akan digunakan dalam 

penelitian sebagai antibakteri,  

Berdasarkan hasil determinasi dapat diketahui bahwa tanaman yang 

digunakan dalam penelitian ini adalah benar-benar daun binahong (Anredera 

cordifolia (Ten.) Steenis). Hasil determinasi yang dilakukan di Laboratorium 

Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Sebelas 

Maret dapat dilihat pada lampiran1.  

2. Hasil pembuatan serbuk daun binahong 

Pembuatan serbuk daun binahong dilakukan dengan cara daun binahong 

dicuci bersih pada air mengalir agar terbebas dari kotoran dan debu, kemudian 

dipotong kecil-kecil kemudian dikeringkan dalam oven 40
0
C, digiling menjadi 

serbuk dan di ayak dengan ayakan nomor 40. Pemakaian ayakan no 40 bertujuan 

agar zat aktif yang terkandung dalam serbuk daun binahong secara optimal 

mungkin. 

Hasil persentase bobot kering terhadap bobot basah daun binahong dapat 

dilihat pada tabel 1. Pengeringan daun binahong dilakukan sebanyak 4000 gram 

bobot basah kemudian dikeringkan dan didapat bobot kering 900 gram, diperoleh 

rendemen bobot kering terhadap bobot basah adalah 22,5%
b
/b. Perhitungan 

persentase bobot basah terhadap bobot kering dapat dilihat pada lampiran 11. 

Tabel 1. Persentase bobot kering terhadap bobot basah daun binahong 

Bobot Basah Bobot Kering Rendemen 

4000 gram 900 gram 22,5% 
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3. Hasil penetapan susut pengeringan serbuk daun binahong 

Hasil penetapan susut pengeringan dilakukan sebanyak tiga kali replikasi 

menggunakan alat Moisture Balance. Tujuan dari penetapan susut pengeringan 

adalah untuk mengetahui besarnya kandungan air didalam simplisia yang akan 

digunakan dalam penelitian. Simplisia dinilai cukup aman bila angka susut 

pengeringannya kurang dari 10% untuk mencegah terjadinya pembusukan yang 

disebabkan oleh jamur, bakteri, dan mencegah perubahan kimiawi yang 

menurunkan mutu serbuk. Hasil rata-rata penetapan susut pengeringan daun 

binahong adalah 7,4% artinya daun binahong sudah memenuhi syarat pengeringan 

simplisia karena kurang dari 10%.  

Tabel 2. Hasil penetapan susut pengeringan serbuk binahong 

 No. Berat awal serbuk (g) Kadar lembab (%) 

1 2,00 7,5 

2 2,00 7,3 

3 2,00 7,4 

Rata-rata 7,4 

 

4. Hasil pembuatan ekstrak maserasi daun binahong 

Maserasi merupakan suatu penyarian sederhana yang dilakukan dengan 

cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari. Maserasi digunakan untuk 

penyarian simplisia yang mengandung zat aktif yang mudah larut dalam cairan 

penyari. Sebanyak 400 gram serbuk daun binahong direndam dalam pelarut etanol 

70% dalam botol coklat dengan tujuan mencegah reaksi yang dikatalisis cahaya 

atau perubahan warna. Pemilihan konsentrasi pelarut etanol 70% dikarenakan 

etanol 70% lebih bersifat polar dibandingkan pelarut etanol 96% atau etanol 95%. 

Pelarut yang telah dimasukkan ke dalam botol coklat dan sudah bercampur 

dengan serbuk daun binahong harus segera ditutup mengingat sifat pelarut etanol 

yang mudah menguap. Serbuk direndam dengan pelarut etanol 70% selama 5 hari 

dengan sesekali digojog dan didapat persentase rata-rata bobot ekstrak maserasi 

daun binahong adalah sebagai berikut : 

Tabel 3.  Persentase bobot ekstrak maserasi daun binahong 

Serbuk (g) Ekstrak kental (g) Rendemen (%) 

400 80,75 20,18 
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Persentase rendemen ekstrak maserasi daun binahong yang diperoleh 

sebanyak 20,18 %. Hasil perhitungan ekstrak daun binahong dapat dilihat pada 

lampiran 12. 

5. Hasil identifikasi kandungan kimia daun binahong 

Identifikasi kandungan kimia dimaksudkan untuk menetapkan kandungan 

kimia yang terdapat pada daun binahong. Hasil identifikasi kandungan kimia 

ekstrak daun binahong dapat dilihat pada tabel 4 lampiran 6. 

Tabel 4. Hasil identifikasi kandungan senyawa kimia ekstrak daun binahong secara 

kualitatif 

Senyawa 

Hasil Keterangan 

Pengamatan Pusataka Ekstrak 
Fraksi 

air 

Flavonoid Larutan berwarna 

merah pada lapisan 

amil alkohol 

Reaksi positif bila timbul 

warna merah, kuning atau 

jingga pada lapisan amil 

alkohol (Depkes 1978) 

(+) (+) 

Alkaloid Terbentuk kekeruhan 

atau endapan warna 

coklat hitam dan ada 

endapan kuning 

Kekeruhan atau endapan 

warna coklat  (Depkes 

1978) 
(+) (+) 

Saponin   Terdapat busa + HCl, 

busa tidak hilang 

selama 30 menit 

setinggi 2,5 cm  

Terdapat busa yang mantap 

setinggi 1-5cm + HCl, busa 

tidak hilang selama 30 

menit (Depkes 1978) 

(+) (+) 

Terpenoid    Terbentuk warna 

cokelat kemerahan 

Terbentuk warna cokelat 

kemerahan 
(+) (-) 

Keterangan : + : memiliki  

   - : tidak memiliki 

6. Hasil uji bebas etanol 

Ekstrak daun binahong dilakukan tes bebas etanol dengan uji esterifikasi. 

Hasil tes bebas etanol ekstrak daun binahong dapat dilihat pada tabel 5. 

Tabel 5. Hasil tes bebas etanol ekstrak daun binahonng 

            Hasil Pustaka  

Tidak tercium bau ester  Tidak tercium bau ester 

(Depkes RI, 1995) 

 

Hasil tes bebas etanol pada tabel 5 menunjukan bahwa ekstrak daun 

binahong sudah bebas dari etanol yang ditunjukkan dengan tidak adanya bau ester 

yang khas dari etanol. Guna hasil tes bebas etanol adalah untuk membuktikan 

bahwa ekstrak daun binahong sudah tidak mengandung etanol. 
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7. Hasil fraksinasi 

Fraksinasi merupakan suatu cara untuk memisahkan golongan utama dari 

golongan utama yang lain berdasarkan kepolaran suatu senyawa. Senyawa kimia 

alam yang terkandung di dalam tumbuhan berupa senyawa metabolit sekunder 

yaitu triterpen/steroid, flavonoid, tanin, saponin, kumarin, alkaloid, glikosida dan 

lain sebagainya. Golongan triterpenoid/ steroid merupakan senyawa yang larut 

dalam pelarut non polar seperti n-heksan, sedangkan golongan alkaloid termasuk 

senyawa semi polar yang dapat larut dalam pelarut semi polar. Sedangkan 

senyawa flavonoid dan tanin dapat larut dalam pelarut polar seperti metanol, 

etanol, etila setat atau pelarut polar lainnya (Harborne 1984). 

Penyarian awal adalah dilakukan maserasi dengan pelarut etanol 70% 

sehingga didapat ekstrak. Ekstrak kemudian difraksi dan diharapkan selektifitas 

dari pelarut dalam menarik komponen bahan aktif sesuai dengan kepolarannya. 

Senyawa non polar akan terekstraksi dalam pelarut n-heksana, senyawa semipolar 

akan terekstraski dalam pelarut etil asetat dan senyawa polar akan terekstraksi 

dalam pelarut air.  

7.1.  Fraksi n-heksana. Hasil sediaan ekstrak maserasi yang telah 

dipekatkan ditimbang 10 gram kemudian disuspensikan dengan air sebanyak 75 

ml lalu dipisahkan di corong pisah dengan menambahkan n-heksana 75  ml, 

sehingga didapat fraksi n-heksana. Residu yang didapat dilakukan fraksinasi 

lanjutan dengan pelarut etil asetat. Berikut ini adalah tabel rendemen hasil 

fraksinasi dengan pelarut n-heksana. 

Tabel 6. Rendemen fraksi n-heksana daun binahong 

Bobot ekstrak etanolik Bobot fraksi Rendemen (%) 

30 gram 2,35 7,83 

 

Perhitungan persentase rendemen fraksi n-heksana daun binahong didapat 

persentase 7,83%. Hasil perhitungan rendemen fraksi n-heksana daun binahong 

dapat dilihat pada lampiran 13. 

7.2. Fraksi etil asetat dan air. Residu dari fraksinasi n-heksana 

dipisahkan di corong pisah dengan menambahkan etil asetat 75 ml, sehingga 
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didapat fraksi etil asetat dan air. Berikut ini adalah tabel rendemen hasil fraksinasi 

etil asetat dan hasil fraksinasi air. 

Tabel 7. Rendemen fraksi etil asetat dan fraksi air daun binahong 

Bobot ekstrak etanolik 

(gram) 

Bobot fraksi 

(gram) 

Rendemen (%) 

30 2,63 8,76 

30  7,83 26,1 

 

Perhitungan persentase rendemen fraksi etil asetat daun binahong didapat 

persentase 8,76% dan fraksi air didapat persentase 26,1%. Hasil perhitungan 

rendemen fraksi etil asetat dan air daun binahong dapat dilihat pada lampiran 13. 

Hasil fraksi air yang didapatkan lebih banyak dibandingkan fraksi yang 

lain karena sebagian besar senyawa dalam daun binahong bersifat polar. 

Rendemen setiap pelarut berbeda karena kemampuan dari masing-masing pelarut 

dalam menyari senyawa yang terkandung dalam ekstrak etanol daun binahong 

berbeda. Hasil rendemen yang diperoleh jauh dari yang diharapkan yaitu 100% 

atau mendekati 100%. Hal tersebut kemungkinan disebabkan ekstrak banyak yang 

menempel pada wadah dan corong pisah, serta kurangnya kekentalan ekstrak 

untuk proses fraksinasi. 

8. Hasil identifikasi bakteri Pseudomonas aeruginosa atcc 27853 

Pertama, identifikasi P. aeruginosa ATCC 27853 diinokulasikan pada 

medium Pseudomonas Selective Agar (PSA) diinkubasi selama 24 jam pada suhu 

37°C. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ditunjukkan dengan penampakan 

koloninya yaitu koloni bulat halus dengan membentuk pigmen yang berwarna 

kehijauan karena mengandung piosianin. 

Kedua, identifikasi P. aeruginosa ATCC 27853 secara mikroskopis 

dengan pewarnaan Gram. Pewarnaan Gram dimulai dengan pemberian zat warna 

dasar, kristal violet (Gram A), selanjutnya diberikan larutan iodin (Gram B) 

sehingga seluruh bakteri akan berwarna ungu pada tahap ini. Kemudian sel 

diberikan alkohol (Gram C). Sel Gram positif akan tetap mempertahankan 

kompleks kristal violet-iodin sehingga tetap berwarna ungu, sel Gram negatif 
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benar-benar hilang warnanya oleh alkohol. Selanjutnya diberikan zat warna 

lawan, safranin (Gram D/pewarna merah) sehingga P. aeruginosa ATCC 27853 

akan berwarna merah. Hal ini dapat disebabkan karena dinding sel bakteri gram 

negatif tidak tebal dibandingkan dengan bakteri Gram positif sehingga saat 

diberikan safranin maka bakteri tersebut akan berwarna merah. Hasil uji dengan 

pewarnaan gram dapat dilihat pada lampiran 10. 

Ketiga, identifikasi P. aeruginosa ATCC 27853 secara biokimia. Hasil 

identifikasi bakteri uji P. aeruginosa ATCC 27853 secara biokimia dapat dilihat 

pada tabel 8. 

Tabel 8. Hasil identifikasi biokimia Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 

Uji Hasil 

Pustaka  

(Bonang & Koeswardono 

1982) 

SIM 

KIA 

LIA 

CITRAT 

- - + 

K/K S- 

K/K S- 

+ 

      - - + 

     K/K S- 

     K/K S- 

+ 

Keterangan : 

SIM : Sulfida Indol Motility                           S : Sulfida 

KIA : Kliger Iron Agar                                   + : Reaksi positif 

LIA : Lysin Iron Agar                                     - : Reaksi negatif 

K : Basa (alkali) 

 

Identifikasi secara biokimia pada media SIM, memberikan hasil --+, 

artinya uji sulfida negatif karena media kuning, setelah penambahan 3 tetes reagen 

Erlich A dan B tidak terbentuk cincin merah muda pada permukaan media, berarti 

uji indol negatif, uji motilitas positif ditunjukkan dengan adanya penyebaran 

pertumbuhan bakteri di media SIM. Media KIA menunjukkan hasil 
k
/ks-, berarti 

bakteri tidak memfermentasi glukosa dan laktosa, bagian lereng berwarna merah 

(K), bagian dasar berwarna(K), S- artinya uji sulfida menunjukkan tidak adanya 

pembentukan warna hitam pada media KIA. Media LIA diperoleh hasil 
k
/ks-, 

bagian lereng media berwarna ungu (K), bagian dasar berwarna ungu, S- 

menunjukkan bahwa sulfida negatif karena P. aeruginosa tidak menghasilkan H2S 

dan mendeaminasi lisin. Media citrat positif, ditandai dengan adanya warna biru 
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pada media citrat. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa bakteri yang dipakai 

dalam penelitian adalah P. aeruginosa. Hasil uji identifikasi bakteri P. aeruginosa 

dapat dilihat pada lampiran 10. 

9. Hasil pengujian aktivitas antibakteri ekstrak etanol dan fraksi daun 

binahong 

Pengujian aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi dan metode 

dilusi. Metode difusi dalam penelitian ini bertujuan untuk mengetahui zona 

hambat dan metode dilusi untuk mendapatkan Konsentrasi Hambat Minimum 

(KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) dari fraksi teraktif. Fraksi n-

heksana, etil asetat, dan air dari ekstrak etanol daun binahong diuji pada bakteri P. 

aeruginosa ATCC 27853. Metode difusi konsentrasi 50%, 40%, 30% dan 

pembanding kontrol positif gentamisin, kontrol negatif DMSO 1%. Suspensi 

bakteri uji yang digunakan dalam penelitian disesuaikan kekeruhannya dengan 

standart kekeruhan Mc Farland 0,5. Metode difusi yang digunakan dalam 

penelitian ini menggunakan disk cakram, langkah dalam metode difusi yaitu disk 

kosong diteteskan larutan uji sebanyak 30 µl. Masa inkubasi selama 23-48 jam 

pada suhu 37ºC. Perhitungan uji difusi dapat dilihat pada lampiran 14. 

Tabel 9.Diameter zona hambat pada uji antibakteri daun binahong terhadap Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 secara difusi 

Sampel Konsentrasi 

Diameter hambat (mm) 
Rata-rata (mm) ± 

SD 
Replikasi 

I II III 

Fraksi n-heksana  50% 8,5 8,0 8,2 8,23± 0,25 

Fraksi Etil asetat  50% 14,0 14,3 14,0 14,1 ± 0,17 

Fraksi Air  50% 18,5 18,0 18,7     18,25± 0,35 

Ekstrak  50% 16,0 16,2 16,5     16,23 ± 0,25 

      Fraksi n-heksana  40% 7,0 7,8 7,5 7,43 ±0,40   

Fraksi Etil asetat  40% 13,0 12,7 13,0       12,9±0,17  

Fraksi Air  40% 16,8 16,0 16,5  16,43±0,40  

Ekstrak  40% 15,0 14,5 14,8  14,76±0,25  

      Fraksi n-heksana  30% 0 0 0 0 ± 0 

Fraksi Etil asetat  30% 0 0 0 0 ± 0 

Fraksi Air  30% 9,5 10,0 9,0 9,5±0,5 

Ekstrak  30% 0 0 0 0 ± 0 

      Kontrol (+) 4% 37,0 35,0 37,0 36,33±1,15  

Kontrol (-) 1% 0 0 0 0 ± 0 

Keterangan  :  

Kontrol ( - )  : DMSO 1% 

Kontrol ( + )  : Gentamisin 4%  
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Hasil uji pada tabel 10 menunjukkan hasil penelitian bahwa fraksi air 

memiliki daya hambat yang lebih efektif dibandingkan dengan fraksi n-heksana, 

fraksi etil asetat dan ekstrak etanol terhadap P. aeruginosa ATCC 27853. Pada 

tabel 10 diatas bahwa fraksi air dan kontrol positif (gentamisin) lebih efektif 

dalam menghambat P. aeruginosa ATCC 27853. Hasil rata-rata diameter zona 

hambat fraksi air yang paling besar yaitu pada konsentrasi 50% sebesar 18,25 

mm, lalu pada konsentrasi 40% yaitu sebesar 16,43 mm, dan pada konsentrasi 

30% zona hambatnya 9,5 mm. Pengujian aktivitas antibakteri secara difusi ini 

menggunakan kontrol negatif DMSO 1%.  

Davis dan Stout (1971) menyatakan bahwa apabila zona hambat yang 

terbentuk pada uji difusi agar berukuran kurang dari 5 mm, aktivitas 

penghambatan dikategorikan lemah. Apabila zona hambat berukuran 5-10 mm 

dikategorikan sedang, 10-19 mm dikategorikan kuat dan 20 mm atau lebih  

dikategorikan sangat kuat.  

Hasil diameter zona hambat antibakteri metode difusi yang dilakukan 

dalam penelitian ini yang termasuk sedang yaitu fraksi n-heksana pada 

konsentrasi 50% (8,23mm), 40% (7,43 mm), dan fraksi air pada konsentrasi 30% 

(9,5 mm). Daya hambat antibakteri termasuk kuat yaitu fraksi etil asetat  pada 

konsentrasi 50% (14,1 mm), 40 % (12,9 mm), dan fraksi air pada konsentrasi 50% 

(18,25 mm), 40% (16,43 mm). Daya hambat antibakteri termasuk lemah yaitu 

fraksi n-heksana 30% (0 mm), fraksi etil asetat 30% (0 mm).  

Pengujian aktivitas antibakteri dengan metode difusi setelah diketahui 

zona hambatnya dilanjutkan dengan menganalisis data yang diuji secara statistik 

Analisis of Varian (ANOVA) oneway. Data yang dianalisis ANOVA oneway 

pada konsentrasi 50%, 40%, dan 30% ekstrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil 

asetat, fraksi air daun binahong, kontrol positif dan kontrol negatif. Data yang 

dihasilkan nantinya untuk membandingkan hubungan antara ekstrak etanol, fraksi 

n-heksana, fraksi etil asetat, fraksi air, dan kontrol positif sehingga dapat diketahui 

apakah ada perbedaan yang signifikan diantara beberapa fraksi dan kontrol positif 

yang digunakan dalam penelitian ini.  
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Hasil uji pertama yang dilihat yaitu One-Sample Kolmogorove-Sminov 

untuk menentukan apakah diperoleh signifikasi ˃ 0,05 maka H0 diterima, hasil 

dari One-Sample Kolmogorove-Sminov 0,248 ˃ 0,05 maka H0 diterima. 

Disimpulkan data tersebut mengikuti distribusi normal sehingga dapat dilakukan 

analisis variansi (ANAVA). Hasil uji oneway ANOVA tabel diameter hambat 

diperoleh F = 1816,126 dengan probabilitas 0,000 ˂ 0,05 artinya dari tiap sampel 

uji terdapat perbedaan nyata dalam menghambat Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853. Berdasarkan tabel Tukey HSD terdapat tanda * pada Mean Difference, 

tanda tersebut menunjukkan bahwa perbedaan diameter antara sampel uji yang 

digunakan untuk menghambat aktivitas antibakteri tersebut signifikan. Hasil 

analisis Tukey test dan Bonferroni test dapat dilihat pada lampiran 23.  

Hasil dari Homogeneous Subsets terbagi dalam 8 subset, bagian ini untuk 

mencari grup/subset mana saja yang mempunyai perbedaan rata-rata yang tidak 

berbeda secara signifikan. Disimpulkan bahwa sampel yang tergabung dalam satu 

grup maka tidak mempunyai perbedaan yang nyata, sedangkan sampel yang tidak 

dalam satu subset artinya mempunyai perbedaan yang nyata. Tabel Homogeneous 

Subsets dapat dilihat pada lampiran 23. 

Hasil uji statistik yang dilakukan dari penelitian ini menunjukkan bahwa 

fraksi air yang memiliki aktivitas antibakteri lebih optimal dalam menghambat P. 

aeruginosa ATCC 27853 jika dibandingkan dengan ekstrak, fraksi n-heksana dan 

fraksi etil asetat karena dalam fraksi air, zat yang tersari di dalamnya yaitu 

flavonoid, alkaloid dan saponin. Ekstrak memiliki aktivitas antibakteri lebih 

optimal daripada fraksi etil asetat dan fraksi n-heksana dalam menghambat P. 

aeruginosa ATCC 27853 karena ekstrak etanol mampu menarik semua senyawa 

yang terkandung dalam daun binahong, namun senyawa-senyawa tersebut tidak 

mampu bekerja secara sinergis sehingga daya hambat yang terbentuk lebih kecil 

daripada zona hambat yang terbentuk oleh fraksi air. Fraksi etil asetat memiliki 

aktivitas lebih optimal dibandingkan fraksi n-heksana dalam menghambat P. 

aeruginosa karena fraksi etil asetat mampu menarik senyawa flavonoid, namun 

belum bisa bekerja dengan baik dalam menghambat pertumbuhan P. aeruginosa 

ATCC 27853.  
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Saponin merupakan glikosida yang larut dalam air dan etanol. Saponin 

bekerja sebagai antibakteri dengan mengganggu stabilitas membran sel bakteri 

sehingga menyebabkan sel bakteri lisis, jadi mekanisme kerja saponin termasuk 

dalam kelompok antibakteri yang mengganggu permeabilitas membran sel 

bakteri, yang mengakibatkan kerusakan membran sel dan menyebabkan keluarnya 

berbagai komponen penting dari dalam sel bakteri yaitu protein, asam nukleat dan 

nukleotida (Mardiana, 2013). 

Senyawa flavonoid memiliki kemampuan membentuk senyawa kompleks 

terhadap protein extraseluler yang mengganggu keutuhan membran sel. 

Mekanisme kerjanya dengan cara mendenaturasi protein sel bakteri dan merusak 

membran sel dan tidak dapat diperbaiki lagi (Cowan 1999, diacu dalam Juliantina 

2008). Flavonoid juga menyebabkan perubahan pada membran sel bakeri yang 

diikuti dengan masuknya air yang tidak terkontrol kedalam sel bakteri, hal ini 

menyebabkan pembengkakan sel bakteri dan akhirnya membran sel menjadi 

pecah. Pecahnya membran tersebut mengakibatkan kematian sel bakteri (Black 

dan Jacobs 1993, diacu dalam Kusdarwati et al 2010). 

Senyawa alkaloid memiliki mekanisme penghambatan dengan cara 

mengganggu komponen penyususn peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga 

lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel 

tersebut (Robinson 1991, diacu dalam Juliantina 2008). Selain itu, Gunawan 

(2009) menyatakan bahwa didalam senyawa alkaloid terdapat gugus basa yang 

mengandung nitrogen dan bereaksi dengan senyawa asam amino yang menyusun 

dinding sel bakteri dan DNA bakteri. Reaksi ini mengakibatkan terjadinya 

perubahan struktur dan susunan asam amino, sehingga akan menimbulkan 

perubahan keseimbangan genetik pada rantai DNA sehingga akan mengalami 

kerusakan akan mendorong terjadinya lisis sel bakteri yang akan menyebabkan 

kematian pada sel bakteri. 

Kontrol positif terbukti efektif dalam menghambat bakteri ditunjukkan 

dengan zona hambat yang paling besar dibandingkan fraksi yang teraktif. DMSO 

1% digunakan dalam pengenceran fraksi karena DMSO 1% tidak terdapat 
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aktivitas antibakteri. Fraksi yang memiliki aktivitas paling optimal adalah fraksi 

air. 

Pengujian antibakteri selanjutnya menggunakan metode dilusi, fraksi yang 

diujikan yaitu fraksi teraktif yang memiliki zona hambat besar di uji antibakteri 

dengan metode difusi sebelumnya. Metode dilusi berguna untuk mencari 

Konsentrasi hambat minimum dan Konsentrasi bunuh minimum  menggunakan 

sediaan fraksi paling aktif yaitu fraksi air daun binahong. Seri konsentrasi yang 

digunakan yaitu 50%, 25%, 12,5%, 6,5%, 3,125%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19%, 

dan 0,09%, kontrol positif dan kontrol negatif. Gentamisin yang digunakan 

sebagai pembanding dalam metode difusi juga dilakukan pengujian aktivitas 

antibakteri secara dilusi. Konsentrasi yang digunakan dalam pengujian gentamisin 

dimulai dari 4%, 2%, 1%, 0,5%, 0,25%, 0,125%, 0,0625%, 0,031%, 0,015%, 

0,007% kontrol positif dan kontrol negatif. Hasil pengujian aktivitas antibakteri 

dengan metode dilusi dapat dilihat pada tabel 10. Gambar hasil uji dilusi fraksi air 

dapat dilihat pada lampiran 18 dan uji dilusi gentamisin pada lampiran 19. 

Tabel 10. Hasil uji dilusi fraksi air dan gentamisin 

No 
Konsentrasi 

(%) 

Fraksi air  Konsentrasi 

(%) 

Gentamisin 

Replikasi  Replikasi 

I II III   I II III 

1 50 - - - 4 - - - 

2 25 - - - 2 - - - 

3 12,5 - - - 1 - - - 

4 6,25 + + + 0,5 - - - 

5 3,125 + + + 0,25 - - - 

6 1,56 + + + 0,125 - - - 

7 0,78 + + + 0,0625 + + + 

8 0,39 + + + 0,031 + + + 

9 0,19 + + + 0,015 + + + 

10 0,09 + + + 0,007 + + + 

11 K (+) + + + K (+) + + + 

12 K (-) - - - K (-) - - - 

Keterangan: 

   (+) = terdapat pertumbuhan bakteri 

(-) = tidak terdapat pertumbuhan bakteri 

 

Pengujian aktivitas antibakteri yang telah dilakukan yaitu dengan metode 

difusi dan metode dilusi, diketahui bahwa ektrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi 

etil asetat dan fraksi air mampu membunuh P. aeruginosa ATCC 27853 dilihat 
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dari hasil uji difusi. Hasil uji dilusi yaitu tidak adanya nilai KHM karena 

kekeruhan dari seri pengenceran sejumlah tabung yang telah diinkubasi 

menunjukan kekeruhan yang tidak dapat dilihat karena adanya pengaruh dari 

warna fraksi air sebagai fraksi teraktif sehingga di lanjutkan dengan penggoresan 

pada media agar MHA untuk menentukan KBM, dimana ditentukan dari 

konsentrasi paling rendah yang tidak ditumbuhi koloni bakteri pada uji dengan 

metode dilusi dengan media MHA dan didapatkan  hasil bahwa fraksi air dapat 

membunuh bakteri P. aeruginosa ATCC 27853 pada konsentrasi 12,5%, dan 

dilakukan perbandingan antara fraksi air dan antibiotik gentamisin. Antibiotik 

gentamisin sebagai pembanding, apakah fraksi air memiliki aktivitas lebih baik 

dibandingkan antibiotik gentamisin sebagai antibakteri terhadap P. aeruginosa 

ATCC 27853. Hasil aktivitas antibakteri yang telah dilakukan diketahui bahwa 

gentamisin mampu membunuh pada konsentrasi 0,125%, dengan demikian 

penggunaan antibiotik gentamisin masih lebih efektif digunakan masyarakat 

dibandingkan hasil dari ekstrak maupun fraksi daun binahong terhadap bakteri P. 

aeruginosa ATCC 27853. Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa 

fraksi air dari daun binahong belum mampu mengalahkan obat gentamisin. 

Mekanisme kerja gentamisin yaitu penghambatan pada sintesis protein. 

Konsentrasi bunuh minimum ditentukan dengan konsentrasi paling rendah yang 

tidak ditumbuhi koloni bakteri pada uji dengan metode dilusi. 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

A. Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian uji aktivitas antibakteri fraksi n-heksana, etil 

asetat dan air dari ekstrak daun binahong terhadap bakteri Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa:  

Pertama, ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat dan air dari daun 

binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) mempunyai aktivitas antibakteri 

terhadap P. aeruginosa ATCC 27853.  

Kedua, Fraksi air dari ekstrak etanol daun binahong (Anredera cordifolia 

(Ten.) Steenis)  merupakan fraksi teraktif terhadap P. aeruginosa ATCC 27853. 

Ketiga, fraksi air mempunyai aktivitas antibakteri terhadap P. aeruginosa 

ATCC 27853 dengan konsentrasi bunuh minimum (KBM) pada konsentrasi 

12,5%. 

 

B. Saran 

Pertama, perlu dilakukan uji aktivitas antibakteri daun binahong (Anredera 

cordifolia (Ten.) Steenis) dengan metode penyarian dan pelarut yang lain untuk 

mengetahui metode yang lebih efektif. 

Kedua, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut fraksi lain daun binahong 

(Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) terhadap mikroorganisme lain yang berbeda. 
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LAMPIRAN 
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Lampiran 1. Hasil determinasi tanaman binahong 
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Lampiran 2. Tanaman dan serbuk daun binahong (Anredera cordifolia 

(Ten.) Steenis) 
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Lampiran 3. Serangkaian proses maserasi  

   

Daun binahong basah    oven 

   

Simplisia daun binahong   Mesin penggiling 
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Ayakan 40     botol gelap 

  

Penyaringan ekstrak    Rotary evaporator 
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Lampiran 4. Penetapan kadar lembab serbuk daun binahong dan uji bebas 

alkohol ekstrak binahong  

 

 

 

Penetapan kadar lembab serbuk daun binahong 

 

Uji bebas alkohol ekstrak binahong 
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Lampiran 5. Alat dan reagen uji identifikasi kandungan senyawa kimia 
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Lampiran 6. Identifikasi kandungan senyawa kimia ekstrak  

 

 

 

 

Flavonoid 

 

Alkaloid  

 

Saponin 

 

Terpenoid 
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Lampiran 7. Fraksinasi n-heksana, fraksi etil asetat dan fraksi air 

 

 

 

 

n-heksana 

air 

Etil asetat 

air 
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Lampiran 8. Ekstrak, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat dan fraksi air  

   

Ekstrak     n-heksana 

   

Etil asetat     air 

 

 

 

 

 

 



59 

 

Lampiran 9. Alat oven, inkubator dan timbangan 

    

Inkubator     Timbangan 

 

 

Oven 

 

 

 

 



60 

 

Lampiran 10. Hasil identifikasi Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

Hasil uji makroskopis Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

 

Hasil pewarnaan gram Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
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  LIA 

     KIA 

 

 

Citrat 

SIM 

 

 

 

 

 

 

Hasil uji biokimia Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
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Lampiran 11. Hasil perhitungan persentase bobot kering terhadap bobot    

basah daun binahong  

 

No. Bobot basah (g) Bobot kering (g) Persentase (%) 

1. 4000 900 22,5 

 

Perhitungan persentase bobot kering  = 
bobot kering  kg 

bobot basah  kg 
 × 100% 

      =  
900

4000
  × 100% 

      = 22,5 % 
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Lampiran 12. Rendemen ekstrak etanolik daun binahong 

Serbuk daun binahong (gram)         Ekstrak kental (gram)                        Rendemen(%) 

            400                                               80,75                                       20,18 

 

% Rendemen = 
bobot ekstrak  g 

bobot serbuk  g 
  × 100% 

  = 
80,75

400
  × 100% 

  = 20,18% 
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Lampiran 13.  Hasil perhitungan rendemen fraksinasi  

Nama Pelarut 

Bobot 

ekstak 

(gram) 

Bobot Fraksi 

(gram) 
Persen rendemen (%) 

n- heksana 30 2,35 7,83 

Etil asetat 30 2,63 8,76 

Air 30 7,83 26,1 

 

Perhitungan rendemen fraksi = 
bobot fraksi  g 

bobot ekstak  g 
 × 100% 

1. Fraksi n-heksana   

% Rendemen fraksi = 
2,35

30 
× 100% 

   = 7,83% 

2. Fraksi etil asetat 

% Rendemen fraksi = 
2,63

30 
  × 100% 

   = 8,76% 

3. Fraksi air  

% Rendemen fraksi = 
7,83

30 
  × 100% 

   = 26,1% 
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Lampiran 14. Pembuatan seri konsentrasi ekstrak, fraksi n-heksana, etil 

asetat, dan air metode difusi  

 

 

1. Konsentrasi 50 %  

Menimbang 1 gram ekstrak dilarutkan dengan DMSO 1 % sampai 2 ml  

2. Konsentrasi 40 % 

V. C50% = V1 mL. C40% 

V. 50% =  1 mL. 40% 

V. 50% =  40% 

V   =  
40 

50 
 

V   =  0,8 mL 

Dipipet 0,8 mL dari sediaan awal (50%) kemudian ditambah DMSO 1% 

sampai 1 mL  

3. Konsentrasi 30% 

V. C40% = V1 mL. C30% 

V. 40% =  1 mL. 30% 

V. 40% =  30% 

V   =  
30 

40 
 

V   =  0,75 mL  

Dipipet 0,75 mL dari sediaan awal (40%) kemudian ditambah DMSO 1% 

sampai 1 mL  
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Lampiran 15. Pembuatan larutan stok dilusi 

Larutan stok 50% = %
 b

/v = 50 gram/100 ml 

Konsentrasi 50% = 0,5 gram/ ml 

Konsentrasi 25% =  V0,5 . C50%  = V1 . C2 

   0,5 . 50%  = 1 . C2 

    C2  = 25% 

Konsentrasi 12,5% =  V0,5 . C25%  = V1 . C2 

   0,5 . 25%   = 1 . C2 

    C2  = 12,5% 

Konsentrasi 6,25% =  V0,5 . C12,5%  = V1 . C2 

   0,5 . 12,5%  = 1 . C2 

    C2  = 6,25% 

Konsentrasi 3,125% = V0,5 . C6,25%  = V1 . C2 

   0,5 . 6,25%  = 1 . C2 

    C2  = 3,125% 

Konsentrasi 1,56% = V0,5 . C3,125%  = V1 . C2 

   0,5 . 3,125%  = 1 . C2 

    C2  = 1,56% 

Konsentrasi 0,78% = V0,5 . C1,56%  = V1 . C2 

   0,5 . 1,56%  = 1 . C2 

    C2  = 0,78% 

Konsentrasi 0,39% =  V0,5 . C0,78%  = V1 . C2 

   0,5 . 0,78%  = 1 . C2 

    C2  = 0,39% 
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Konsentrasi 0,19% =  V0,5 . C0,39%  = V1 . C2 

   0,5 . 0,39%  = 1 . C2 

    C2 = 0,19% 

Konsentrasi 0,09% =  V0,5 . C0,19%  = V1 . C2 

   0,5 . 0,19%  = 1 . C2 

    C2  = 0,09% 

Kontrol negatif (-) berisi 1 ml fraksi air 

Kontrol positif (+) berisi 1 ml suspensi bakteri 
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Lampiran 16. Perhitungan pengujian dosis antibiotik gentamisin 

Dosis : 40mg/ml 

 
0,04 gram

1 ml
 x 100% = 4 % 

Konsentrasi 1 = 4 g/100 ml = 4 % 

Konsentrasi 2 = V0,5 . C4%  = V1 . C2 

 0,5 . 4% = 1 . C2 

     C2 = 2 % 

Konsentrasi 3 = V0,5 . C2%  = V1 . C2 

 0,5 . 2% = 1 . C2 

   C2 = 1 % 

Konsentrasi 4 = V0,5 . C1%  = V1 . C2 

 0,5 . 1% = 1 . C2 

  C2 = 0,5 % 

Konsentrasi 5 = V0,5 . C0,5%  = V1 . C2 

 0,5 . 0,5% = 1 . C2 

      C2 = 0,25 % 

Konsentrasi 6 = V0,5 . C0,25%  = V1 . C2  

0,5 . 0,25% = 1 . C2 

   C2 = 0,125 % 

Konsentrasi 7 = V0,5 . C0,125%  = V1 . C2 

             0,5 . 0,125%  = 1 . C2 

    C2 = 0,0625 % 
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Konsentrasi 8 = V0,5 . C0,0625%   = V1 . C2 

 0,5  . 0,0625% = 1 . C2 

     C2  = 0,03125 % 

Konsentrasi 9 = V0,5 . C0,03125%  = V1 . C2 

0,5 . 0,03125% = 1 . C2 

  C2  = 0,015625 % 

Konsentrasi 10 = V0,5 . C0,015625%  = V1 . C2 

0,5 . 0,015625% = 1 . C2 

  C2  = 0,0078125% 
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Lampiran 17. Hasil uji aktivitas antibakteri metode difusi 

Uji difusi konsentrasi 50% 

Replikasi I 

 

Replikasi II 

 

Replikasi III 

 

(-) 

air 

Gentamisin 

ekstrak 

Etil asetat 

n-heksana 

(-) 

Etil asetat 
ekstrak 

Gentamisin air 

n-heksana 

Gentamisin 

(-) 

Etil asetat 

air 

n-heksana 

ekstrak 
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Uji difusi konsentrasi 40% 

Replikasi I 

 

Replikasi II 

 

Replikasi III 

 

 

 

Gentamisin 

(-) 

Etil asetat 

air n-heksana 

ekstrak 

ekstrak 

air 

n-heksana 

(-) Etil asetat 

Gentamisin 

Gentamisin 

(-) 

n-heksana 

air 
ekstrak 

Etil asetat 



72 

 

Uji difusi konsentrasi 30% 

Replikasi I 

 

Replikasi II 

 

Replikasi III 

 

 

Gentamisin 

ekstrak 

Etil asetat 

(-) 

n-heksana 

air 

air 

Gentamisin 

n-heksana 

(-) Etil asetat 

ekstrak 

Gentamisin 

air 
(-) 

Etil asetat 

n-heksana ekstrak 
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Lampiran 18. Hasil uji aktivitas antibakteri fraksi air metode dilusi 

 

 

Hasil dilusi fraksi air daun binahong 

    

Hasil inokulasi fraksi air daun binahong 
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Lampiran 19. Hasil uji aktivitas antibakteri gentamisin metode dilusi 

 

 

Hasil dilusi gentamisin 

 

 

Hasil inokulasi gentamisin 
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Lampiran 20. Hasil uji aktivitas antibakteri fraksi air metode dilusi 

 

 

Hasil dilusi fraksi air daun binahong 

    

Hasil inokulasi fraksi air daun binahong 
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Lampiran 21. Hasil uji aktivitas antibakteri gentamisin metode dilusi 

 

 

Hasil dilusi gentamisin 

 

 

Hasil inokulasi gentamisin 
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Lampiran 22. Komposisi media 

a. Formulasi dan pembuatan Brain Heart Infusion (BHI) 

Brain infusion    12,5 gram 

Heart infusion    5,0 gram 

Proteose peptone    10,0 gram 

Glucose     2,0 gram 

Sodium chloride    5,0 gram 

di-sodium hydrogen phosphate  2,5 gram 

Aquadest ad    1000 ml 

Reagen-reagen diatas dilarutkan dalam Aquadest sebanyak 1000 ml, 

dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada 

suhu 121°C selama 15 menit dan dituangkan dalam cawan petri pH 7,4 

(Rhodehamel 1992). 

 

b. Formulasi dan pembuatan Pseudomonas Selectif Agar (PSA) 

Pepton from Casein 

Pepton from Meat 

Laktosa 

Sodium sulfit 

Fuchsin 

Agar – agar 

pH 7,4 

10,0 gram 

3,5   gram 

10,0 gram 

2,5   gram 

0,4   gram 

12,5 gram 

Reagen – reagen diatas dilarutkan dalam aquadest sebanyak 1 L, 

dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada 

suhu 121
0
 C selama 15 menit dan dituang dalam cawan petri. 

 

c. Sulfida indol motility (SIM) 

Pepton from casein  20 g 

Pepton from meat   6 g 

Ammonium Iron (II) citrate 0,2 g 
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Sodium thiosulfate  0,2 g 

Agar-agar     0,2 g 

Aquadest     ad 1000 mL, pH = 7,4  

Bahan- bahan di atas dilarutkan ke dalam aquadest 1000 ml, dipanaskan 

sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada suhu 

121
0
C selama 15 menit dan dituang dalam cawan petri (Bridson 1998). 

 

d. Klinger Iron Agar (KIA) 

Pepton from casein   15 g 

Pepton from meat    5 g 

Ammonium Iron (II) citrate   0,5 g 

Meat extract    3 g 

Yeast extract     3 g 

Sodium chloride     5 g 

Laktosa     10 g 

Glukosa      1 g 

Sodium thiosulfate   0,5 g 

Phenol red     0,024 g 

Agar-agar      12 g 

Aquadest      ad 1000 ml, pH = 7,4 

Bahan- bahan di atas dilarutkan ke dalam aquadest 1000 ml, dipanaskan 

sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada suhu 

121
0
C selama 15 menit dan dituang dalam cawan petri (Bridson 1998). 

 

e. Lysine Iron Agar (LIA) 

 Pepton from casein   5 g 

Yeast extract    3 g   

Glukosa      1 g 

Lysine monohidrochloride  10 g 

Sodium thiosulfate   0,04 

Ammonium Iron (II) citrate   0,5 g  
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Bromo cresol purple   0,02 g 

Agar-agar      12,5 g 

Aquadest      ad 1000 mL, pH = 7,4 

Bahan- bahan di atas dilarutkan ke dalam aquadest 1000 ml, dipanaskan 

sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada suhu 

121
0
C selama 15 menit dan dituang dalam cawan petri (Bridson 1998). 
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Lampiran 23. Hasil analisis data uji ANOVA antara fraksi n-heksana, fraksi 

etil asetat, fraksi air, ekstrak etanolik dengan konsentrasi 50%, 

40%, 30%, kontrol (+), dan kontrol (-). 

 
Descriptive Statistics 

 N Mean Std. Deviation Minimum Maximum 

diameter 42 11.026 9.7110 .0 37.0 

 
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  Diameter 

N 42 

Normal Parameters
a,,b

 Mean 11.026 

Std. Deviation 9.7110 

Most Extreme Differences Absolute .158 

Positive .158 

Negative -.128 

Kolmogorov-Smirnov Z 1.021 

Asymp. Sig. (2-tailed) .248 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

 
Test of Homogeneity of Variances 

Diameter 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

5.720 13 28 .000 

 
ANOVA 

Diameter 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 3861.861 13 297.066 1816.126 .000 

Within Groups 4.580 28 .164   

Total 3866.441 41    
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Descriptives 

Diameter 

 

N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval 
for Mean 

Min Max 

 Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

n-heksana 50% 3 8.267 .2517 .1453 7.642 8.892 8.0 8.5 

etil asetat 50% 3 14.100 .1732 .1000 13.670 14.530 14.0 14.3 

air 50% 3 18.400 .3606 .2082 17.504 19.296 18.0 18.7 

ekstrak 50% 3 16.233 .2517 .1453 15.608 16.858 16.0 16.5 

n-heksana 40% 3 7.433 .4041 .2333 6.429 8.437 7.0 7.8 

etil asetat 40% 3 12.900 .1732 .1000 12.470 13.330 12.7 13.0 

air 40% 3 16.433 .4041 .2333 15.429 17.437 16.0 16.8 

ekstrak 40% 3 14.767 .2517 .1453 14.142 15.392 14.5 15.0 

n-heksana 30% 3 .000 .0000 .0000 .000 .000 .0 .0 

etil asetat 30% 3 .000 .0000 .0000 .000 .000 .0 .0 

air 30% 3 9.500 .5000 .2887 8.258 10.742 9.0 10.0 

ekstrak 30% 3 .000 .0000 .0000 .000 .000 .0 .0 

kontrol positif 
(gentamisin) 

3 36.333 1.1547 .6667 33.465 39.202 35.0 37.0 

kontrol negatif 
(DMSO 1%) 

3 .000 .0000 .0000 .000 .000 .0 .0 

Total 42 11.026 9.7110 1.4984 8.000 14.052 .0 37.0 

 

 
Post Hoc Tests 

Multiple Comparisons 

Diameter 
Tukey HSD 

(I) sampel (J) sampel 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. 
Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

n-heksana 50% etil asetat 50% -5.8333
*
 .3302 .000 -7.042 -4.625 

air 50% -10.1333
*
 .3302 .000 -11.342 -8.925 

ekstrak 50% -7.9667
*
 .3302 .000 -9.175 -6.758 

n-heksana 40% .8333 .3302 .428 -.375 2.042 

etil asetat 40% -4.6333
*
 .3302 .000 -5.842 -3.425 

air 40% -8.1667
*
 .3302 .000 -9.375 -6.958 

ekstrak 40% -6.5000
*
 .3302 .000 -7.709 -5.291 

n-heksana 30% 8.2667
*
 .3302 .000 7.058 9.475 

etil asetat 30% 8.2667
*
 .3302 .000 7.058 9.475 

air 30% -1.2333
*
 .3302 .042 -2.442 -.025 

ekstrak 30% 8.2667
*
 .3302 .000 7.058 9.475 

kontrol positif (gentamisin) -28.0667
*
 .3302 .000 -29.275 -26.858 

kontrol negatif (DMSO 1%) 8.2667
*
 .3302 .000 7.058 9.475 

etil asetat 50% n-heksana 50% 5.8333
*
 .3302 .000 4.625 7.042 

air 50% -4.3000
*
 .3302 .000 -5.509 -3.091 

ekstrak 50% -2.1333
*
 .3302 .000 -3.342 -.925 
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n-heksana 40% 6.6667
*
 .3302 .000 5.458 7.875 

etil asetat 40% 1.2000 .3302 .053 -.009 2.409 

air 40% -2.3333
*
 .3302 .000 -3.542 -1.125 

ekstrak 40% -.6667 .3302 .744 -1.875 .542 

n-heksana 30% 14.1000
*
 .3302 .000 12.891 15.309 

etil asetat 30% 14.1000
*
 .3302 .000 12.891 15.309 

air 30% 4.6000
*
 .3302 .000 3.391 5.809 

ekstrak 30% 14.1000
*
 .3302 .000 12.891 15.309 

kontrol positif (gentamisin) -22.2333
*
 .3302 .000 -23.442 -21.025 

kontrol negatif (DMSO 1%) 14.1000
*
 .3302 .000 12.891 15.309 

air 50% n-heksana 50% 10.1333
*
 .3302 .000 8.925 11.342 

etil asetat 50% 4.3000
*
 .3302 .000 3.091 5.509 

ekstrak 50% 2.1667
*
 .3302 .000 .958 3.375 

n-heksana 40% 10.9667
*
 .3302 .000 9.758 12.175 

etil asetat 40% 5.5000
*
 .3302 .000 4.291 6.709 

air 40% 1.9667
*
 .3302 .000 .758 3.175 

ekstrak 40% 3.6333
*
 .3302 .000 2.425 4.842 

n-heksana 30% 18.4000
*
 .3302 .000 17.191 19.609 

etil asetat 30% 18.4000
*
 .3302 .000 17.191 19.609 

air 30% 8.9000
*
 .3302 .000 7.691 10.109 

ekstrak 30% 18.4000
*
 .3302 .000 17.191 19.609 

kontrol positif (gentamisin) -17.9333
*
 .3302 .000 -19.142 -16.725 

kontrol negatif (DMSO 1%) 18.4000
*
 .3302 .000 17.191 19.609 

ekstrak 50% n-heksana 50% 7.9667
*
 .3302 .000 6.758 9.175 

etil asetat 50% 2.1333
*
 .3302 .000 .925 3.342 

air 50% -2.1667
*
 .3302 .000 -3.375 -.958 

n-heksana 40% 8.8000
*
 .3302 .000 7.591 10.009 

etil asetat 40% 3.3333
*
 .3302 .000 2.125 4.542 

air 40% -.2000 .3302 1.000 -1.409 1.009 

ekstrak 40% 1.4667
*
 .3302 .008 .258 2.675 

n-heksana 30% 16.2333
*
 .3302 .000 15.025 17.442 

etil asetat 30% 16.2333
*
 .3302 .000 15.025 17.442 

air 30% 6.7333
*
 .3302 .000 5.525 7.942 

ekstrak 30% 16.2333
*
 .3302 .000 15.025 17.442 

kontrol positif (gentamisin) -20.1000
*
 .3302 .000 -21.309 -18.891 

kontrol negatif (DMSO 1%) 16.2333
*
 .3302 .000 15.025 17.442 

n-heksana 40% n-heksana 50% -.8333 .3302 .428 -2.042 .375 

etil asetat 50% -6.6667
*
 .3302 .000 -7.875 -5.458 

air 50% -10.9667
*
 .3302 .000 -12.175 -9.758 

ekstrak 50% -8.8000
*
 .3302 .000 -10.009 -7.591 

etil asetat 40% -5.4667
*
 .3302 .000 -6.675 -4.258 

air 40% -9.0000
*
 .3302 .000 -10.209 -7.791 

ekstrak 40% -7.3333
*
 .3302 .000 -8.542 -6.125 

n-heksana 30% 7.4333
*
 .3302 .000 6.225 8.642 

etil asetat 30% 7.4333
*
 .3302 .000 6.225 8.642 

air 30% -2.0667
*
 .3302 .000 -3.275 -.858 

ekstrak 30% 7.4333
*
 .3302 .000 6.225 8.642 

kontrol positif (gentamisin) -28.9000
*
 .3302 .000 -30.109 -27.691 
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kontrol negatif (DMSO 1%) 7.4333
*
 .3302 .000 6.225 8.642 

etil asetat 40% n-heksana 50% 4.6333
*
 .3302 .000 3.425 5.842 

etil asetat 50% -1.2000 .3302 .053 -2.409 .009 

air 50% -5.5000
*
 .3302 .000 -6.709 -4.291 

ekstrak 50% -3.3333
*
 .3302 .000 -4.542 -2.125 

n-heksana 40% 5.4667
*
 .3302 .000 4.258 6.675 

air 40% -3.5333
*
 .3302 .000 -4.742 -2.325 

ekstrak 40% -1.8667
*
 .3302 .000 -3.075 -.658 

n-heksana 30% 12.9000
*
 .3302 .000 11.691 14.109 

etil asetat 30% 12.9000
*
 .3302 .000 11.691 14.109 

air 30% 3.4000
*
 .3302 .000 2.191 4.609 

ekstrak 30% 12.9000
*
 .3302 .000 11.691 14.109 

kontrol positif (gentamisin) -23.4333
*
 .3302 .000 -24.642 -22.225 

kontrol negatif (DMSO 1%) 12.9000
*
 .3302 .000 11.691 14.109 

air 40% n-heksana 50% 8.1667
*
 .3302 .000 6.958 9.375 

etil asetat 50% 2.3333
*
 .3302 .000 1.125 3.542 

air 50% -1.9667
*
 .3302 .000 -3.175 -.758 

ekstrak 50% .2000 .3302 1.000 -1.009 1.409 

n-heksana 40% 9.0000
*
 .3302 .000 7.791 10.209 

etil asetat 40% 3.5333
*
 .3302 .000 2.325 4.742 

ekstrak 40% 1.6667
*
 .3302 .002 .458 2.875 

n-heksana 30% 16.4333
*
 .3302 .000 15.225 17.642 

etil asetat 30% 16.4333
*
 .3302 .000 15.225 17.642 

air 30% 6.9333
*
 .3302 .000 5.725 8.142 

ekstrak 30% 16.4333
*
 .3302 .000 15.225 17.642 

kontrol positif (gentamisin) -19.9000
*
 .3302 .000 -21.109 -18.691 

kontrol negatif (DMSO 1%) 16.4333
*
 .3302 .000 15.225 17.642 

ekstrak 40% n-heksana 50% 6.5000
*
 .3302 .000 5.291 7.709 

etil asetat 50% .6667 .3302 .744 -.542 1.875 

air 50% -3.6333
*
 .3302 .000 -4.842 -2.425 

ekstrak 50% -1.4667
*
 .3302 .008 -2.675 -.258 

n-heksana 40% 7.3333
*
 .3302 .000 6.125 8.542 

etil asetat 40% 1.8667
*
 .3302 .000 .658 3.075 

air 40% -1.6667
*
 .3302 .002 -2.875 -.458 

n-heksana 30% 14.7667
*
 .3302 .000 13.558 15.975 

etil asetat 30% 14.7667
*
 .3302 .000 13.558 15.975 

air 30% 5.2667
*
 .3302 .000 4.058 6.475 

ekstrak 30% 14.7667
*
 .3302 .000 13.558 15.975 

kontrol positif (gentamisin) -21.5667
*
 .3302 .000 -22.775 -20.358 

kontrol negatif (DMSO 1%) 14.7667
*
 .3302 .000 13.558 15.975 

n-heksana 30% n-heksana 50% -8.2667
*
 .3302 .000 -9.475 -7.058 

etil asetat 50% -14.1000
*
 .3302 .000 -15.309 -12.891 

air 50% -18.4000
*
 .3302 .000 -19.609 -17.191 

ekstrak 50% -16.2333
*
 .3302 .000 -17.442 -15.025 

n-heksana 40% -7.4333
*
 .3302 .000 -8.642 -6.225 

etil asetat 40% -12.9000
*
 .3302 .000 -14.109 -11.691 

air 40% -16.4333
*
 .3302 .000 -17.642 -15.225 

ekstrak 40% -14.7667
*
 .3302 .000 -15.975 -13.558 
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etil asetat 30% .0000 .3302 1.000 -1.209 1.209 

air 30% -9.5000
*
 .3302 .000 -10.709 -8.291 

ekstrak 30% .0000 .3302 1.000 -1.209 1.209 

kontrol positif (gentamisin) -36.3333
*
 .3302 .000 -37.542 -35.125 

kontrol negatif (DMSO 1%) .0000 .3302 1.000 -1.209 1.209 

etil asetat 30% n-heksana 50% -8.2667
*
 .3302 .000 -9.475 -7.058 

etil asetat 50% -14.1000
*
 .3302 .000 -15.309 -12.891 

air 50% -18.4000
*
 .3302 .000 -19.609 -17.191 

ekstrak 50% -16.2333
*
 .3302 .000 -17.442 -15.025 

n-heksana 40% -7.4333
*
 .3302 .000 -8.642 -6.225 

etil asetat 40% -12.9000
*
 .3302 .000 -14.109 -11.691 

air 40% -16.4333
*
 .3302 .000 -17.642 -15.225 

ekstrak 40% -14.7667
*
 .3302 .000 -15.975 -13.558 

n-heksana 30% .0000 .3302 1.000 -1.209 1.209 

air 30% -9.5000
*
 .3302 .000 -10.709 -8.291 

ekstrak 30% .0000 .3302 1.000 -1.209 1.209 

kontrol positif (gentamisin) -36.3333
*
 .3302 .000 -37.542 -35.125 

kontrol negatif (DMSO 1%) .0000 .3302 1.000 -1.209 1.209 

air 30% n-heksana 50% 1.2333
*
 .3302 .042 .025 2.442 

etil asetat 50% -4.6000
*
 .3302 .000 -5.809 -3.391 

air 50% -8.9000
*
 .3302 .000 -10.109 -7.691 

ekstrak 50% -6.7333
*
 .3302 .000 -7.942 -5.525 

n-heksana 40% 2.0667
*
 .3302 .000 .858 3.275 

etil asetat 40% -3.4000
*
 .3302 .000 -4.609 -2.191 

air 40% -6.9333
*
 .3302 .000 -8.142 -5.725 

ekstrak 40% -5.2667
*
 .3302 .000 -6.475 -4.058 

n-heksana 30% 9.5000
*
 .3302 .000 8.291 10.709 

etil asetat 30% 9.5000
*
 .3302 .000 8.291 10.709 

ekstrak 30% 9.5000
*
 .3302 .000 8.291 10.709 

kontrol positif (gentamisin) -26.8333
*
 .3302 .000 -28.042 -25.625 

kontrol negatif (DMSO 1%) 9.5000
*
 .3302 .000 8.291 10.709 

ekstrak 30% n-heksana 50% -8.2667
*
 .3302 .000 -9.475 -7.058 

etil asetat 50% -14.1000
*
 .3302 .000 -15.309 -12.891 

air 50% -18.4000
*
 .3302 .000 -19.609 -17.191 

ekstrak 50% -16.2333
*
 .3302 .000 -17.442 -15.025 

n-heksana 40% -7.4333
*
 .3302 .000 -8.642 -6.225 

etil asetat 40% -12.9000
*
 .3302 .000 -14.109 -11.691 

air 40% -16.4333
*
 .3302 .000 -17.642 -15.225 

ekstrak 40% -14.7667
*
 .3302 .000 -15.975 -13.558 

n-heksana 30% .0000 .3302 1.000 -1.209 1.209 

etil asetat 30% .0000 .3302 1.000 -1.209 1.209 

air 30% -9.5000
*
 .3302 .000 -10.709 -8.291 

kontrol positif (gentamisin) -36.3333
*
 .3302 .000 -37.542 -35.125 

kontrol negatif (DMSO 1%) .0000 .3302 1.000 -1.209 1.209 

kontrol positif 
(gentamisin) 

n-heksana 50% 28.0667
*
 .3302 .000 26.858 29.275 

etil asetat 50% 22.2333
*
 .3302 .000 21.025 23.442 

air 50% 17.9333
*
 .3302 .000 16.725 19.142 

ekstrak 50% 20.1000
*
 .3302 .000 18.891 21.309 



85 

 

n-heksana 40% 28.9000
*
 .3302 .000 27.691 30.109 

etil asetat 40% 23.4333
*
 .3302 .000 22.225 24.642 

air 40% 19.9000
*
 .3302 .000 18.691 21.109 

ekstrak 40% 21.5667
*
 .3302 .000 20.358 22.775 

n-heksana 30% 36.3333
*
 .3302 .000 35.125 37.542 

etil asetat 30% 36.3333
*
 .3302 .000 35.125 37.542 

air 30% 26.8333
*
 .3302 .000 25.625 28.042 

ekstrak 30% 36.3333
*
 .3302 .000 35.125 37.542 

kontrol negatif (DMSO 1%) 36.3333
*
 .3302 .000 35.125 37.542 

kontrol negatif 
(DMSO 1%) 

n-heksana 50% -8.2667
*
 .3302 .000 -9.475 -7.058 

etil asetat 50% -14.1000
*
 .3302 .000 -15.309 -12.891 

air 50% -18.4000
*
 .3302 .000 -19.609 -17.191 

ekstrak 50% -16.2333
*
 .3302 .000 -17.442 -15.025 

n-heksana 40% -7.4333
*
 .3302 .000 -8.642 -6.225 

etil asetat 40% -12.9000
*
 .3302 .000 -14.109 -11.691 

air 40% -16.4333
*
 .3302 .000 -17.642 -15.225 

ekstrak 40% -14.7667
*
 .3302 .000 -15.975 -13.558 

n-heksana 30% .0000 .3302 1.000 -1.209 1.209 

etil asetat 30% .0000 .3302 1.000 -1.209 1.209 

air 30% -9.5000
*
 .3302 .000 -10.709 -8.291 

ekstrak 30% .0000 .3302 1.000 -1.209 1.209 

kontrol positif (gentamisin) -36.3333
*
 .3302 .000 -37.542 -35.125 

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

 

Homogeneous Subsets 
Diameter 

Tukey HSD
a
 

Sampel N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 

n-heksana 30% 3 .000        

etil asetat 30% 3 .000        

ekstrak 30% 3 .000        

kontrol negatif (DMSO 1%) 3 .000        

n-heksana 40% 3  7.433       

n-heksana 50% 3  8.267       

air 30% 3   9.500      

etil asetat 40% 3    12.900     

etil asetat 50% 3    14.100 14.100    

ekstrak 40% 3     14.767    

ekstrak 50% 3      16.233   

air 40% 3      16.433   

air 50% 3       18.400  

kontrol positif (gentamisin) 3        36.333 

Sig.  1.000 .428 1.000 .053 .744 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000. 

 


