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INTISARI

SARI, R, E., 2018, UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK ETANOL,
FRAKSI n-HEKSANA, ETIL ASETAT, DAN AIR DARI RUMPUT TEKI
(Cyperus rotundus L.) TERHADAP Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
SKRIPSI, FAKULTAS FARMASI, UNIVERSITAS SETIA BUDI,
SURAKARTA.

Rumput teki (Cyperus rotundus L.) merupakan tumbuhan gulma serbaguna,
yang banyak digunakan dalam pengobatan tradisional. Rumput teki (Cyperus
rotundus L.) mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, saponin, dan tanin yang
memiliki aktivitas sebagai antibakteri. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui aktivitas antibakteri dari ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat,
dan fraksi air dari rumput teki terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Ektraksi dilakukan dengan cara maserasi menggunakan pelarut etanol 96%,
kemudian difraksinasi menggunakan pelarut n-heksana, etil asetat, dan air.
Pengujian aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi dan dilusi. Metode
difusi untuk mendapatkan diameter zona hambat dari ekstrak dan fraksi. Diameter
zona hambat dilakukan analisis data menggunakan ANOVA. Metode dilusi
dilakukan seri pengenceran fraksi teraktif dan ekstrak etanol pada tabung reaksi
untuk mendapatkan nilai KHM, setelah itu dilakukan inokulasi untuk
mendapatkan nilai KBM.

Hasil penelitian menunjukkan ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat,
dan fraksi air memiliki aktivitas antibakteri. Konsentrasi 10% dari ekstrak etanol,
fraksi n-heksana, etil asetat, dan fraksi air memberikan aktivitas daya hambat
masing-masing sebesar 17 mm, 18,5 mm, 17,76 mm, 16,26 mm. Fraksi n-heksana
10% merupakan fraksi teraktif. Nilai KBM dari fraksi ekstrak etanol dan n-
heksana sebesar 10%.

Kata kunci : rumput teki, Pseudomonas aeruginosa, difusi, dilusi
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ABSTRACT

SARI, R, E., 2018, ANTIBACTERIAL ACTIVITY TEST OF ETHANOL
EXTRACT, n-HEXANEE, ETHYL ACETATE AND WATER FRACTION
OF TEKI GRASS (Cyperus rotundus L.) AGAINST Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, THESIS, FACULTY OF PHARMACY, SETIA BUDI
UNIVERSITY, SURAKARTA.

The teki grass (Cyperus rotundus L.) is a versatile weed plant, which is
widely used in traditional medicine. Puzzles (Cyperus rotundus L.) contain
flavonoids, alkaloids, saponins, and tannins which have antibacterial activity. The
purpose of this study was to determine the antibacterial activity of ethanol extract,
n-hexane fraction, ethyl acetate, and water fraction of puzzles on Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

Extraction was carried out by maceration using 96% ethanol, then
fractionated using n-hexane, ethyl acetate and water solvents. Antibacterial
activity testing uses diffusion and dilution methods. Diffusion method to obtain
the inhibition zone diameter from extracts and fractions. The diameter of the
inhibition zone was analyzed using ANOVA data. The dilution method was
carried out in the series of the most active fraction dilution and ethanol extract in
the test tube to obtain the MIC value, after which inoculation was carried out to
obtain the KBM value.

The results showed that ethanol extract, n-hexane, ethyl acetate, and water
fractions had antibacterial activity. The 10% concentration of ethanol extract, n-
hexane, ethyl acetate, and water fractions gave inhibitory activity of 17 mm, 18.5
mm, 17.76 mm, 16.26 mm respectively. The 10% n-hexane fraction is the most
active fraction. The KBM value of the ethanol and n-hexane extraction fraction is
10%.

Keywords: Teki grass, Pseudomonas aeruginosa, diffusion, dilution
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar belakang

Penyakit infeksi merupakan penyebab paling utama tingginya angka
kesakitan (morbidity) dan angka kematian (mortility) terutama pada negara-negara
berkembang seperti halnya Indonesia. Penyakit infeksi merupakan suatu penyakit
yang disebabkan karena adanya mikroba patogen (Darmadi 2008). Salah satu
penyebab penyakit infeksi adalah bakteri (Radji 2011). Bakteri yang dapat
menyebabkan tejadinya infeksi contohnya Pseudomonas aeruginosa yang
merupakan bakteri patogen oportunistik penyebab infeksi nosokomial (Vahdani et
al. 2012). Angka insiden insiden infeksi nosokomial yang disebabkan oleh
Pseudomonas aeruginosa terjadi sekitar 10-15% di dunia dan sekitar 10-20%
pada unit perawatan intensif (ICU), biasanya terjadi pada pasien septikemia, sistik
fibrosis, luka bakar, dan infeksi luka (Biswal et al. 2014).

Pseudomonas aeruginosa merupakan mikroorganisme yang paling sering
menyebabkan infeksi primer pada kulit (Garrity et al. 2004). Pseudomonas
aeruginosa merupakan jenis bakteri Gram negatif yang dapat tinggal pada tubuh
manusia bersifat patogen yang bisa menimbulkan infeksi apabila fungsi
pertahanan tubuh dalam keadaan tidak normal misalnya saat membran mukosa
dan kulit “robek’ karena kerusakan jaringan langsung. Bakteri Pseudomonas
aeruginosa ini juga dapat menyebabkan infeksi pada luka dan luka bakar dengan
nanah hijau kebiruan yang disebabkan pigmen piosianin, meningitis bila masuk
lewat punksi lumbal (Mayasari 2006).

Antibiotik merupakan pilihan terbaik untuk menanggulangi suatu infeksi.
Antibiotik merupakan suatu zat yang dapat menghambat pertumbuhan suatu
mikroorganisme. Antibiotik yang awalnya sensitif terhadap mikroorganisme bisa
menjadi tidak sensitif disebut dengan resistensi antibiotik, dimana resistensi
antibiotik ini disebabkan oleh beberapa faktor, seperti intensitas paparan pada

suatu wilayah serta penggunaan antibiotik yang tidak terkendali (Refdanita et al.



2004). Dengan adanya resistensi antibiotik maka kebutuhan untuk mencari
alternatif



antibiotik lain meningkat, termasuk antibiotik yang berasal dari tumbuhan.
Menurut Sulistiyaningsih (2010), bakteri Pseudomonas aeruginosa diketahui telah
resisten terhadap beberapa antibiotik atau dikenal dengan Pseudomonas
aeruginosa multiresisten. Oleh karena itu, diperlukan produk baru yang cukup
aman dan memiliki potensi tinggi sebagai obat antibakteri.

Jenis tanaman tradisional yang bisa dikembangkan pemanfaatannya sebagai
obat adalah rumput teki (Cyperus rotundus L.). Rumput teki merupakan tumbuhan
serbaguna, banyak digunakan dalam pengobatan tradisional di seluruh dunia
untuk mengobati kejang perut, luka, bisul dan lecet. Sejumlah aktivitas
farmakologi dan biologi termasuk anti-Candida, antiinflamasi, antidiabetes,
antidiare, sitoprotektif, antimutagenik, antibakteri, antioksidan, sitotoksik dan
apoptosis, aktivitas analgesik dan antipiretik telah dilaporkan untuk tumbuhan ini
(Lawal dan Adebola 2009). Studi fitokimia sebelumnya, umbi rumput teki
mengandung adanya alkaloid, flavonoid, tanin, saponin dan minyak atsiri (Lawal
an Adebola 2009).

Hasil penelitian Ahmed et. al (2015) menunjukkan bahwa ekstrak etanol
rumput teki (Cyperus rotundus L.) (whole plants) memiliki daya hambat
pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa. Ekstrak etanol rumput teki
(Cyperus rotundus L.) memiliki daya hambat terhadap Pseudomonas aeruginosa
dilakukan dengan metode difusi dalam konsentrasi 100 mg/ml, 50 mg/ml, 25
mg/ml, dan 12,5 mg/ml dengan daya hambat 20 mm, 19 mm, 18 mm, dan 16 mm.

Penelitian lain membuktikan bahwa ekstrak metanol, ekstrak n-heksan, dan
ekstrak etil asetat akar rumput teki memiliki aktivitas antibakteri yang
berpengaruh dalam menghambat pertumbuhan Staphylococcus aereus dengan
menggunakan metode Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang terdiri dari 4
perlakuan yang diulang sebanyak 6 kali sehingga diperoleh 24 satuan percobaan.
Adapun 4 perlakuan yang digunakan PO = kontrol (menggunakan penicilin), P1 =
ekstrak metanol akar rumput teki 10%, P2 = ekstrak n-heksan akar rumput teki
10%, dan P3 = ekstrak etil asetat akar rumput teki 10%. Rata-rata diameter zona
hambat pada kontrol (P0) = 25,67 mm (sangat kuat), ekstrak metanol (P1) = 36,67
mm (sangat kuat), ekstrak n-heksan (P2) = 34,33 mm (sangat kuat), dan ekstrak



etil asetat (P3) = 10,83 mm (kuat). Dari penelitian tersebut, jenis pelarut dari
ekstrak rumput teki yang memberikan aktivitas penghambatan paling baik
terhadap pertumbuhan Staphylococcus aereus yaitu ekstrak metanol (pelarut
polar) dan ekstrak n-heksana (pelarut non polar) (Rohimah 2016).

Metode uji antibakteri dalam penelitian ini menggunakan metode difusi dan
dilusi. Metode difusi digunakan untuk mengetahui Konsentrasi Hambat Minimum
(KHM) daerah hambat yang terbentuk mengelilingi obat berupa zona yang
dianggap sebagai ukuran kekuatan hambatan terhadap mikroorganisme yang
diperiksa (Jatwetz dkk 2007). Metode dilusi dapat digunakan untuk mengetahui
Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)
(Pratiwi 2008).

Berdasarkan uraian diatas maka peneliti tertarik untuk melakukan
penelitian, dimana peneliti ingin mengetahui aktivitas antibakteri dari rumput teki
terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dari ekstrak rumput teki
(Cyperus rotundus L.) dengan fraksi n-heksan, etil asetat dan air. Sehingga dapat
diketahui fraksi mana yang paling teraktif yang memiliki daya hambat dan daya

bunuh terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

B. Rumusan masalah

Permasalahan dalam penelitian ini adalah pertama, apakah ekstrak, fraksi n-
heksan, etil asetat dan air dari rumput teki (Cyperus rotundus L.) memiliki
aktivitas antibakteri terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC 278537

Kedua, dari ketiga fraksi dari ekstrak rumput teki (Cyperus rotundus L.)
tersebut, manakah yang teraktif dalam menghambat Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853?

Ketiga, berapakah KHM (Konsentrasi Hambat Minimum) dan KBM
(Konsentrasi Bunuh Minimum) dari fraksi yang paling teraktif terhadap

Pseudomonas aeruginosa ATCC 278537



C. Tujuan masalah

Tujuan yang diharapkan dari penelitian ini adalah pertama, untuk
mengetahui aktivitas antibakteri dari ekstrak, fraksi n-heksan, etil asetat dan air
dari rumput teki (Cyperus rotundus L.) terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.

Kedua, untuk mengetahui fraksi teraktif dari ekstrak rumput teki (Cyperus
rotundus L.) dalam menghambat Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Ketiga, untuk mengetahui KHM (Konsentrasi Hambat Minimum) dan KBM
(Konsentrasi Bunuh Minimum) dari fraksi yang paling teraktif terhadap

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

D. Manfaat penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi dan manfaat
kepada seluruh masyarakat dalam pengobatan alternatif untuk mengatasi penyakit
infeksi yang disebabkan oleh Pseudomonas aeruginosa. Penelitian ini diharapkan
dapat berguna bagi peneliti lain untuk dilakukannya penelitian lebih lanjut

terhadap rumput teki.



BAB |1
TINJAUAN PUSTAKA

A. Rumput Teki

Tanaman rumput teki tumbuh di dataran rendah sampai dengan ketinggian
1000 m di atas permukaan laut, rumput teki (Cyperus rotundus L.) banyak tumbuh
liar di Afrika Selatan, Korea, Jepang, Taiwan, Malaysia, Indonesia dan kawasan
Asia Tenggara (Sudarsono dkk 1996). Umumnya rumput teki (Cyperus rotundus
L.) banyak terdapat ditempat terbuka seperti tanah lapang, kebun, atau pematang
sawah (Hall et al 2012).
1. Kilasifikasi

Gambar 1. Rumput teki (Cyperus rotundus)
Klasifikasi rumput teki (Cyperus rotundus L.) menurut Steenis (1997 ) :

Kingdom :Plantae

Divisi : Spermatophyta
Sub divisi  : Angiospermae
Kelas : Monocotyledoneae
Ordo : Cyperales

Family : Cyperaceae

Genus : Cyperus



Spesies : Cyperus rotundus L.
2. Morfologi tanaman

Umbi rumput teki (keluarga Cyperaceae) dikenal sebagai purple nutsdge
atau nutgrass yang merupakan gulma tahunan yang ramping, bersisik merayap,
bulat di dasar dan timbul tunggal dari umbi-umbian yang sekitar 1-3 cm. Umbi
berwarna kehitaman dan di dalamnya berwarna putih kemerahan dengan bau yang
khas. Rumput teki (Cyperus rotundus L.) merupakan tanaman asli India, namun
sekarang banyak ditemukan di daerah tropis, subtropis, dan sedang (Lawal and
Adebola 2009).

Rumput teki (Cyperus rotundus L.) merupakan rumput semu menahun tapi
bukan termasuk keluarga rumput-rumputan. Batang rumputnya berbentuk segitiga
(tringularis) dan dengan ketinggian 10-75 cm. Arah tumbuh batangnya tegak
lurus. Daunnya berbentuk pita, berwarna mengkilat dan berjumlah 4-10 yang
berkumpul pada pangkal batang membentuk roset akar dengan pelepah daun yang
tertutup di bawah tanah. Ujung daun meruncing, lebar helaian daun 2-6 cm
(Wijayakusuma 2000).

Bunga rumput teki (Cyperus rotundus L.) berwarna hijau kecoklatan, yang
terletak pada ujung tangkai dengan tiga tunas kepala benang sari berwarna kuning
jernih, membentuk bunga-bunga berbulir mengelompok menjadi satu berupa
payung. Tangkai putik bercabang tiga. Rumput teki (Cyperus rotundus L.)
memiliki buah berbentuk kerucut besar pada pangkalnya, kadang-kadang melekuk
berwarna coklat, dengan panjang 1,5-4,5 cm dengan diameter 5-10 mm. Pada
rimpangnya yang sudah tua terdapat banyak tunas yang menjadi umbi dengan
warna coklat dan hitam, rasanya sepat kepahit — pahitan dan baunya wangi
(Asiamaya 2007).

3. Khasiat tanaman

Rumput teki (Cyperus rotundus L.) merupakan tanaman herbal menahun
yang tumbubh liar, bagian tanamannya terutama umbinya dapat digunakan sebagai
analgetik (Sudarsono dkk 1996). Rumput teki merupakan tumbuhan serbaguna,
banyak digunakan dalam pengobatan tradisional di seluruh dunia untuk mengobati

kejang perut, luka, bisul dan lecet. Sejumlah aktivitas farmakologi dan biologi



termasuk anti-Candida, antiinflamasi, antidiabetes, sitoprotektif, antimutagenik,
antibakteri, antioksidan, sitotoksik dan apoptosis, aktivitas analgesik dan
antipiretik telah dilaporkan untuk tumbuhan ini (Lawal dan Adebola 2009).
Manfaat rumput teki yang lain yaitu obat untuk mempercepat pematangan bisul,
obat cacing, pelembut kulit, peluruh dahak, peluruh haid. Rimpang rumput teki
telah banyak dimanfaatkan masyarakat yang ada di berbagai daerah secara
tradisional yang digunakan sebagai obat, bentuk rebusan digunakan sebagai obat
untuk mengatasi penyakit mulut dengan cara dijadikan obat kumur, panas,
disentri, obat cacingan. Selain itu, rumput teki dapat digunakan sebagai air
pencuci anti keringat, serta akar yang sudah menjadi bubuk dapat digunakan
untuk mengobati sakit gigi dan obat borok, dan juga dapat digunakan untuk
menghilangkan rasa sakit (analgesik), abortus (keguguran) (Wijayakusuma 2000).

Masyarakat Indian menggunakan umbi segar sebagai perangsang ASI,
sementara di Vietnam dipakai untuk menghentikan perdarahan rahim. Umbi yang
diramu bersama daun Centella asiatica (pegagan) dan umbi Imperata cylindrica
(alang-alang) digunakan sebagai diuretikum (untuk melancarkan buang air kecil).
Tepung umbi sering digunakan oleh masyarakat Tripoli sebagai bedak dingin
dengan aroma yang khas menyegarkan (sedikit berbau mentol dan karena baunya
yang khas, juga sering digunakan sebagai pencuci mulut), ternyata bau tersebut
juga berefek sebagai pengusir serangga dan nyamuk, hingga sering dipakai
sebagai bedak anti nyamuk. Umbi yang telah direbus mempunyai rasa manis,
sering dipipihkan untuk dibuat emping (Sudarsono dkk 1996).
4. Kandungan tanaman

Studi fitokimia sebelumnya pada umbi rumput teki mengandung adanya
alkaloid, flavonoid, tanin, saponin dan minyak atsiri (Lawal an Adebola 2009).

4.1. Flavonoid. Senyawa flavonoida adalah suatu kelompok senyawa fenol
terbesar yang ditemukan di alam. Senyawa-senyawa ini merupakan zat warna
merah, ungu, biru dan sebagai zat warna kuning yang ditemukan pada tumbuhan.
Flavonoid mempunyai kerangka dasar karbon yang terdiri dari 15 atom karbon,
dimana dua cincin benzene (C6) terikat pada suatu rantai propane (C3) sehingga
membentuk suatu susunan C6-C3-C6 (Lenny 2006).



Flavonoid bekerja sebagai inhibitor kuat pernapasan. Beberapa flavonoid
menghambat fosfodiesterase, flavonoid lain menghambat aldoreduktase,
monoamina oksidase, protein kinase, balik transkriptase, DNA polimerase dan
lipooksigenase. Penghambatan lipooksigenase dapat menimbulkan pengaruh yang
lebih luas karena merupakan langkah pertama pada jalur yang menuju hormon
eikosanoid seperti prostaglandin dan tromboksan. Flavonoid bertindak sebagai
penampung yang baik radikal hidroksi dan superoksida. Flavonoid tertentu dalam
makanan dapat menurunkan agregasi platelet dan sehingga mengurangi
pembekuan darah, tetapi jika dipakai pada kulit, flavonoid lain menghambat
perdarahan (Robinson 1995).

Flavonoid berfungsi sebagai antiradang dengan cara menghambat enzim
siklooksigenase dan lipoksigenase yang berfungsi pada pengobatan gejala
peradangan dan alergi. Mekanisme flavonoid dalam menghambat terjadinya
radang dapat melaui dua cara yaitu, menghambat asam arakhidonat dan sekresi
enzim lisosom dari sel endothelial dan menghambat fase proliferasi dan fase
eksudasi dari proses radang. Terhambatnya pelepasan asam arakhidonat dari sel
inflamasi akan menyebabkan kurang tersedianya substrat arakhidonat bagi jalur
sikloogsigenase dan jalur lipooksigenase, asam hidroksieikosatetraionoat, juga
leukotrien disisi lain (Robinson 1995).

4.2. Alkaloid. Senyawa alkaloid mengandung nitrogen dan merupakan
turunan dari isoprenoid. Anggota terpenting dalam golongan ini adalah alkaloid
nakonitum dan alkaloid steroid. Beberapa alkaloid diterpenoid kompleks yang
strukturnya serupa dengan akonitina dan veatkina terdapat dalam berbagai spesies
Acontium, Delphinium, dan Garrya. Steroid dan alkaloid steroid yang
dimodifikasi biasanya terdapat sebagai Glikosida C-3 atau ester. Struktur seperti
ini jelas sangat menyerupai struktur saponin. Seperti senyawa isoprenoid yang
tidak mengandung nitrogen, di antara alkaloid ini ada senyawa penolak serangga
dan senyawa antifungus (Robinson 1995).

4.3. Seskuiterpen. Seskuiterpenoid merupakan senyawa terpenoid yang
dihasilkan oleh tiga unit isopren yang terdiri dari kerangka asiklik dan bisiklik

dengan kerangka dasar naftalen. Anggota seskuiterpenoid yang penting adalah



farnesol, alkohol yang tersebar luas. Senyawa ini mempunyai bioaktivitas yang
cukup besar diantaranya adalah sebagai antifeedant, antimikroba, antibiotik,
toksin, serta regulator pertumbuhan tanaman dan pemanis (Robinson 1995).

4.4. Tanin. Senyawa tanin bersifat fenol dan mempunyai rasa sepat.
Beberapa tanin terbukti mempunyai aktivitas antioksidan, menghambat
pertumbuhan tumor, menghambat enzim seperti “reverse® transkiptase dan DNA
topoisomerase. Tanin yang lainnya dapat meracuni hati (Robinson 1995).

4.5. Saponin. Saponin adalah senyawa aktif permukaan yang kuat dan
menimbulkan busa jika dikocok dalam air serta pada konsentrasi yang rendah
sering menyebabkan hemolisis sel darah merah. Beberapa saponin bekerja sebagai
antimikroba. Banyak efek yang dilaporkan, yang ditunjang dengan bukti berupa
penghambatan jalur ke steroid adrenal, tetapi senyawa ini juga menghambat
dehidrogenase pada jalur prostaglandin (Robinson 1995).

4.6. Minyak atsiri. Minyak atsiri mengandung sitral dan eugenol yang
berfungsi sebagai anastetik dan antiseptik (Dalimartha, 2009). Antiseptik adalah
obat yang meniadakan atau mencegah keadaan sepsis, zat ini dapat membunuh

atau mencegah pertumbuhan mikroorganisme (Ganiswara 1995).

B. Simplisia

1. Pengertian simplisia

Simplisia merupakan suatu bahan alamiah yang digunakan sebagai bahan
pembuatan obat, yang belum mengalami pengolahan apapun kecuali dinyatakan
lain, berupa bahan yang telah dikeringkan. Simplisia dibagi menjadi 3 golongan
yaitu, simplisia nabati yang merupakan simplisia berupa tanaman utuh, bagian
tanaman atau eksudat tanaman. Eksudat tanaman adalah isi sel yang secara
spontan keluar dari tanaman atau dengan cara tertentu dikeluarkan dari selnya,
atau zat-zat nabati lainnya yang dengan cara tertentu dipisahkan dari tanamannya.
Simplisia hewani merupakan simplisia berupa hewan utuh, bagian hewan, atau
zat-zat berkhasiat yang dihasilkan dari suatu hewan dan belum berupa zat kimia

murni. Simplisia pelikan atau mineral adalah simplisia berupa bahan pelikan atau
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mineral yang belum mengalami pengolahan atau telah diolah dengan cara yang
sederhana dan berupa zat kimia murni (Depkes 1985)
2. Tahap pembuatan simplisia

Secara umum pembuatan simplisia melalui beberapa tahapan vyaitu,
pengumpulan bahan baku, sortasi basah, pencucian, perajangan, pengeringan,
sortasi kering, serta pengepakan dan penyimpanan.

2.1. Pengumpulan bahan baku. Simplisia memiliki kadar senyawa aktif
berbeda-beda yang tergantung pada bagian tanaman yang digunakan, umur
tanaman saat dipanen, waktu panen, dan lingkungan tempat tumbuh.

2.2. Sortasi basah. Sortasi basah dilakukan untuk menghilangkan kotoran
atau bahan asing lainnya yang terdapat pada bahan simplisia. Misalnya simplisia
yang dibuat dari akar suatu tanaman obat, bahan asingnya berupa tanah, serta
pengotor lainnya yang harus dibuang. Tanah mengandung berbagai macam
mikroba dalam jumlah yang tinggi, oleh karena itu pembersihan simplisia dari
tanah yang terikut pada saat pengumpulan bahan baku dapat mengurangi jumlah
mikroba awal.

2.3. Pencucian. Pencucian dilakukan untuk menghilangkan tanah yang
menempel pada simplisia. Pencucian dilakukan menggunakan air bersih dengan
air mengalir. Bahan simplisia yang mengandung zat yang mudah larut dalam air
yang mengalir, agar pencucian dilakukan dalam waktu yang singkat. Cara sortasi
dan pencucian dilakukan untuk mengurangi jenis dan jumlah awal mikroba dalam
simplisia.

2.4. Perajangan. Perajangan simplisia dilakukan untuk mempermudah
proses pengeringan, pengepakan, dan penggilingan. Tanaman yang baru diambil,
jangan langsung dirajang, tetapi dijemur terlebih dahulu dalam keadaan utuh
selama 1 hari. Perajangan dapat dilakukan dengan pisau, alat mesin khusus
perajangan, sehingga diperoleh irisan tipis atau potongan dengan ukuran yang
dikehendaki. Semakin tipis bahan simplisia, maka semakin cepat terjadinya
penguapan air, sehingga mempercepat waktu pengeringan. Irisan yang terlalu tipis
dapat menyebabkan berkurang atau hilangnya zat berkhasiat yang mudah

menguap, sehingga mempengaruhi komposisi, bau, dan rasa yang diinginkan.
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2.5. Pengeringan. Pengeringan dilakukan untuk mendapatkan simplisia
yang tidak mudah rusak, sehingga dapat disimpan dalam waktu yang lama.
Pengeringan simplisia juga dilakukan bisa menggunakan alat pengeringan atau
dengan matahari langsung. Hal-hal yang perlu diperhatikan selama proses
pengeringan yaitu suhu pengeringan, kelembaban udara, aliran udara, waktu
pengeringan, dan luas permukaan suatu bahan.

2.6. Sortasi kering. Tujuan dilakukannya sortasi kering adalah untuk
memisahkan benda-benda asing seperti bagian tanaman yang tidak diinginkan dan
pengotor lainnya, yang masih ada dan tertinggal pada simplisia kering. Proses ini
dilakukan sebelum simplisia dibungkus dan kemudian disimpan.

2.7. Pengepakan dan penyimpanan. Simplisia dapat rusak atau berubah
mutunya yang disebabkan dari faktor luar dan dalam, yang berupa cahaya,
oksigen, reaksi kimia intern, dehidrasi, penyerapan air, pengotoran, serangga, dan
kapang. Kerusakan yang disebabkan oleh faktor tersebut dapat mempengaruhi
mutu simplisa, sehingga suatu simplisia tidak dapat memenuhi persyaratan yang
telah ditetapkan. Perlu diperhatikan beberapa hal yang dapat menyebabkan
terjadinya kerusakan pada simplisia, yaitu cara pengepakan, pembungkusan dan
pewadahan, persyaratan gudang simplisia, cara sortasi dan pemeriksaan mutu,
serta cara pengawetannya. Penyebab utama kerusakan pada simplisia adalah air
dan kelembaban.

C. Metode Penyarian

1. Maserasi

Maserasi adalah proses ekstraksi simplisia dengan menggunakan pelarut
yang dialakukan beberapa kali pengadukan pada suhu ruangan. Maserasi
dilakukan dengan cara merendam simplisia dalam pelarut yang sesuai dalam
wadah tertutup. Kelemahan maserasi yaitu prosesnya membutuhkan waktu yang
cukup lama. Ekstraksi secara menyeluruh dapat menghabiskan sejumlah besar
volume pelarut yang dapat berpotensi menghilangkan suatu metabolit. Beberapa
senyawa ada yang tidak terekstraksi secara efisien jika kurang terlarut pada suhu

kamar (27°C). Ekstraksi dengan cara maserasi dilakukan pada suhu kamar (27°C),
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sehingga tidak menyebabkan degradasi metablolit yang tidak tahan panas (Depkes
R12006).

2. Perkolasi

Perkolasi merupakan suatu proses ekstraksi senyawa terlarut dari jaringan
selular simplisia dengan menggunakan pelarut yang selalu baru sampai sempurna
yang umumnya dilakukan pada suhu ruangan. Perkolasi cukup sesuai dilakukan,
baik untuk dilakukan proses ekstraksi pendahuluan maupun dalam jumlah besar
(Depkes RI 2006).
3. Soxhlet

Metode ekstraksi soxhlet menggunakan prinsip pemanasan dan perendaman
sampel. Hal itu menyebabkan terjadinya pemecahan dinding dan membran sel
karna perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar sel. Metabolit sekunder yang
ada di dalam sitoplasma akan terlarut ke dalam pelarut organik. Larutan tersebut
menguap ke atas dan melewati pendingin udara yang akan mengembunkan uap
tersebut menjadi tetesan yang akan terkumpul kembali. Apabila larutan melewati
batas lubang pipa samping soxhlet maka akan terjadi sirkulasi. Sirkulasi yang
berulang itulah yang akan menghasilkan ekstrak yang baik (Depkes Rl 2006).
4. Refluks

Ekstraksi refluks dengan cara ini pada dasarnya adalah berkesinambungan.
Bahan yang diekstraksi direndam dengan cairan penyari dalam labu alas bulat
yang dilengkapi dengan alat pendingin tegak, kemudian dipanaskan sampai
mendidih. Lalu cairan penyari akan menguap dan uap tersebut akan diembunkan
dengan pendingin tegak serta akan kembali menyari zat aktif dalam simplisia
tersebut. Ekstraksi dengan cara refluks ini dilakukan sebanyak 3 kali dan setiap
kali diekstraksi selama 4 jam (Depkes RI 2006).
5. Digesti

Digesti adalah maserasi kinetik (pengadukan kontinu) pada suhu yang lebih
tinggi dari suhu ruangan, yang secara umum dilakukan pada suhu 40-50'C
(Depkes RI 2006).
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6. Infusa

Infusa merupakan ekstraksi dengan menggunakan pelarut air yang
dilakukan pada suhu penangas air (bejana infus tercelup dalam penangas air
mendidih), suhu yang terukur (96-98°C) selama waktu tertentu (15-20 menit)
(Depkes RI 2006).
7. Dekok

Dekok adalah cara maserasi dengan infus pada waktu yang lebih lama dan
suhu sampai titik didih air, yaitu pada suhu 90-100°C dilakukan selama 30 menit
(Depkes RI 2006).

D. Pseudomonas aeruginosa
1. Sistematika Pseudomonas aeruginosa

Kingdom : Bacteria

Phylum  : Proteobacteria

Class : Gamma Proteobacteria

Ordo : Pseudomonadales

Family : Pseudomonadaceae

Genus : Pseudomonas

Spesies : Pseudomonas aeruginosa (Brook et al. 2001).
2. Morfologi

Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri Gram-negatif yang memiliki
bentuk batang lurus atau lengkung, berukuran sekitar 0,6 x 2 um. Bakteri dapat
ditemukan satu-satu, berpasangan, dan kadang membentuk rantai pendek, tidak
memiliki spora, tidak mempunyai selubung, serta mempunyai flagel monotrika
(flagel tunggal pada kutub) sehingga selalu bergerak (Mayasari 2006).

3. ldentifikasi

Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri obligat aerob yang mudah
tumbuh pada berbagai medium kultur, kadang-kadang menghasilkan aroma yang
manis atau berbau, seperti anggur. Pseudomonas aeruginosa membentuk koloni
yang bundar dan licin dengan warna kehijauan yang berfluoresensi. Bakteri ini

sering menghasilkan pigmen kebiruan tak berfluoresensi, piosianin yang berdifusi
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ke dalam agar. Banyak galur Pseudomonas aeruginosa juga menghasilkan pigmen
berfluoresensi, pioverdin yang memberikan warna kehijauan pada agar. Beberapa
galur menghasilkan pigmen merah gelap, piorubin, atau pigmen hitam,
piomelanin.

Pseudomonas aeruginosa tumbuh dengan baik pada suhu 37-42°C, bersifat
oksidase-positif. Pseudomonas aeruginosa tidak memfermentasi karbohidrat,
tetapi banyak galur yang mengoksidasi glukosa. Identifikasi Pseudomonas
aeruginosa biasanya didasarkan pada morfologi koloni, positif oksidase, adanya
pigmen khas, dan pertumbuhan pada suhu 42°C (Jawetz et al. 2012).

4. Toksin

Pseudomonas aeruginosa menyebabkan infeksi luka dan luka bakar
membentuk nanah yang berwarna biru-hijau, radang selaput otak. Infeksi jaringan
kornea dapat menyebabkan kebutaan. Infeksi lokal bakteri ini dapat menyebar
melalui darah, sehingga dapat menyebabkan septisema dan lesi lokal pada
jaringan lain. Pada septisema angka kematian dapat mencapai 80% (Jawetz et al.
2007).

Pseudomonas aeruginosa dapat mensintesis toksin dan enzim yang
mematikan bagi manusia. Lipid A (eksotoksin) berada di dinding sel dari bakteri
merupakan zat penyebab demam, vasodilatasi, inflamasi dan gejala lain.
Eksotoksin A dan eksotoksin S dapat menghambat sintesis protein sel eukariotik
yang menyebabkan kematian. Pseudomonas aeruginosa juga memiliki enzim
elastase yang dapat mempunyai efek histotoksik dan mempermudah invasi
organisme ke dalam pembuluh darah (Bauman 2007).

5. Patogenesis

Pseudomonas aeruginosa memproduksi sitotoksin dan protease misalnya
eksotoksin A dan S, hemolisin, dan elastase. Isolat dari pasien fibrosis kistik
menghasilkan alginat polisakarida, memungkinkan terbentuknya mikrokoloni
dimana organisme terlindungi dari opsonisasi, fagositosis, dan antibiotik. Alginat,
pili, dan protein membran luar memperantai penempelan. Produksi alginat

berhubungan dengan kerentanan yang berlebihan terhadap antibiotik, defisiensi,
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LPS, non-motilitas, dan perubahan produksi eksotoksin (Bamford & Gillespie
2007).

E. Antibakteri

Antibakteri adalah pembasmi mikroba atau bakteri, khususnya bakteri yang
merugikan manusia. Berdasarkan sifat toksisitas selektif (daya kerjanya), ada
antibakteri yang bersifat menghambat pertumbuhan mikroba dikenal sebagai
aktivitas bakteriostatik, dan ada yang bersifat membunuh mikroba, dikenal
sebagai aktivitas bakterisid. Konsentrasi minimal yang digunakan untuk
menghambat pertumbuhan bakteri atau membunuhnya, masing-masing dikenal
sebagai Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimal
(KBM). Antibakteri tertentu aktivitasnya dapat meningkat dari bakteriostatik
menjadi bakterisid bila kadar antimikrobanya ditingkatkan melebihi KHM
(Setyabudy dan Gan, 1995).

1. Mekanisme kerja antibakteri

Menurut Pelczar dan Chan (1988) dan Tortora et al. (2001) mekanisme
kerja antimikroba dapat dibedakan menjadi beberapa macam, yaitu :

1.1. Menghambat sintesis dinding sel. Antimikroba memiliki aktivitas
dalam menghambat sintesis dinding sel, yang hanya aktif pada sel yang sedang
aktif membelah. Mekanisme ini berdasarkan pada perbedaan struktur dinding sel
prokariotik yang terdiri atas peptidoglikan yang hanya ditemukan pada dinding sel
bakteri, sementara pada eukariotik tidak terdapat peptidoglikan seperti manusia,
fungi dan sebagainya.

1.2. Merubah molekul protein dan asam nukleat. Mekanisme ini
berdasarkan pada kondisi dimana suatu sel dapat hidup tergantung pada kondisi
molekul-molekul protein dan asam nukleat dalam keadaan alamiahnya. Suatu
kondisi atau substansi yang mengubah keadaan ini, yaitu terdenaturasikannya
protein dan asam-asam nukleat yang dapat merusak sel hingga tidak dapat
diperbaiki kembali. Suhu yang tinggi dan dengan konsentrasi pekat beberapa
suatu zat kimia dapat mengakibatkan koagulasi irreversible (tidak dapat kembali)

komponen-komponen selular yang vital.
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1.3. Merusak membran plasma. Mekanisme ini berdasarkan pada
kemampuan beberapa antibiotik yang berfungsi untuk merubah permeabilitas
membran plasma. Perubahan ini yang akan mengakibatkan hilangnya metabolit
penting dari dalam sel mikroba.

1.4.  Menghambat sintesis asam nukleat. Mekanisme ini berdasarkan
pada penghambatan proses transkripsi dan replikasi DNA. Rusaknya asam nukleat
(DNA atau RNA) disebabkan karna pemanasan, radiasi atau bahan kimia yang
mengakibatkan kematian pada suatu sel, karena sel tidak mampu mengadakan
replikasi maupun sistesis enzim. Bahan kimia yang dapat merusak DNA seperti
radiasi ultraviolet, radiasi pengion, alkylating agent (gugus alkil dari bahan kimia
yang bereaksi secara kovalen dengan basa purin dan atau pirimidin). Radiasi
ultraviolet akan menyebabkan cross linking diantara pirimidin dalam satu atau dua
rantai polinukleotida, dan juga membentuk pyrimidine dimmers; sedangkan sinar
pengion akan mengakibatkan pecahnya rantai nukleotida.

1.5. Menghambat sintesis metabolit esensial. Mekanisme ini didasarkan
karena adanya penghambatan secara kompetitif dari aktivitas enzimatis, dari
mikroorganisme oleh suatu senyawa yang memiliki struktur yang mirip substrat

untuk suatu enzim.

F. Uji aktivitas antibakteri

Uji aktivitas antibakteri suatu zat digunakan untuk mengetahui apakah zat
tersebut dapat membunuh atau menghambat pertumbuhan bakteri uji. Uji aktivitas
antibakteri dilakukan dengan dua metode, yaitu metode difusi dan dilusi atau
pengenceran.
1. Metode difusi

Metode difusi merupakan metode yang paling sering digunakan. Metode ini
dapat dilakukan dengan menggunakan 3 cara yaitu, metode silinder, metode
lubang/sumuran, dan metode cakram kertas. Metode lubang/sumuran ini
berdasarkan kemampuan senyawa antibakteri yang diuji untuk menghasilkan jari-
jari pada zona penghambatan yang berada di sekeliling sumur uji terhadap

antibakteri yang digunakan sebagai pengujian (Nurainy et al 2008).
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2. Metode dilusi

Metode dilusi dilakukan untuk mengetahui Konsentrasi Bunuh Minimum
(KBM). Pertumbuhan bakteri yang terhambat atau kematian suatu bakteri akibat
zat antibakteri, yang disebabkan karna penghambatan terhadap metabolisme sel
mikroba, sintesis dinding sel, permeabilitas membran sel, sintesis protein dan
sintesis asam nukleat. Secara umum bakteri Gram positif lebih rentan terhadap
antibakteri, karena memiliki lapisan peptidoglikan pada bagian luar yang
permeabel. Bakteri Gram negatif memiliki membran fosfolipid yang tersusun atas
polisakarida sehingga membuat dinding sel bakteri Gram positif impermeabel
terhadap antibakteri (Ravikumar et al 2011).

G. Siprofloksasin

Siprofloksasin merupakan salah satu antibiotik golongan kuinolon.
Antibiotik golongan kuinolon memiliki target utama pada bakteri Gram negatif
yaitu DNA girase. Kedua rantai DNA heliks harus dipisahkan agar dapat terjadi
replikasi atau transkripsi DNA. Pemisahan kedua untai tersebut akan
menyebabkan terjadinya supercoiling (pembentukan gulungan DNA) positif yang
berlebihan pada DNA tersebut (Goodman dan Gilman 2007). Siprofloksasin
mempunyai daya antibakteri yang sangat kuat terhadap E. Coli, Klebsiella,
Enterobacter, Proteus, H. Influenza, Providencia, Serratia, Salmonella, N.
Pseudomonas, N. Gonorrhoeae, B. catarrhalis dan Yersinia enterocilitica yang
merupakan bakteri Gram negatif. Pada bakteri Gram positif, aktivitas daya
antibakterinya kurang baik (Syarif, Amir dkk. 2007). Purba (2013) melaporkan
bahwa siprofloksasin memiliki aktivitas yang paling optimal terhadap
Pseudomonas aeruginosa dan Rukmono (2013) melaporkan bahwa bakteri
Pseudomonas aeruginosa masih sensitif terhadap siprofloksasin dengan nilai

sensitifitasnya sebesar 71%.
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H. Media

1. Pengertian media

Media merupakan suatu bahan yang digunakan untuk menumbuhkan
mikroorganisme dan tumbuh di dalam atau di atas suatu media. Media yang
digunakan harus steril dan pH harus sesuai dengan kebutuhan mikroba untuk
tumbuh pada suatu media. Steril artinya sebelum mikroba akan ditanami atau
ditumbuhkan dalam media tersebut, tidak mengandung mikroba lain yang tidak
diharapkan. Media terdiri atas beberapa macam menurut bentuk, sifat, dan
susunannya yang ditentukan oleh senyawa penyusun dari media itu sendiri,
prosentase campuran, dan tujuan penggunaan. Media dapat juga digunakan untuk
isolasi, identifikasi maupun diferensiasi (Suriawiria 2005).
2. Macam-macam bentuk media

Media memiliki tiga bentuk yaitu media padat, cair, dan semi padat. Media
padat jika dalam suatu media ditambahkan antara 12-15 gram tepung agar-agar
per 1000 ml media. Tepung agar-agar yang ditambahkan tergantung pada jenis
dan kelompok mikroba yang ditambahkan ke dalam media tersebut. Media padat
umumnya digunakan untuk bakteri, ragi, jamur, dan mikroalga. Media cair (liquud
media) digunakan sebagai pembiakan organisme dalam jumlah yang besar,
fermentasi dan berbagai uji. Media ini tidak dapat ditambahkan zat pemadat,
media cair digunakan untuk perbaikan pada mikroalga terutama bakteri dan ragi.
Media semi cair atau semi padat digunakan untuk menguji ada atau tidaknya
motilitas dan kemampuan fermentasi. Media ini juga digunakan untuk
pertumbuhan mikroba yang banyak memerlukan kandungan air dan hidup secara
aerobik atau fakultatif (Suriawiria 1985).
3. Jenis-jenis media pertumbuhan bakteri

3.1. Media sintetik. Media ini digunakan untuk menumbuhkan bakteri yang
bersifat kemoheterotrof. Secara mikrobiologis pengujian pada kadar vitamin,
media yang digunakan mengandung faktor pertumbuhan yang dibutuhkan oleh
suatu bakteri kecuali vitamin yang diuji. Pertumbuhan bakteri sebanding dengan

kadar asam laktat yang dihasilkan oleh bakteri, yang akan sebanding dengan
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jumlah vitamin dalam bahan uji. Organisme yang banyak menumbuhkan faktor
pertumbuhan disebut fastidious, misalnya Lactobacilllus (Radji 2011).

3.2. Media kompleks. Media ini mengandung nutrisi yang tinggi, yang
terdiri atas ekstrak ragi, ekstrak daging, tumbuhan, ataupun protein dari sumber
lain. Ekstrak daging atau ragi merupakan sumber nutrisi yang digunakan untuk
pertumbuhan bakteri seperti vitamin, mineral, dan bahan organik. Nutrient broth
adalah media kompleks yang berbentuk cairan, sedangkan nutrient agar adalah
media kompleks yang ditambahkan media agar (Radji 2011).

3.3. Media selektif dan diferensial. Media ini digunakan untuk mendeteksi
ada atau tidaknya bakteri spesifik yang berhubungan dengan penyakit atau sanitasi
yang buruk. Media selektif digunakan untuk menekan pertumbuhan bakteri yang
tidak diharapkan, seperti Bismuth Sulfite Agar yang digunakan untuk mengisolasi
bakteri Salmonella typi pada tinja, media Salmonella Shigella Agar untuk
mengisolasi bakteri Pseudomonas aeruginosa. Media diferensiasi digunakan
untuk memudahkan membedakan koloni bakteri yang diharapkan dari koloni lain
yang tumbuh pada lempeng media yang sama (Radji 2011).

3.4. Media pengayaan. Media ini dalam bentuk media cair yang digunakan
untuk pengayaan biakan dan media yang hampir sama dengan media selektif,
tetapi dirancang untuk memperbanyak tipe bakteri yang diharapkan. Tahap
pengayaan merupakan suatu upaya yang digunakan untuk menumbuhkan bakteri
dalam beberapa kali pemindahan ke media yang baru. Ketika biakan pengayaan
terakhir disebarkan di atas media padat yang mengandung komposisi yang sama
dengan media cair, hanya koloni yang mampu menggunakan fenol untuk bertahan
menumbuhkan bakteri (Radji 2011).

3.5. Media biakan khusus. Media ini digunakan untuk menentukan tipe
pertumbuhan mikroba dan kemampuannya dalam mengadakan perubahan kimia
tertentu. Bakteri aerob membutuhkan O, dengan konsentrasi lebih tinggi ataupun
lebih rendah dibandingkan konsentrasi CO, di udara (Radji 2011).

3.6. Media anaerob. Media ini digunakan untuk bakteri anaerob yang
ditanam pada media spesial yang disebut dengan reducing media yang

menggunakan natrium tioglikolat. Media ini sebelum digunakan dipanaskan



20

terlebih dahulu secara perlahan untuk menghilangkan oksigen yang terserap
didalam media. Bejana anaerob digunakan untuk menginkubasi bakteri anaerob

yang diinokulasi dalam media agar di dalam cawan petri (Radji 2011).

I. Sterilisasi

Sterilisasi merupakan suatu usaha untuk membebaskan alat atau bahan yang
akan digunakan dari segala bentuk kontaminasi mikroba. Proses sterilisasi alat
dan medium pada saat akan praktikum atau penanganan sampel mikroba sangat
dibutuhkan. Apabila proses sterilisasi tidak diterapkan maka hasil yang diperoleh
tidak akan maksimal dan akan meinmbulkan berbagai kontaminasi baik itu dari
alat maupun media tumbuh mikroba (Dwidjoeseputro 1994).

Cara sterilisasi umumnya dilakukan dengan cara fisik, kimia, dan mekanik.
Cara fisik adalah sterilisasi dengan menggunakan pemanasan basah dan kering,
penggunaan sinar bergelombang pendek seperti sinar-X, sinar a, sinar gamma dan
sinar UV. Cara kimia adalah sterilisasi dengan penggunaan desinfektan, larutan
alkohol, larutan formalin. Cara mekanik adalah sterilisasi dengan penggunaan
saringan atau filter untuk bahan yang akan mengalami perubahan atau penguraian

akibat pemanasan tinggi atau bahan dengan tekanan tinggi (Darmandi 2008).

J. Landasan Teori

Pseudomonas aeruginosa menginfeksi darah, kulit, telinga, mata, dan
saluran kemih, pada luka bakar akan menyerang darahnya dan akan menghasilkan
nanah. Penyakit serius yang ditimbulkan dari bakteri ini adalah cytic fibrosis pada
saluran pernafasan. Pseudomonas aeruginosa sering menginfeksi luka bakar yang
serius pada pasien (Mudihardi et al. 2005). Pengobatan infeksi yang disebabkan
karena suatu bakteri dapat menggunakan antibiotik. Penggunaan antibiotik saat ini
banyak menimbulkan masalah yaitu berupa resistensi. Berdasarkan penelitian
yang telah dilakukan, diketahui bahwa beberapa jenis bakteri patogen seperti
Pseudomonas sp, Klebsiella sp, Escherichia coli, Staphylococcus epidermis dan
Staphylococcus aureus yang memiliki resistensi tertinggi terhadap ampisilin,

amoksilin, penisilin, tertrasiklin dan kloramfenikol. Resistensi suatu antibiotik
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mendorong untuk melakukan penemuan terhadap anti infeksi baru dengan
menggunakan tanaman (Refdanita et al. 2004).

Rumput teki (Cyperus rotundus L.) merupakan tanaman serbaguna, yang
banyak digunakan dalam berbagai pengobatan tradisional di seluruh dunia seperti
mengobati penyakit kejang perut, luka, bisul dan lecet. Sejumlah aktivitas
farmakologi dan biologi termasuk anti-Candida, antiinflamasi, antidiabetes,
antidiare, sitoprotektif, antimutagenik, antimikroba, antibakteri, antioksidan,
sitotoksik dan apoptosis, analgetik, dan antipiretik (Lawal 2009) serta pengurang
rasa nyeri pada mencit (Puspitasari 2003).

Penelitian yang dilakukan oleh Ahmed et. al (2015) ekstrak etanol rumput
teki (Cyperus rotundus L.) (whole plants) memiliki daya hambat pertumbuhan
bakteri Pseudomonas aeruginosa. Ekstrak etanol rumput teki (Cyperus rotundus
L.) memiliki daya hambat terhadap Pseudomonas aeruginosa dilakukan dengan
metode difusi dalam konsentrasi 100 mg/ml, 50 mg/ml, 25 mg/ml, dan 12,5
mg/ml dengan daya hambat 20 mm, 19 mm, 18 mm, dan 16 mm.

Penelitian lain membuktikan bahwa ekstrak metanol, ekstrak n-heksan, dan
ekstrak etil asetat akar rumput teki memiliki aktivitas antibakteri yang
berpengaruh dalam menghambat pertumbuhan Staphylococcus aereus, dengan
menggunakan metode Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang terdiri dari 4
perlakuan yang diulang sebanyak 6 kali sehingga diperoleh 24 satuan percobaan.
Adapun 4 perlakuan yang digunakan PO = kontrol (menggunakan penicilin), P1 =
ekstrak metanol akar rumput teki 10%, P2 = ekstrak n-heksan akar rumput teki
10%, dan P3 = ekstrak etil asetat akar rumput teki 10%. Rata-rata diameter zona
hambat pada kontrol (PO) = 25,67 mm (sangat kuat), ekstrak metanol (P1) = 36,67
mm (sangat kuat), ekstrak n-heksan (P2) = 34,33 mm (sangat kuat), dan ekstrak
etil asetat (P3) = 10,83 mm (kuat). Dari penelitian tersebut, jenis pelarut dari
ekstrak rumput teki yang memberikan aktivitas penghambatan paling baik
terhadap pertumbuhan Staphylococcus aereus yaitu ekstrak metanol (pelarut
polar) dan ekstrak n-heksan (pelarut non polar) (Rohimah 2016).

Pengambilan ekstrak rumput teki (Cyperus rotundus L) menggunakan

metode maserasi yang merupakan penyarian cara sederhana dengan cara
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merendam serbuk simplisia ke dalam cairan penyari. Metode maserasi merupakan
metode yang murah dan mudah dilakukan. Etanol 96% digunakan sebagai cairan
penyari. Etanol merupakan pelarut universal yang digunakan untuk ekstraksi
pendahuluan (Harborne 1987). Etanol dapat melarutkan alkaloid basa, minyak
menguap, glikosida, kurkumin, kumarin, antrakuinon, flavonoid, steroid, damar,
klorofil, lemak, malam, tannin, dan saponin hanya sedikit yang larut (Depkes
1986). Ekstrak etanol yang diperoleh, kemudian dilakukan fraksinasi.

Fraksinasi menggunakan pelarut n-heksan, etil asetat, dan air. Senyawa
yang dapat larut oleh n-heksan adalah senyawa-senyawa yang bersifat nonpolar
seperti lemak, steroid, triterpenoid, sterol, alkaloid, dan fenil propanoid (Depkes
1987). Etil asetat dapat melarutkan senyawa alkaloid, flavonoid, polifenol
(Harborne 1987). Senyawa yang dapat larut dalam pelarut air adalah senyawa

flavonoid, saponin, dan tanin (Depkes 1986).

K. Hipotesis

Berdasarkan dari permasalahan yang ada, disusun hipotesis dalam penelitian
ini yaitu :

Pertama, ekstrak, fraksi n-heksan, etil asetat dan air dari rumput teki
(Cyperus rotundus L.) memiliki aktivitas antibakteri terhadap Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

Kedua, dari ketiga fraksi dari ekstrak rumput teki (Cyperus rotundus L.)
yang mempunyai aktivitas teraktif dalam menghambat Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 adalah fraksi n-heksana.

Ketiga, fraksi teraktif dapat diperoleh nilai konsentrasi KHM (Konsentrasi

Bunuh Minimum) dan (Konsentrasi Bunuh Minimum).
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A. Populasi dan Sampel

Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah rumput teki yang
diperolah dari kabupaten Magetan, Jawa Tengah.

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah rumput teki pada
seluruh bagiannya yang meliputi rimpang, umbi, batang, dan daun. Diperoleh dari
tanaman yang masih segar berwarna hijau dan tidak layu atau kering serta
terbebas dari hama dan penyakit pada saat musim hujan dan tidak terlalu panas.
Pengambilan rumput teki dari kecamatan Sarangan kabupaten Magetan, Jawa
Tengah pada Juli 2018.

B. Variabel Penelitian
1. ldentifikasi variabel utama

Variabel utama dalam penelitian ini adalah ekstrak etanol dan fraksi n-
heksan, etil asetat, dan air dari rumput teki.

Variabel utama kedua dalam penelitian ini adalah aktivitas antibakteri dari
ekstrak etanol serta fraksi n-heksan, etil asetat, dan air dari rumput teki yang
memiliki aktivitas antibakteri terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

2. Klasifikasi variabel utama

Variabel utama yang telah diidentifikasi dapat diklasifikasikan ke dalam
berbagai macam variabel yaitu variabel bebas, variabel terkendali, dan variabel
tergantung.

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah variabel yang bisa diubah-ubah
untuk mengetahui pengaruhnya terhadap variabel yang diteliti. Variabel bebas
dalam penelitian ini adalah dengan berbagai variasi konsentrasi dari ekstrak, fraksi
n-heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi air dari rumput teki.

Variabel terkendali adalah variabel yang dapat mempengaruhi variabel
tergantung, sehingga perlu dinetralisir atau ditetapkan kualifikasinya, hasil yang

didapatkan tidak menyebar dan dapat dilakukan peneliti lain secara tepat. Variabel
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tergatung dalam penelitian ini adalah variabel yang diukur untuk mengetahui
besarnya efek atau pengaruh terhadap variabel lain.

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah bakteri uji Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, kondisi laboratorium (meliputi: kondisi inkas, alat dan
bahan yang digunakan harus steril), media yang digunakan dalam penelitian,
kondisi peneliti, pemilihan rumput, dan metode ekstraksi.

Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah pertumbuhan Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 yang dipengaruhi oleh ekstrak etanol, fraksi n-heksana,
fraksi etil asetat, dan fraksi air dari rumput teki.

3. Definisi operasional variabel utama

Pertama, rumput teki adalah rumput teki yang masih segar berwarna hijau
dan tidak layu atau kering serta terbebas dari hama dan penyakit yang diambil dari
lapangan hijau Mojosongo, Surakarta, Jawa Tengah.

Kedua, serbuk rumput teki adalah diperoleh dari rumput teki yang sudah
dicuci bersih dengan air mengalir dimaksudkan agar kotoran yang menempel
dapat hilang, kemudian dipotong kecil-kecil dan dikeringkan dengan oven suhu
50°C, selanjutnya dihaluskan dengan blender dan diayak dengan pengayak nomor
60.

Ketiga, ekstrak rumput teki adalah hasil ekstraksi serbuk rumput teki dengan
cara maserasi menggunakan pelarut etanol 96% lalu dipekatkan dengan
evaporator.

Keempat, fraksi n-heksan adalah ekstrak rumput teki yang ditambah pelarut
air kemudian difraksinasikan dengan pelarut n-heksan.

Kelima, fraksi etil asetat adalah residu dari fraksi n-heksan rumput teki
difraksinasikan dengan pelarut etil asetat.

Keenam, fraksi air dari rumput teki adalah residu dari hasil fraksinasi fraksi
etil asetat.

Ketujuh, bakteri uji adalah bakteri yang akan digunakan dalam penelitian ini
yaitu Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 yang diperoleh dari Laboratorium

Mikrobiologi Farmasi Universitas Setia Budi, Surakarta.
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Kedelapan, dalam penelitian ini metode difusi dan dilusi digunakan untuk
uji aktivitas antibakteri. Metode difusi dilakukan dengan cara sumuran dengan
berbagai konsentrasi yaitu 10%, 5%, 2,5%, kontrol positif (+), dan kontrol negatif
(-) kemudian dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali

Metode dilusi menggunakan 1 deretan tabung reaksi steril dengan berbagai
konsentrasi yaitu 100 mg/ml; 50 mg/ml; 25 mg/ml; 12,5 mg/ml; 6,25 mg/ml;
3,125 mg/ml; 1,563 mg/ml; kontrol positif (+); kontrol negatif (-).

Kesembilan, Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) adalah konsentrasi
terendah sediaan yang dapat menghambat bakteri melihat kekeruhan medium
dalam tabung. Konsentrasi Bunuh Maksimum (KBM) adalah konsentrasi terendah
sediaan yang dapat membunuh bakteri dengan melihat bakteri pada medium pada

goresan dalam cawan petri.

C. Alat dan Bahan

1. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah jarum ose steril, tabung
reaksi steril, rak tabung reaksi, blender, oven, moisture balance, ayakan,
piknomete, botol maserasi, cawan petri steril, autoklaf, timbangan analisa, inkas,
kapas lidi steril, corong kaca, kertas saring, inkubator, rotary evaporator, obyek
glass, Boor Prof, mikroskop, cawan porselin, autovortex, alat destilasi.
2. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah rumput teki, etanol 96%,
NaCl Fisiologis, n-heksan, etil asetat, aquadestillata, Mc Farland 0,5,
siprofloksasin, asam asetat, asam sulfat pekat, Mg, asam klorida, amil alkohol,
larutan dragendrof, larutan mayer, FeCls, silika Gel GFs4, N-butanol, sitroborat,
asam formiat, toluen, kloroform, metanol, anisaldehid, larutan dapar fosfat, media
(PSA, MHA, SIM, KIA, LIA, dan Citrat), tween 5%.
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D. Jalannya Penelitian

1. Determinasi tanaman

Tahapan pertama penelitian ini adalah dengan melakukan identifikasi
tanaman rumput teki bertujuan untuk memastikan ciri makroskopis dan
mikroskopis sesuai dengan literatur. Identifikasi tanaman dilakukan dibagian
Biologi Farmasi, Fakultas Farmasi Universitas Sebelas Maret.
2. Penyiapan serbuk rumput teki

Pembuatan serbuk rumput teki dilakukan dengan cara rumput teki dicuci
bersih dengan air mengalir dimaksudkan agar kotoran yang menempel dapat
hilang, kemudian dipotong kecil-kecil dan dikeringkan dengan oven suhu 50°C,
selanjutnya dihaluskan dengan blender dan diayak dengan pengayak nomor 60.
3. Penetapan susut pengeringan serbuk rumput teki

Penetapan susut pengeringan dilakukan pada serbuk rumput teki dengan
cara menimbang serbuk rumput teki sebanyak 2 gram, kemudian dilakukan
pengukuran dengan menggunakan alat Moisture Balance pada suhu 105 C sampai
diperoleh bobot konstan. Kemudian hasil pengeringan serbuk dan ekstrak rumput
teki ditimbang dan dihitung susut pengeringannya (Depkes 1995).
4. Penetapan bobot jenis ekstrak rumput teki

Bobot jenis diukur menggunakan piknometer bersih, kering dan telah
dikalibrasi dengan menetapkan bobot piknometer dan bobot air pada suhu 25°C.
Bobot jenis ekstrak ditentukan terhadap hasil yang diperoleh dengan membagi
bobot ekstrak dengan bobot air, dalam piknometer pada suhu 25C.
5. Penetapan kadar air serbuk rumput teki

Penetapan kadar air dilakukan dengan cara destilasi toluena. Toluena yang
digunakan dijenuhkan dengan air terlebih dahulu, setelah itu dikocok dan
didiamkan, kedua lapisan air dan toluena akan memisah kemudian air dibuang.
Sebanyak 10 gram ekstrak ditimbang dengan seksama dimasukkan kedalam labu
alas bulat dan ditambahkan toluena yang telah dijenuhkan dengan air. Labu
dipanaskan dengan hati-hati, setelah toluena mulai mendidih, penyulingan diatur 2
tetes/detik, lalu 4 tetes/detik. Setelah semua toluena mendidih, dilanjutkan

pemanasan selama 5 menit. Kemudian, dibiarkan hingga dingin sampai



27

temperatur kamar. Setelah lapisan air dan toluena memisah sempurna, volume air
dibaca dan dihitung kadar air dalam persen terhadap berat ekstrak semula
(Saifuddin, Rahayu, & Teruna 2011).
6. Pembuatan ekstrak rumput teki

Serbuk rumput teki dilakukan maserasi dengan perbandingan 1 bagian
simplisia dimasukkan dalam 10 bagian cairan penyari (1:10). Serbuk rumput teki
ditimbang sebanyak 500 gram ditambahkan etanol 96% sebanyak 5 liter.
Kemudian maserasi dilakukan dengan cara didiamkan selama 5 hari sambil
sesekali digojog dalam keadaan tertutup, dengan menggunakan wadah gelap dan
terhindar dari cahaya. Hasil maserat kemudian dipekatkan dengan Rotary
evaporator pada suhu 40°C, sampai didapatkan ekstrak yang pekat. Kemudian
dilakukan penetapan persen randemen, diperoleh dengan cara menimbang hasil
ekstrak pekat, kemudian hasil ekstrak dibagi dengan berat serbuk, kemudian
dikalikan 100%.
7. Uji bebas etanol

Ekstrak yang telah pekat dilakukan uji esterifikasi apakah sudah bebas
etanol atau belum yaitu dengan cara ekstrak ditambah asam asetat dan asam sulfat
pekat kemudian dipanaskan, uji positif bebas etanol jika tidak terbantuk bau eter
yang khas dari etanol. Tujuan dilakukan uji bebas etanol agar pada ekstrak tidak
terdapat etanol yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri.
8. Fraksinasi dari ekstrak rumput teki

Fraksinasi n-heksana, etil asetat dan air dilakukan pembuatan dengan cara
diambil ekstrak yang sudah didapatkan dimasukkan ke dalam corong pisah
kemudian difraksinasikan dengan n-heksana. Fraksinasi n-heksana ditambah
pelarut air kemudian difraksinasikan dengan 75 ml pelarut n-heksan dilakukan
sebanyak tiga kali. Sari yang didapat dipekatkan dengan rotary evaporator pada
suhu 40°C, hasil fraksinasi ini disebut fraksi n-heksana.

Residu fraksinasi n-heksana kemudian ditambah dengan 75 ml pelarut etil
asetat. Fraksinasi etil asetat sebanyak tiga kali. Sari yang didapat dipekatkan
dengan rotary evaporator pada suhu 40°C, hasil fraksinasi ini disebut fraksi etil

asetat.
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Residu hasil etil asetat kemudian dipekatkan dengan cara diuapkan di atas
water bath, hasil fraksinasi ini disebut fraksi air.

9. Identifikasi kandungan senyawa kimia serbuk, ekstrak dan fraksi
rumput teki

Identifikasi kandungan kimia dimaksudkan untuk mengetahui kandungan
kimia yang terdapat dalam rumput teki. ldentifikasi senyawa flavonoid, alkaloid,
triterpenoid, tanin dan saponin dibuktikan di Laboratorium Fitokimia Fakultas
Farmasi Universitas Setia Budi.

7.1. ldentifikasi flavonoid. Serbuk, ekstrak, dan fraksi dari rumput teki
ditimbang sebanyak 1 gram kemudian ditambah dengan serbuk Mg, 0,2 ml HCL
pekat, dan beberapa tetes amil alkohol. Larutan dikocok dan dibiarkan memisah.
Reaksi dikatakan positif jika dibandingkan dengan larutan standart yang jernih
akan menunjukkan adanya warna merah/jingga/kuning pada amil alkohol (Yunita
2009).

7.2. ldentifikasi alkaloid. Serbuk, ekstrak, dan fraksi dari rumput teki
ditimbang sebanyak 2 gram kemudian ditambah dengan 5 ml larutan amoniak dan
5 ml kloroform, setelah itu dicampur dan dipanaskan, dikocok, dan disaring.
Asam sulfat 2N ditambahkan pada filtrat kemudian dikocok. Kemudian bagian
atas dari filtrat diuji dengan pereaksi reagent Mayer dan Dragendroff. Hasil
positif ditandai dengan adanya endapan putih kekuningan. Hasil positif ditandai
dengan adanya keruhan atau endapan coklat (Yunita 2009).

7.3. ldentifikasi tanin. Serbuk, ekstrak, dan fraksi dari rumput teki
ditimbang sebanyak 50 mg dan dilarutkan dalam 10 ml air panas, kemudian
disaring dan filtrat pada tabung reaksi ditambah besi (I11) klorida 1%, reaksi
positif jika menunjukkan dengan terbentuknya warna coklat dan biru kehitaman
(Densita 2015).

7.4. ldentifikasi saponin. Serbuk, ekstrak, dan fraksi dari rumput teki
dimasukkan kedalam tabung reaksi yang telah berisikan aquadest 10 ml,
kemudian dikocok dan ditambahkan satu tetes larutan asam klorida 2 N dan
didiamkan. Hasil positif ditandai dengan terbentuknya busa yang stabil dengan

ketinggian 1-3 cm selama 30 detik (Novitasari dan Putri 2016).
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7.5. ldentifikasi steroid/Triterpenoid. Serbuk, ekstrak, dan fraksi dari
rumput teki sebanyak 5 mL filtrat diuapkan dalam cawan penguap. Kemudian
residu ditambahkan beberapa tetes pereaksi Lieberman-Buchardat yang berisi
anhidrad asetat dan asam sulfat pekat (2:1). Hasil potisif menunjukkan steroid
dengan terbentuknya warna biru sampai hijau. Terbentuk warna merah sampai
ungu menunjukkan positif triterpenoid (Jones dan Kinghorn 2006; Evans 2009).
10. Sterilisasi

Seluruh alat yang digunakan pada penelitian dicuci bersih, kemudian
disterilisasi di dalam autoclave selama 15 menit pada tekanan 121°C dengan
tekanan 1,5 atm. Pengujian sterilisasi ini bertujuan untuk menghindarkan alat-alat
yang digunakan agar tidak terkontaminasi oleh mikroorganisme lain yang tidak
diinginkan.

11. Pembuatan suspensi bakteri uji

Pembiakan agar miring bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
diambil sebanyak 1-2 Ose, kemudian diratakan pada media padat PSA secara zig-
zag pada cawan petri besar dengan membentuk kuadran dan di inkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam untuk mendapatkan koloni tunggal. Setelah itu koloni tunggal
diambil dan diratakan dengan membentuk baris-baris pada cawan petri kecil.
Kemudian diambil satu baris bakteri menggunakan Ose lalu dimasukkan ke dalam
tabung reaksi yang berisi 10 ml larutan dapar fosfat dan dihomogenkan. Setelah
itu dibandingkan kekeruhannya dengan MacFarland yang dianggap setara dengan
0,5x10°CFU/mlI selanjutnya digunakan untuk identifikasi uji bakteri.

12. Identifikasi bakteri uji Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

12.1. ldentifikasi bakteri dengan cawan gores. Suspensi bakteri
diinokulasi pada medium PSA (Pseudomonas Selective Agar), kemudian
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Hasil pengujian ditunjukkan dengan
koloni berwarna hijau.

12.2. Identifikasi pewarnaan. Pewarnaan Gram Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853. Koloni bakteri diambil menggunakan Ose steril, digoreskan pada
obyek glass setipis mungkin. Setelah itu obyek glass dipanaskan dengan nyala api

spiritus (jarak = 20 cm) sampai preparat kering, yang berfungsi untuk mematikan
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bakteri dan melekatkan sel bakteri pada obyek glass tanpa merusak struktur
selnya. Preparat ditunggu selama 5 menit, kemudian dikeringkan, dan preparat
siap untuk dicat. Preparat digenangi dengan cara Gram A selama 1-3 menit, cat
dibuang tanpa dicuci dengan air. Setelah itu preparat digenangi menggunakan cat
Gram B selama 0,5-1 menit, cat dibuang dan preparat dicuci dengan air, kemudian
ditetesi menggunakan cat Gram C sampai warna cat luntur. Penggenangan lagi
dilakukan menggunakan cat Gram D selama 1-2 menit, preparat dicuci, dan
dikeringkan dalam udara kamar dengan posisi miring, kemudian diperiksa di
bawah mikroskop dengan pembesaran kuat ditambah dengan minyak imersi.

12.3. Uji biokimia. Identifikasi berdasarkan uji biokimia, medium yang
digunakan yaitu SIM, KIA, LIA, dan Citrat. Media SIM (Sulfida Indol Moatility)
untuk mengetahui terbentuknya sulfida, indol dan maotilitas bakteri. Media KIA
(Kliger Iron Agar) untuk uji fermentasi karbohidrat (glukosa, laktosa) dan sulfide.
Media LIA (Lysine Iron Agar) untuk menguji diaminasi lisin dan media Citrat
untuk mengetahui kemampuan bakteri menggunakan citrat sebagai sumber karbon
tunggal. Bakteri uji diinokulasi secara goresan dan tusukan pada media KIA dan
LIA, goresan pada media citrat, tusukan pada media SIM, kemudian diinokulasi
pada suhu 37°C selama 18-24 jam.

Tabel 1. Uji biokimia identifikasi SIM, KIA LIA, dan Citrat

Media Bentuk Keadaan Warna Cara inokulasi
SIM Semi solid Tegak Kuning muda Tusukan
KIA Padat Miring Merah Tusukan dan gores
LIA Padat Miring Ungu Tusukan dan gores
Citrat Padat Miring Hijau Goresan

13. Uji aktivitas antibakteri rumput teki dengan metode difusi dan dilusi

Ekstrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi air yang sudah
didapatkan diujikan secara mikrobiologis dengan bakteri uji Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Pengujian aktivitas antibakteri dalam penelitian ini
menggunakan metode difusi dan dilusi. Metode difusi digunakan untuk
mengetahui pengukuran diameter daerah hambatan dari zat teraktif, sedangkan
metode dilusi digunakan untuk penentuan KHM (Konsentrasi Hambat Minimal)
dan KBM (Konsentrasi Bunuh Minimal).
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Metode difusi yaitu diambil suspensi bakteri dengan kapas lidi steril
kemudian diratakan pada media MHA dan didiamkan selama 5 menit dalam
keadaan steril. Kemudian dibuat lubang sumuran pada media MHA dengan Boor
Prof dan dimasukkan hasil fraksinasi kedalam lubang sumuran sebanyak 50 pl
pada masing-masing konsentrasi yaitu 10%, 5%, 2,5%, kontrol positif (+)
siprofloksasin, dan kontrol negatif (-) tween 5%, ekstrak dan fraksi teraktif serta
diberi label pada masing-masing lubang. Kemudian dilakukan pengulangan
sebanyak tiga kali. Lalu cawan agar diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Lalu diamati ada tidaknya pertumbuhan bakteri sebagai zona hambat.

Metode dilusi menggunakan 1 deretan tabung reaksi steril dengan berbagai
konsentrasi larutan stok yaitu 10%; 5%; 2,5%; 1,25%; 0,625%, kontrol positif (+)
suspensi bakteri; kontrol negatif (-) ekstrak etanol dan fraksi teraktif. Larutan 1 ml
larutan NaCl Fisiologis pada tabung 2 sampai 5, secara aseptik ke dalam tabung 1
ditambahkan 2 ml larutan stok fraksi teraktif ke dalam tabung reaksi. Kemudian
dari tabung 1 dipipet 1 ml dan dimasukkan kedalam tabung kedua, dari tabung
kedua diambil 1 ml dimasukkan kedalam tabung ketiga, dan begitu seterusnya
sampai tabung kelima. Pada tabung kelima diambil 1 ml kemudian dibuang.
Setelah itu dimasukkan suspensi bakteri dalam tabung pertama hingga tabung
kelima. Dimasukkan kontrol negatif berisi 2 ml fraksi teraktif ke dalam tabung
reaksi steril dan kontrol positif berisi 2 ml suspensi bakteri, lalu diamati
kekeruhannya. Lakukan hal yang sama untuk untuk ekstrak etanol. Kemudian
ditentukan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dengan menggoreskan larutan
dari sejumlah tabung yang hasilnya jernih pada media PSA, kemudian diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam dan diamati ada tidaknya pertumbuhan bakteri
sebagai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM). Konsentrasi Bunuh Minimum
(KBM) ditentukan dari goresan bakteri yang sudah tidak terdapat pertumbuhan
bakteri.

E. Analisis data
Data hasil penelitian efek ekstrak dan fraksi dari rumput teki (Cyperus

rotundus L.) pada Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dianalisis dengan
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menggunakan program SPSS 16.0, untuk melihat apakah ada perbedaan
efektivitas bermakna dari masing-masing konsentrasi yang dianalisis secara
statistik menggunakan metode Kolmogorov-Smirnov. Kemudian hasil yang
diperoleh apabila terdistribusi normal (p > 0,05) dilanjutkan dengan metode
ANOVA dua jalan dengan taraf kepercayaan 95%. Lanjutkan dengan uji Tukey
untuk mengetahui konsentrasi mana yang memiliki pengaruh sama atau berbeda
antara satu dengan yang lainnya. Hasilnya jika tidak terdistribusi normal (p <
0,05) maka dilanjutkan uji Kruskal-Wallis dan dilanjutkan uji Mann-Whitney
untuk mengetahui konsentrasi mana yang memiliki pengaruh sama atau berbeda
antara satu dengan yang lainnya. Jika hasilnya tidak terdistribusi normal (p <
0,05) maka dilakukan uji Kruskal-Wallis dan dilanjutkan uji Mann-Whitney jika
Ho ditolak atau (p > 0,05).
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Rumput teki

- Dicuci
- Dioven 50°C selama 24 jam

- Diblender dan diayak dengan ayakan nomor 40

Serbuk rumput teki

l - Dimaserasi dengan etanol 70%

Ekstrak rumput teki

- Dipekatkan dengan evaporator pada suhu 40°C
v

Ekstrak rumput teki

- Ditambahkan n-heksan 75 ml diulangi 3x

l l

Fraksi n-heksan Residu
- Dipekatkan dengan evaporator - Ditambahkan etil asetat 75
pada suhu 40°C ml diulangi 3x
! !
Fraksi etil asetat Fraksi air

- Dipekatkan dengan -
Dipekatkan
evaporator pada suhu 40°C diatas

water bath

Uji aktivitas antibakteri terhadap aktivitas Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Gambar 2. Bagan kerja pembuatan ekstrak dan fraksi rumput teki (Cyperus rotundus L.)
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- Biakan agar miring Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

- Diambil 1-2 Ose, diratakan

secara zig-zag pada media PSA - Diinkubasi pada
dalam cawan petri besar suhu 37°C selama
24 jam
v

Diambil koloni tunggal, diratakan dengan
membentuk baris-baris pada cawan petri kecil

<
«

_ l
|

- Diambil satu baris koloni,

dimasukkan ke dalam tabung
reaksi yang berisi 10 ml NaCl
Fisiologi dan dihomogenkan

— Dengan autovortex

\ 4

Dibandingkan kekeruhannya Uji identifikasi bakteri terhadap
dengan I\élacFarIand > aktivitas Pseudomonas
0,5x10°CFU/ml aeruginosa ATCC 27853

Gambar 3. Pembuatan suspensi antibakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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- Diambil suspensi bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853 dengan kapas lidi steril

Ll
'l

- Diratakan pada media MHA

didiamkan selama 5 menit

Dibuat lubang sumuran dengan @ @
boor prop, masukkan @

larutan uji dan di inkubasi pada —»

suhu 37°C selama 24 jam @ @

(ulangi sebanyak 3x)

Diukur diameter hambat yang terbentuk

Keterangan : - A = ekstrak (10%, 5%, 2,5%)
- B = fraksi n-heksana (10%, 5%, 2,5%)
- C = fraksi etil asetat (10%, 5%, 2,5%)
- D = fraksi air (10%, 5%, 2,5%)
- E = kontrol negatif (tween 5%, n-heksana, etil asetat, air)

- F = kontrol positif (siprofloksasin)

Gambar 4. Skema uji antibakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 secara difusi
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tidaknya pertumbuhan bakteri Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853
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Gambar 5. Skema uji antibakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 secara dilusi



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Determinasi tanaman rumput teki

Tahapan pertama penelitian ini adalah dengan melakukan determinasi
tanaman rumput teki yang bertujuan untuk mencocokkan morfologi rumput teki
sesuai dengan literatur. Determinasi tanaman dilakukan dibagian Biologi Farmasi,
Fakultas MIPA Universitas Sebelas Maret.

Berdasarkan hasil determinasi dinyatakan bahwa benar tanaman yang
digunakan dalam penelitian ini adalah benar-benar rumput teki (Cyperus rotundus
L.). Hasil determinasi yang dilakukan dapat dilihat pada lampiran 1.

2. Pembuatan serbuk rumput teki

Rumput teki yang telah dikeringkan dengan oven, dihitung bobot kering

terhadap bobot basah dapat dilihat pada tabel 2. Hasil perhitungan bobot kering

terhadap bobot basah rumput teki dapat dilihat pada lampiran 14.
Tabel 2. Presentase bobot kering terhadap bobot basah rumput teki

Bobot basah Bobot kering Prosentase

6850 gram 1700 gram 24,82 %

Hasil dari bobot basah rumput teki 6850 gram, diperoleh bobot kering
rumput teki 1700 gram dan diperoleh prosentase randemen 24,81 % b/b. Rumput
teki segar dan kering dapat dilihat pada lampiran 2.

3. Penetapan susut pengeringan dan kadar air serbuk dan ekstrak rumput
teki

Hasil penetapan susut pengeringan dilakukan sebanyak tiga kali replikasi
menggunakan alat Moisture Balance. Penetapan susut pengeringan adalah
pengukuran sisa zat setelah pengeringan yang dinyatakan dalam nilai persen atau
sampai berat konstan. Dalam hal khusus (jika bahan tidak mengandung minyak
menguap dan sisa pelarut organik menguap) identik dengan kadar air, yaitu
kandungan air karena berada di atmosfer atau lingkungan udara terbuka.
Penetapan kadar air dilakukan dengan cara destilasi menggunakan alat Sterling
Bidwell.

37
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Tujuan dari penetapan kadar air adalah untuk mengetahui batasan maksimal
tentang besarnya kandungan air didalam bahan, untuk mencegah terjadinya
pembusukan yang disebabkan oleh jamur, bakteri, dan mencegah perubahan
kimiawi yang menurunkan mutu serbuk dan ekstrak. Hasil penetapan susut

pengeringan dan penetapan kadar air serbuk dapat dilihat pada lampiran 5.

Tabel 3. Hasil penetapan susut pengeringan serbuk rumput teki

No Bobot awal (g) Susut pengeringan (%)
1 2 7,1
2 2 7,6
3 2 8,1
Rata-rata 7,6

Hasil rata-rata penetapan susut pengeringan serbuk rumput teki adalah
7,6%. Nilai ini menyatakan jumlah maksimal senyawa yang mudah menguap atau
hilang pada proses pengeringan. Nilai susut pengeringan pada hal ini khusus
identik dengan kadar air dan sisa pelarut organik yang menguap. Artinya rumput
teki sudah memenuhi syarat pengeringan simplisia karena kurang dari 10% untuk
mencegah terjadinya pembusukan yang disebabkan oleh mikroorganisme dan
mencegah perubahan kimiawi yang menurunkan mutu serbuk. Hasil perhitungan

penetapan susut pengeringan dapat dilihat pada lampiran 16.

Tabel 4. Hasil penetapan susut pengeringan ekstrak rumput teki

No Bobot awal (g) Susut pengeringan (% )

1 5 14,5

Hasil rata-rata penetapan susut pengeringan serbuk rumput teki adalah
14,5%. Artinya rumput teki belum memenuhi syarat pengeringan simplisia karena
lebih dari 10%. Sehingga dapat memungkinkan terjadinya pertumbuhan

mikroorganisme dan perubahan kimiawi yang menurunkan mutu esktrak.

Tabel 5. Hasil penetapan kadar air serbuk rumput teki

No Bobot awal (g) Volume air (ml) Kadar air (% v/b)
1 20 1,6 8
2 20 1,1 55
3 20 15 7,5
Rata-rata 7

Hasil rata-rata penetapan susut pengeringan serbuk rumput teki adalah 7%.
Artinya rumput teki sudah memenuhi syarat pengeringan simplisia karena kurang

dari 10%. Hal ini bertujuan untuk menghindari cepatnya pertumbuhan
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mikroorganisme dalam ekstrak. Hasil perhitungan penetapan susut pengeringan

dapat dilihat pada lampiran 17.

Tabel 6. Hasil penetapan kadar air ekstrak rumput teki

No Bobot awal (g) Volume air (ml) Kadar air (% v/b)

1 5 0,6 12

Hasil rata-rata penetapan susut pengeringan serbuk rumput teki adalah 12%.
Artinya rumput teki sudah tidak memenuhi syarat pengeringan simplisia karena
lebih dari 10%. Hal ini dikarenakan masih terdapat banyaknya pelarut pada
ekstrak, sehingga dapat memungkinkan terjadinya pertumbuhan mikroorganisme
dan perubahan kimiawi yang menurunkan mutu ekstrak. Hasil perhitungan
penetapan susut pengeringan dapat dilihat pada lampiran 17.

4. Penetapan bobot jenis estrak rumput teki

Tabel 7. Hasil penetapan bobot jenis ekstrak rumput teki

No Bobot awal (g) Bobot jenis (g/mL )
1 2,5 0,81
2 2,5 0,81
3 2,5 0,81
Rata-rata 0,81

Hasil rata-rata penetapan bobot jenis ekstrak rumput teki adalah 0,81 g/mL.
Ini menggambarkan besarnya massa persatuan volume untuk memberikan batasan
antara ekstrak cair dan ekstrak kental, bobot jenis juga terkait dengan kemurnian
dari ekstrak dan kontaminasi (Depkes RI, 2000). Bobot jenis dilakukan terhadap
ekstrak yang diencerkan yaitu 5% dengan pelarut tertentu berupa etanol dengan
piknometer. Hasil dan perhitungan penetapan bobot jenis dapat dilihat pada
lampiran 6 dan lampiran 18.
5. Pembuatan ekstrak etanol rumput teki

Serbuk rumput teki diekstraksi dengan metode maserasi, kemudian ekstrak
cair yang diperoleh dipekatkan dalam evaporator pada suhu 40°C. Hasil

pembuatan ekstrak etanol rumput teki dapat dilihat pada tabel 8.

Tabel 8. Hasil pembuatan ekstrak etanol 96% rumput teki

Bobot serbuk Bobot ekstrak (g) Rendemen ekstrak

500 gram 27 gram 5,4 %

Hasil tabel 8 ekstrak rumput teki diperoleh dari proses maserasi

menggunakan etanol 96% memiliki randemen 5,4% b/b, yang artinya hasil
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randemen tersebut menunjukan banyaknya komponen bioaktif yang terkandung di
dalam rumput teki. Organoleptis ekstrak berwarna hitam, konsistensi kental.
Ekstrak dilakukan fraksinasi menggunakan tiga pelarut n-heksana, etil asetat, dan
air untuk mendapatkan senyawa yang mempunyai aktivitas antibakteri. Hasil
perhitungan randemen dapat dilihat pada lampiran 15.
6. Uji bebas etanol ekstrak rumput teki

Ekstrak rumput teki dilakukan uji bebas etanol. Uji bebas etanol bertujuan
agar pada ekstrak tidak terdapat etanol yang memiliki aktivitas antibakteri. Hasil

uji dapat dilihat pada tabel 9.

Tabel 9. Hasil pembuatan ekstrak etanol 96% rumput teki

Prosedur Hasil Pustaka
Ekstrak + HySOuconc + Tidak tercium bau ester Tidak tercium bau ester
CH3;COOH dipanaskan (Depkes 1997)

Hasil uji bebas etanol pada tabel 9 menunjukkan bahwa ekstrak rumput teki
sudah terbebas dari pelarutnya yaitu etanol yang ditunjukkan dengan tidak adanya
bau ester yang khas dari etanol.

7. ldentifikasi kandungan senyawa kimia serbuk dan ekstrak rumput teki

Identifikasi kandungan kimia serbuk, ekstrak, dan fraksi rumput teki
dilakukan untuk mengetahui kandungan kimia yang terkandung dalam rumput
teki. Identifikasi pada senyawa flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, dan

steroid/triterpenoid.

Tabel 10. Hasil identifikasi kandungan senyawa kimia serbuk, ekstrak dan
fraksi rumput teki

Kandungan Pustaka Hasil
Kimia
Serbuk Ekstrak Fraksi n-heksana
Flavonoid = Warna merah atau  Terbentuk Terbentuk Tidak terbentuk
jingga/ kuning pada warnakuning warnakuning lapisan berwarna
lapisan amil alkohol pada amil pada lapisan kuning
(Depkes 1978). alkohol amil alcohol
Alkaloid Terbentuk keruhan Mayer Mayer Dreagendroff
/endapan coklat pada terbentuk terbentuk endapan coklat
Dragendroff dan endapan putih endapan putih
terbentuk endapan  kekuningan kekuningan
putih kekuningan pada
Mayer (Depkes 1978).
Tanin Reaksi + bila Berwarna Berwarna Berwarna hitam
terbentuk warna coklat coklat coklat

atau biru kehitaman
(Robinson 1995).
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Saponin Reaksi + bila busa Terbentuk buih  Terbentuk  Tidak terbentuk buih
masih terbentuk 1-10 buih
cm setelah
penambahan HCI 2N
tidak hilang (Depkes

1978).
Steroid / Reaksi + bila terbentuk  Terbentuk Terbentuk Terbentuk warna
Triterpenoid warna hijau sampai warna merah  warna merah  merah kecoklatan
kebiruan pada steroid.  kecoklatan kecoklatan
Terbentuk warna

merah sampai ungu
adanya triterpenoid
(Jones & Kingdom
2006; Evans 2009).

Hasil tabel 10 menunjukkan identifikasi kandungan kimia terhadap serbuk
dan ekstrak rumput teki dengan menggunakan tabung reaksi dapat dilihat pada
lampiran 7. Hasil penelitian mengenai kandungan kimia dalam serbuk, ekstrak,
dan fraksi rumput teki telah sesuai dengan pustaka, sehingga dapat dikatakan
bahwa serbuk dan ekstrak rumput teki mengandung flavonoid, alkaloid, tanin,
saponin, triterpenoid. Fraksi n-heksana terdapat kandungan senyawa alkaloid dan
triterpenoid.

8. Fraksinasi

Ekstrak yang diperoleh dari metode maserasi kemudian dilakukan fraksinasi
menggunakan tiga pelarut berdasarkan polaritasnya yaitu n-heksana, etil asetat,
dan air. Senyawa non polar akan terekstraksi dalam pelarut n-heksana, senyawa
semipolar akan terekstraksi dalam pelarut etil asetat dan senyawa polar akan
terekstraksi dalam pelarut air. Bahan aktif yang sudah terekstraksi dalam pelarut
masing-masing maka akan mudah memperkirakan bahan aktif yang dapat

digunakan sebagai antibakteri.

Tabel 11. Hasil fraksi n-heksana, etil asetat, dan air rumput teki

Fraksi Bobot ekstrak Bobot fraksi (g) Rendemen (%)
n-heksana 5,32 26,62
Etil asetat 20 gram 1,59 7,93
Air 9,80 49,00

8.1. Fraksi n-heksana. Organoleptis fraksi n-heksana berwarna hitam,
konsistensi kental, dan tidak berbau. Berdasarkan tabel 11 dapat dilihat bahwa
presentase randemen fraksinasi n-heksana yang diperoleh lebih besar dari fraksi

etil asetat, hal ini disebabkan karena senyawa yang bersifat nonpolar pada
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simplisia lebih banyak. Hasil fraksi n-heksana dan perhitungan randemen dapat
dilihat pada lampiran 4 dan lampiran 19.

8.2. Fraksi etil asetat. Organoleptis fraksi etil asetat berwarna hitam
kehijauan, konsistensi kental, dan tidak berbau. Berdasarkan tabel 11 dapat dilihat
bahwa presentase randemen fraksi etil asetat lebih kecil dari fraksi n-heksana dan
fraksi air, hal ini dikarenakan senyawa yang bersifat semipolar pada simplisia
lebih sedikit. Perhitungan persen randemen fraksi etil asetat kecil disebabkan
karna ekstrak etanol rumput teki tidak terlarut dengan sempurna. Hasil fraksi n-
heksana etil asetat dan perhitungan randemen dapat dilihat pada lampiran 4 dan
lampiran 19.

8.3. Fraksi air. Organoleptis fraksi etil asetat berwarna merah kecoklatan,
konsistensi kental, dan tidak berbau. Berdasarkan tabel 11 dapat dilihat bahwa
presentase randemen fraksi air lebih besar dari fraksi n-heksana dan fraksi etil
asetat, hal ini dikarenakan senyawa yang bersifat polar pada simplisia lebih
banyak, sehingga nilai berat fraksi air paling besar. Hasil fraksi n-heksana etil
asetat dan perhitungan randemen dapat dilihat pada lampiran 4 dan lampiran 19.

9. Identifikasi bakteri uji Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

9.1. Identifikasi bakteri dengan cawan gores. Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 diinokulasikan pada media PSA dan diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37°C. Berdasarkan pengamatan, koloni yang dihasilkan berbentuk bulat,
halus dan berwarna kehijauan. Hal ini karena bakteri Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 menghasilkan pigmen pyocianin (Jawetz et al 2007). Hasil
inokulasi dapat dilihat pada lampiran 9.

9.2. Identifikasi pewarnaan. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
merupakan bakteri Gram negatif yang berbentuk batang. Pewarnaan Gram
dilakukan untuk meyakinkan bahwa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
merupakan bakteri Gram negatif. Pewarnaan Gram dilakukan dengan pemberian
zat warna dasar, kristal violet (Gram A). Kemudian diberikan larutan iodin (Gram
B) dan seluruh bakteri akan terwarnai menjadi biru dalam proses pewarnaan.
Kemudian sel diberikan alkohol (Gram C). Sel Gram positif akan tetap

mempertahankan kompleks kristal violet-iodin sehingga tetap berwarna ungu,
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sedangkan sel Gram negatif benar-benar hilang warnanya oleh alkohol,
selanjutnya diberikan zat warna lawan berupa safranin (Gram D) sehingga
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 akan berwarna merah. Hal ini disebabkan
karena dinding sel bakteri Gram negatif mempunyai kandungan lipida yang tinggi
dalam bentuk lipopolisakarida dan lipoprotein (Fardiaz 1992). Lipida pada
dinding sel bakteri Gram negatif akan larut oleh alkohol sehingga pori-pori
mengembang dan menyebabkan kompleks kristal violet dengan iodin keluar dari
sel, akibatnya dinding sel bakteri menjadi tidak berwarna. Dinding sel bakteri
yang tidak berwarna tersebut akan menyerap zat warna safranin sehingga sel
bateri akan tampak berwarna merah ketika dilihat dibawah mikroskop (Pelczar &
Chan 2007). Hasil pewarnaan bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
dapat dilihat pada lampiran 10.

9.3. Identifikasi uji biokimia. Hasil identifikasi bakteri uji Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853 secara biokimia dapat dilihat pada tabel 12.
Tabel 12. Identifikasi uji biokimia Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Media uji Hasil Pustaka (Bonang dan
Koeswandoro 1982)

SIM --+ --+
KIA K/IKS K/IKS
LIA K/KS K/KS
Citrat + +

Keterangan :

SIM : Sulfida Indol Motility A : Acid (asam)

KIA : Kliger Iron Agar K : Alkali (basa)

LIA : Lysin lron Agar S : Sulfida

+ : Reaksi positif G : Gas

- : Reaksi negatif N : Netral

Hasil pengujian pada medium SIM untuk mengetahui terbentuknya sulfida,
indol, dan motilitas. Uji sulfida (-) karena tidak dapat mereduksi thiosulfate
sehingga tidak menghasilkan hydrogen sulfat yang menyebabkan media tidak
berwarna hitam. Uji indol (-) karena tidak terbentuk cincin merah pada media
setelah ditambah reagen Erlich A dan B 3 tetes, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 tidak membentuk cincin indol karena tidak terjadi pemecahan asam amino
triptopan oleh enzim triptonase menjadi indol & asam piruvat sehingga
menunjukkan bakteri tidak memakai triptopan sebagai salah satu sumber karbon

sehingga tidak terjadi reaksi antara indol dan parametil amino bensaldehid yang
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akan membentuk rosindol yang berwarna merah. Uji motilitas (+) karena terjadi
pertumbuhan bakteri yang menyebar pada bekas tusukan, hal ini menunjukkan
adanya pergerakan dari bakteri yang diinokulasikan, yang berarti bahwa bakteri
ini memiliki flagel.

Hasil uji pada medium KIA untuk mengetahui fermentasi karbohidrat, ada
tidaknya gas dan pembentukan sulfida. Hasil yang diperoleh menunjukkan K/KS",
K/K artinya pada lereng dan dasar media berwarna merah, hal ini menunjukkan
bahwa bakteri tidak dapat memfermentasi glukosa dan laktosa. S (-) artinya H,S
negatif ditunjukkan dengan tidak terbentuknya warna hitam pada media, karena
bakteri tidak mampu mendesulfurasi asam amino dan methion yang akan
menghasilkan H,S dan H,S akan bereaksi dengan Fe™" yang terdapat pada media
sehingga tidak terbentuk warna hitam. Medium KIA mengandung laktosa dan
glukosa dalam konsentrasi 1% laktosa, 0,1% glukosa dan phenol red sebagai
indikator yang menyebabkan perubahan warna dar merah menjadi kuning dalam
suasana asam. Medium KIA juga mengandung sodium thiosulfate yaitu susunan
untuk penghasil H,S.

Medium LIA untuk mengetahui deaminasi lisin dan sulfide. Pengujian
dengan medium LIA setelah diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C
menunjukkan hasil K/KS", K/K artinya pada lereng dan dasar media berwarna
ungu, hal ini menunjukkan bahwa bakteri tidak mendeaminasi lisin tetapi
mendekarboksilasi lisin yang menyebabkan reaksi basa (warna ungu) diseluruh
media karena warna pembenihan ini mengandung bromkresol ungu dari warna
coklat menjadi warna ungu, S (-) artinya uji H,S negatif ditunjukkan dengan tidak
adanya warna hitam pada media LIA karena bakteri tidak mampu mendesulfurasi
asam amino dan methion yang akan menghasilkan H,S dan H,S akan bereaksi
dengan Fe™" yang terdapat pada media sehingga tidak terbentuk warna hitam.

Hasil pengujian pada medium citrat untuk mengetahui kemampuan bakteri
menggunakan citrat sebagai sumber karbon tunggal. Hasil menunjukkan positif
ditandai dengan adanya warna biru pada media citrat. Hal ini dikarenakan
Pseudomonas aeruginosa ATCC mampu menggunakan citrat sebagai sumber

karbon yang menyebabkan suasana menjadi basa sehingga terjadi peningkatan pH



45

dan mengubah warna medium dari hijau menjadi biru karena pada medium citrat
terdapat indikator BTB (Bromo thymol blue) yang merupakan indikator pH. Hasil
uji identifikasi Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dapat dilihat pada
lampiran 11.
10. Uji aktivitas antibakteri rumput teki dengan metode difusi dan dilusi
10.1. Uji aktivitas antibakteri rumput teki dengan metode difusi.
Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi
Universitas Setia Budi menggunakan metode difusi. Metode difusi bertujuan
untuk mengetahui diameter zona hambat di sekitar sumuran yang dinyatakan
dalam mm, daerah yang jernih di sekitar sumuran menandakan bahwa kandungan
kimia rumput teki memiliki daya hambat terhadap Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853. Sedangkan metode dilusi bertujuan untuk mengetahui Konsentrasi

Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM).

Tabel 13. Hasil uji aktivitas antibakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 metode
difusi

Diameter Hambat (mm)

Konsentrasi Sampel Replikasi
1 2 3 Rata-rata (mm) + SD
10% n-heksana 18 18,5 19 18,5+0,50
etil asetat 17,3 17,8 18,2 17,76+0,45
air 16,5 16,1 16,2 16,26+0,20
ekstrak 17 18 16 17+1
5% n-heksana 18,5 17 18 17,83+0,76
etil asetat 17 18 16 17+1
air 14 15 16 15+1
ekstrak 16 16,8 16,3 16,36+0,40
2,5% n-heksana 17 16 18 17+0,68
etil asetat 15,5 15 16 15,5+0,50
air 14,5 13,5 15 14,33+0,76
ekstrak 15,5 15,8 15 15,43+0,40
Kontrol (+) 21,6 25,33 22,33  23,08+1,97
Kontrol (-) 0 0 0 0

Hasil uji difusi menunjukkan bahwa ekstrak dengan konsentrasi 10%
memiliki diameter daya hambat yang lebih besar dari konsentrasi 5% dan 2,5%.
Berdasarkan tabel 13 hasil penelitian menunjukkan bahwa fraksi n-heksana
merupakan fraksi yang memiliki diameter daya hambat terbesar dalam
menghambat pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dibandingkan
dengan ekstrak etanol, fraksi etil asetat, dan fraksi air. Hasil rata-rata diameter
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daya hambat fraksi n-heksana dengan masing-masing konsentrasi yaitu 10%, 5%,
2,5% adalah 18,5 mm, 17,83 mm, dan 17 mm. Pengujian antibakteri dengan
tingkatan konsentrasi yang berbeda bertujuan untuk melihat pengaruh setiap
konsentrasi ekstrak dan fraksi pada bakteri yang diujikan.

Hasil penelitian yang telah dilakukan menunjukkan bahwa pelarut tween 80
5% tidak memiliki kemampuan dalam menghambat bakteri. Selain itu pelarut
tersebut mampu melarutkan semua senyawa yang bersifat polar, semipolar, dan
nonpolar. Kontrol positif yang digunakan adalah siprofloksasin, dimana kontrol
positif ini sebagai pembanding terhadap aktivitas antimikroba ekstrak dan fraksi,
karena antibiotik merupakan senyawa antimikroba yang telah dibuat secara
standar (Reapinam 2007). Siprofloksasin memiliki aktivitas antibakteri yang lebih
besar terhadap bakteri uji dibandingkan ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil
asetat, dan air pada konsentrasi 10%. Diameter zona hambat yang dihasilkan
antibiotik siproflosasin pada Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 sebesar
23,08 mm.

Hasil dari wuji difusi dari tabel diatas diuji kebenarannya dengan
menggunakan uji SPSS one way annova. Uji ini digunakan untuk
membandingkan sampel pada tiap konsentrasi. Data yang dianalisis dengan one
way annova adalah konsentrasi 10%, 5%, dan 2,5% dari ekstrak etanol, fraksi n-
heksana, etil asetat, air dan antibiotik siprofloksasin. Data yang dihasilkan
digunakan untuk membandingkan hubungan antara fraksi n-heksana, etil asetat,
air, ekstrak etanol, kontrol positif dan kontrol negatif untuk mendapatkan ada atau
tidaknya perbedaan yang signifikan.

Hasil uji One-Sampel Kolmogorov Smirnov menunjukkan bahwa nilai
signifikansinya sebesar 0,088>0,05 maka Hy diterima, artinya data yang diuji
terdistribusi normal. Berdasarkan uji tersebut data terdistribusi normal sehingga
dapat dilakukan Analysis of Varians (ANOVA). Hasil uji anova pada tabel 10
diameter hambat didapatkan hasil F= 31,446 dengan probabilitas 0,000>0,05 yang
artinya sediaan uji menunjukkan adanya perbedaan nyata pada penghambatan

aktivitas antibakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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Berdasarkan tabel tukey test menunjukkan tanda (*) pada angka mean
difference, artinya hasil diameter hambat fraksi n-heksana, etil asetat, air dan
ekstrak etanol menunjukkan adanya perbedaan signifikan. Analsis homogeneus
Subsets ini untuk mencari grup/subset mana saja yang memiliki perbedaan rata-
rata yang tidak berbeda secara signifikan. Tabel Homogeneus terbagi dalam 5
subset, disimpulkan bahwa sampel yang tergabung dalam satu grup maka tidak
mempunyai perbedaan yang nyata. Tabel Homogeneus Subsets dapat dilihat pada
lampiran 24.

Hasil uji statistik yang dilakukan dari penelitian ini menunjukkan bahwa
fraksi n-heksana memiliki daya hambat antibakteri lebih optimal dalam
menghambat Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 jika dibandingkan dengan
ekstrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat karena dalam fraksi n-heksana,
zat yang tersari didalamnya yaitu alkaloid dan triterpenoid. Fraksi etil asetat
memiliki daya hambat antibakteri lebih optimal daripada fraksi air dan ekstrak
etanol dalam menghambat Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 karena fraksi
etil asetat mampu menarik senyawa flavonoid, namun belum bisa bekerja dengan
baik dalam menghambat pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
Ekstrak etanol memiliki daya hambat antibakteri lebih optimal dibandingkan
fraksi air dalam menghambat Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 karena
ekstrak etanol mampu menarik semua senyawa yang terkandung dalam rumput
teki, namun senyawa-senyawa tersebut tidak mampu bekerja secara sinergis
sehingga daya hambat yang terbentuk lebih kecil daripada zona hambat yang

terbentuk oleh fraksi n-heksana.

hi ﬁ il j o
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Peptidoglikan
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Gambar 6. Struktur dinding sel Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Jawetz et al.
dalam Bonang 1982).



48

Pengujian aktivitas antibakteri dengan metode difusi menunjukkan
terbentuknya zona bening yang merupakan bentuk penghambatan terhadap
pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 akibat adanya
senyawa-senyawa antibakteri pada rumput teki. Hasil ini mendukung kemampuan
ekstrak dan fraksi rumput teki yang mampu menghambat pertumbuhan
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Zona hambat paling baik terdapat pada
n-heksana, karena mampu menarik senyawa alkaloid dan triterpenoid. Uji alkaloid
menggunakan pereaksi Mayer menunjukkan hasil positif terbentuknya endapan
putih kekuningan. Alkaloid merupakan golongan zat tumbuhan sekunder yang
terbesar. Pada umumnya alkaloid mencakup senyawa bersifat basa yang
mengandung satu atau lebih atom nitrogen. Alkaloid seringkali beracun dan sering
digunakan secara luas dalam bidang pengobatan (Harborne, 1996).

Mekanisme antibakteri alkaloid yaitu komponen alkaloid diketahui sebagai
interkelator DNA dan menghambat enzim topoisomerase sel bakteri (Karou,
2005). Hal yang sama dikemukakan oleh Dianita (2011) bahwa mekanisme
penghambatan pertumbuhan bakteri dari bahan antimikroba alkaloid dan
berberine bekerja dengan cara menghambat enzim yang berperan dalam proses
replikasi DNA. Inhibisi replikasi DNA akan menyebabkan bakteri tidak dapat
melakukan pembelahan sehingga menghambat pertumbuhan bakteri. Sementara
itu, alkaloid yang terdapat dalam ekstrak dapat mengganggu terbentuknya
jembatan silang komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga
lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel
tertentu.

Mekanisme terpenoid sebagai antibakteri adalah bereaksi dengan porin
(protein transmembran) pada membran luar dinding sel bakteri, membentuk ikatan
polimer yang kuat sehingga mengakibatkan rusaknya porin (Cowan 1999).
Mekanisme yang diduga pada alkaloid adalah dengan cara mengganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel
tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel tersebut (Robinson,
1995).
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Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa zona hambat yang diperoleh
lebih kecil dibandingkan dengan penelitian Rohimah (2016) dengan aktivitas
penghambatan paling baik terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus
yaitu metanol 36,67 mm (sangat kuat) dan ekstrak n-heksan (P2) = 34,33 mm
(sangat kuat). Pada penelitian Ahmed et. al zona hambat yang dihasilkan terhadap
Pseudomonas aeruginosa pada konsentrasi 100 mg/mL, 50 mg/mL, 25mg/mL, dan
12,5 mg/mL adalah 20mm, 19mm,18mm, dan 16mm. Dalam penelitian ini, fraksi
yang memiliki aktivitas paling optimal adalah fraksi n-heksana. Hasil uji aktivitas
antibakteri ekstrak etanol dan fraksi rumput teki terhadap Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 dengan metode difusi dapat dilihat pada lampiran 12.

10.2. Uji aktivitas antibakteri rumput teki dengan metode dilusi.
Pengujian aktivitas antibakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dilakukan
dengan metode dilusi dari fraksi teraktif n-heksana dan ekstrak etanol rumput teki
dengan konsentrasi 10%, 5%, 2,5%, 1,25%, 0,625%, kontrol positif (+) ekstrak
etanol dan fraksi n-heksana dan kontrol negatif (-) siprofloksasin.

Pada Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) aktivitas antibakteri dapat
diketahui dari larutan jernih pada tabung reaksi, yang menunjukkan bahwa larutan
uji mampu menghambat pertumbuhan antibakteri. Namun pada pengujian yang
dilakukan hasil menunjukkan bahwa Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) susah
diamati karena ekstrak etanol dan fraksi n-heksana yang digunakan keruh,
sehingga dilanjutkan dengan penggoresan pada media PSA yang bertujuan
mengetahui nilai Konsentasi Bunuh Minimum (KBM) . Metode dilusi bermanfaat
untuk mengetahui dosis minimal dari obat yang bersifat antibakterial. Konsentrasi
Bunuh Minimum ditentukan pada medium PSA dengan konsentrasi paling
terkecil yang tidak menunjukkan adanya pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853.
Tabel 14. Hasil uji aktivitas antibakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 metode dilusi

pada KBM
Konsentrasi Ekstrak etanol Konsentrasi Fraksi n-heksana
Kontrol (-) - Kontrol (-) -
10% - 10% -
5% + 5% +
2,5% + 2,5% +
1,25% + 1,25% +
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0,625% + 0,625% +
Kontrol (+) + Kontrol (+) +
Keterangan :
+ : ada pertumbuhan

: tidak ada pertumbuhan

Berdasarkan tabel 14 terlihat bahwa ekstrak etanol dan fraksi n-heksana
mempunyai aktivitas antibakteri terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
dengan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) sama, yaitu 10%. Hal ini
disebabkan karena kandungan senyawa aktif pada ekstrak etanol dan fraksi n-
heksana yang berbeda. Pada ekstrak etanol kandungan senyawa yang ada
didalamnya lebih kompleks vyaitu flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, dan
triterpenoid. Sedangkan pada fraksi n-heksana senyawa aktif yang terkandung
didalamnya yaitu alkaloid dan triterpenoid. Antara ekstrak etanol dan fraksi n-
heksana memiliki nilai Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) yang sama Yaitu
10%, namun terdapat perbedaan antara keduanya. Pada ekstrak etanol diperlukan
5 senyawa untuk membunuh bakteri, sedangkan fraksi n-heksana diperlukan 2
senyawa dalam membunuh bakteri dengan konsentrasi 10%. Pada pengujian dilusi
digunakan pelarut NaCl untuk pengenceran seri konsentrasi yang memiliki sifat
polar, sehingga menyebabkan suatu senyawa yang ada pada ekstrak etanol
berdifusi dengan cepat dalam membunuh bakteri karena ekstrak etanol memiliki
kelarutan yang sama dengan pelarut NaCl. Sedangkan pada fraksi n-heksana
memiliki sifat kelarutan non polar, yang menyebabkan senyawa sedikit susah
berdifusi dalam NaCl karena memiliki sifat kelarutan yang berbeda. Sehingga
nilai Konsentrasi Bunuh Minimum pada fraksi n-heksana sama dengan ekstrak
etanol.

Faktor lain juga disebabkan karena mekanisme zat terhadap bakteri target
yang terjadi dengan merusak dinding sel, menganggu permeabilitas sel, merusak
molekul protein, menghambat aktivitas enzim dan menghambat sintesa asam
nukleat (Radji 2010). Hasil aktivitas antibakteri yang telah dilakukan diketahui
bahwa ekstrak etanol dan fraksi n-heksana mampu membunuh bakteri pada
konsentrasi 10% dengan demikian ekstrak etanol dan fraksi n-heksana efektif
digunakan digunakan pada masyarakat dalam pengobatan terhadap Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol dan fraksi
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rumput teki terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dengan metode
difusi dapat dilihat pada lampiran 13.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian uji aktivitas antibakteri pada ekstrak etanol,
fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dari rumput teki (Cyperus rotundus L.)
terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 yang telah dilakukan dapat
disimpulkan bahwa:

Pertama, ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dari rumput teki
(Cyperus rotundus L.) memiliki aktivitas antibakteri terhadap Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

Kedua, fraksi n-heksana dari ekstrak etanol rumput teki (Cyperus rotundus
L.) merupakan fraksi teraktif terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Ketiga, fraksi n-heksana memiliki aktivitas antibakeri terhadap
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dengan konsentrasi bunuh Minimum
(KBM) pada konsentrasi 10%.

B. Saran
Pertama, perlu dilakukan uji aktivitas antibakteri (Cyperus rotundus L.)
dengan metode penyarian dan pelarut yang lain untuk mengetahui metode yang
lebih efektif.
Kedua, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut fraksi lain (Cyperus rotundus
L.) terhadap mikoorganisme lain yang berbeda.
Ketiga, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dalam pembuatan sediaan

formulasi untuk ekstrak maupun fraksi (Cyperus rotundus L.).
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Lampiran 1. Hasil determinasi tanaman rumput teki

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS SEBELAS MARET )
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM

LAB. PROGRAM STUDI BIOLOGI

JI. Ir. Sutami 36A Kentingan Surakarta 57126 Telp. (0271) 663375 Fax (0271) 663375
http://www.biology.mipa.uns.ac.id, E-mail biclogi @ mipa.uns.ac.id

Nomor : 168/UN27.9.6.4/Lab/2018
Hal : Hasil Determinasi Tumbuhan
Lampiran tm

Nama Pemesan : Ria Eka Sari
NIM 1 21154425A
Alamat : Program Studi S1 Farmasi Fakultas Farmasi Universitas Setia Budi Surakarta

HASIL DETERMINASI TUMBUHAN

Nama Sampel : Cyperus rotundus L.
Familia : Cyperaceae

Hasil Determinasi menurut C.A. Backer & R.C. Bakhuizen van den Brink, Jr.(1963, 1968) :
1b-2b-3b-4b-12b-13b-14b-17b-18b-19b-20b-21b-22b-23b-24b-25b-26b-27b-799b-800b-80 1b-802a-

803b-804b-805¢-806b-807a-808b 237. Cyperaceae
1b-2a-3b-4b-6b-7b-9a 11. Cyperus
1b-2b-15b-17b-19b-27b-37b-38b-39b-42b-43b-44a-45b-46a Cyperus rotundus L.

Deskripsi Tumbuhan :

Habitus : terna, menahun, tumbuh tegak, tinggi bisa mencapai 0.1-0.75 m. Akar : serabut, putih kotor
atau putih kekuningan atau cokiat muda, ierdapat umbi. Batang : batang sejaii ada di dalam tanah,
bentuk bulat, beruas-ruas pendek, batang semu di atas tanah, bentuk segitiga, tidak bercabang, beruas-
ruas panjang, tebal 1-2 mm, permukaan licin, berwarna hijau. Daun : tunggal, letak berseling, berjejal
rapat dekat pangkal batang sejati, 4-10; helaian daun bentuk garis, panjang 10-60 cm, lebar 0.2-0.6 cm,
pangkal membulat, tepi daun rata, ujung runcing, permukaan gundul dan mengkilat, tulang daun sejajar,
permukaan atas hijau tua, permukaan bawah hijau muda; pelepah daun pendek, melekat pada buku
batang sejati, coklat kemerahan. Bunga : majemuk tipe bulir, anak bulir sebanyak 3-10 berkumpul
menjadi bulir yang pendek dan secara keseluruhan berkumpul lagi menjadi bulir yang panjang dengan
sekitar 10-40 kuntum bunga, panjang 1-3.5 cm, lebar 2 mm, terletak di ujung; daun pembalut
(involukrum) berjumlah 3-4, panjang hingga mencapai 30 cm, tepi kasar; sekam berbentuk bulat telur,
ujungnya hampir tumpul, berwarna kemerahan hingga coklat, panjang 3-3.5 mm: benang sari 3, kepala
sari kuning cerah, panjang 1 mm; tangkai putik bercabang 3. Buah : segitiga, memanjang sampai bulat
telur terbalik, panjang 1.5 mm, warna coklat hingga hitam. Biji : banyak, warna coklat hingga hitam.

Surakarta, 15 Agustus 2018

Penanggungjawab
Kepala Lab. Program Studi Biologi Deterzninasi Tumbuhan
Dr. Tetri Widiyani, M.Si. Surg¥han, S.Si., M.Si.
NIP. 19711224 200003 2 001 . 19800705 200212 1 002

o Mengetahui
Kepala Program Studi Biologi FMIPA UNS

Dr. Ratn;jSetyaningsih, M.Si.
“NIP. 19660714 199903 2 001
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Lampiran 2. Bahan penelitian

Rumput teki

Rumput teki

Serbuk rumput teki
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Lampiran 3. Alat penelitian

Sterlig bidwell

Neraca analitik

Moisture balance
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evaporator

Inkubator

Corong pisah
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Lampiran 4. Hasil ekstrak dan fraksi

Ekstrak etanol
rumput teki

Fraksi air

Fraksi n-heksana

Fraksi etil asetat
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Lampiran 5. Hasil penetapan susut pengeringan dan kadar air serbuk dan
ekstrak rumput teki

» Penetapan susut pengeringan serbuk

Replikasi | Replikasi Il Replikasi 111
» Penetapan susut pengeringan ekstrak

Replikasi | Replikasi 11 Replikasi 111
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> Penetapan kadar air estrak

Lampiran 6. Hasil penetapan bobot jenis ekstrak rumput teki

Replikasi | Replikasi |1 Replikasi 111



Lampiran 7. Identifikasi kandungan senyawa kimia serbuk dan ekstrak
rumput teki
Kandungan Hasil
senyawa i
Serbuk Ekstrak fraksi n-
heksana

Flavonoid

Alkaloid

Tanin
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Saponin

Steroid/

Triterpenoid

Lampiran 9. Hasil identifikasi bakteri dengan cawan gores
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Lampiran 10. Hasil identifikasi pewarnaan Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853

Lampiran 11. Hasil identifikasi uji biokimia
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Media Hasil Interpretasi Hasil
SIM
-+
KIA
KIKS
LIA KIKS
Sitrat
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Lampiran 12. Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol dan fraksi
rumput teki terhadap Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
dengan metode difusi

Replikasi | Replikasi 11 Replikasi 111

> Konsentrasi 5%
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Replikasi | Replikasi 11 Replikasi 111

> Konsentrasi 2,5%

Replikasi | Replikasi 11 Replikasi 111

Lampiran 13. Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol dan fraksi
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 rumput teki dengan
metode dilusi

™ > S

| A A

_ 4 S | ‘w
L [l 10
R e o % —

., .

.u""
- B & B B ==

Fraksi n-heksana
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Inokulasi ekstrak etanol
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Lampiran 14. Hasil perhitungan bobot basah dan bobot kering rumput teki

bobot kering (g)

0,
bobot basah (g) x 100%

Prosentase bobot =

_ 1700 (g)

= = 0
5850 () X 100% = 24,81%

Lampiran 15. Hasil perhitungan randemen ekstrak etanol

bobot ekstrak (g)

0,
bobot serbuk (g) x 100%

% Rendemen ekstrak =

= % x 100% = 5,4%

Lampiran 16. Hasil perhitungan penetapan susut pengeringan serbuk dan
ekstrak

» Serbuk

Susut pengeringan 1 =7,1%
Susut pengeringan Il = 7,6%
Susut pengeringan 111 = 8,1%

. volume air (ml
Rata-rata prosentase kadar air = Yolumeairamh _ o,

=28=76%
3

Lampiran 17. Hasil perhitungan penetapan kadar air

» Serbuk
Prosentase penetapan kadar air =

Kadar air | = 2—06 x 100% = 8%

volume air (ml) 0
bobot awal (g) x 100%

Kadar air Il = 2_3 x 100% = 5,5%

Kadar air 111 = ;—j x100% = 7,5%

volume air (ml) _

Rata-rata prosentase kadar air = %

=2 = 7%
3

> Ekstrak



Prosentase kadar air = % X 100% = 12%

Lampiran 18. Hasil perhitungan penetapan bobot jenis ekstrak

Bobot pikno kosong = 27,0811 gram/mL
Bobot pikno air = 77,454 gram/mL
Bobot pikno sampel 1 = 68,007 g/mL
Bobot pikno sampel 2 = 68,014 g/mL
Bobot pikno sampel 3 = 68,034 g/mL

o & w0 D

bobot pikno sampel (g)—bobot pikno kosong (g)

Bobot Jenis = bobot pikno air (g)—bobot pikno kosong (g)

Bobot jenis sampel 1 = 22207®)=27.0811(9) _ () g1 9 g/
77,454 (g)—27,0811 (g)

68,014 (g)—27,0811 (g)
77,454 (g)—27,0811 (g)

Bobot jenis sampel 1 = =0,8125 g/mL

Bobot jenis sampel 1 = 22234@)=27.0811(9) _ ) g9 59 g/m|_
77,454 (g)—27,0811 (g)

0,812+0,812+0,812

Rata-rata bobot jenis = =0,812

Lampiran 19. Hasil perhitungan randemen fraksi

bobot fraksi (g)

0,
bobot ekstrak (g) x 100%

Prosentase rendemen fraksi =

1. Fraksi n-heksana

% Rendemen fraksi = >*2& x 1009 = 26,615%
2. Fraksi etil asetat

% Rendemen fraksi = =*"-& x 100% = 7,925%
3. Fraksi air

9,8006 (g)

% Rendemen fraksi = x 100% = 49,003%

Lampiran 20. Perhitungan dosis antibiotik siprofloksasin

Dosis =200 mg/100mL
=0,2 g/100mL
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=0,2%

Lampiran 21. Pembuatan larutan stok difusi

1. Konsentrasi 10%

Menimbang 1 gram ekstrak, fraksi dilarutkan dengan tween 5% sampai 10 mL
2. Konsentrasi 5%

Vi.C =V, .C

Vi. 10% = ImL . 5%

Vi.10% = 5%

v _ 5%
10%

Vi = 0,5mL

Dipipet 0,5 mL dari sediaan awal (10%) kemudian ditambah tween 5% sampai
1mL.
3. Konsentrasi 2,5%
Vi.C =V, .G
Vi. 5% = 1mL . 2,5%
Vi. 5% = 5%

y _2,5%
! T 5%
Vi = 05mL

Dipipet 0,5 mL dari sediaan awal (5%) kemudian ditambah tween 5% sampai 1
mL.
Lampiran 22. Pembuatan larutan stok dilusi

Larutan stok 10% = % °/, = 10 gram/100 mL
Konsentrasi 10% = 0,5 gram/5mL

Konsentrasi5% = V;.C; =V, .G,
V;.10% = 2mL .5%
V; = 1mL

Konsentrasi 25% = V. C; =V, .GC,
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Vi. 5% = 2mL .2,5%

A\ = 1mL
Konsentrasi 1,25% = V. C; =V, .G

Vi.25% = 2mL.1,25%

V1 = 1mL
Konsentrasi 0,625% = V. C; =V, .G

Vi. 1,25% = 2mL . 0,625%

V1 = 1mL

Kontrol negatif (-) berisi 2 mL ekstrak/fraksi
Kontrol positif (+) berisi 2 mL suspensi bakteri

Lampiran 23. Komposisi media

a. Formulasi dan pembuatan Brain Heart Infusion (BHI)

Brain infusion 12,5 gram
Heart infusion 5,0 gram
Protease peptone 10,0 gram
Glucose 2,0 gram
Sodium chloride 5,0 gram

di-sodium hydrogen phosphate 2,5 gram
Aquadest ad 1000 mL

Bahan-bahan diatas dilarutkan dalam aquadest sebanyak 1000 mL,
dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disetrilkan dengan autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit dan dituangkan dalam cawan petri Ph 7,4
(Rhodehamel 1992).
b. Formulasi dan pembuatan Manitol Agar (MHA)

Infus sapi 300 gram
Pepton 17,5 gram
Tepung 1,5 gram

Agar 17,5 gram

Aquadest ad 1000 mL
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Ph7,3+0,1

Bahan-bahan diatas dilarutkan dalam aqudest sebanyak 1000 mL,
dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit dan dituang dalam cawan petri.

c. Formulasi dan pembuatan Pseudomonas Selectif Agar (PSA)

Pepton from Casein 10,0 gram
Pepton from Meat 3,5 gram
Laktosa 10,0 gram
Sodium sulfit 2,5 gram
Fuchsin 0,4 gram
Agar-agar 12,5 gram
Ph7,4

Bahan-bahan diatas dilarutkan dalam aqudest sebanyak 1000 mL,
dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit dan dituang dalam cawan petri.

d. Sulfida indol motility (SIM)

Pepton from casein 20 gram
Pepton from meat 6 gram
Ammonium Iron (1) citrate 0,2 gram
Sodium thiosulfate 0,2 gram
Agar-agar 0,2 gram
Aquadest ad 1000 mL
Ph7,4

Bahan-bahan diatas dilarutkan ke dalam aquadest 1000 mL, dipanaskan
sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C
selama 15 menit dan dituang dalam cawan petri (Bridson 1998).

e. Klinger Iron Agar (KIA)

Pepton from casein 15 gram
Pepton from meat 5 gram
Ammonium Iron (Il) citrate 0,5 gram

Meat extract 3 gram



Yeast extract
Sodium chloride
Laktosa

Glukosa

Sodium thiosulfate
Phenol red
Agar-agar
Aguadest ad

pH 7,4
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3 gram

5 gram

10 gram

1 gram
0,5 gram
0,024 gram
12 gram
1000 mL

Bahan-bahan diatas dilarutkan kedalam aquadest 1000 mL, dipanaskan

sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C

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

f. Lysine Iron Agar (LI1A)
Pepton from casein

Yeast extract

Glukosa

Lysine monohidrochloride
Sodium thiosulfate
Ammonium Iron (I1) citrate
Bromo cresol purple
Agar-agar

Aquadest ad

pH 7,4

5 gram

3 gram

1 gram
10 gram
0,04 gram
0,5 gram
0,02 gram
12,5 gram
1000 Mi

Bahan-bahan diatas dilarutkan ke dalam aquadest 1000 mL, dipanaskan

sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C

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

g. Sitrat

Suspensi Standart Mc.

Farland adalah suspensi yang menunjukkan

konsentrasi kekeruhan bakteri sama dengan 108 CFU/mL.

Larutan asam sulfat

Larutan barium klorida
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Dicampur kedua larutan tersebut dalam tabung reaksi dikocok dan
dihomogenkan. Apabila kekeruhan suspensi bakteri uji adalah sama dengan
kekeruhan suspensi standart, berarti suspensi bakteri adalah 10 CFU/mL (Bridson
1998).

Lampiran 24. Hasil analisis data uji ANOVA antara ekstrak etanol, fraksi n-
heksana, etil asetat, dan air dengan konsentrasi 10%, 5%,
2,5%, kontrol (+), dan kontrol (-).

Descriptive Statistics

] Mean Std. Deviation finimum faximum
Zona Hambat 45 17,7956 3,03988 13,50 27,00
One-Sample Kolmogorowv-Smirnov Test
Zona Hambat
[+ 45
Mormal Parameters™® Mean 17,7956
Std. Deviation 3,03888
Most Extreme Differences  Absolute 86
Fositive 186
Megative - 112
Kolmogorov-Smirnoyv £ 1,249
Asymp. Sig. (2-tailed) Jasa
a. Test distribution is Maormal.
b. Calculated from data.
Test of Homogeneity of Variances
Zona Hambat
Levene Statistic dfl df2 Sig.
2,045 14 30 ,049
ANOVA
Zona Hambat
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 380,659 14 27,190 31,446 ,000
Within Groups 25,940 30 ,865
Total 406,599 44




79

Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Zona Hambat

Tukey HSD
(I) Konsentrasi (J) Konsentrasi Mean Std. Sig. 95% Confidence Interval
Bahan Bahan Difference (I- Error
J) Lower Upper
Bound Bound

etil 2,5% ,27667 ,13818 ,782 -,2325 ,7859
air 2,5% ,37667 ,13818 ,337 -,1325 ,8859
ekst 2,5% ,20000 ,13818 ,975 -,3092 ,7092
kontrol + -,43000 ,13818 ,170 -,9392 ,0792
n-heksana 5% -,03333 ,13818 1,000 -,5425 ,4759
etil 5% ,09333 ,13818 1,000 -,4159 ,6025
air 5% ,31000 ,13818 ,635 -,1992 ,8192

n-heksana 2,5%
ekst 5% , 16667 ,13818 ,995 -,3425 ,6759
kontrol + -,73000° ,13818 ,001 -1,2392 -,2208
n-heksana 10% -,19000 ,13818 ,984 -,6992 ,3192
etil 10% -,07667 ,13818 1,000 -,5859 ,4325
air 10% ,25000 ,13818 ,876 -,2592 , 7592
ekst 10% ,14333 ,13818 ,999 -,3659 ,6525
kontrol + -,32333 ,13818 ,572 -,8325 ,1859
n-heksana 2,5% -,27667 ,13818 ,782 -,7859 ,2325

etil 2,5%
air 2,5% ,10000 ,13818 1,000 -,4092 ,6092




air 2,5%

ekst 2,5%

kontrol +

n-heksana 5%

etil 5%

air 5%

ekst 5%

kontrol +

n-heksana 10%

etil 10%

air 10%

ekst 10%

kontrol +

n-heksana 2,5%

etil 2,5%

ekst 2,5%

kontrol +

n-heksana 5%

etil 5%

air 5%

ekst 5%

kontrol +

n-heksana 10%

etil 10%

air 10%

-,07667
-,70667
-,31000
-,18333
,03333
-,11000
-1,00667"
-,46667
-,35333
-,02667
-,13333
-,60000"
-,37667
-,10000
-,17667
-,80667
-,41000
-,28333
-,06667
-,21000
-1,10667
-,56667
-,45333

-,12667

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

1,000

,001

,635

,988

1,000

1,000

,000

,099

434

1,000

,999

,010

,337

1,000

,991

,000

,223

, 754

1,000

,963

,000

,018

,121

1,000
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-,5859

-1,2159

-,8192

-,6925

-, 4759

-,6192

-1,5159

-,9759

-,8625

-,5359

-,6425

-1,1092

-,8859

-,6092

-,6859

-1,3159

-,9192

-, 7925

-,5759

-, 7192

-1,6159

-1,0759

-,9625

-,6359

4325

-,1975

,1992

,3259

,5425

,3992

-,4975

,0425

,1559

,4825

,3759

-,0908

,1325

,4092

,3325

-,2975

,0992

,2259

4425

,2992

-,5975

-,0575

,0559

,3825




ekst 2,5%

k+ 2,5%

ekst 10%

kontrol +

n-heksana 2,5%

etil 2,5%

air 2,5%

kontrol +

n-heksana 5%

etil 5%

air 5%

ekst 5%

kontrol +

n-heksana 10%

etil 10%

air 10%

ekst 10%

kontrol +

n-heksana 2,5%

etil 2,5%

air 2,5%

ekst 2,5%

n-heksana 5%

etil 5%

air 5%

ekst 5%

-,23333
-,70000"
-,20000
,07667
,17667
-,63000"
-,23333
-,10667
,11000
-,03333
-,93000"
-,39000
-,27667
,05000
-,05667
-,52333"
,43000
70667
,80667
,63000"
,39667
52333
, 74000

,59667

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,921

,001

,975

1,000

,991

,006

,921

1,000

1,000

1,000

,000

,288

, 782

1,000

1,000

,039

,170

,001

,000

,006

,265

,039

,001

,011
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-, 7425

-1,2092

-,7092

-,4325

-,3325

-1,1392

-, 7425

-,6159

-,3992

-,5425

-1,4392

-,8992

-, 7859

-,4592

-,5659

-1,0325

-,0792

,1975

,2975

,1208

-,1125

,0141

,2308

,0875

,2759

-,1908

,3092

,5859

,6859

-,1208

,2759

,4025

,6192

4759

-,4208

,1192

,2325

,5592

,4525

-,0141

,9392

1,2159

1,3159

1,1392

,9059

1,0325

1,2492

1,1059




n-heksana 5%

etil 5%

kontrol +

n-heksana 10%

etil 10%

air 10%

ekst 10%

kontrol +

n-heksana 2,5%

etil 2,5%

air 2,5%

ekst 2,5%

kontrol +

etil 5%

air 5%

ekst 5%

kontrol +

n-heksana 10%

etil 10%

air 10%

ekst 10%

kontrol +

n-heksana 2,5%

etil 2,5%

air 2,5%

ekst 2,5%

-,30000
,24000
,35333
,68000"
57333
,10667
,03333
,31000
,41000
,23333
-,39667
,12667
,34333
,20000
-,69667
-,15667
-,04333
,28333
,17667
-,29000
-,09333
,18333
,28333

, 10667

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,681

,904

434

,002

,016

1,000

1,000

,635

,223

,921

,265

1,000

479

,975

,002

,997

1,000

, 754

,991

, 726

1,000

,988

, 754

1,000

82

-,8092

-,2692

-,1559

,1708

,0641

-,4025

-, 4759

-,1992

-,0992

-,2759

-,9059

-,3825

-,1659

-,3092

-1,2059

-,6659

-,5525

-,2259

-,3325

-, 7992

-,6025

-,3259

-,2259

-,4025

,2092

, 7492

,8625

1,1892

1,0825

,6159

,5425

,8192

,9192

, 1425

,1125

,6359

,8525

, 7092

-,1875

,3525

,4659

, 71925

,6859

,2192

,4159

,6925

, 71925

,6159




air 5%

kontrol +

n-heksana 5%

air 5%

ekst 5%

kontrol +

n-heksana 10%

etil 10%

air 10%

ekst 10%

kontrol +

n-heksana 2,5%

etil 2,5%

air 2,5%

ekst 2,5%

kontrol +

n-heksana 5%

etil 5%

ekst 5%

kontrol +

n-heksana 10%

etil 10%

air 10%

ekst 10%

kontrol +

-,52333
-,12667
21667
,07333
-,82333
-,28333
-,17000
,15667
,05000
-,41667
-,31000
-,03333
,06667
-,11000
-,74000°
-,34333
-,21667
-,14333
-1,04000"
-,50000
-,38667
-,06000
-,16667

-,63333"

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,039

1,000

,953

1,000

,000

, 754

,994

,997

1,000

,204

,635

1,000

1,000

1,000

,001

479

,953

,999

,000

,058

,300

1,000

,995

,005

83

-1,0325

-,6359

-,2925

-,4359

-1,3325

-, 7925

-,6792

-,3525

-,4592

-,9259

-,8192

-,5425

-,4425

-,6192

-1,2492

-,8525

-, 7259

-,6525

-1,5492

-1,0092

-,8959

-,5692

-,6759

-1,1425

-,0141

,3825

, 7259

,5825

-,3141

,2259

,3392

,6659

,5592

,0925

,1992

4759

,5759

,3992

-,2308

,1659

,2925

,3659

-,5308

,0092

,1225

,4492

3425

-, 1241




ekst 5%

k+ 5%

n-heksana 2,5%

etil 2,5%

air 2,5%

ekst 2,5%

kontrol +

n-heksana 5%

etil 5%

air 5%

kontrol +

n-heksana 10%

etil 10%

air 10%

ekst 10%

kontrol +

n-heksana 2,5%

etil 2,5%

air 2,5%

ekst 2,5%

kontrol +

n-heksana 5%

etil 5%

air 5%

ekst 5%

n-heksana 10%

-,16667
,11000
,21000
,03333

-,59667

-,20000
-,07333
,14333
-,89667
-,35667
-,24333
,08333
-,02333
-,49000
,73000°
1,00667"
1,10667
,93000"
,30000
69667
,82333"
1,04000"
,89667

,54000

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,995

1,000

,963

1,000

,011

,975

1,000

,999

,000

,419

,896

1,000

1,000

,069

,001

,000

,000

,000

,681

,002

,000

,000

,000

,030

84

-,6759

-,3992

-,2992

-, 4759

-1,1059

-,7092

-,5825

-,3659

-1,4059

-,8659

-, 7525

-,4259

-,5325

-,9992

,2208

4975

,5975

,4208

-,2092

,1875

,3141

,5308

,3875

,0308

,3425

,6192

, 7192

,5425

-,0875

,3092

,4359

,6525

-,3875

,1525

,2659

,5925

,4859

,0192

1,2392

1,5159

1,6159

1,4392

,8092

1,2059

1,3325

1,5492

1,4059

1,0492




n-heksana 10%

etil 10%

etil 10%

air 10%

ekst 10%

kontrol +

n-heksana 2,5%

etil 2,5%

air 2,5%

ekst 2,5%

kontrol +

n-heksana 5%

etil 5%

air 5%

ekst 5%

kontrol +

etil 10%

air 10%

ekst 10%

kontrol +

n-heksana 2,5%

etil 2,5%

air 2,5%

ekst 2,5%

kontrol +

n-heksana 5%

,65333"
,98000"
87333
,40667
,19000
46667
56667
,39000
-,24000
,15667
,28333
,50000
,35667
-,54000"
,11333
,44000
,33333
-,13333
,07667
,35333
,45333
27667
-,35333

,04333

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,004

,000

,000

,233

,984

,099

,018

,288

,904

,997

, 754

,058

,419

,030

1,000

,148

,525

,999

1,000

434

121

,782

434

1,000

85

,1441

4708

,3641

-,1025

-,3192

-,0425

,0575

-,1192

-, 7492

-,3525

-,2259

-,0092

-,1525

-1,0492

-,3959

-,0692

-,1759

-,6425

-,4325

-,1559

-,0559

-,2325

-,8625

-,4659

1,1625

1,4892

1,3825

,9159

,6992

,9759

1,0759

,8992

,2692

,6659

, 7925

1,0092

,8659

-,0308

,6225

,9492

,8425

,3759

,5859

,8625

,9625

,7859

,1559

,5525




air 10%

ekst 10%

etil 5%

air 5%

ekst 5%

kontrol +

n-heksana 10%

air 10%

ekst 10%

kontrol +

n-heksana 2,5%

etil 2,5%

air 2,5%

ekst 2,5%

kontrol +

n-heksana 5%

etil 5%

air 5%

ekst 5%

kontrol +

n-heksana 10%

etil 10%

ekst 10%

kontrol +

n-heksana 2,5%

etil 2,5%

,17000
,38667
,24333

-,65333"

-,11333
,32667
,22000

-,24667

-,25000
,02667
,12667

-,05000

-,68000°

-,28333

-,15667
,06000

-,08333

-,98000"

-,44000

-,32667

-,10667

-,57333

-,14333

,13333

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,994

,300

,896

,004

1,000

,556

,948

,886

,876

1,000

1,000

1,000

,002

, 754

,997

1,000

1,000

,000

,148

,556

1,000

,016

,999

,999

86

-,3392

-,1225

-,2659

-1,1625

-,6225

-,1825

-,2892

-, 7559

-, 7592

-,4825

-,3825

-,5592

-1,1892

-, 7925

-,6659

-,4492

-,5925

-1,4892

-,9492

-,8359

-,6159

-1,0825

-,6525

-,3759

,6792

,8959

, 7525

,1441

,3959

,8359

, 7292

,2625

,2592

,5359

,6359

,4592

,1708

,2259

,3525

,5692

,4259

,4708

,0692

,1825

,4025

,0641

,3659

,6425




k+ 10%

air 2,5%

ekst 2,5%

kontrol +

n-heksana 5%

etil 5%

air 5%

ekst 5%

kontrol +

n-heksana 10%

etil 10%

air 10%

kontrol +

n-heksana 2,5%

etil 2,5%

air 2,5%

ekst 2,5%

kontrol +

n-heksana 5%

etil 5%

air 5%

ekst 5%

kontrol +

n-heksana 10%

,23333
,05667
-,57333"
-,17667
-,05000
,16667
,02333
-,87333
-,33333
-,22000
,10667
-,46667

,32333
,60000"
,70000°
52333
-,10667

,29000

41667
,63333"

,49000
-,40667

,13333

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,13818

,921

1,000

,016

,991

1,000

,995

1,000

,000

,525

,948

1,000

,099

,572

,010

,001

,039

1,000

, 7126

,204

,005

,069

,233

,999

87

-,2759

-,4525

-1,0825

-,6859

-,5592

-,3425

-,4859

-1,3825

-,8425

-, 7292

-,4025

-,9759

-,1859

,0908

,1908

,0141

-,6159

-,2192

-,0925

1241

-,0192

-,9159

-,3759

, 71425

,5659

-,0641

,3325

,4592

,6759

,5325

-,3641

,1759

,2892

,6159

,0425

,8325

1,1092

1,2092

1,0325

,4025

, 7992

,9259

1,1425

,9992

,1025

,6425




88

etil 10% ,24667 , 13818 ,886 -,2625 , 7559
air 10% 57333 ,13818 ,016 ,0641 1,0825
ekst 10% , 46667 , 13818 ,099 -,0425 ,9759
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
Homogeneous Subsets
Zona Hambat
Tukey HSD?
Konsentrasi Bahan N Subset for alpha = 0.05
1 2 3 4 5
air 2,5% 1,4267
air 5% 1,4933 1,4933
etil 2,5% 1,5267 1,5267
air 10% 1,5533 1,5533
ekst 2,5% 1,6033 1,6033
ekst 5% 1,6367 1,6367 1,6367
ekst 10% 1,6600 1,6600 1,6600
etil 5% 1,7100 1,7100 1,7100
n-heksana 2,5% 1,8033 1,8033 1,8033 1,8033
n-heksana 5% 1,8367 1,8367 1,8367 1,8367
etil 10% 1,8800 1,8800 1,8800 1,8800
n-heksana 10% 1,9933 1,9933 1,9933
kontrol + 2,1267 2,1267 2,1267




kontrol +

kontrol +

Sig.

,121

,058

,069

2,2333

,170

89

2,2333

2,5333

,233

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

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



