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INTISARI

SANUL, KRISTINA,, 2018. UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI FRAKSI
n-HEKSAN, ETIL ASETAT DAN AIR DARI EKSTRAK ETANOL
DAUN MURBEI (Morus alba L.) TERHADAP Escherichia coli ATCC
25922, SKRIPSI FAKULTAS FARMASI, UNIVERSITAS SETIA BUDI,
SURAKARTA

Daun murbei (Morus alba L) mempunyai kandungan kimia, flavonoid,
alkaloid, polifenol dan terpenoid yang diduga memiliki aktivitas antibakteri.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui kemampuan ekstrak etanol, fraksi
n-heksan, fraksi etil asetat dan fraksi air dari daun murbei (Morus alba L.)
menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli ATCC 25922.

Daun murbei diekstraksi menggunakan etanol 70% lalu difraksinasi
menggunakan pelarut n-heksan, etil asetat dan air. Ekstrak dari hasil fraksi diuji
aktivitas antibakterinya menggunakan metode difusi dan dilusi. Metode difusi
dengan konsentrasi 50%, 25%, 12,5% dan kontrol positif kotrimoksazol dan
kontrol negatif DMSO 3%. Metode dilusi menggunakan seri pengenceran 50%,
25 %, 12,5 %, 6,25 %, 3,12%. 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19 %, 0,09%, kontrol —
dan kontrol +

Hasil penelitian menunjukkan bahwa fraksi etil asetat mempunyai aktivitas
antibakteri terbaik dibandingkan fraksi n-heksan, fraksi air, dan ekstrak etanol
daun murbei. Aktivitas terbaik pada fraksi etil asetat dari ekstrak etanol daun
murbei pada konsentrasi 50% dengan zona hambat 22,67 mm menggunakan
metode difusi. KBM fraksi etil asetat dari ekstrak etanol daun murbei dapat
membunuh Escherichia coli ATCC 25922 adalah konsentrasi 3,12%
menggunakan metode dilusi.

Kata kunci : Daun murbei, fraksinasi, antibakteri, Escherichia coli ATCC 25922
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ABSTRACT

SANUL, KRISTINA., 2018, ANTIBACTERIAL ACTIVITY TEST OF n-
HEXANE, ETHYL ACETATE AND WATER FRACTIONS FROM
ETHANOLIC EXTRACT OF MULBERRY (Morus alba L.) LEAF
AGAINST Escherichia coli ATCC 25922. THESIS, FACULTY OF
PHARMACY, SETIA BUDI UNIVERSITY, SURAKARTA.

Mulberry (Morus alba L) leaf have chemical contents of flavonoid,
alkaloid, polyphenol and terpenoids suspected of having antibacterial activity.
This study is aims to determine the ability of ethanol extract, fraction of n-hexane,
ethyl acetate and water from the Mulberry leaf (Morus alaba L.) against
Escherichia coli ATCC 25922

Mulberry leaf extracted using method with 70% ethanol and then
fractionated using n-hexane, ethyl acetate and water. Extract and the result of
fractions tested the antibacterial using diffusion and dilution method. Diffusion
method with a concentration of 50%, 25%, 12.5% and a positive control
cotrimoxazole and negative control DMSO 3%. Dilution method using serial
dilutions of 50%, 25 %, 12.5 %, 6.25 %, 3.12%. 1.56%, 0.78%, 0.39%, 0.1 %,
0.09, control positive and control negative

The result of this study show that the fraction of ethyl acetate has the best
antibacterial activity than the n-hexane fraction, water fraction and leaf ethanol
extract of mulberry leaf. The best activity in ethyl acetate fraction of the ethanol
extract of mulberry leaf at concentration of 50%, with inhibition 22.67 mm
diffusion method. MKC fraction of ethyl acetate extract of bougainvillea leaf
ethanol to kill Escherichia coli ATCC 25922 is a concentration of 3.12%
dilution method.

Keyword: Mulberry leaf, fractionation, antibacterial, Escherichia coli ATCC
25922
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Penyakit infeksi adalah jenis penyakit yang disebabkan oleh bakteri, dan
salah satu jenis penyakit yang sering diderita oleh penduduk negara berkembang
(Radji, 2011). Tingkat penyebaran penyakit infeksi pada manusia di Indonesia
sangat tinggi karena didukung oleh iklim tropis yang sangat menguntungkan bagi
pertumbuhan dan perkembangaan mikroorganisme, khususnya mikroorganisme
patogen yang dapat menyebabkan infeksi pada manusia dan tanaman (Purwanto,
2008). Tubuh kita sepanjang waktu terpapar dengan virus, jamur, parasit dan
bakteri. Banyak dari agen infeksi menyebabkan kelainan fungsi fisiologi yang
serius atau bahkan kematian, bila agen infeksi menyerang tubuh sampai organ
dalam. Selain terpapar infeksi yang bersifat patogen, kita juga sering terpapar
infeksi oleh flora normal dengan kadar yang berlebihan, hal ini dapat
menyebabkan penyakit akut yang mematikan misalnya infeksi Staphylococcus sp,
Escherichia coli, Streptococcus sp (Romas et al. 2015)

Escherichia coli adalah salah satu jenis bakteri Gram negatif. Escherichia
coli banyak ditemukan di usus besar manusia sebagai flora normal. Bakteri ini
dapat berubah menjadi patogen jika pertumbuhan di dalam tubuh melebihi batas
normal, akibat perubahan makanan secara mendadak serta perubahan pH dalam
usus misalnya diare,dan juga kemampuannya menimbulkan infeksi pada jaringan
tubuh lain (Cahyono 2013).

Cara mengatasi penyakit infeksi yang paling umum adalah dengan terapi
antibiotik. Antibiotik adalah zat yang menghancurkan atau menghalangi
pertumbuhan mikroorganisme penyebab penyakit.Perkembangan resistensi
Escherichia coli terhadap antibiotik semakin meluas sehingga untuk
pengobatannya diperlukan alternatif lain (Nurmala (2015).

Tanaman yang berpotensi dikembangkan sebagai antibakteri adalah daun
murbei (Morus alba L.) Daun murbei bermanfaat untuk mengobati beberapa

penyakit seperti diuretik, antidemam dan antihipertensi (Permadi, 2006).



Kandungan kimia daun murbei yang diduga memiliki aktivitas antibakteri adalah
flavonoid, alkaloid, polifenol dan terpenoid. Flavonoid dapat mengganggu
metabolisme energi yang dibutuhkan oleh bakteri sehingga pertumbuhan bakteri
terhambat (Chusnie & Lamb 2005). Alkaloid memiliki mekanisme penghambatan
dengan cara mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri,
sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan
kematian sel tersebut (Juliantina 2008). Polifenol memiliki mekanisme sebagai
antibakteri dengan mengkerutkan dinding sel atau membran sel sehingga
permeabilitas  dinding sel bakteri dapat menghambat pertumbuhan
mikroorganisme atau aktivitas enzim (Juliantina 2008). Terpenoid memiliki
mekanisme kerja menghambat pertumbuhan dengan mengganggu proses
terbentuknya membran dan atau dinding sel, membran dan atau dinding sel tidak
terbentuk atau terbentuk tidak sempurna (Ajizah, 2004).

Penelitian yang dilakukan Jurian melaporkan ekstrak etanol daun murbei
dalam beberapa macam konsentrasi dapat menghambat pertumbuhan koloni
bakteri Escherichia coli. Penghambatan pertumbuhan koloni bakteri Escherichia
coli ditunjukkan dengan nilai konsentrasi hambat minimum (KHM) dan
konsentrasi bunuh minimum (KBM) dengan menggunakan berberapa konsentrasi,
yaitu 0 mg/ml; 3,85 mg/ml; 7,69 mg/ml; 15,38 mg/ml; 30,77 mg/ml. Nilai KHM
dan KBM penghambatan terhadap Escherichia coli sebesar 11,43 mg/ml dan
3,44 mg/ml.

Metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi dan fraksinasi. Metode
maserasi merupakan suatu metode penyarian sederhana yang dilakukan dengan
cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari. Etanol digunakan sebagai
cairan penyari karena lebih selektif, kapang dan kuman sulit tumbuh dalam etanol
20% ke atas, tidak beracun, dapat bercampur dengan air pada segala
perbandingan. Etanol dapat melarutkan alkaloid basa, kurkumin, kumarin,
antrakinon, flavonoid, steroid dan klorofil (Depkes 1986). Maserasi bertujuan
untuk menarik zat-zat berkhasiat yang tahan terhadap pemanasan ataupun tidak

tahan pemanasan (Depkes RI, 2000). Keuntungan cara maserasi adalah pengerjaan



dan peralatan yang digunakan sederhana dan mudah diperoleh. Kerugian cara
maserasi adalah pengerjaan lama dan hasil penyarian kurang sempurna. Setelah
didapatkan ekstrak daun murbei diakukan fraksinasi. Fraksinasi adalah cara untuk
memisahkan senyawa utama dengan senyawa utama yang lainnya berdasarkan
kepolarannya. Jumlah dan jenis senyawanya yang telah dipisahkan akan menjadi
fraksi yang berbeda. Senyawa-senyawa yang bersifat polar akan masuk ke pelarut
polar, begitu pula senyawa yang bersifat non polar akan masuk ke pelarut non
polar (Tiwari et al., 2011)

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui fraksi n-heksan, etil asetat dan
fraksi air ekstrak etanolik daun murbei yang berpotensi sebagai antibakteri
Escherichia coli dengan menggunakan metode difusi kemudian dilanjutkan
dengan metode dilusi. Metode difusi adalah metode dengan sumuran
dipergunakan untuk mengukur daya hambatan obat oleh organism uji. Tujuan
menggunakan metode dilusi adalah untuk mendapatkan Konsentrasi Bunuh
Maksimum (KBM) dari fraksi n-heksan,etil asetat, dan air hasil fraksinasi ekstrak

etanolik daun murbei (Morus alba L.)

B. Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian latar belakang diatas maka perumusan masalah dalam
penelitaian ini sebagai berikut:
1. Apakah ekstrak etanol, fraksi n- heksan, etil asetat dan air dari daun murbei
memiliki aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli ATTCC 25922?
2. Manakah dari fraksi fraksi n- heksan, etil asetat dan air dari ekstrak daun
murbei yang paling aktif terhadap Escherichia coli ATCC 259227
3. Berapakah Konsentrasi Bunuh Minimun (KBM) dan Konsentrasi Hambat
Minimum (KHM) fraksi teraktif dari ekstrak etanol daun murbei yang terhadap
Escherichia coli ATCC 259227

C. Tujuan Penelitian
1. Untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak, fraksi n- heksan, etil asetat
dan air dari daun murbei terhadap Escherichia coli ATTCC 25922



2. Mengetahui antara ketiga fraksi (n- heksan, etil asetat dan air) dari ekstrak
etanol daun murbei yang paling aktif dalam menghambat Escherichia coli
ATCC 25922.

3. Mengetahui nilai KHM dan KBM dari fraksi teraktif ekstrak etanol daun
murbei terhadap Escherichia coli ATTCC 2592.

D. Kegunaan Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat, informasi
khususnya tentang obat tradisional yang dapat digunakan sebagai masukkan bagi
masyarakat dalam upaya pemanfaatan daun murbei (Morus alba L) yang
mempunyai aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli, sehingga peranannya
sebagai tanaman obat akan lebih berarti. Penelitian ini diharapkan berguna bagi
peneliti lain sebagai acuan atau tambahan informasi dalam melakukan penelitian

terhadap daun murbei sebagai antibakteri.



BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Daun Murbei
1. Klasifikasi tanaman

Tumbuhan murbei dapat diklasifikasikan sebagai berikut:

Divisi : Spermatophyta
Anak divisi  : Angiospermae
Kelas : Dicotyledone
Bangsa - Urticales
Keluarga : Moraceae
Marga : Morus

Jenis : Morus alba L.

1.1 Nama umum/nama dagang : Murbei

1.2 Nama lain: Murbei dikenal dengan berbagai nama seperti: besaran
(Indonesia),mubai, besaran (Jawa), kerta, kitau (Sumatra), sangye (Cina),
maymon,dau tam (Vietnam) (Dalimarta 2000).
2. Deskripsi tanaman

Tanaman murbei memiliki tinggi mencapai 9 m, bercabang banyak. Daun
tunggal dan bertangkai dengan letak berseling, berbentuk bulat telur, berujung
runcing, berpangkal tumpul, tepi bergerigi, serta permukaan kasar. Bunga
menjemuk berbentuk tanda keluar dari ketiga daun. Makota bunga berwarna
putih. Buahnya berupa buah buni, berair dan rasanya enak. Kulit buah saat masih
muda hijau, kemudian berubah merah, dan saat masak kehitaman. Tanaman ini
sering dijumpai didaerah dataran rendah maupun dataran tinggi yang cukup
mendapatkan sinar matahari (Atmosoedarjo et al 2000).
3. Syarat Tumbuhan Tanaman Murbei

Tanaman murbei sangat cocok ditanam pada lahan terbuka, karena
membutuhkan banyak cahaya untuk dapat tumbuh. Tanaman ini baik tumbuh di
dataran rendah maupun di dataran tinggi (Atmosoedarjo et al 2000). Murbei

tumbuh baik di ketinggiaan 100 m di atas permukaan laut. Pertumbuhan murbei



pada daerah tropis berlangsung setiap tahun tanpa mengalami masa istirahat,
sedangkan di daerah subtropis pada musim dingin mengalami masa istirahat dan
pertumbuhanya berhenti. Tanaman murbei di daerah tropis pada saat musim
kemarau produksinya menurun dibandingkan produksi pada musim hujan. Hal ini
disebabkan oleh faktor air sehingga mengakibatkan produksi daun pada musim
kemarau menurun, kecuali pada perkebunan murbei yang mendapat pengairan.
Daun murbei dapat dipanen sepanjang tahun, hanya mengalami penurunan pada
musim kemarau. Produksi sekitar 7 ton dari produksi normal, sedangkan pada
saat irigasi produksi yaitu 25 ton. Produksi optimal dicapai pada suhu 24-28°C
dan kelembaban udara 65-80% (FAO, 2002).

4. Sifat kimiawi dan efek farmakologis

Daun murbei memiliki beberapa efek farmakologis antara lain bersifat
diuretik, antidemam dan antihipertensi (Permadi, 2006).

5. Khasiat Daun Murbei

Khasiat lain dari daun murbei antara lain untuk penyakit seperti flu,
malaria, sakit kepala, sakit tenggorokan, sakit gigi, rematik, darah tinggi
(hipertensi), kencing manis (diabetes mellitus), kaki gajah, sakit kulit, bisul,
radang mata merah, memperbanyak air susu ibu (ASI), keringat malam, muntah
darah dan batuk darah akibat darah panas, kolesterol tinggi dan gangguan pada
saluran pencernaan (Dalimartha, 2008; Hariana 2008)

6. Kandungan kimia

Penelitian sebelumnya disebutkan bahwa daun murbei mengandung
alkaloid, flavonoid, dan polifenol, (Sunanto, 2009). Anita et al. (2014). Penelitian
lain menyebutkan kandungan dalam daun murbei adalah terpenoid (Purwatresna
2012).

6.1 Flavonoid. Flavonoid merupakan salah satu kelompok senyawa
metabolit sekunder yang paling banyak ditemukan didalam jaringan tanaman
(Arisandi 2016). Flavonoid termasuk golongan fenolik dengan struktur kimia c6-
c3-c6, artinya kerangka karbonnya terdiri dari dua gugus c6 (cincin benzen
tersubtitusi ) disambung oleh rantai alifatik tiga karbon (Redha 2010). Flavonoid

merupakan senyawa yang bersifat polar dan larut dalam air yang dapat juga



diekstraksi dengan etanol 70% dan tetap ada lapisan air setelah dikocok dengan
eter minyak bumi. Flavonoid umumnya terdapat dalam tumbuhan, terikat pada
gula sebagai glikosida dan aglikon flavonoid yang merupakan bentuk kombinasi
glokosida. Flavonoid ini terdapat dalam semua tumbuhan berpembuluh .
Flavonoid berupa senyawa fenol, karena itu warnanya berubah jika ditambah basa
atau ammonia (Octavia, 2009)

Mekanisme kerja flavonoid sebagai antibakteri adalah kemampuannya
dalam membentuk kompleks dengan protein ekstraseluler dan dinding bakteri.
Akibat terganggunya dinding sel, sel tidak dapat menahan tekanan osmotik
internal yang dapat mencapai 5 sampai 10 atm. Tekanan ini cukup untuk
memecah sel apabila dinding sel rusak (Aziz 2010). Mekanisme kerja dengan
mendenaturasi protein sel bakteri dan merusak membran sel tanpa dapat
diperbaiki lagi (Prayudhani et al .2012)

6.2 Alkaloid. Alkaloid mencakup senyawa bersifat basa yang
mengandung satu atau lebih dari atom N, biasanya dalam gabungan sebagai
bagian dari sistem siklik. Alkaloid biasanya terbentuk kristal, hanya sedikit yang
berupa cairan, dan dapat dideteksi dengan pereaksi dragendrof (Maharani et al
2014). Kemampuan senyawa alkaloid sebagai antibakteri dilakukan dengan
mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga
lapisan sel bakteri tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel
pada bakteri tersebut (Alamsyah et al 2014). Kadar alkaloid dalam tanaman
sangat bervariasi tergantung pada cara penanaman dan waktu panen. Alkaloid
dapat menghambat esterase, DNA dan RNA polimerase serta menghambat
respirasi sel dan berperan dalam interkalasi DNA. Alkaloid dapat mengganggu
terbentuknya jembatan seberang silang komponen penyusun peptidoglikan pada
sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan
menyebabkan kematian sel tersebut (Ajizah 2004).

6.3 Polifenol. Polifenol merupakan senyawa bioaktif pada tumbuhan yang
memiliki beberapa fungsi yaitu sebagai perlindungan terhadap mikroorganisme
dan serangga, antioksidan, bertanggung jawab pada pembentukan warna, dan

beberapa karakteristik organoleptik pada makanan (Albuquerque et al., 2013).



Polifenol memiliki spektrum luas dengan sifat kelarutan pada pelarut yang
berbeda-beda. Hal ini disebabkan oleh gugus hidroksil pada senyawa tersebut
berbeda jumlah dan posisinya. Polifenol banyak terdapat pada buah-buahan dan
sayur-sayuran hijau. Penelitian pada hewan dan manusia menunjukkan bahwa
polifenol dapat mengatur kadar gula darah seperti antikanker, antioksidan, dan
antimikroba (Lenny, 2006).

6.4 Terpenoid. Triterpenoid merupakan senyawa berkerangka karbon
dari enam satuan isoprene dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon
asiklik, yaitu skualena. Triterpenoid dibagi menjadi empat golongan senyawa
yaitu triterpena, steroid, saponin, dan glikosida jantung. Tepenoid terdapat dalam
senyawa tumbuhan, memiliki struktur siklik dan satu gugus fungsi atau lebih
(hidroksil, karbonil, dan lain-lain). Umumnya, terpenoid larut lemak dan berada di
dalam sitoplasma sel tumbuhan. Penggolongan senyawa terpenoid, berdasarkan
kemudahannya dalam menguap dibagi menjadi tiga golongan, yaitu: mudah
menguap (monoterpen dan seskuiterpen sebagai minyak atsiri), sulit menguap
(diterpenoid), dan tidak menguap (triterpenoid dan steroid) (Direja, 2007).
Beberapa hasil penelitian menunjukan bahwa senyawa terpenoid dapat
menghambat pertumbuhan dengan mengganggu proses terbentuknya membran
dan atau dinding sel, membran dan atau dinding sel tidak terbentuk atau terbentuk
tidak sempurna (Ajizah, 2004).

E. Simplisia

1. Pengertian simplisia

Simplisia adalah bahan alam yang digunakan sebagai obat yang belum
mengalami pengolahan apapun juga, kecuali jika berupa bahan yang telah
dikeringkan. Simplisia dibagi menjadi 3 macam yaitu, simplisia nabati, simplisia
hewani, dan simplisia mineral. Simplisia nabati adalah simplisia berupa tanaman
utuh, bagian tanaman, atau eksudat tanaman dengan tingkat kehalusan tertentu.
Simplisia hewani adalah simplisia berupa hewan utuh, bagian hewan atau zat yang
dihasilkan hewan yang masih berupa zat kimia murni. Simplisia pelikan (mineral)

adalah simplisia yang berupa bahan pelikan (mineral) yang belum diolah atau



telah diolah dengan cara sederhana dan belum berupa zat kimia murni (Depkes,
2000).
2. Pengambilan simplisia

Kadar suatu senyawa dalam simplisia berbeda-beda tergantung beberapa
faktor antara lain: bagian tumbuhan yang digunakan, umur tumbuhan atau bagian
tumbuhan pada saat panen, waktu panen dan lingkungan tempat tumbuh. Waktu
panen simplisia sangat berkaitan dengan senyawa aktif yang terkandung di dalam
bagian tanaman yang akan di panen. Waktu panen yang tepat adalah ketika bagian
tanaman yang akan digunakan mengandung senyawa aktif dalam jumlah yang
banyak (Gunawan dan Mulyani, 2004)

3. Pengeringan

Pengeringan simplisia bertujuan untuk mendapatkan simplisia yang tidak
mudah rusak dan dapat disimpan dalam waktu yang lama. Pengeringan simplisia
digunakan untuk: Menurunkan kadar air sehingga bahan tersebut tidak mudah
ditumbuhi bakteri dan kapang. Menghilangkan aktifitas enzim yang bisa
menguraikan  kandungan zat aktif pada tanaman. Memudahkan dalam hal
pengelolaan proses selanjutnya, mudah disimpan, dan tahan lama (Gunawan dan
Mulyani, 2004).

Pada pengeringan, simplisia akan kehilangan air dalam jumlah besar.
Kandungan simplisia yang telah dikeringkan dapat mencapai 10% atau lebih,
tetapi disyaratkan kandungan air harus kurang dari 10%. Jika kandungan air masih
terlalu tinggi atau penyimpanan dalam kondisi yang terlalu basah akan terjadi
kerusakan material tumbuhan (Voight, 1994).)

F. Ekstraksi
1. Pengertian ekstraksi
Ekstraksi adalah  sediaan kering, kental atau cair, dibuat dengan
mengambil sari simplisia nabati atau hewani dengan cara yang sesuai, diluar
pengaruh cahaya matahari langsung. Cairan penyari yang digunakan antara lain
air, eter, atau campuran etanol dan air. Penarikan zat pokok yang diinginkan dari

bahan mentah obat menggunakan pelarut yang dipilih sehingga zat yang
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diinginkan larut. Bahan mentah obat yang berasal dari tumbuh-tumbuhan tidak
perlu diproses lebih lanjut kecuali dikumpulkan dan dikeringkan. Metode
ekstraksi dipilih berdasarkan beberapa faktor seperti sifat dari bahan mentah obat
dan daya penyesuaian dengan tiap macam metode ekstraksi untuk memperoleh
ekstrak yang sempurna dari obat. Sifat dari bahan mentah obat merupakan faktor
utama yang harus dipertimbangkan dalam memilih suatu metode ekstraksi (Tiwari
etal., 2011).

2. Metode ekstraksi

2.1. Maserasi. Maserasi adalah proses pengekstrakkan simplisia
menggunakan beberapa pelarut dengan beberapa kali pengocokan atau
pengadukan pada suhu ruangan (kamar). Maserasi bertujuan untuk menarik zat-
zat berkhasiat yang tahan maupun yang tidak tahan terhadap pemanasan( Depkes
RI, 2000).

Maserasi digunakan untuk penyarian simplisia yang mengandung bahan
aktif yang mudah larut dalam pelarut dan tidak mengandung zat yang mudah
mengembang dalam cairan penyari. Penyarian dengan pelarut air bisa
ditambahkan bahan pengawet (kloroform, etanol, gula, gliserin) pada awal
penyarian supaya mencegah timbulnya kapang, khamir, dan kuman. Keuntungan
cara maserasi adalah pengerjaan dan peralatan yang digunakan sederhana dan
mudah diperoleh. Kerugian cara maserasi adalah pengerjaan lama dan hasil
penyarian kurang sempurna.

2.2. Fraksinasi. Fraksinasi adalah cara untuk memisahkan senyawa utama
dengan senyawa utama yang lainnya berdasarkan kepolarannya. Jumlah dan jenis
senyawanya yang telah dipisahkan akan menjadi fraksi yang berbeda. Senyawa-
senyawa yang bersifat polar akan masuk ke pelarut polar, begitu pula senyawa
yang bersifat non polar akan masuk ke pelarut non polar (Tiwari et al., 2011)

3. Larutan penyari

Penyarian ekstrak daun murbei dalam penelitian ini menggunakan metode
maserasi dengan pelarut etanol 70% dan difraksinasi dengan n-heksan, etil asetat,
dan air. Penggunaan pelarut yang berbeda polaritasnya disebabkan kandungan

senyawa kimia yang terdapat dalam daun murbei mempunyai polaritas yang
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berbeda-beda sehingga dengan dilakukan fraksinasi akan diketahui fraksi yang
paling efektif terhadap bakteri Escherichia coli.

3.1 n-heksan. Pelarut n-Heksan adalah hasil penyulingan minyak tanah
yang telah bersih, terdiri atas suatu campuran rangkaian hidrokarbon, tidak
berwarna, transparan, bersifat mudah terbakar, baunya khas, tidak dapat larut
dengan air, dapat larut dengan alkohol, benzen, kloroform, eter. Senyawa yang
dapat larut dalam pelarut n-Heksan yaitu senyawa yang bersifat non polar seperti
terpenoid, triterpenoid, sterol, dan fenil propanoid (Tiwari et al., 2011).

3.2 Etil asetat. Pelarut etil asetat adalah pelarut yang bersifat semi polar,
memiliki titik didih yang relatif rendah yaitu 77 ° C sehingga mudah menguap
(bersifat volatil), tidak beracun dan tidak berwarna serta memiliki aroma khas
(Susanti 2012).

3.3 Air. Air adalah pelarut universal, digunakan untuk ekstraksi tanaman
dengan produk aktivitas antimikroba. Air biasanya dipertimbangkan sebagai
pelarut karena sifatnya yang stabil, tidak menguap, tidak mudah terbakar, tidak
beracun dan alamiah. Air dapat melarutkan gula, pati, minyak menguap, lemak
peptida, zat warna, garam alkaloid, dan asam organik (List, 2000)

3.4 Etanol 70%. Etanol digunakan sebagai cairan penyari karena lebih
selektif, kapang dan kuman sulit tumbuh dalam etanol 20% keatas, tidak beracun,
netral, absorbsinya baik, dapat bercampur dengan air pada berbagai perbandingan,
panas yang diperlukan untuk pemekatan lebih sedikit. Etanol dapat melarutkan
senyawa yang memiliki berat berat molekul rendah seperti alkaloid, saponin dan
flavonoid (Arifianti et al. 2014).

Pelarut etanol lebih mudah menembus membran sel untuk mengekstrak
bahan intraseluler dari bahan tanaman. Karena hampir semua komponen
diidentifikasi dari tanaman yang aktif terhadap mikroorganisme adalah senyawa
organik aromatik atau jenuh, mereka paling sering diperoleh melalui etanol atau
ekstraksi metanol. Metanol lebih polar dari pada etanol tetapi karena sifat
sitotoksik, maka metanol tidak cocok untuk uji aktivitas antibakteri karena dapat

menyebabkan hasil yang salah (Tiwari et al. 2011).
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G. Antibakteri

Antibakteri adalah suatu zat atau senyawa yang dapat menekan atau
membunuh pertumbuhan atau reproduksi bakteri. Senyawa atau zat yang
digunakan untuk membasmi bakteri penyebab infeksi pada manusia, harus
memiliki sifat toksisitas selektif setinggi mungkin, artinya senyawa tersebut harus
bersifat sangat toksik terhadap bakteri tetapi relatif tidak toksik terhadap hospes.
Berdasarkan sifat toksisitas selektif, ada antibakteri yang bersifat menghambat
pertumbuhan bakteri yang dikenal sebagai zat bakteriostatik dan ada yang bersifat
membunuh bakteri dikenal sebagai zat bakterisid. Konsentrasi zat minimum yang
diperlukan untuk menghambat pertumbuhan mikroba atau membunuhnya masing-
masing dikenal sebagai KHM dan KBM (Ganiswara,2007). Mekanisme antibakeri
merupakan peristiva penghambatan bakteri oleh antibakteri. Berdasarkan
mekanisme kerjanya antibakteri dibagi dalam 5 kelompok yaitu :
1. Penghambatan metabolisme sel bakteri

Mikroba membutuhkan asam folat untuk kelangsungan hidupnya, bakteri
patogen harus mensintesis sendiri asam folat dari Para Amino Benzoic Acid
(PABA) untuk kebutuhan hidupnya. Antimikroba bila bersaing dengan PABA
dalam pembentukan asam folat, maka terbentuk analog asam folat non fungsional
sehingga kebutuhan akan asam folat tidak terpenuhi dan bisa menyebabkan
bakteri mati. Contoh antibakteri yang bekerja menghambat metabolisme sel
bakteri adalah sulfonamide dan trimetroprin (Bakung, 2014)
2. Penghambatan sintesis dinding sel

Dinding sel bakteri terdiri atas polipeptidoglikan yaitu suatu kelompok
polimer mukopeptida (glikopeptida). Struktur dinding sel dapat dirusak dengan
cara menghambat pembentukannya atau mengubah setelah terbentuk. Kerusakan
dinding sel bakteri akan menyebabkan terjadinya lisis. Contoh antibakteri
golongan antaralain penisilin, sefalosporin, fosfomisin, vankomisin, sikloserin,
dan basitrain (Radji, 2002).
3. Perubahan permeabilitas membran sel bakteri

Selaput sel berguna sebagai penghalang yang selektif, meloloskan

beberapa zat yang terlarut dan menahan zat - zat yang terlarut lainnya. Kerusakan
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membran sel menyebabkan keluarnya berbagai komponen dari dalam sel bakteri
yaitu protein, asam nukleat, nukleotida dan lain-lain. Beberapa jenis antibakteri
dapat mengganggu membran sel sehingga mempengaruhi kehidupan sel bakteri,
antara lain polimiksin, nistatin, golongan makrolida dan poliena (misal
amfoterisin B) (Radji, 2002)
4. Penghambatan sintesis protein sel bakteri

Bakteri perlu mensintesis berbagai protein untuk kelangsungan hidupnya.
Sintesis protein berlangsung di ribosom dengan bantuan mRNA dan tRNA. Salah
satu mekanisme kerja antibakteri adalah menyebabkan kode pada mRNA salah
dibaca oleh tRNA pada waktu sintesis protein yang abnormal dan fungsional bagi
sel bakteri. Antibakteri yang termasuk dalam golongan ini antara lain aktinomisin,
rifampisin, streptomisin, tetrasiklin, kloramfenikol, eritromisin, klindamisin dan
gentamisin (Radji, 2002).
5. Penghambatan sintesis asam nukleat dan protein

Antibakteri yang memiliki mekanisme kerja ini pada umumnya bersifat
toksik kurang selektif, karena antibakteri ini bersifat sitotoksik terhadap sel tubuh
hospes, sehingga hanya bersifat sitotoksik yang masih dapat diterima sebagai
antibakteri. Antibakteri yang termasuk dalam golongan ini antara lain asam

nalidiksat dan golongan kuinolol (Radji, 2002).

H. Kotrimoksazol

Kotrimoksazol merupakan kombinasi trimetoprim dan sulfametoksazol
digunakan dalam bentuk kombinasi karena sifatnya sinergistik. Penggunaan
kotrimoksazol pada penelitian ini karena kotrimoksazol merupakan antibiotik
yang poten dan aktif dalam membunuh bakteri Gram negatif salah satunya adalah
bakteri Escherichia coli. Trimetoprim dan sulfametoksazol menghambat reaksi
enzimatik pada dua tahap yang berurutan pada mikroba, sehingga kombinasi
kedua obat memberikan efek yang sinergis. Penemuan sediaan kombinasi ini
merupakan kemajuan penting dalam usaha meningkatkan efektivitas klinik
mikroba. Spektrum antibakteri trimetoprim sama dengan sulfametoksazol.

Mekanisme antibakterinya berdasar atas kerjanya pada tahap yang berurutan
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dalam reaksi enzimatik untuk membentuk asam tetrahidrofolat. Sulfametoksazol
menghambat masuknya molekul PABA ke dalam asam folat dan trimetoprim
menghambat terjadinya reaksi reduksi dari dihidrofolat menjadi tetrahidrofolat.
Tetrahidrofolat penting untuk reaksi-reaksi pemindahan satu atom C, seperti
pembentukan basa purin dan beberapa asam amino. Trimetoprim menghambat
enzim dihidrofolat reduktase mikroba secara sangat selektif. Kombinasi ini
mungkin efektif walaupun mikroba telah resisten terhadap trimetoprim.
Sinergisme maksimum akan terjadi bila mikroba peka terhadap kedua komponen
(Gunawan et al. 2009).

Keuntungan penting lain dari kombinasi ini adalah timbulnya resistensi
lebih lambat daripada komponen-komponennya sendiri. Hal ini adalah jelas,
karena bakteri yang menjadi resistensi untuk satu komponen masih dapat

dimusnahkan oleh yang lain (Tjay & Rahardja 2002).

I. Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri suatu zat yang digunakan untuk mengetahui
apakah zat tersebut dapat membunuh atau menghambat pertumbuhan bakteri uji.
Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan dua metode yaitu:

Pertama, metode difusi. Metode ini dapat dilakukan dengan menggunakan
cakram (diks) kertas saring, sumuran atau silinder tidak beralas. Metode dengan
sumuran atau silinder, dilakukan dengan memasukkan larutan uji dengan
konsentrasi tertentu ke dalam sumuran. Metode cakram Kkertas saring berisi
sejumlah obat yang ditempatkan pada permukaan medium padat, medium
sebelum digunakan diolesi bakteri uji. Diameter zona hambat sekitar cakram yang
digunakan untuk mengukur kekuatan hambat obat. Metode difusi agar
dipengaruhi oleh faktor fisik kimia, faktor antara obat dan organisme (Jawetz et
al. 2001).

Kedua, metode dilusi. Metode ini dilakukan dengan mencampur secara
homogen suatu obat dalam media dengan jumlah atau konsentrasi yang berbeda-
beda, masing-masing media ditambahkan suspensi kuman kemudian diinkubasi

dan diamati daerah media yang jernih. Metode ini menggunakan antimikroba
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dengan kadar yang menurun secara bertahap pada media cair maupun padat.
Media diinokulasikan terhadap bakteri uji, selanjutnya diinkubasi dan diamati
konsentrasi antimikroba yang mampu menghambat pertumbuhan atau membunuh
bakteri uji. Keuntungan metode ini adalah memberikan hasil kualitatif yang
menujukkan jumlah antimikroba yang dibutuhkan untuk mematikan bakteri
(Jawetz et al. 2005)

J. Media Bakteri

Media merupakan bahan yang digunakan untuk menumbuhkan dan
mengembangkan mikroba. Media yang digunakan harus dalam keadaan steril
artinya tidak ditumbuhi oleh mikroba lain yang tidak diharapkan. Agar mikroba
dapat tumbuh dan berkembang dengan baik di dalam media maka diperlukan
persyaratan, antara lain dalam media harus terkandung unsur yang diperlukan
untuk pertumbuhan dan perkembangbiakan bakteri, harus mempunyai tegangan
permukaan dan pH sesuai dengan kebutuhan mikroba, dan harus steril (Suriawiria
1986). Bentuk media ditentukan oleh ada tidaknya penambahan zat pemadat
seperti agar-agar, gelatin. Bentuk media dikenal ada tiga jenis:
1. Media padat

Media ditambah 12-15 gram tepung agar-agar per 1.000 ml media. Media
yang memerlukan kadar air tinggi, maka jumlah tepung agar-agar harus rendah,
tetapi untuk jenis media yang memerlukan kandungan air rendah penambahan
tepung agar harus banyak. Media padat umumnya diperlukan untuk bakteri, ragi,
jamur, dan kadang - kadang juga mikroalga
2. Media cair

Media tidak ditambahkan zat pemadat, biasanya media cair dipergunakan
untuk perbaikan mikroalga tetapi juga mikro lain, terutama bakteri dan ragi.
3. Media semi cair atau padat

Penambahan zat pemadat hanya 50% atau kurang dari yang seharusnya.
Umumnya diperlukan untuk pertumbuhan mikroba yang banyak memerlukan

kandungan air dan hidup aerobik atau fakultatif (Suriawiria 1986 ).
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K. Sterilisasi

Bahan atau peralataan yang dipergunakan dalam bidang mikrobiologi
harus dalam keadaan steril. Steril artinya tidak didapatkan mikroba yang tidak
diharapkan kehadirannya, baik yang mengganggu atau merusak media atau
mengganggu kehidupan dan proses yang sedang dikerjakan (Waluyo 2004).
Sterilisasi merupakan suatu tindakan untuk membebaskan alat dan media dari
mikroba. Cara sterilisasi yang umum dilakukan meliputi sterilisasi secara fisik
yaitu pemanasan basah dan Kkering. Sterilisasi dengan pemanasan basah
mengggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit untuk mensterilkan
media, sedangkan sterilisasi kering menggunakan oven dengan suhu 171°C
selama 2 jam untuk mensterilkan cawan petri,dan tabung reaksi.(Darmandi 2008).
Penggunaan formaldehid adalah metode sterilisasi fisikokimia untuk mensterilkan
inkas. (Rao, 2008).

L. Escherichia coli
1. Sistematika

Berdasarkan taksonominya E. coli diklasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Divisi : Proteobacteria

Kelas : Gamma Proteobacteria

Bangsa : Enterobacteriales

Keluarga : Enterobacteriaceae

Marga : Esherichia

Jenis : Escherichia coli (Kairupan et al 2014)

2. Morfologi dan sifat Esherichia coli

Escherichia coli adalah kuman oportunitis yang banyak ditemukan di
dalam usus besar manusia sebagai flora normal. Morfologi dari Escherichia coli
adalah berbentuk batang pendek, ukuran 0,4-0,7 um x 1,4 um, sebagian gerak
positif dan beberapa strain mempunyai kapsul. Biakan Escherichia coli berupa
koloni berwarna pada agar Mac Conkey yang menunjukkan bahwa hasil

memfermentasi laktosa dan bersifat non patogen di dalam usus. Tempat paling
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sering terkena infeksi Escherichia coli adalah saluran kemih, saluran empedu, dan
tempat-tempat lain di rongga perut. Bakteri ini juga menghasilkan enterotoksin
penyebab diare. Escherichia coli memproduksi enterotoksin yang tahan panas
dapat menyebabkan diare yang ringan, sedangkan enterotoksin yang tidak tahan
panas dapat menyebabkan sekresi air dan klorida ke dalam lumen usus sehingga
menghambat reabsorbsi natrium (Widyarto, 2009).
3. Identifikasi Escherichia coli

Uji Escherichia coli dengan media Endo Agar bertujuan untuk menguji
bakteri ini memfermentasi laktosa akan menghasilkan asam dan aldehid, dengan
bantuan oksidasi dari udara akan memecah ikatan fuchsin dan sulfit yang ada
dimedium akibatnya fuchsin membentuk kilap logam dan medium menjadi merah.
Uji Escherichia coli dengan media SIM (Sulfida Indol Motility) bertujuan untuk
menguji adanya sullfida, indol serta motilitas. Uji sulfida positif bila medium
berwarna hitam, uji indol bila terbentuk warna merah setelah penambahan reagen
Erlich Adan Erlich B. Uji motilitas positif bila terjadi pertumbuhan bakteri pada
seluruh media. KIA (Kligr’s Iron Agar) bertujuan untuk mengetahui adanya
fermentasi karbohidrat dan sulfida. Bagian lereng dasar, terdapat gas serta
terbentuknya warna hitam pada media. Uji positif bila bagian lereng akan
berwarna hitam, bagian dasar berwarna kuning, terbentuknya gas ditandai dengan
pecahnya media, sulfida positif terbentuk warna hitam pada media. LIA (Lysin
Iron Agar) bertujuan untuk mengetahui adanya deaminasi lysine dan sulfida.
Bagian lereng akan terbentuk warna hitam pada media. Uji positif bila lereng akan
berwarna hitam, berwarna ungu, berwarna kuning, disertai terbentuknya warna
hitam pada media. CITRAT bertujuan untuk mengetahui apakah bakteri
menggunakan sitrat sebagai sumber karbon tunggal. Uji positif bila media

berwarna biru.

M. Landasan Teori
Tanaman murbei (Morus alba L.) merupakan salah satu jenis tanaman
yang berkhasiat sebagai obat. Daun murbei dapat digunakan untuk obat batuk,

salesma, demam, dan hipertensi. Ekstrak etanol daun murbei (Morus alba L.)
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mengandung quersetin dan anthosianin. Kedua macam senyawa tersebut termasuk
dalam kelompok glikosida flavonoid. Glikosida flavonoid merupakan senyawa
fenol yang berperan sebagai koagulator protein (Tee Vincent 2007).Selain itu
daun murbei juga mengandung senyawa alkaloid, polifenol dan tepenoid.

Tubuh kita sepanjang waktu terpapar dengan virus, jamur, parasit dan
bakteri. Selain terpapar infeksi yang bersifat patogen, kita juga sering terpapar
infeksi oleh flora normal dengan kadar yang berlebihan, hal ini dapat
menyebabkan penyakit akut yang mematikan misalnya infeksi Staphylococcus sp,
Escherichia coli, Streptococcus sp (Romas et al. 2015). Bakteri yang dapat
menyebabkan infeksi adalah Escherichia coli. Bakteri ini kadang-kadang
mengkoloni pada manusia dan menimbulkan infeksi apabila fungsi pertahanan
inang abnormal. Oleh karena itu Escherichia coli ATCC 2592 disebut patogen
oportunistik yaitu memanfaatkan kerusakan pada mekanisme pertahanan inang
untuk memulai suatu infeksi.

Penelitian yang dilakukan oleh (Jurian et al 2016) menunjukkan bahwa
ekstrak etanol daun murbei dapat menghambat pertumbuhan koloni bakteri
Escherichia coli. Penghambatan pertumbuhan koloni bakteri Escherichia coli
ditunjukkan dengan nilai konsentrasi hambat minimum (KHM) dan konsentrasi
bunuh minimum (KBM) menggunakan metode dilusi. Hasil dari penelitian
tersebut diperoleh nilai KHM sebesar 11,43 mg/ml yang berarti dengan
konsentrasi tersebut mampu menghambat lebih dari 90% pertumbuhan bakteri
Escherichia coli dan nilai KBM sebesar 3,44 mg/ml yang berarti dengan
konsentrasi tersebut mampu menghambat lebih dari 50% pertumbuhan bakteri
Escherichia coli. Penelitian tersebut diketahui bahwa ekstrak etanol daun murbei
memiliki aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli akan tetapi penelitian
tersebut belum samapai tahap fraksinasi. Penelitian ini dilanjutkan sampai tahap
fraksinasi sehingga dapat diketahui fraksi teraktif terhadap Escherichia coli.

Penyarian menggunakan metode maserasi. Keuntungan metode maserasi
yaitu cara pengerjaan dan peralatan yang digunakan sederhana dan muda
diusahakan. Kerugian maserasi adalah pengerjaannya lama dan penyariannya

kurang sempurna. Berdasarkan zat aktif yang terkandung dalam daun murbei,
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maka pelarut yang digunakan adalah etanol 70 %, karena etanol merupakan
pelarut yang baik untuk ekstraksi pendahuluan agar diperoleh hasil yang bagus.
Penyarian biasanya digunakan campuran antara etanol dan air. Etanol di
pertimbangkan sebagai penyari karena etanol merupakan larutan penyari yang
mudah di peroleh, stabil secara fisika dan kimia, selektif terhadap kapang dan
kuman beracun, bereaksi netral, absorbsinya baik, tidak mempengaruhi zat
berkhasiat, tidak mudah terbakar, panas yang dibutuhkan untuk pemekatan lebih
sedikit, dapat bercampur dengan air pada segala perbandingan. Etanol dapat
melarutkan senyawa yang memiliki berat molekul rendah seperti alkaloid, saponin
dan flavonoid (Arifianti et al. 2014).

Fraksinasi adalah proses untuk memisahkan senyawa berdasarkan
perbedaan kepolarannya dalam suatu tumbuhan. Jumlah dan jenis senyawa yang
setelah dipisahkan akan terjadi fraksi yang berbeda.

Dalam penelitian ini peneliti menggunakan antibiotik kotrimoksazol
sebagai kontrol pembanding. Kotrimoksazol merupakan kombinasi dari
trimethoprim dan sulfametataksazol yang menghambat reaksi enzimatik obligat
pada mikroba, sehingga kombinasi dari dua obat tersebut memberikan efek
sinergis (Gunawan et al. 2009)

Pengujian antibakteri dapat dilakukan dengan metode difusi kemudian
dilanjutkan dengan metode dilusi. Metode difusi digunakan untuk mengetahui
diameter zona hambatan dari fraksi teraktif, sedangkan metode dilusi digunakan
untuk mengetahui Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh
Minimum (KBM). Metode dilusi ini menggunakan antimikroba dengan kadar

yang menurun secara bertahap menggunakan media cair.

N. Hipotesis
Berdasarkan landasan teori diatas, hipotesis dalam penelitian ini adalah :
Pertama, ekstrak etanol, fraksi n- heksan, etil asetat dan air dari daun
murbei mempunyai aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli ATCC
25922
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Kedua, fraksi etil asetat ekstrak daun murbei merupakan fraksi yang
paling aktif terhadap Escherichia coli ATCC 25922

Ketiga, nilai Kosentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Kosentrasi Bunuh
Minimum (KBM) dari fraksi teraktif daun murbei (Morus alba L.) terhadap
Escherichia coli ATCC 25922 yaitu fraksi etil asetat.



BAB I11
METODE PENELITIAN

A. Populasi dan sampel
Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun tanaman murbei
yang diperoleh dari daerah Tawangmangu,Jawa Tengah. Sampel dalam penelitian
ini adalah simplisia daun murbei yang berwarna hijau tidak terlalu muda dan tidak
terlalu tua yang masih segar. Daun murbei diambil secara acak dari daerah
Tawangmangu, Jawa Tengah , bulan Januari 2018.

B. Variabel Penelitian
1. ldentifikasi variabel utama

Variabel utama dalam penelitian yang pertama adalah ekstrak etanol 70%,
fraksi n-heksan, etil asetat dan air dari daun murbei (Morus alba L.)

Variabel yang kedua aktivitas antibakteri ekstrak etanol, fraksi n-heksan,
etil asetat, dan air dari daun murbei (Morus alba L.) terhadap bakteri Escherichia
coli ATCC 25922
2. Kilasifikasi Variabel utama

Variabel utama yang telah diidentifikasi dapat diklasifikasikan kedalam
berbagai macam variabel yaitu variabel bebas, variabel kendali dan variabel
tergantung.

Variabel bebas adalah variabel yang sengaja diubah-ubah untuk dipelajari
pengaruhnya terhadap variabel tergantung. Variabel bebas yang dimaksud dalam
penelitian adalah ekstrak etanol, fraksi n-heksan, etil asetat, dan air dari daun
murbei (Morus alba L.) dalam konsentrasi 50%; 25%; 12,5%; 6,2%; 3,1%; 1,5%;
0,7%; 0,3%; 0,1%; 0,09%.

Variabel kendali adalah variabel yang mempengaruhi variabel tergantung
sehingga perlu ditetapkan kualifikasinya agar hasil yang diperoleh tidak tersebar
dan dapat diulang oleh penelitian lain secara tepat. Varibel terkedali dalam

penelitian adalah kemurnian bakteri uji Escherichia coli ATCC 25922, kondisi
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laboratorium meliputi kondisi inkas, suhu inkubasi, waktu inkubasi, sterilisasi,
media yang digunakan dalam penelitian dan metode ekstrasi.

Variabel tergantung adalah titik pusat persoalan yang merupakan Kriteria
penelitian ini. Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah pertumbuhan
bakteri yang dipengaruhi oleh fraksinasi daun murbei (Morus alba L.) yang dilihat
dari pertumbuhannya pada media selektif.

3. Definisi operasional variable utama

Pertama, daun murbei (Morus alba L.) adalah daun tanaman yang
berwarna hijau tidak terlalu muda dan tidak terlalu tua yang diambil secara acak
pada bulan Januari 2018 dari, Batu Malang Jawa Timur.

Kedua, serbuk daun murbei (Morus alba L.) adalah daun murbei yang
diambil kemudian dicuci pada air mengalir guna membersihkan kotoran yang
masih menempel, setelah itu dikeringkan dengan cara dioven pada suhu 50°C
selama 3 hari, setelah kering dibuat serbuk dan diayak dengan ayakan no 40.

Ketiga, ekstrak etanol daun murbei (Morus alba L.) adalah hasil ekstraksi
dari serbuk daun murbei yang diekstraksi dengan cara maserasi menggunakan
pelarut etanol 70%.

Keempat, fraksi n-heksan adalah ekstrak dari etanol 70% daun murbei
(Morus alba L.) yang difraksinasi dengan pelarut n-heksan sebagai pelarut non
polar.

Kelima, fraksi etil asetat adalah fraksinasi dari residu n-heksan dengan
menggunakan etil asetat sebagai pelarut semi polar.

Keenam, fraksi air dari daun murbei (Morus alba L.) adalah fraksinasi dari
residu fraksi etil asetat dengan menggunakan air sebagai pelarut polar.

Ketujuh, Escherichia coli ATCC 25922 adalah bakteri yang diperoleh dari
Laboratorium Mikrobiologi Universitas Setia Budi.

Kedelapan, uji aktivitas antibakteri adalah uji aktivitas antibakteri terhadap
bakteri Escherichia coli ATCC 25922 dengan menggunakan metode difusi untuk
mengukur diameter zona hambat, metode dilusi untuk mengukur konsentrasi
hambat minimum (KHM) dan konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) berupa satu
seri pengenceran dalam berbagai konsentrasi 50%; 25%; 12,5 %; 6,2%; 3,1%;
1,5%; 0,7 %; 0,3 %; 0,1 %; 0,09%.
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Kesembilan, KBM adalah konsentrasi terkecil yang dapat membunuh
pertumbuhan bakteri yang ditunjukkan dengan tidak adanya pertumbuhan bakteri

setelah diinokulasi pada media.

C. Alat dan Bahan
1. Alat

Alat alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah pembakar spiritus,
kaki tiga, kasa, selang, corong kaca, botol maserasi, penangas air, timbangan
analitik, labu erlenmeyer, tabung reaksi, rak tabung, gelas ukur, labu takar,
autoklaf, incubator, inkas, tabung reaksi, spuit injeksi, kertas saring, kertas
lakmus, dan corong kaca, oven, blender, ayakan no0.40, batang pengaduk,
seperangkat alat rotary evaporator, spatel.

2. Bahan

1.1. Bahan utama. Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini
adalah daun murbei (Morus alba L.). Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini
adalah Escherichia coli ATCC 25922 biakan murni.

1.2. Bahan kimia. Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini
adalah pelarut n-heksan, etil asetat, Mc Farland 0,5, etanol 70%, aquadestilata,
HCI, Mg, FeCls, Erlich A, Erlich B, DMSO 3%, reagen mayer, reagen
dragendrof.

1.3. Medium. Medium yang digunakan Brain Heart Infusion (BHI),
Mueller Hinton Agar (MHA), Sulfida Indol Motility (SIM), Kligler Iron Agar
(KIA), Lysine Iron Agar (LIA), Citrat, Endo Agar (EA)

D. Jalannya Penelitian
1. Determinasi tanaman
Determinasi dilakukan untuk mengetahui daun yang digunakan benar-
benar daun murbei dan identitas murbei yang akan digunakan sebagai bahan uji
dalam penelitian. Determinasi tanaman dilakukan untuk mengetahui kebenaran

tanaman yang berkaitan dengan ciri-ciri morfologi yang ada pada tanaman murbei



24

sesuai kepustakaan dan dibuktikan dibagian Biologi Farmasi, Fakultas Farmasi
Universitas Setia Budi Surakarta.
2. Pengambilan bahan

Sampel daun murbei yang diambil secara acak dengan memilih daun yang
tidak terlalu muda juga tidak terlalu tua , masih segar dan bebas dari hama yang
diambil di Batu Malang Jawa Timur, pada bulan Januari 2018.
3. Pembuatan serbuk

Pembuatan serbuk daun murbei dilakukan dengan cara daun murbei
(Morus alba L.) dicuci bersih terlebih dahulu dengan air mengalir sampai terbebas
dari kotoran dan debu. Daun murbei (Morus alba L,) yang sudah dibersih
ditimbang, setelah itu dioven pada suhu 50°C. Daun murbei (Morus alba L.) yang
sudah kering diserbuk dengan alat penyerbuk kemudian diayakan dengan ayakan
no 40 sehingga diperoleh serbuk daun murbei (Morus alba L.).
4. Penetapan kadar lembab

Penetapan kadar kelembaban serbuk daun murbei pada penelititian ini
dilakukan di laboraturium teknologi farmasi Universitas Setia Budi. Penetapan
kadar kelembaban serbuk daun murbei dilakukan dengan menggunakan alat
moisture balance. Serbuk ditimbang 2 gram, dimasukkan ke dalam alat moisture
balance. Kemudian moisture balance ditutup dan ditunggu sampai ada bunyi pada
alat sebagai tanda. Angka yang muncul dalam satuan persen pada alat moisture
balance dicatat sebagai kadar kelembaban. Kadar lembab memenuhi syarat
dimana suhu serbuk dari simplisia tidak boleh lebih dari 10%
5. Pembuatan ekstrak etanol

Serbuk daun murbei ditimbang sebanyak 800 gram kemudian dimasukkan
ke dalam botol, dengan ditambahkan pelarut etanol 70% dengan perbandingan
1:7,5 (Jurian et al 2016). Campuran didiamkan selama 5 hari, dalam sehari
digojog selama 1 jam. Maserat dan ampas dipisahkan, maserat yang didapatkan
disaring, kemudian dipekatkan dengan evaporator sampai didapat maserat yang

pekat.
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6. Tes bebas etanol ekstrak daun murbei

Ekstrak yang telah pekat diuji bebas etanol dengan cara uji esterifikasi
yaitu ekstrak ditambah dengan asam asetat pekat dan asam sulfat pekat kemudian
dipanaskan, uji positif etanol ditandai dengan tidak terbentuk bau ester yang khas
dari etanol. Tujuan dilakukannya tes bebas etanol ini agar pada ekstrak tidak
terdapat etanol yang memiliki aktivitas antibakteri. ldentifikasi senyawa ini
dibuktikan di Laboratorium Fitokimia Fakultas Farmasi Universitas Setia Budi.
7. Penetapan persen rendemen

Persen rendemen diperoleh dengan cara menimbang hasil ekstrak pekat

dibagi dengan berat serbuk, kemudian dikalikan 100 %.

bobot ekstrak
Rendemen (%) = O T X 100%

bobot sampel
8. Pengujian kandungan senyawa kimia

8.1 Flavonoid. Ekstrak etanol dan fraksi daun murbei ( Morus alba L.)
sebanyak = 0,5 g dicampurkan dengan aquades. Setelah itu, didihkan selama 5
menit kemudian disaring. Filtrat ditambahkan 0,5 mg bubuk Mg dan ditambahkan
1 ml HCI pekat dan amil alkohol. Dicampur dan dikocok kuat-kuat kemudian
dibiarkan memisah. Reaksi positif ditandai dengan warna merah atau kuning atau
jingga pada lapisan amil akohol (Alamsyah et al 2014).

8.2 Alkaloid. Ekstrak etanol dan fraksi sebanyak = 0,5 g dilarutkan
dengan aquades. Setelah itu ditambahkan 1 ml HCI 2 N. Dibuat dalam 2 tabung.
Tabung 1 ditambahkan reagen Mayer terbentuk endapan menggumpal warna putih
kekuningan. Tabung 2 ditambahkan reagen Dragendroff terbentuk endapan
berwarna merah sampai jingga (Alamsyah et al 2014).

8.3. Polifenol. Sebanyak 0,5 gram ekstrak etanol dan fraksi daun murbei,
ditambahkan 10 ml air panas kemudian didihkan selama 15 menit dan disaring.
Kemudian filtrat yang diperoleh ditambahkan 5 ml pereaksi besi (I11) klorida.
Perubahan warna biru kehitaman atau cokelat kehitaman menunjukkan adanya
kandungan tanin (Robinson 1995).

8.4. Terpenoid. Sebanyak 0,5 gram ekstrak etanol dan fraksi, dimasukkan

dalam tabung, kemudian ditambah air panas 10 ml, didinginkan lalu dikocok kuat-
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kuat selama 10 detik. Hasilnya ditunjukkan dengan perubahan warna hijau, biru
dan merah kecolatan atau ungu (Harbone 1987)
9. Fraksinasi dari ekstrak etanol daun murbei

9.1 Pembuatan fraksi n-Heksan daun murbei. Ekstrak etanol 70%
sebanyak 10 g yang telah disuspensikan dengan air difraksinasikan dengan pelarut
n-heksan 75 ml dalam corong pisah, fraksi yang ada diatas (fraksi n-heksan)
dipisahkan dengan fraksi yang bagian bawah (fraksi air) dilakukan dengan
penambahan n-heksan sebanyak 3 kali. Fraksi n-heksan yang didapat kemudian
dipekatkan dengan oven pada suhu 40°C.

9.2. Fraksinasi etil asetat dari daun murbei (Morus alba L.). Hasil sisa
fraksinasi dengan n-heksan difraksinasi dengan pelarut etil asetat 75 ml dalam
corong pisah. Filtrat yang dibawah (fraksi air) dipisahkan dengan filtrat yang
bagian atas (fraksi etil asetat), dilakukan dengan penambahan pelarut sebanyak 3
kali. Fraksi etil asetat yang didapat kemudian dipekatkan dengan oven pada suhu
40°C.

9.3. Fraksinasi air daun murbei (Morus alba L.). Filtrat sisa fraksinasi
dengan etil asetat adalah fraksi air. filtrat yang telah diperoleh kemudian
dipekatkan dengan water bath sampai kental.

10. Sterilisasi

Media yang digunakan dalam penelitian ini harus disterilisasi terlebih
dahulu dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Cawan petri dan
tabung reaksi distrerilkan dengan oven pada suhu 170- 180 °C selama 2 jam,
sedangkan alat- alat seperti jarum ose disterilkan dengan pemanasan api langsung,
dan sterilisasi inkas menggunakan formalin (Suriawiria, 2005).
11. Identifikasi Escherichia coli ATCC 25922

11.1 Isolasi bakteri Escherichia coli. Suspensi bakteri uji Escherichia
coli diinokulasi pada media differensial Endo Agar (EA) dan diinkubasi selama
24 jam pada suhu 37°C. Hasil pengujian ditunjukan dengan warna koloni merah
dengan kilap logam. Hal tersebut disebabkan karena bakteri Escherichia coli
ATCC 25922 dapat memfermentasi laktosa sehingga menyebabkan warna

medium Endo Agar disekitar koloni merah dengan kilap logam (Volk dan
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Wheller 1988). Escherichia coli memfermentasi laktosa akan menghasilkan asam
dan aldehid, dengan bantuan oksidasi dari udara akan memecah ikatan fuchsin dan
sulfit yang ada dimedium, akibatnya fuchsin membentuk kilap logam dan medium
menjadi merah.

11.2 Identifikasi mikroskopis Escherichia coli ATCC 25922 dengan
pewarnaan Gram. Pewarnaan Gram dilakukan dengan cara buat preparat ulas
(smear) yang telah difiksasi kemudian tetes kristal ungu (Gram A) sebagai
pewarna utama pada kedua preparat sampai semua ulasan terwarnai, didiamkan
selama + 1 menit. Cuci dengan aquadest mengalir kemudian tetesi mordant
(lugol,s iodine/ Gram B), didiamkan selama + 1 menit kemudian dicuci lagi
dengan air mengalir dan dikering anginkan, preparat dilunturkan dengan peluntur
Gram C (alkohol) selama 30 detik. Tetes counterstain (safari / Gram D) dan
didiamkan selama + 45 detik, dicuci dengan aquadest mengalir kemudian
dikeringkan, preparat dengan kertas tissu yang ditempelkan disisi ulasan lalu
didiamkan sampai mengering di udara (Volk dan Wheller 1988).

11.3. Identifikasi Escherichia coli ATCC 25922 dengan uji biokimia.

Pertama uji biokimia SIM (Sulfida Indol Motility). Biakan bakteri
ditanamkan pada permukaan media SIM, kemudian diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 37 ° C. Uji sulfida, positif bila medium berwarna hitam, uji indol
positif bila berbentuk warna merah setelah penambahan reagen Erlich, uji
motilitas positif bila terjadi pertanaman bakteri pada seluruh media (Anonim,
2008).

Kedua uji KIA (Kliger’s Iron Agar) merupakan media yang berbentuk
padat, keadaan miring, warna merah, dan berfungsi untuk uji fermentasi
karbohidrat (glukosa dan laktosa) serta sulfida. Biakan bakteri diinokulasikan
pada bagian KIA yang akan diamati kemudian diinkubasi selam 24 jam selama
suhu 37°C. Pengamatan dilakukan pada bagian lereng dan dasar ada tidaknya gas
dan terbentuk warna hitam pada media. Pada bagian miring, jika bakteri dapat
mefermentasi laktosa dan glukosa, warna media berubah menjadi kuning
(Raihana 2011).
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Ketiga, uji LIA (Lysin Iron Agar) merupakan media yang mengandung
glukosa, asam amino lisin dan brom kresol ungu sebagai pH indikator, serta
natrium tiosulfat. Metode ini bertujuan untuk identifikasi mikroba penghasil
enzim yang mampu mendekarboksilasi asam amino lisin dan memproduksi gas
H,S. Pengujian media LIA dilakukan pengamatan pada bagian lereng, dasar, dan
adanya sulfida. Biakan bakteri diinokulasikan pada bagian media LIA yang akan
diamati dengan cara inokulasi tusuk dan gores. Diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37 °C. Diamati adanya perubahan warna merah coklat ungu, atau kuning,
pada bagian lereng dan dasar media LIA. Perubahan warna hitam pada media
LIA menunjukkan uji sulfida positif (Haryani 2012)

Keempat, uji Citrat. Biakan bakteri diinokulasikan pada media dengan cara
inokulasi goresan kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C.
Identifikasi ini bertujuan untuk mengetahui apakah bakteri menggunakan citrat
sebagai sumber karbon tunggal, uji positif bila media berwarna biru.

12. Pembuatan suspensi bakteri uji

Bakteri Escherichia coli dari biakan murni diambil sekitar 2 ose dan
ditanam dalam tabung yang berisi medium Brain Heart Infusion (BHI) yang
dikeruhkan dan disesuaikan dengan kekeruhan 0,5 McFarland yang dianggap
setara dengan 1,5x10° CFU/ml bakteri Escherichia coli, isolat kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 2-5 jam.
13. Pengujian aktivitas antibkteri fraksi teraktif dari n-heksan, etil asetat,

dan air dari daun murbei (Morus alba L.) secara difusi

Fraksi n-heksan, etil asetat dan air yang diperoleh dari hasil ekstrak etanol
daun murbei (Morus alba L.) secara maserasi diuji aktivitas antibakteri dengan
bakteri uji Escherichia coli ATCC 25922. Metode yang digunakan adalah
metode difusi.

Cara pengerjaannya metode difusi dengan menyelupkan kapas lidi steril pada
suspensi yang telah dibuat dan ditekan-tekan pada ujung tabung, dioleskan pada
medium MHA (Mueller Hinton Agar) sampai rata. Media tersebut dibuat sumuran
dengan menggunakan boor prop. Sumuran untuk  kontrol positif yaitu

kotrimoksazol. Kontrol negatif DMSO 3% dan sumuran yang lain diisi ekstrak
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uji, hasil fraksinasi n-heksan, etil asetat dan air dengan konsentrasi 50%, 25%,
dan 12,5% . Masa inkubasi 24 jam pada suhu 37°C, ada tidaknya daya hambat
yang teramati dalam ukuran mm dibandingkan dengan kotrimoksazol. Daerah
yang tidak ditumbuhi bakteri disekitar sumuran yang berisi larutan uji
menandakan bahwa ekstrak serta hasil fraksi daun murbei (Morus alba L.)
memiliki daya hambat terhadap bakteri uji (Bonang dan Koeswardono 1982).
Pengujian dilakukan sebanyak 3 kali.

14. Pengujian aktivitas antibakteri daun murbei secara dilusi

Metode dilusi digunakan untuk mengetahui konsentrasi terendah sediaan
yang dapat membunuh dan menghambat bakteri uji. Metode dilusi menggunakan
12 tabung steril. Pembuatan larutan stok fraksi teraktif menggunakan pelarut
DMSO 3%. Secara aseptis dari larutan stok tersebut dibuat deret konsentrasi yaitu
kontrol - (fraksi etil asetat 50%); 50%, 25 %, 12,5 %, 6,25 %, 3,12%, 1,56%,
0,78%, 0,39%, 0,1 %, 0,09% dan kontrol + (suspensi bakteri Eschrichia coli) .
Media BHI (Brain Heart Infusion) dimasukkan 0,5 ml pada tiap tabung kecuali
tabung 1, tabung 2 dan tabung 12. Tabung 1 diisi dengan larutan stok hasil fraksi
teraktif ( kontrol - ) 1ml, tabung 2 diisi dengan larutan stok hasil fraksi teraktif
0,5 ml ditambah dengan suspensi bakteri Eschrichia coli 0,5 ml, sedangkan
tabung 12 diisi dengan suspensi bakteri Eschrichia coli 0,5 ml, kemudian pada
tabung 3 dimasukkan 0,5 ml larutan stok ditambah 0,5 ml suspensi bakteri
Eschrichia coli lalu dikocok, kemudian dari tabung 3 dipipet 0,5 ml dan
dimasukkan ke dalam tabung 4 begitu seterusnya sampai tabung 11 kemudian
dibuang 0,5 ml.

Seluruh tabung diinkubasi pada suhu kamar selama 24 jam, lalu diamati
kekeruhannya. Menentukan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) yaitu batas
terendah tabung media yang jernih atau yang memberikan hasil negatif. Kemudian
menentukan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) dengan cara tabung media
yang jernih diinokulasikan secara goresan pada media selektif untuk masing-
masing bakteri uji. Kemudian diinkubasi pada suhu kamar selama 24-48 jam.

Mengamati ada tidaknya koloni yang tumbuh pada permukaan media lempeng.
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KBM ditunjukkan oleh konsentrasi terendah pada media Endo Agar yang tidak
menunjukkan koloni bakteri yang tumbuh. Pengujian dilakukan sebanyak 3 kali.
15. Analisis data

Analisis data yang digunakan dalam penelitian ini adalah pengujian
aktivitas antibakteri fraksi etil asetat terhadap Eschercihia coli ATCC 25 922
secara difusi dan dilusi, dan hasil fraksinasinya diuji menggunakan metode

statistik yang sesuai.
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Gambar 1. Skema pembuatan ekstrak etanol dan fraksinasi daun murbei (Morus alba L.)
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Gambar 3. Skema pengujian aktivitas antibakteri fraksi teraktif( n-heksan, etil asetat dan
air )dari ekstrak daun murbei terhadap Escherichia coli ATCC 25922 dengan

metodedilusi.



BAB IV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Penelitian
1. Determinasi tanaman daun murbei (Morus alba L.)

Determinasi tanaman daun murbei (Morus alba L.) dilakukan di bagian
Biologi Farmasi, Fakultas Farmasi Universitas Setia Budi Surakarta. Determinasi
daun murbei dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui kebenaran dari sampel
yang diambil, untuk menghindari terjadinya kesalahan dalam mengumpulkan
bahan serta kemungkinan terjadinya pecampuran bahan dengan tumbuhan yang
lainnya.

Hasil determinasi daun murbei menurut Backer C.A. dan Brink
R.C.B.(1965): Flora of Java : 1b - 2b - 3b - 4b - 12b - 13b — 14b — 17b — 18b —
19b - 20b — 21b — 22b - 23b - 24b - 25b - 26b - 27a - 799b - 800a. familia 117.
Moraceae. 1b - 2b - 4b - 6b - 8b -9a -10a -11b - 12b. 2. Morus.1b. Morus australis
Poir. Hasil determinasi tanaman secara lengkap dapat dilihat di lampiran 1.

2. Pembuatan serbuk daun murbei

Daun murbei yang telah dikeringkan, digiling lalu diayak dengan ayak no

40 dan dihitung prosentase bobot kering terhadap bobot basah yang tercantum

pada tabel 1 dibawabh ini:

Tabel 1. Prosentase bobot kering terhadap bobot basah daun murbei

Bobot basah (gram) Bobot kering (gram) Rendemen % (b/v)

5000 gram 3000 gram 60%

Pengeringan bertujuan untuk mengurangi kadar air yang terdapat dalam
bahan sehingga dengan pengeringan yang maksimal dapat mencegah terjadi
kerusakan bahan oleh bakteri dan jamur. Bahan yang telah kering juga dapat
mempermudah dalam pembuatan serbuk. Hasil rendemen bobot kering terhadap
bobot basah yaitu 60%. Perhitungan prosentase bobot kering terhadap bobot basah
dapat dilihat pada lampiran 10.

34
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3. Penetapan kadar lembab serbuk daun murbei

Tabel 2. Hasil penetapan kadar lembab serbuk daun murbei

Replikasi Berat awal serbuk Berat akhir serbuk  Kadar lembab (%)

(gram) (gram)
1 2 1,8 5 %
2 2 1,8 5 %
3 2 1,6 7 %
Rata-rata = 567 %

Penetapan kadar air sebuk daun murbei menggunakan moisture balance.
Alat diatur suhu dan waktu pengeringan terlebih dahulu pada 105°C dan waktu
pengeringan selama 15 menit. Neraca timbang dimasukkan pada posisi 0,00 gram.
Serbuk daun murbei ditimbang sebanyak 2,0 gram, dan ditunggu sampai alat
berbunyi tanda telah selesai penetapan kadar air.

Penetapan kadar lembab serbuk daun murbei bertujuan untuk mengetahui
bahwa serbuk tersebut benar-benar kering. Kadar lembab serbuk daun murbei
memenuhi syarat dengan nilai rata-rata 5,76 %, karena kadar lembab serbuk
simplisia tidak boleh lebih dari 10%. Kadar lembab kurang dari 10%
menyebabkan sel dalam keadaan mati, enzim tidak aktif serta bakteri dan jamur
tidak tumbuh sehingga bahan lebih awet (Katno et al. 2008). Jika kadar air
melebihi 10% maka kemungkinan simplisia akan rusak dan ditumbuhi mikrob.
Pengeringan menggunakan oven mempunyai keuntungan bahwa dengan suhu
yang stabil akan menghambat pertumbuhan jamur. Perhitungan penetapan kadar
air serbuk daun murbei dapat dilihat pada lampiran 11.

4. Pembuatan ekstrak etanol daun murbei

Serbuk daun murbei diekstraksi dengan metode maserasi. Maserasi adalah
cara ekstraksi yang paling sederhana. Keuntungan cara penyari dengan maserasi
adalah cara pengerjaan dan peralatan yang digunakan sederhana dan mudah
diusahakan. Metode maserasi tidak menggunakan pemanasan sehingga komponen
yang tidak tahan panas seperti flavonoid tetap ada di dalam ekstrak. Serbuk daun
murbei ditimbang sebanyak 800 gram, kemudian dimasukan dalam botol maserasi
warna coklat, ditambahkan pelarut etanol 70% sebanyak 6000 ml, dan didiamkan

selama 5 hari, dengan tiga kali digojok dalam sehari. Hasil maserat disaring
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dengan kain flannel, kemudian disaring lagi dengan kertas saring, kemudian
dipekatkan dengan evaporator suhu 40°C. Hasil Pembuatan ekstrak etanol daun
murbei dapat dilihat pada tabel 3.

Tabel 3. Rendemen ekstrak daun murbei

Bobot serbuk Bobot ekstrak Rendemen ekstrak (%ob/v)

800 gram 361,59 gram 45,19%

Rendemen yang diperoleh dari hasil ekstrak etanol daun murbei sebanyak
45,19%. Perhitungan hasil pembuatan ekstrak etanol daun murbei dapat dilihat
pada lampiran 12

5. Uji bebas etanol ekstrak etanol daun murbei

Tabel 4. Uji bebas etanol ekstrak daun murbei

Uji bebas etanol Hasil uji
Ekstrak etanol daun murbei + H,SO4 pekat tidak tercium bau ester
+ CH3COOH, dipanaskan yang khas

Uji bebas etanol ekstrak daun murbei dilakukan dengan cara, ekstrak
etanol daun murbei ditambah asam sulfat ditambah asam asetat kemudian
dipanaskan. Hasil uji tidak tercium bau ester yang khas. Reaksi yang terjadi:

H,SO, pekat
—_—
CH3COOH + C;H50H ey CH3COOC,H5 + H0

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun murbei telah
bebas dari etanol 70% yaitu ditandai dengan tidak terciumnya bau ester yang
khas dari etanol pada ekstrak. Tujuan dilakukan uji bebas etanol pada ekstrak
daun murbei adalah untuk mencegah kesalahan pengamatan dalam tahap
penelitian selanjutnya yaitu pada pengujian aktivitas anti bakteri Escherichia coli
ATCC 25922, sebab etanol memiliki aktivitas dalam menghambat pertumbuhan
bakteri dan dapat mempengaruhi hasil penelitian. Adanya pelarut etanol yang
tertinggal didalam ekstrak dapat mengakibatkan bakteri terbunuh bukan oleh
ekstrak, tetapi oleh sisa pelarut etanol yang tertinggal. Foto hasil uji bebas ekstrak
etanol daun murbei dapat dilihat pada lampiran 4.

6. Ildentifikasi kandungan kimia ekstrak etanol daun murbei
Identifikasi kandungan yang terdapat dalam daun murbei bertujuan untuk

mengetahui kandungan kimia yang terdapat didalam daun murbei tersebut. Hasil



37

pada tabel 5 dibawah ini merupakan identifikasi kandungan kimia dari ekstrak
etanol daun murbei. Senyawa yang terkandung didalam daun murbei adalah
flavonoid, polifenol, alkaloid, dan terpenoid. Hasil identifikasi kandungan kimia
daun murbei dapat dilihat pada tabel 5.

Tabel 5. Identifikasi kandungan kimia ekstrak dan fraksi daun murbei

Kandungan Pustaka Hasil dan Interpretasi data
Kimia carakerja Ekstrak  n-heksan etil asetat air

Flavonoid Warna ekstrakdan Warna warna  warna warna
merah atau fraksi + 0,5 kuning Pada hitam  kuning kuning
kuningatau aquades Lapisan lapisan lapisan
jinggapada dipanaskan 5  Amil alkohol amilalkohol  amilalkohol
lapisanamil ~ menit, disaring. () ) €] (+)
alkohol( filtrat +0,5mg

bubuk Mg+
Iml HCI +amil
alkohol 1ml

Polifenol Warna biru 0,5 g ekstrak Warna warna warna warna
kehitaman dan fraksi+1ml Biru hitam biru biru
ataucokelat  air panas, Kehitaman kehitaman kehitaman
kehitaman disaring.filtrat+  (+) (+) (+) (+)
Robinson 5ml FeCI**

1995)

Alkaloid Terbentuk Ekstrak dan Mayer; Mayer: mayer: mayer:
endapan fraksi + larutan  Endapan warna endapan
menggumpal HCL 2N endapan
berwarna panaskan + Warna kuning warna putih
putin  atau larutan mayer Putih kecoklatan  kuning
kuning dan dan Dragendroff:dragendroff.dragendroff:dragendroff
dengan dragendroff Endapan warnah endapan
dragendroff endapan
terbentuk Coklat coklat coklat coklat
endapan Sampai sampai
berwarna Hitam hitam
coklat +) +) +) (+)
sampai
hitam
(Alamsyah
et al 2014)

Terpenoid  Terbentuknya  Ekstrak dan Warna warna warna warna
warna biru, fraksi 0,5 Merah hijau coklat hitam
hijau, merah g+10ml Kecoklatan
kecoklatan aquades (+) (+) (+) )

atau  ungu dikocok 10
(Harbone detik
1987)

Keterangan : (+) = ada senyawa yang diuji
(-) =tidak ada senyawa yang diuji

Hasil pada tabel 5 merupakan hasil identifikasi senyawa yang terkandung

dalam ekstrak etanol dan fraksi daun murbei menggunakan tabung reaksi seperti
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pada lampiran 4. Hasil identifikasi menujukkan bahwa ekstrak mengandung
flavonoid, alkaloid, polifenol dan terpenoid, pada fraksi n-heksan mengandung
senyawa alkaloid dan terpenoid, pada fraksi etil asetat mengandung senyawa
flavonoid, alkaloid, polifenol, terpenoid dan pada frasi air mengandung senyawa
flavonoid, alkaloid, dan polifenol. Kandungan senyawa yang ada didalam ekstrak
etanol maupun fraksi diperkirakan mempunyai aktivitas sebagai antibakteri.

7. Hasil fraksi ekstrak etanol daun murbei

Fraksinasi adalah proses pemisahan senyawa berdasarkan perbedaan
kepolarannya dalam suatu tumbuhan. Jumlah dan jenis senyawa yang telah
dipisahkan akan menjadi fraksi yang berbeda. Senyawa-senyawa yang bersifat
polar akan masuk ke pelarut polar, begitu pula senyawa yang bersifat non polar
akan masuk ke pelarut non polar (Tiwari et al., 2011). Bahan aktif yang sudah
terekstraksi dalam masing-masing pelarut yang sesuai dengan kepolarannya akan
mudah diperkirakan kandungan kimia yang dapat digunakan sebagai antibakteri
(Mukhriani 2014; Tiwari et al. 2011).

Hasil ekstrak yang didapatkan dari maserasi difraksi dengan 3 pelarut yang
memiliki sifat kepolaran yang berbeda-beda. Pelarut nonpolar yaitu n-heksan,
pelarut semi polar adalah etil asetat, dan air adalah sebagai pelarut polar yang
kemudian dilakukan fraksinasi.

7.1 Hasil fraksi n- heksan. Hasil ekstrak maserasi yang telah didapatkan
ditimbang kemudian dilakukan fraksinasi dengan pelarut nonpolar (n-heksan),
difraksinasi 3 kali dengan pelarut n-heksan masing-masing 75 ml, kemudian
fraksi n-heksan yang didapat diuapkan dengan oven pada suhu 40°C. Residu yang
didapat dilakukan ekstraksi lanjutan dengan pelarut etil asetat. Organoleptis fraksi
n-heksan berwarna kehijauan, konsistensi kental, tidak berbau. Hasil rendemen
prosentase fraksi n-heksan daun murbei dapat dilihat pada tabel 6

Berdasarkan hasil perhitungan diatas prosentase rata-rata rendemen fraksi
n-heksan daun murbei adalah 7,9%. Hasil perhitungan prosentase rendemen fraksi
n-heksan dapat dilihat pada lampiran 13.

7.2 Hasil fraksi etil asetat. Residu dari n-heksana dilanjutkan dengan

fraksinasi dengan pelarut semipolar (etil asetat). Residu dari fraksinasi n-heksan
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difraksi 3 kali dengan pelarut etil asetat masing-masing 75 ml. Fraksi yang
didapat dipekatkan dalam oven 40°C. Organoleptis fraksi etil asetat warna hitam
kehijauan, konsistensi kental, tidak berbau. Berdasarkan hasil perhitungan pada
tabel 6 prosentase rata-rata rendemen fraksi etil asetat daun murbei yaitu
13,2%.

Hasil perhitungan prosentase rendemen fraksi etil asetat daun murbei dapat
dilihat pada lampiran 13.

7.3 Hasil fraksi air. Residu hasil fraksinasi etil asetat dilanjutkan dengan
pemekatan dengan  waterbath pada suhu 40°C sehingga didapat ekstrak
kental.Organoleptis fraksi air warna hitam konsistensi kental, tidak berbau. Hasil
prosentase rendemen fraksi air daun murbei dapat dilihat pada tabel 6

Berdasarkan hasil perhitungan diatas didapatkan prosentase rata-rata
rendemen fraksi air daun murbei vyaitu 52,7%. Hasil perhitungan prosentase

rendemen fraksi air daun murbei dapat dilihat pada lampiran 13.

Tabel 6. Rendemen hasil fraksi n-heksana, etil asetat, dan fraksi air daun murbei

Fraksi Bobot Ekstrak | Bobot Fraksi Rendemen (%)
(G) (G)
n-heksan 0,84 84 %
Etil asetat 10,01 1,32 132 %
Air 5,22 522 %
n-heksan 0,78 78 %
Etil asetat 10,01 1,35 135 %
Air 5,31 53,1 %
n-heksan 0,75 75 %
Etil asetat 10,02 1,29 129 %
Air 5,30 530 %

8. Hasil identifikasi bakteri Escherichia coli ATCC 25922

8.1 Hasil isolasi bakteri Escherichia coli ATCC 25922 . Isolasi bakteri
Escherichia coli pada media Endo Agar (EA) dalam cawan petri menunjukkan
hasil positif ditandai dengan adanya warna koloni merah kilap logam. Hal ini

disebabkan karena bakteri Escherichia coli dapat memfermentasi laktosa sehingga
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menyebabkan warna medium Endo Agar disekitar koloni berwarna merah kilap
logam (Volk dan Wheller 1988). Escherichia coli memfermentasi laktosa akan
menghasilkan asam dan aldehid, dengan bantuan oksidasi dari udara akan
memecah ikatan fuchsin dan sulfit yang ada dimedium, akibatnya fuchsin
membentuk kilap logam dan medium menjadi merah. Hasil identifikasi dapat
dilihat pada lampiran 5.

8.2 Hasil identifikasi mikroskopis Escherichia coli ATCC 25922
dengan pewarnaan Gram. Pewarnaan Gram dilakukan untuk memastikan
bahwa bakteri uji Escherichia coli ATCC 25922 tersebut termasuk golongan
Gram negatif atau positif. Bakteri uji Escherichia coli ATCC 25922 diperoleh
hasil dengan sel bakteri berwarna merah, bentuk batang. Kristal ungu (Gram A)
diteteskan sehingga menyebabkan kristal ungu akan mewarnai seluruh permukaan
sel bakteri Gram positif dan Gram negatif. Mordant (lugol iodine/Gram B)
diteteskan sehingga menyebabkan terbentuknya ikatan dengan iodine yang akan
meningkatkan afinitas peningkatan zat warna oleh sel bakteri, seluruh bakteri akan
berwarna biru. Gram C (alkohol) diteteskan sehingga menyebabkan terbentuknya
pori-pori pada Gram negatif yang memiliki banyak lapisan lemak (lipid larut
dalam etanol), sehingga komplek kristal ungu-iodine tidak menempel pada
dinding sel bakteri, hal ini menyebabkan sel Gram negatif akan kehilangan warna
birunya. Pewarna safranin (Gram D) diteteskan sehingga sel Gram negatif yang
awalnya kehilangan warna akan memiliki warna yang kontras yaitu merah. Hasil
identifikasi mikroskopis Escherichia coli ATCC 25922 dengan pengecatan Gram
dapat dilihat pada lampiran 5

8.3 Hasil identifikasi  Escherichia coli ATCC 25922 dengan uji
biokimia. Uji biokimia bakteri merupakan suatu cara untuk mengidentifikasi
suatu biakan bakteri murni yang ditanam pada media uji berdasarkan sifat-sifat
fisiologinya. lIdentifikasi uji biokimia pada bakteri Escherichia coli ATCC 25922
menggunakan medium yang terdiri dari, Sulfida Indol Motility (SIM), Kliger’s
Iron Agar (KIA), Lysin Iron Agar (LIA), dan citrate.
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Tabel 7. Identifikasi uji biokimia pada Escherichia coli ATCC 25922

Pengujian Hasil Pustaka
SIM -++ -++

KIA AIAG S(-) AIAGS(-)
LIA K/IK S(-) KIK S(-)
CITRAT - -
Keterangan:

SIM : Sulfida Indol Motilitas - :Reaksi Negatif

KIA : Kliger Iron Agar

LIA : Lysine Iron Agar + : Reaksi Positif

A : Kuning

K : Merah atau ungu

G : Terbentuk gas

S : Terbentuk Sulfida (warna hitam)

Medium Sulfida Indol Motilitas (SIM) bermanfaat untuk mengetahui
terbentuknya sulfida, indol, dan adanya motilitas. Pengujian SIM menunjukka
hasil sulfida negatif ditandai dengan tidak terbentuk warna hitam pada medium,
artinya Escherichia coli tidak dapat mereduksi thiosulfate, sehingga
menghasilkan hidrogen sulfida. Uji indol positif setelah ditambahkan tiga tetes
reagen Erlich A dan B. Reagen Erlich A dan B mengandung
dimetilaminobenzaldehid dan akan menghasilkan cincin merah pada permukaan
media karena indol akan bereaksi dengan dimetilaminobenzaldehid sehingga
membentuk rosindol yang berwarna merah. Uji indol positif disebabkan bakteri
Escherichia coli membentuk indol dari tryptopan sebagai sumber karbon Uji
motilitas diperoleh hasil positif, ditunjukkan dengan adanya penyebaran
pertumbuhan bakteri Escherichia coli pada media SIM.

Medium Kliger Iron Agar (KIA) untuk mengetahui apakah bakteri dapat
melakukan fermentasi karbohidrat terutama dalam bentuk gula. misalnya:
glukosa, laktosa, ada tidaknya gas, dan pembentukan sulfida.Gula jika diurai
maka akan menghasilkan asam atau menghasilkan asam atau basa. Pengujian
dengan media KIA setelah diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam hasil
menunjukkan A/A(S) Hasil A/A artinya pada lereng dan dasar media berwarna
kuning dari warna dasar merah, yang menunjukan bahwa bakteri mampu
memfermentasi glukosa dan laktosa. Hasil S- artinya H,S negatif ditunjukan

dengan tidak terbentuknya warna hitam pada medium KIA, karena bakteri tidak
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mampu mendesulfurasi asam amino dan methion yang akan mengahasilkan H,S,
endapan hitam ini terbentuk dari hydrogen sulfida (H, S ) yang akan bereaksi
Fe™. Hidrogen sulfida terbentuk karena bakteri mampu mendesulfurasi asam
amino dan methion.

Medium KIA mengandung laktosa, glukosa dan phenol red sebagai
indikator. Indikator phenol red adalah senyawa yang tidak bereaksi bisa
menyebabkan pH basa akan berwarna merah, dan pH asam meyebabkan warna
kuning. Laktosa yang difermentasi oleh bakteri akan menyebabkan pH turun dan
terjadinya warna kuning dibagian bawah tabung, karena jumlah laktosa lebih
banyak.

Medium Lysin Iron Agar (LIA) untuk mengetahui deaminasi lisin dan
sulfida. Pengujian media LIA setelah diinkubasi pada suhu 37°C menunjukkan
hasil K/K S-. Hasil K/K artinya pada lereng dan dasar media berwarna ungu, ini
berarti bakteri tidak mendeaminasi lisin tetapi mendekarboksilasi lisin yang
menyebabkan reaksi basa (warna ungu) di seluruh media, karena warna
pembenihan ini mengandung bromheksol ungu dari warna coklat menjadi warna
ungu. Hasil S(-) artinya uji H,S negatif ditunjukkan dengan tidak adanya warna
hitam pada media Lysin Iron Agar (LIA).

Medium Citrat untuk mengetahui kemampuan bakteri menggunakan
citrate sebagai sumber karbon tunggal. Pengujian citrat hasilnya negatif ditandai
dengan medium hijau, berarti bakteri Escherichia coli tidak menggunakan citrat
sebagai sumber karbon tunggal. Medium Citrat terdapat indicator Bromo Thymol
Blue (BTB) yang merupakan indikator pH. Jika mikroba mampu menggunakan
citrat sebagai sumber karbon tunggal menyebabkan suasana basa sehingga
terjadinya peningkatan pH dan mengubah warna medium dari hijau menjadi biru.
Hasil uji identifikasi bakteri Escherichia coli dapat dilihat pada lampiran 5.

9. Pembuatan suspensi bakteri Escherichia coli
Pembuatan suspensi bakteri bertujuan untuk standarisasi atau pengendalian

jumlah sel bakteri. Hasil pembuatan suspensi bakteri telah setara dengan



43

perbandingan standar Mc Farland 0,5. Jika suspensi terlalu keruh maka

diencerkan dengan penambahan media Brain Heart Infusion (BHI). Jika terlalu

encer atau jernih maka ditambahkan suspensi bakteri sampai setara dengan

kekeruhan standar Mc Farland 0,5. Hasil pembuatan suspensi bakteri Escherichia

coli dapat dilihat pada lampiran 5.

10. Hasil pengujian aktivitas antibakteri daun murbei (Morus alba L.) secara
difusi.

Metode difusi mempunyai keuntungan yaitu untuk mengetahui senyawa
yang paling efektif dalam menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli
ATCC 25922. Kelemahan dari metode difusi adalah tidak bisa mengetahui pada
kadar berapa membunuh atau menghambat pertumbuhan bakteri

Hasil dari ekstrak etanol, fraksi n- heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air
dari daun murbei diuji aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli
ATCC 25922 dengan metode difusi. Konsentrasi yang digunakan yaitu 50%,
25%, 12,5% dari masing-masing ekstrak dan fraksi. Kontrol positif menggunakan
kotrimoksazol dan kontrol negatif menggunakan DMSO 3%.

Uji aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi bertujuan untuk
mengetahui daya hambat dari larutan uji terhadap pertumbuhan biakkan bakteri
Escherichia coli  ATCC 25922. Tujuan metode difusi untuk mengetahui dari
fraksi yang digunakan yang mempunyai aktivitas antibakteri paling efektif dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli ATCC 25922. Uji secara
difusi dilakukan menggunakan boor prop, masing- masing lubang diisi dengan
larutan uji( ekstrak etanol daun murbei, fraksi n- heksan, fraksi etil asetat, fraksi
air, kontrol positif kotrimoksazol, dan kontrol negatif DMSO 3%) dengan waktu
inkubasi selama 24 jam dengan suhu 37°C. Aktivitas antibakteri dari larutan uji
dapat diketahui dengan ada atau tidaknya daerah hambat yang terbentuk lalu
diukur dan dibandingkan dengan kontrol positif yaitu kotrimoksazol. Pengujian
aktivitas antibakteri ekstrak etanol, fraksi n-heksan, frkasi etil asetat, dan fraksi

air terhadap bakteri Escherichia coli  ATCC 25922 menunjukan adanya daya
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hambat, ini dibuktikan dengan adanya daerah jernih disekitar sumuran yang tidak
ditumbuhi bakteri.

Tabel 8. Hasil uji aktivitas antibakteri Escherichia coli ATCC 25922 metode difusi
Diameter Hambat (mm)

Konsentrasi Sampel Replikasi
1 2 3 Rata-rata = SD

Ekstrak etanol 15 14 11 13,33 + 2,082

50% n-Heksan 18 18 13 16,33 + 2,887
Etil asetat 23 23 22 22,67 + 0,577
Air 10 10 8 9,33 + 1,155

25% Ekstrak etanol 12 12 9 11,00+ 1,732
n-Heksan 9 9 12 10,00+ 1,732
Etil asetat 20 19 18 19,00+ 1,000
Air 5 5 5 5,00 + 0,000
Ekstrak etanol 11 11 8 10,00+ 1,732

12,5% n-Heksan 7 7 6 6,67 0,577
Etil asetat 18 18 17 17,67+ 0,577
Air 4 4 4 4,00+ 0,000

Kontrol (+) 35 35 35 35 + 0,000

Kotrimoksazol

Kontrol (-) - - - -

Fraksi dan ekstrak pada konsentrasi 50% memiliki diameter daerah
hambat yang lebih besar dari pada konsentrasi 25% dan 12,5%. Berdasarkan tabel
8 hasil penelitian menujukkan bahwa fraksi etil asetat merupakan fraksi yang
paling efektif dalam menghambat pertumbuhan Escherichia coli ATCC 25922
dibandingkan ekstrak etanol, fraksi n-heksan dan fraksi air daun murbei. Hasil
rata-rata diameter daerah hambat fraksi etil asetat dengan masing-masing
konsentrasi yaitu 50%, 25% dan 12,5% adalah 22,67 mm, 19 mm, dan 17,67 mm.
Hasil uji aktivitas antibakteri secara difusi dapat dilihat pada lampiran 8.

Kontrol positif (Kotrimoksazol) terbukti efektif dalam menghambat
pertumbuhan bakteri ditunjukkan dengan diameter zona hambat paling besar
dengan rata-rata yaitu 35 mm dibandingkan dengan fraksi teraktif (etil asetat)
yaitu 22,67mm. Penguji aktivitas antibakteri secara difusi menggunakan kontrol
negatif DMSO 3 % yang dalam penguiji ini tidak aktif dalam menghambat bakteri
uji. Perhitungan standar deviasi berfungsi untuk mengetahui besar perbedaan dari

nilai sampel terhadap rata-rata dari jumlah keseluruhan obyek yang diamati.
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Standar deviasi juga menyatakan besarnya keragaman sampel. Suatu nilai deviasi
yang lebih besar,maka akan memberikan arti bahwa titik dan individu jauh dari
nilai rata-rata ( tabel 8) nilai standar deviasi termasuk baik, karena nilainya
termasuk rendah.

Analisis data dari hasil pengujian aktivitas antibakteri dengan metode
difusi menggunakan statistik Analisi of Varian (ANOVA) one way. ANOVA one
way digunakan untuk membandingkan sampel pada tiap konsentrasi. Data yang
dianalisis dengan ANOVA one way adalah konsentrasi 50%, 25%, 12,5% dari
fraksi n-heksan, etil asetat, air, dan ekstrak etanol daun murbei. Data yang
dihasilkan digunakan untuk membandingkan hubungan antara fraksi n-heksan, etil
asetat, air, ekstrak etanol, guna mendapatkan ada atau tidaknya perbedaan yang
signifikan.

Hasil uji One-Sampel Kolmogorove-Sminov diperoleh signifikan 0,886>
0,05 maka Ho diterima, data tersebut terdistribusi normal sehingga dapat
dilanjutkan uji ANOVA. Hasil uji oneway ANOVA tabel diameter hambat
diperoleh F = 111,500 dengan probabilitas 0,000 < 0,05 yang berarti dari tiap
sampel uji terdapat perbedaan nyata dalam menghambat Escherichia coli ATCC
25922. Berdasarkan tabel Tukey dan Bonferroni test terdapat tanda * pada Mean
Difference, tanda tersebut menujukkan bahwa perbedaan diameter hambat
aktivitas antibakateri tersebut signifikan. Apabila tidak terdapat tanda * maka
diameter hambat aktivitas antibakteri tidak signifikan artinya tidak memiliki
perbedaan. Hasil analisis Tukey test dan Bonferroni test dapat dilihat pada
lampiran 18

Tabel Homogeneous Subsets bertujuan untuk mencari kelompok mana saja
yang memiliki perbedaan rata-rata yang tidak berbeda secara signifikan. Tabel
Homogeneous Subsets terbagi dalam 7 subset semakin arah kekanan semakin
besar diameter hambatnya. Subset 1 terdapat fraksi air 12,5% 4,00, fraksi air 25%
5,00, fraksi n-heksan 12,5% 6,67. Subset 2 terdapat fraksi n-heksan 12,5% 6,67,
fraksi air 50% 9,33, fraksi n-heksan 25% 10,00, ekstrak etanol 12,5% 10,00
Subset 3. fraksi air 50% 9,33, fraksi n-heksan 25% 10,00, ekstrak etanol 12,5%
10,00, ekstrak etanol 25% 11,00, ekstrak etanol 50% 13,33. Subset 4 terdapat



46

ekstrak etanol 50% 13,3 fraksi n- heksan 50% 16,33 . Subset 5 terdapat fraksi n-
heksan 50% 16,33, fraksi etil asetat 12,5% 17,67, fraksi etil asetat 25% 19,00.
Subset 6 terdapat fraksi etil asetat 25% 19,00, fraksi etil asetat 50% 22,67.
Subset 7 terdapat kontrol + 35,00. Diameter daerah hambat dari subset 1-7
diketahui mempunyai perbedaan yang nyata dalam menghambat aktivitas
bakteri. Fraksi teraktif adalah etil asetat. Tabel Homogeneous Subsets dapat dilihat
pada lampiran 18.

Berdasarkan tabel 8 dan analisis data dapat disimpulkan bahwa fraksi etil
asetat merupakan fraksi teraktif dilihat dari besarnya diameter hambat terhadap
Escherichia coli ATCC 25922 vyaitu 22,67mm, dibandingkan ekstrak etanol daun
murbei, fraksi n-heksan dan air. Sifat etil asetat yang semi polar ini menyebabkan
fraksi mengandung metabolit sekunder yang lebih kompleks dibandingkan pada
fraksi polar dan non polar, oleh sebab itu fraksi etil asetat lebih banyak menarik
senyawa yang bersifat sebagai antibakteri yakni flavonoid, alkaloid dan
polifenol, hal tersebut mengakibatkan fraksi etil asetat menjadi fraksi teraktif
dengan membentuk daerah hambat yang paling besar serta fraksi yang teraktif
dibandingkan fraksi n-heksan dan fraksi air.

Flavonoid merupakan senyawa pereduksi yang baik, menghambat banyak
reaksi oksidasi, baik secara enzim maupun non enzim. Mekanisme kerja flavonoid
berfungsi sebagai antibakteri dengan cara membentuk senyawa kompleks
terhadap protein ekstraseluler yang mengganggu keutuhan membran sel bakteri.
Mekanisme kerjanya dengan cara mendenaturasikan protein sel bakteri dan
merusak membrane sel tanpa dapat diperbaiki lagi (Juliantina 2008).

Senyawa flavonoid juga mempunyai mekanisme kerja sebagai antibakteri
dengan cara menghambat sintesis asam nukleat dari sel bakteri, menghambat
fungsi dari membran sitoplasma, dan flavonoid juga dapat mengganggu
metabolisme energi yang dibutuhkan oleh bakteri sehingga pertumbuhan bakteri
terhambat (Chusnie & Lamb 2005).

Alkaloid memiliki mekanisme penghambatan dengan cara mengganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel
tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel tersebut (Juliantina
2008).
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Polifenol memiliki mekanisme sebagai antibakteri dengan mengkerutkan
dinding sel atau membran sel sehingga permeabilitas dinding sel bakteri dapat
menghambat pertumbuhan mikroorganisme atau aktivitas enzim (Juliantina 2008)

Penggunaan antibiotik kotrimoksazol sebagai kontrol positif masih lebih
efektif digunakan dimasyarakat dibandingkan hasil fraksi daun murbei(Morus
alba L.) terhadap bakteri Escherichia coli ATCC 25922.

11. Hasil pengujian aktivitas antibakteri daun murbei (Morus alba L.) secara
dilusi

Hasil fraksinasi ekstrak etanol yaitu fraksi yang paling aktif dari daun
murbei (Morus alba L.) dilakukan pengujian aktivitas antibakteri terhadap
Escherichia coli ATCC 25922 menggunakan metode dilusi untuk mengetahui
KHM (Konsentrasi Hambat Minimum) yaitu konsentrasi terendah yang masih
dapat menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli ATCC 25922.
Kemudian menentukan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) dengan cara tabung
yang jernih diinokulasikan secara goresan pada media selektif yaitu Endo Agar
(EA) untuk masing-masing bakteri uji. Pengujian aktivitas fraksi etil asetat dari
ekstrak etanol daun murbei dilakukan terhadap bakteri Escherichia coli ATCC
25922 dengan konsentrasi larutan masing-masing 50%, 25 %, 12,5 %, 6,25 %,
3,12%. 1.56%, 0,78%, 0,39%, 0,19 %, 0,09%. kontrol (+) dan kontrol (-).

Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) sulit diamati karena fraksi uji
yang berwarna sehingga sulit dibedakan antara keruh dan jernih, sehingga perlu
dilakukan goresan pada media selektif yaitu Endo Agar (EA). Media Endo
Agar(EA) digunakan untuk mengisolasi  bakteri gram negatif berdasarkan
kemampuan memfermentasi laktosa atau tidak.Tujuannya supaya terlihat
Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) pada fraksi yang diuji. Metode dilusi
bermanfaat untuk mengetahui dosis minimal dari fraksi yang bersifat antibakteri.
Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) yang menunjukkan adanya aktivitas
antibakteri dapat diketahui dengan menginokulasi sediaan dari tabung uji pada
media Endo Agar (EA) dalam cawan petri steril. Konsentrasi bunuh minimum
ditentukan pada medium Endo Agar (EA) dengan konsentrasi minimum yang
tidak menunjukan pertumbuhan Escherichia coli ATCC 25922.
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Tabel 9. Hasil aktivitas antibakteri fraksi teraktif dari ekstrak daun murbei terhadap
Escherichia coli ATCC 25922

Konsentrasi (%) Fraksi etil asetat 50%

kontrol (+) + + +
50% - - -
25% - - -

12,5% - - -
6,25% - - -
3,12% - - -
1.56% + + +
0,78% + + +
0,39% + + +
0,1 % + + +
0,09 % + + +
kontrol (-) - - -

Keterangan

(+): ada pertumbuhan bakteri

(-) : tidak ada pertumbuhan bakteri
Kontrol (-): fraksi etil

Kontrol (+) : suspensi bakteri

Berdasarkan tabel 9 diatas hasil dari penelitian menunjukkan bahwa
fraksi etil asetat konsentrasi 50% dapat membunuh pertumbuhan bakteri
Escherichia coli ATCC 25922 dengan Konsentrasi Bunuh Minimum 3,12%.
Foto hasil uji dilusi fraksi teraktif ( etil asetat 50%) dapat dilihat pada lampiran 9.

Fraksi etil asetat konsentrasi 50% adalah fraksi yang paling aktif. Hasil
tersebut disebabkan oleh adanya kandungan senyawa semipolar di fraksi etil
asetat yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri. Senyawa yang efektif dari
fraksi etil asetat daun murbei yang menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia
coli ATCC 25922 adalah flavonoid, alkaloid dan polifenol.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol fraksi
n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air dari daun murbei (Morus alba L.)
terhadap Escherichia coli ATCC 25922 dapat disimpulkan bahwa

Pertama, ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, fraksi air dari
daun murbei (Morus alba L.) mempunyai aktivitas antibakteri terhadap
Escherichia coli ATCC 25922.

Kedua, fraksi yang paling aktif terhadap Escherichia coli ATCC 25922
adalah fraksi etil asetat, pada konsentrasi 50% dengan rata-rata diameter zona
hambat sebesar 22,67 mm

Ketiga, Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) fraksi etil asetat terhadap
Escherichia coli ATCC 25922 sebesar 3,12 %

B. Saran
Pertama, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut daun murbei (Morus alba
L.) sebagai antibakteri pada bakteri Gram negatif yang lain selain Escherichia coli
ATCC 25922.
Kedua, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang aktivitas antibakteri
ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat dan fraksi air daun murbei (Morus

alba L.) secara in vivo.
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Lampiran 1. Hasil determinasi daun murbei (Morus alba L.)

o VT BuDn

UPT- LABORATORIUM
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&
>

No :190/DET/UPT-LAB/04/VIlI/2018
Hal : Surat Keterangan Determinasi Tumbuhan

Menerangkan bahwa :

Nama : Kristina Erni Sanul

NIM 1201442124

Fakultas : Farmasi Universitas Setia Budi

Telah mendeterminasikan tumbuhan : Murbei (Morus australis Poir.)
Hasil determinasi berdasarkan : Backer : Flora of Java

1b-2b-3b-4b-12b-13b~ 14b-17b - 18b — 19b — 20b — 21b - 22b — 23b — 24b - 25b
—26b - 27a — 799b — 800a. familia 117. Moraceae. 1b—2b—4b—-6b—8b—9a—10a—- 11b-
12b. 2. Morus. 1b. Morus australis Poir.

Deskripsi

Habitus
Batang

Daun
Bunga
Buah

Akar
Pustaka

Perdu.
Berkayu, percabangan monopodial.
Tunggal, ovatus sampai oblongatus, berlobi 3, letak berseling, pangkal
subcordatus, ujung acutus, tepi serratus, permukaan kasar.
Majemuk tandan, keluar dari ketiak daun. Dalam satu pohon terdapat bunga
jantan dan betina.
Buni, berair, waktu muda hijau, setelah masak hitam,
Tunggang.

. Backer C.A. & Brink R.C.B. (1965): Flora of Java (Spermatophytes only).

N.V.P. Noordhoff — Groningen — The Netherlands.

J1. Let.jen Sutoyo, Mojosongo-Solo 57127 Telp.0271-852518, Fax.0271-853275
Homepage : www.setiabudi.ac.id, e-mail : info@setiabudi.ac.id
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Lampiran 2. Foto daun murbei dan serbuk daun murbei

Daun Murbei(Morus alba L.) Serbuk daun murbei

Lampiran 3. Foto ekstrak daun murbei, fraksi n-heksan, etil asetat dan air

Ekstrak daun murbei

Fraksi etil asetat daun murbei Fraksi air daun murbei
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Lampiran 4. Foto identifikasi kandungan senyawa kimia ekstrak dan
fraksi daun murbei

Senyawa Bahan uji
kimia

O—O0OzZMUOUImMm-HQO—Or>» Xr»rozmmM—rQOIog—0zZ20T>»r
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Lampiran 5. Foto hasil identifikasi bakteri Escherichia coli ATCC 25922

Media EA Koloni E. coli Bakteri batang berderet
(merah kilap logam) (warnanerah)

suspensi
Mc.Farland
¥ 05

suspensi
bakteri E.coli

Uji biokimia Suspensi bakteri E.coli pada media
BHI dan Mc.Farland
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Lampiran 6. Foto pengenceran ekstrak etanol, fraksi n-Heksan, etil asetat
dan air

Lampiran 7. Foto alat Moisture balance, evaporator dan corong pisah,
timbangan, oven, vortex, autoklaf, inkas, inkubator,
mikroskop.

oven corong pisah



Vorteks

Timbangan analitik

Autoklaf

inkas
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Lampiran 8. Pengenceran difusi ekstrak etanol, fraksi n-heksan, etil asetat,
air,kontrol negatif dan kontrol positif dengan konsentrasi
50%; 25%; 12,5%




Lampiran 9. Foto hasil uji dilusi fraksi teraktif terhadap Escherichia coli
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Lampiran 10. Perhitungan presentase bobot kering terhadap bobot basah
daun murbei

Bobot basah Bobot kering Rendemen

5000 gram 3000 gram 60%

__ bobot kering (g)
"~ bobot basah (2)

— 390009) ;10096
5000 (g)

=60%

Rendemen serbuk x 100%

Lampiran 11. Perhitungan penetapan kadar lembab serbuk daun murbei

Replikasi Berat awal serbuk Berat akhir serbuk  Kadar lembab (%0)

(gram) (gram)

1 2,00 1,8 5 %

2 2,00 1,8 5 %

3 2,00 1,6 7 %

Rata-rata = 5,67 %

Rata- rata kadar lembab serbuk daun murbej = 225720+ 50 5,67%
Lampiran 12. Hasil pembuatan ekstrak etanol daun murbei
Berat sampel Bobot ekstrak Rendeman ekstrak (% b/v)

800 gram 361,59 gram 45,19%

Rendemen hasil ekstrak etanol daun murbei yang diperoleh adalah 45,19%.
Perhitungan rendemen ekstrak etanol daun murbei:

bobot ekstrak (gram

Rendemen = X 100%

berat sampel (gram)

= 2039 9T ¢ 100% = 45,19%

800 gram

Kesimpulan : prosentase rata- rata rendemen ekstrak etanol daun murbei adalah
45,19%



65

Lampiran 13. Hasil fraksi ekstrak etanol daun murbei

Fraksi n- heksan

No Bobot ekstrak (g) Bobot Fraksi (g) Rendemen(%)
1 10,01 0,84 84 %
2 10,01 0,78 78 %
3 10,02 0,75 75 %
Rata- rata 79 %
Rendemen = bobot fraksi (gram % 100%

berat ekstrak (gram)

e Rendemen =28+ ™ o 1000 = 8.4%
10(gram)

e Rendemen =-—278Y"YM o 1009% = 7.8%
10(gram)

075(gram 1 009% =7,5%

e Rendemen
10(gram)

Kesimpulan: prosentase rata-rata fraksi n- heksan dari ekstrak daun murbei adalah
7,9%

Fraksi etil asetat dari ekstrak daun murbei

No Bobot ekstrak (g) Bobot Fraksi (g) Rendemen (%)
1 10,01 1,32 132 %
2 10,01 1,35 135 %
3 10,02 1,29 129 %
Rata- rata = 132 %

Rendemen = bobot fraksi (gram % 100%

berat ekstrak (gram)

e Rendemen =232 o 1000, =13,2%
10(gram)

e Rendemen =222W¥™ o 1009 =13.5%
10(gram)

e Rendemen =222097%™ + 100% =12.9%
10(gram)

Kesimpulan: prosentase rata-rata fraksi etil asetat dari ekstrak daun murbei adalah
13,2%.



Fraksi air dari ekstrak daun murbei
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No Bobot ekstrak (g) Bobot Fraksi (g) Rendemen (%)
1 10,01 5,22 52,2 %
2 10,01 5,31 53,1 %
3 10,02 5,30 530 %
Rata- rata 52,7 %
Rendemen = bobot fraksi (gram % 100%
berat ekstrak (gram)
e Rendemen =222W9"™ » 100 % =52,2%
10(gram)
e Rendemen =211 o 100 % =53,1%
10(gram)
e Rendemen =321 o 100 % =53,0%
10(gram)

Kesimpulan: prosentase rata-rata fraksi air dari ekstrak daun murbei adalah

52,7%.

Lampiran 14. Perhitungan kotrimoksazol

Perhitungan kontrol positif suspensi kotrimoksazol

Kotrimoksazol terdiri dari
Trimetropim/sml.

Memakai pipet droper 50 pl.

200 X
Sufametaksazol = mg_ xmg
5000ul  50ul

10000mg
=——"9 =2m
5000l Y

40mg _ Xmg
5000ul  s50ul

2000mg
=———==0,4m
5000ul 4Mg

Trimetropim =

Dalam persen
Sulfametaksazol 200 mg

200mg _ 40mg/m| 40mg
5ml 5ml
= 0,04g/ml
= 4% blv

Jadi dalam 5ml
sebesar

200 mg Sulfametaksazol

dan 40 mg

Trimetropim 40 mg
=8 mg/ml

=0,008g/mi
=0,8% b/v

terdapat kombinasi Sufametaksazol dan Trimetropim
4 %b/v dan 0,8%b/v dalam suspensi kotrimoksazol.
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Lampiran 15. Perhitungan pengenceran DMSO 3% (Dimethyl Sulfoxida)

Pembuatan DMSO konsentrasi 3%:

V1.C1 = V2.C1
V1. 100% =100 ml. 3%
V1 - 100 ml. 3%
100%
- 300ml = 3ml

100

Dipipet 3 ml dari larutan awal (100%) kemudian ditambah aquadest steril
sampai 100 ml

Lampiran 16. Pembuatan sedian untuk uji difusi dan dilusi

A. Perhitungan Konsentrasi Ekstrak dan Fraksi (Morus alba L.) untuk uji
Difusi
e Konsentrasi Ekstrak dan Fraksi 50%

50 gram/
100 ml
1g/2ml

Ditimbang 1 gram ekstrak, fraksi n-heksan, etil asetat dan air daun murbei

50% b/,

kemudian dimasukkan ke dalam vial dan diencerkan dengan DMSO 3% sebanyak
2ml.
e Konsentrasi Ekstrak dan Fraksi 25%

250% b/y = 2 S 100 ml

= 0,5g/2ml
Ditimbang 0,5 gram ekstrak, fraksi n-heksan, etil asetat dan air daun

murbei kemudian dimasukkan ke dalam vial dan diencerkan dengan DMSO 3%
sebanyak 2 ml.
e Konsentrasi Ekstrak dan Fraksi 12,5%

12,5% b/, = 12> gramy
0,25g/2ml

Ditimbang 0,25 gram ekstrak, fraksi n-heksan, etil asetat dan air daun

murbei kemudian dimasukkan ke dalam vial dan diencerkan dengan DMSO 3%

sebanyak 2 ml.



B. Perhitungan Konsentrasi Fraksi etil asetat Untuk Uji Dilusi

. Konsentrasi 50%
V1.C1 = V2.C2
V1.50% = 1ml 25%
0,
Vi _ 1x25%
50 %
V1 = 0,5 ml
e Konsentrasi 25%
Vl.Cl = V2.C2
V1.25% = 1ml 12,5%
0,
v _ 1x12,5%
50 %
V1 = 0,5 ml
e Konsentrasi 12,5%
Vl.Cl = Vz.Cz
V1.12,5% = 1 ml. 6,25%
_ 1x6,25%
Vi T T 50%
V1 = 0,5ml
e Konsentrasi 6,25%
Vl.Cl = Vz.Cz
V1.6,25% = 1 ml. 3,125%
v _ 1x 3,125 %
50 %
V1 = 0,5ml
e Konsentrasi 3,125%
V1.C, =V,.C,
V1. 3,125% = 1ml 1,563%
1x1,563 9
v, = ZELS% . o5ml
50 %

e Konsentrasi 1,563%

V1.C, =V,.C,
V1. 1,563% = 1ml 0,781%
v _ 1x0,781%

50 %



Vi = 0,5ml
e Konsentrasi 0,781%
V1.Cy =V,.C,
V1. 0,781% = 1ml 0,391%
Vi = 0,5ml
e Konsentrasi 0,391%
V1.Cq =V,.C,
V1. 0,391% = 1ml 0,196%
Vi = 0,5ml
e Konsentrasi 0,196%
V1.Cq =V,.C,
V1. 0,196% = 1 ml. 0,098%
v _ 1x :;)0;08 %
V1 = 0,5ml
e Konsentrasi 0,098%
V1.Cq =V,.C,
V1. 0,098% = 1 ml. 0,049%
v _ 1x :;,0;09 %
Vi = 0,5ml

kontrol negatif (-) berisi 1 ml fraksi etil asetat

kontrol positif (+) berisi 1 ml suspensi bakteri

69
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Lampiran 17. Formulasi dan pembuatan 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 choride 5,0 gram
di-sodium hydrogen phosphate 2,5 gram
aquadest ad 1000 ml

Reagen-reagen diatas dilarutkan dalam aquadest sebanyak 1000 ml,
dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf
pada suhu 121°C selama 15 menit dan dituangkan pada cawan petri pH
7,4.

b. Formulasi dan pembuatan Endo Agar

Pepton for meat 10,0 gram
Di potassium hydrogen phosfat 3,5 gram
Laktosa 10,0 gram
Sodium sulfit 2,5 gram
Fuchsin 0,4 gram
Agar-agar 12,5 gram

Reagen-reagen di atas dilarutkan dalam aquadest sebanyak 1000 ml,
dipanaskan sampai mendidih dan reagen larut sempurna, kemudian
ditambahkan Natrium Sulfit 1ml, lalu disterilkan dengan autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit dan dituangkan pada cawan petri pH 7,4.

c. Formulasi dan pembuatan Mueller Hinton Agar (MHA)

Beef, dehidrated infusion from 300,0 gram
Casein hydrolysate 17,5 gram
Starch 1,5 gram
Agar-agar 17,0 gram

Aquadestilata ad 1000 mL
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Semua bahan dilarutkan dalam aquadestilata sampai 1000 mL, dipanaskan
sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada suhu
121° C selama 15 menit.

. 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,

Reagen-reagen diatas dilarutkan dalam aquadest sebanyak 1000 ml,
dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf
pada suhu 121°C selama 15 menit dan dituangkan pada cawan petri pH 7,4
(Bridson 1998).

Klinger Iron Agar (KIA)

Pepton from casein 15 gram
Pepton from meat 5 gram
Ammonium Iron (1) citrate 0,5 gram
Meat extract 3 gram
Yeast extract 3 gram
Sodium chloride 5 gram
Laktosa 10 gram
Sodium thiosulfate 0,5 gram
Phenol red 0,024 gram
Agar-agar 12 gram
Aquadest ad 1000 ml,

Reagen-reagen diatas dilarutkan dalam aquadest sebanyak 1000 ml,
dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf
pada suhu 121°C selama 15 menit dan dituangkan pada cawan petri pH 7,4
(Bridson 1998).
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f. Lysine Iron Agar (LIA)

Pepton from casein 5 gram
Yeast extract 3 gram
Glukosa 1 gram
Lysin monohidrochloride 10 gram
Sodium thiosulfate 0,04 gram
Ammonium Iron (1) citrate 0,05 gram
Bromo cresol purple 0,02 gram
Agar-agar 12,5 gram
Aquadest ad 1000 ml,

Reagen-reagen diatas dilarutkan dalam aquadest sebanyak 1000 ml,
dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf
pada suhu 121°C selama 15 menit dan dituangkan pada cawan petri pH 7,4
(Bridson 1998).

g. Citrat Agar

Ammonium hydrogen fosfat 1 gram
di-potassium hydrogen fosfate 1 gram
Sodium chloride 5 gram
Magnesium sulfat 0,2 gram
Bromo thymol blue 0,08 gram
Agar-agar 12,5 gram
Aquadest ad 1000 ml,

Reagen-reagen diatas dilarutkan dalam aquadest sebanyak 1000 ml,
dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf
pada suhu 121°C selama 15 menit dan dituangkan pada cawan petri pH 7,4
(Bridson 1998).
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Lampiran 18. Analisis data uji Anova antara ekstrak etanol, fraksi n-
Heksan, fraksi etil asetat dan fraksi air dengan konsentrasi
50%, 25%, 12.5% pada bakteri Escherichia coli ATCC

25922
NPar Tests
Descriptive Statistics
Std. Maximu
N Mean Deviation Minimum m
Ekstrak
etanol,Fraksi n-
heksan,Fraksi etil 39 7,00 3,791 1 13
asetat, Fraksi air dan
Kotrimoksazol
Diameter 39 13,85 8,308 4 35

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Ekstrak
etanol,Fraksi
n_
heksan,Fraksi
etil asetat,
Fraksi air dan
Kotrimoksazo

| Diameter
N 39 39
Normal Mean 7,00 13,85
Parameters(a,b) Std. Deviation 3,791 8,308
Most Extreme Absolute ,093 ,152
Differences Positive ,093 ,152
Negative -,093 -,118
Kolmogorov-Smirnov Z ,583 ,949
Asymp. Sig. (2-tailed) ,886 ,328
a Test distribution is Normal.
b Calculated from data.
ANOVA

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups | 2573,077 12 214,423 | 111,500 ,000
Within Groups 50,000 26 1,923
Total 2623,077 38
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Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Diameter

() Ekstrak 95% Confidence

etanol,Fraksi Interval

n_

heksan,Fraksi | (J) Ekstrak etanol,Fraksi

etil asetat, n-heksan,Fraksi etil Mean

Fraksi air dan | asetat, Fraksi air dan Differenc Std. Lower Upper

Kotrimoksazol | Kotrimoksazol e (I-J) Error | Sig. Bound Bound

Tukey  Ekstrak etanol  Fraksi n-heksan 50% -3,00| 1,132 | ,332 -7,11 1,11
HSD 50% Fraksi etil asetat 50% -9,33(*) | 1,132 | ,000 -13,45 -5,22

Fraksi air 50% 4,00 1,132 | ,062 511 8,11
Ekstrak etanol 25% 2,33 | 1,132 | ,687 -1,78 6,45
Fraksi n-heksan 25% 3,33 1,132 | ,202 -,78 7,45
Fraksi etil asetat 25% -5,67(*) | 1,132 | ,002 -9,78 -1,55
Fraksi air 25% 8,33(*) 1,132 | ,000 4,22 12,45
Ekstrak etanol 12.5% 3,33 | 1,132 | ,202 -, 78 7,45
Fraksi n-heksan 12.5% 6,67(*) | 1,132 | ,000 2,55 10,78
Fraksi etil asetat 12.5% -4,33(*) | 1,132 | ,032 -8,45 -,22
Fraksi air 12.5% 9,33(*) | 1,132 | ,000 5,22 13,45
Kotrimoksazol -21,67(%) 1,132 | ,000 -25,78 -17,55

Fraksi n- Ekstrak etanol 50% 3,00 1,132 | ,332 -1,11 7,11

heksan 50% Fraksi etil asetat 50% -6,33(*) | 1,132 | ,000 -10,45 -2,22
Fraksi air 50% 7,00(%) | 1,132 | ,000 2,89 11,11
Ekstrak etanol 25% 533(*) | 1,132 | ,004 1,22 9,45
Fraksi n-heksan 25% 6,33(*) | 1,132 | ,000 2,22 10,45
Fraksi etil asetat 25% -2,67 | 1,132 | ,501 -6,78 1,45
Fraksi air 25% 11,33(*) | 1,132 | ,000 7,22 15,45
Ekstrak etanol 12.5% 6,33(*) | 1,132 | ,000 2,22 10,45
Fraksi n-heksan 12.5% 9,67(*) | 1,132 | ,000 5,55 13,78
Fraksi etil asetat 12.5% -1,33 | 1,132 | 991 -5,45 2,78
Fraksi air 12.5% 12,33(*) | 1,132 | ,000 8,22 16,45
Kotrimoksazol -18,67(*) | 1,132 | ,000 -22,78 -14,55

Fraksi etil Ekstrak etanol 50% 9,33(*) 1,132 | ,000 5,22 13,45

asetat 50% Fraksi n-heksan 50% 6,33(*) 1,132 | ,000 2,22 10,45
Fraksi air 50% 13,33(*) | 1,132 | ,000 9,22 17,45
Ekstrak etanol 25% 11,67(*) | 1,132 | ,000 7,55 15,78
Fraksi n-heksan 25% 12,67(*) | 1,132 | ,000 8,55 16,78
Fraksi etil asetat 25% 3,67 1,132 | ,115 -,45 7,78
Fraksi air 25% 17,67(*) 1,132 | ,000 13,55 21,78
Ekstrak etanol 12.5% 12,67(*) 1,132 | ,000 8,55 16,78
Fraksi n-heksan 12.5% 16,00(*) 1,132 | ,000 11,89 20,11
Fraksi etil asetat 12.5% 5,00(*) 1,132 | ,008 ,89 9,11
Fraksi air 12.5% 18,67(*) | 1,132 | ,000 14,55 22,78
Kotrimoksazol -12,33(%) 1,132 | ,000 -16,45 -8,22

Fraksi air 50% Ekstrak etanol 50% -4,00 | 1,132 | ,062 -8,11 11
Fraksi n-heksan 50% -7,00(%) 1,132 | ,000 -11,11 -2,89
Fraksi etil asetat 50% -13,33(%) 1,132 | ,000 -17,45 -9,22
Ekstrak etanol 25% -1,67 | 1,132 | ,950 -5,78 2,45
Fraksi n-heksan 25% -67 | 1,132 | 1,000 -4,78 3,45
Fraksi etil asetat 25% -9,67(%) 1,132 | ,000 -13,78 -5,55
Fraksi air 25% 4,33(%) 1,132 | ,032 22 8,45
Ekstrak etanol 12.5% -67 | 1,132 | 1,000 -4,78 3,45
Fraksi n-heksan 12.5% 2,67 | 1,132 | ,501 -1,45 6,78
Fraksi etil asetat 12.5% -8,33(%) 1,132 | ,000 -12,45 -4,22
Fraksi air 12.5% 5,33(*) 1,132 | ,004 1,22 9,45
Kotrimoksazol -25,67(%) 1,132 | ,000 -29,78 -21,55
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Ekstrak etanol
25%

Fraksi n-
heksan 25%

Fraksi etil
asetat 25%

Fraksi air 25%

Ekstrak etanol
12.5%

Ekstrak etanol 50%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi etil asetat 50%
Fraksi air 50%

Fraksi n-heksan 25%
Fraksi etil asetat 25%
Fraksi air 25%
Ekstrak etanol 12.5%
Fraksi n-heksan 12.5%
Fraksi etil asetat 12.5%
Fraksi air 12.5%
Kotrimoksazol
Ekstrak etanol 50%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi etil asetat 50%
Fraksi air 50%
Ekstrak etanol 25%
Fraksi etil asetat 25%
Fraksi air 25%
Ekstrak etanol 12.5%
Fraksi n-heksan 12.5%
Fraksi etil asetat 12.5%
Fraksi air 12.5%
Kotrimoksazol
Ekstrak etanol 50%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi etil asetat 50%
Fraksi air 50%
Ekstrak etanol 25%
Fraksi n-heksan 25%
Fraksi air 25%
Ekstrak etanol 12.5%
Fraksi n-heksan 12.5%
Fraksi etil asetat 12.5%
Fraksi air 12.5%
Kotrimoksazol
Ekstrak etanol 50%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi etil asetat 50%
Fraksi air 50%
Ekstrak etanol 25%
Fraksi n-heksan 25%
Fraksi etil asetat 25%
Ekstrak etanol 12.5%
Fraksi n-heksan 12.5%
Fraksi etil asetat 12.5%
Fraksi air 12.5%
Kotrimoksazol
Ekstrak etanol 50%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi etil asetat 50%
Fraksi air 50%
Ekstrak etanol 25%
Fraksi n-heksan 25%
Fraksi etil asetat 25%
Fraksi air 25%

Fraksi n-heksan 12.5%
Fraksi etil asetat 12.5%
Fraksi air 12.5%
Kotrimoksazol

2,33
-5,33(%)
-11,67(%)
1,67
1,00
-8,00(*)
6,00(*)
1,00
4,33(%)
-6,67(*)
7,00(*)
-24,00(*)
-3,33
-6,33(*)
-12,67(%)
67

-1,00
-9,00(*)
5,00(*)
00

3,33
-7,67(%)
6,00(*)
-25,00(*)
5,67(%)
2,67
-3,67
9,67(%)
8,00(*)
9,00(*)
14,00(*)
9,00(*)
12,33(*)
1,33
15,00(*)
-16,00(*)
-8,33(*)
-11,33(%)
-17,67(%)
-4,33(%)
-6,00(*)
-5,00(*)
-14,00(*)
-5,00(*)
-1,67
-12,67(%)
1,00
-30,00(*)
-3,33
-6,33(*)
-12,67(*)
67

-1,00

00
-9,00(*)
5,00(%)
3,33
-7,67(%)
6,00(*)
-25,00(*)

1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132

-6,45
-9,45
-15,78
-2,45
-3,11
-12,11
1,89
-3,11

-10,78
2,89
-28,11
-7,45
-10,45
-16,78
-3,45
-5,11
-13,11

-4,11
-,78
-11,78
1,89
-29,11
1,55
-1,45
-7,78
5,55
3,89
4,89
9,89
4,89
8,22
-2,78
10,89
-20,11
-12,45
-15,45
-21,78
-8,45
-10,11
-9,11
-18,11
-9,11
-5,78
-16,78
-3,11
-34,11
-7,45
-10,45
-16,78
-3,45
5,11
-4,11
-13,11

-, 78
-11,78
1,89
-29,11

1,78
-1,22
-7,55

5,78

511
-3,89
10,11

511

8,45
-2,55
11,11

-19,89

-2,22
-8,55
4,78
3,11
-4,89
9,11
4,11
7,45
-3,55
10,11
-20,89
9,78
6,78
,45
13,78
12,11
13,11
18,11
13,11
16,45
5,45
19,11
-11,89
-4,22
7,22
-13,55
-,22
-1,89
-,89
-9,89
-,89
2,45
-8,55
511
-25,89

-2,22
-8,55
4,78
3,11
4,11
-4,89
9,11
7,45
-3,55
10,11
-20,89
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Bonferr
oni

Fraksi n-
heksan 12.5%

Fraksi etil
asetat 12.5%

Fraksi air
12.5%

Kotrimoksazol

Ekstrak etanol
50%

Ekstrak etanol 50%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi etil asetat 50%
Fraksi air 50%
Ekstrak etanol 25%
Fraksi n-heksan 25%
Fraksi etil asetat 25%
Fraksi air 25%
Ekstrak etanol 12.5%
Fraksi etil asetat 12.5%
Fraksi air 12.5%
Kotrimoksazol
Ekstrak etanol 50%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi etil asetat 50%
Fraksi air 50%
Ekstrak etanol 25%
Fraksi n-heksan 25%
Fraksi etil asetat 25%
Fraksi air 25%
Ekstrak etanol 12.5%
Fraksi n-heksan 12.5%
Fraksi air 12.5%
Kotrimoksazol
Ekstrak etanol 50%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi etil asetat 50%
Fraksi air 50%
Ekstrak etanol 25%
Fraksi n-heksan 25%
Fraksi etil asetat 25%
Fraksi air 25%
Ekstrak etanol 12.5%
Fraksi n-heksan 12.5%
Fraksi etil asetat 12.5%
Kotrimoksazol
Ekstrak etanol 50%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi etil asetat 50%
Fraksi air 50%
Ekstrak etanol 25%
Fraksi n-heksan 25%
Fraksi etil asetat 25%
Fraksi air 25%
Ekstrak etanol 12.5%
Fraksi n-heksan 12.5%
Fraksi etil asetat 12.5%
Fraksi air 12.5%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi etil asetat 50%
Fraksi air 50%
Ekstrak etanol 25%
Fraksi n-heksan 25%
Fraksi etil asetat 25%
Fraksi air 25%
Ekstrak etanol 12.5%
Fraksi n-heksan 12.5%
Fraksi etil asetat 12.5%
Fraksi air 12.5%
Kotrimoksazol

-6,67(%)
-9,67(%)
-16,00(*)
-2,67
-4,33(%)
-3,33
-12,33(%)
1,67
-3,33
-11,00(*)
2,67
-28,33(%)
4,33(%)
1,33
-5,00(*)
8,33(*)
6,67(*)
7,67(%)
-1,33
12,67(*)
7,67(%)
11,00(*)
13,67(*)
-17,33(%)
-9,33(%)
-12,33(%)
-18,67(%)
-5,33(*)
-7,00(%)
-6,00(*)
-15,00(*)
-1,00
-6,00(%)
-2,67
-13,67(%)
-31,00(%)
21,67(*)
18,67(*)
12,33(%)
25,67(*)
24,00(*)
25,00(*)
16,00(*)
30,00(*)
25,00(*)
28,33(*)
17,33(*)
31,00(*)
-3,00
-9,33(%)
4,00
2,33
3,33
-5,67(%)
8,33(*)
3,33
6,67(*)
-4,33
9,33(*)
-21,67(%)

1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132

-10,78
-13,78
-20,11
-6,78
-8,45
-7,45
-16,45
-2,45
-7,45
-15,11
-1,45
-32,45

-2,78
-9,11
4,22
2,55
3,55
-5,45
8,55
3,55
6,89
9,55
-21,45
-13,45
-16,45
-22,78
-9,45
-11,11
-10,11
-19,11
-5,11
-10,11
-6,78
-17,78
-35,11
17,55
14,55
8,22
21,55
19,89
20,89
11,89
25,89
20,89
24,22
13,22
26,89
-7,39
-13,73
-,39
-2,06
-1,06
-10,06
3,94
-1,06
2,27
-8,73
4,94
-26,06

-2,55
-5,55
-11,89
1,45
-,22

-8,22
5,78

-6,89
6,78
-24,22
8,45
5,45
-,89
12,45
10,78
11,78
2,78
16,78
11,78
15,11
17,78
-13,22
-5,22
-8,22
-14,55
-1,22
-2,89
-1,89
-10,89
3,11
-1,89
1,45
-9,55
-26,89
25,78
22,78
16,45
29,78
28,11
29,11
20,11
34,11
29,11
32,45
21,45
35,11
1,39
-4,94
8,39
6,73
7,73
-1,27
12,73
7,73
11,06
,06
13,73
-17,27
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Fraksi n-
heksan 50%

Fraksi etil
asetat 50%

Fraksi air 50%

Ekstrak etanol
25%

Fraksi n-
heksan 25%

Ekstrak etanol 50%
Fraksi etil asetat 50%
Fraksi air 50%
Ekstrak etanol 25%
Fraksi n-heksan 25%
Fraksi etil asetat 25%
Fraksi air 25%
Ekstrak etanol 12.5%
Fraksi n-heksan 12.5%
Fraksi etil asetat 12.5%
Fraksi air 12.5%
Kotrimoksazol
Ekstrak etanol 50%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi air 50%
Ekstrak etanol 25%
Fraksi n-heksan 25%
Fraksi etil asetat 25%
Fraksi air 25%
Ekstrak etanol 12.5%
Fraksi n-heksan 12.5%
Fraksi etil asetat 12.5%
Fraksi air 12.5%
Kotrimoksazol
Ekstrak etanol 50%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi etil asetat 50%
Ekstrak etanol 25%
Fraksi n-heksan 25%
Fraksi etil asetat 25%
Fraksi air 25%
Ekstrak etanol 12.5%
Fraksi n-heksan 12.5%
Fraksi etil asetat 12.5%
Fraksi air 12.5%
Kotrimoksazol
Ekstrak etanol 50%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi etil asetat 50%
Fraksi air 50%

Fraksi n-heksan 25%
Fraksi etil asetat 25%
Fraksi air 25%
Ekstrak etanol 12.5%
Fraksi n-heksan 12.5%
Fraksi etil asetat 12.5%
Fraksi air 12.5%
Kotrimoksazol
Ekstrak etanol 50%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi etil asetat 50%
Fraksi air 50%
Ekstrak etanol 25%
Fraksi etil asetat 25%
Fraksi air 25%
Ekstrak etanol 12.5%
Fraksi n-heksan 12.5%
Fraksi etil asetat 12.5%
Fraksi air 12.5%
Kotrimoksazol

3,00
-6,33(%)
7,00(*)
5,33(*)
6,33(*)
-2,67
11,33(*)
6,33(*)
9,67(*)
-1,33
12,33(*)
-18,67(*)
9,33(*)
6,33(*)
13,33(*)
11,67(*)
12,67(*)
3,67
17,67(%)
12,67(*)
16,00(*)
5,00(*)
18,67(*)
-12,33(%)
-4,00
-7,00(%)
-13,33(%)
-1,67
-,67
-9,67(%)
433

-,67

2,67
-8,33(%)
5,33(*)
-25,67(%)
-2,33
-5,33(%)
-11,67(%)
1,67
1,00
-8,00(*)
6,00(*)
1,00
433
-6,67(%)
7,00(*)
-24,00(%)
-3,33
-6,33(%)
-12,67(%)
67

-1,00
-9,00(*)
5,00(*)
00

3,33
-7,67(%)
6,00(*)
-25,00(*)

1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132

-1,39
-10,73
2,61

1,94
-7,06
6,94
1,94
5,27
-5,73
7,94
-23,06
4,94
1,94
8,94
7,27
8,27
.73
13,27
8,27
11,61
61
14,27
-16,73
-8,39
-11,39
-17,73
-6,06
-5,06
-14,06
-,06
-5,06
1,73
-12,73

-30,06
-6,73
-9,73

-16,06
-2,73
-3,39

-12,39

1,61
-3,39
-,06
-11,06
2,61

-28,39
7,73

-10,73

-17,06
-3,73
-5,39

-13,39

,61
-4,39
-1,06

-12,06

1,61
-29,39

7,39
-1,94
11,39

9,73
10,73

1,73
15,73
10,73
14,06

3,06
16,73

-14,27
13,73
10,73
17,73
16,06
17,06

8,06
22,06
17,06
20,39

9,39
23,06
-7,94

-2,61
-8,94
2,73
3,73
-5,27
8,73
3,73
7,06
-3,94
9,73
-21,27
2,06
-,94
7,27
6,06
5,39
-3,61
10,39
5,39
8,73
-2,27
11,39
-19,61
1,06
-1,94
-8,27
5,06
3,39
-4,61
9,39
4,39
7,73
-3,27
10,39
-20,61
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Fraksi etil
asetat 25%

Fraksi air 25%

Ekstrak etanol
12.5%

Fraksi n-
heksan 12.5%

Fraksi etil
asetat 12.5%

Ekstrak etanol 50%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi etil asetat 50%
Fraksi air 50%
Ekstrak etanol 25%
Fraksi n-heksan 25%
Fraksi air 25%
Ekstrak etanol 12.5%
Fraksi n-heksan 12.5%
Fraksi etil asetat 12.5%
Fraksi air 12.5%
Kotrimoksazol
Ekstrak etanol 50%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi etil asetat 50%
Fraksi air 50%
Ekstrak etanol 25%
Fraksi n-heksan 25%
Fraksi etil asetat 25%
Ekstrak etanol 12.5%
Fraksi n-heksan 12.5%
Fraksi etil asetat 12.5%
Fraksi air 12.5%
Kotrimoksazol
Ekstrak etanol 50%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi etil asetat 50%
Fraksi air 50%
Ekstrak etanol 25%
Fraksi n-heksan 25%
Fraksi etil asetat 25%
Fraksi air 25%

Fraksi n-heksan 12.5%
Fraksi etil asetat 12.5%
Fraksi air 12.5%
Kotrimoksazol
Ekstrak etanol 50%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi etil asetat 50%
Fraksi air 50%
Ekstrak etanol 25%
Fraksi n-heksan 25%
Fraksi etil asetat 25%
Fraksi air 25%
Ekstrak etanol 12.5%
Fraksi etil asetat 12.5%
Fraksi air 12.5%
Kotrimoksazol
Ekstrak etanol 50%
Fraksi n-heksan 50%
Fraksi etil asetat 50%
Fraksi air 50%
Ekstrak etanol 25%
Fraksi n-heksan 25%
Fraksi etil asetat 25%
Fraksi air 25%
Ekstrak etanol 12.5%
Fraksi n-heksan 12.5%
Fraksi air 12.5%
Kotrimoksazol

5.67(%)
2,67
-3,67
9,67(*)
8,00(*)
9,00(*)
14,00(*)
9,00(*)
12,33(*)
1,33
15,00(*)
-16,00(*)
-8,33(*)
-11,33(*)
-17,67(%)
-4,33
-6,00(*)
-5,00(*)
-14,00(*)
-5,00(*)
-1,67
-12,67(%)
1,00
-30,00(*)
-3,33
-6,33(*)
-12,67(%)
67

-1,00

00
-9,00(*)
5,00(%)
3,33
-7,67(%)
6,00(%)
-25,00(*)
-6,67(*)
-9,67(*)
-16,00(*)
2,67
-4,33
-3,33
-12,33(*)
1,67
-3,33
-11,00(*)
2,67
-28,33(*)
4,33
1,33
-5,00(*)
8,33(*)
6,67(%)
7,67(%)
-1,33
12,67(*)
7,67(%)
11,00(*)
13,67(*)
-17,33(%)

1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132
1,132

1,27
-1,73
-8,06

5,27

3,61

4,61

9,61

4,61

7,94
-3,06
10,61

-20,39
-12,73
-15,73
-22,06
-8,73
-10,39
-9,39
-18,39
-9,39
-6,06
-17,06
-3,39
-34,39
-1,73
-10,73
-17,06
-3,73
-5,39
-4,39
-13,39

-1,06
-12,06
1,61
-29,39
-11,06
-14,06
-20,39
-7,06
-8,73
7,73
-16,73
-2,73
7,73
-15,39
-1,73
-32,73

-3,06
-9,39
3,94
2,27
3,27
-5,73
8,27
3,27
6,61
9,27
-21,73

10,06
7,06
73
14,06
12,39
13,39
18,39
13,39
16,73
5,73
19,39
-11,61
-3,94
-6,94
-13,27
,06
-1,61
-,61
-9,61
-,61
2,73
-8,27
5,39
-25,61
1,06
-1,94
-8,27
5,06
3,39
4,39
-4,61
9,39
7,73
-3,27
10,39
-20,61
-2,27
-5,27
-11,61
1,73

1,06
-7,94
6,06
1,06
-6,61
7,06
-23,94
8,73
5,73
-,61
12,73
11,06
12,06
3,06
17,06
12,06
15,39
18,06
-12,94
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Fraksi air Ekstrak etanol 50% -9,33(%) 1,132 | ,000 -13,73 -4,94
12.5% Fraksi n-heksan 50% -12,33(*) | 1,132 | ,000 -16,73 -7,94
Fraksi etil asetat 50% -18,67(*) | 1,132 | ,000 -23,06 -14,27
Fraksi air 50% -5,33(*) | 1,132 | ,006 9,73 -,94
Ekstrak etanol 25% -7,00(*) | 1,132 | ,000 -11,39 -2,61
Fraksi n-heksan 25% -6,00(*) | 1,132 | ,001 -10,39 -1,61
Fraksi etil asetat 25% -15,00(*) | 1,132 | ,000 -19,39 -10,61
Fraksi air 25% -1,00 | 1,132 | 1,000 -5,39 3,39
Ekstrak etanol 12.5% -6,00(*) | 1,132 | ,001 -10,39 -1,61
Fraksi n-heksan 12.5% -2,67 1,132 | 1,000 -7,06 1,73
Fraksi etil asetat 12.5% -13,67(*) | 1,132 | ,000 -18,06 9,27
Kotrimoksazol -31,00(*) | 1,132 | ,000 -35,39 -26,61
Kotrimoksazol — Ekstrak etanol 50% 21,67(*) | 1,132 | ,000 17,27 26,06
Fraksi n-heksan 50% 18,67(*) | 1,132 | ,000 14,27 23,06
Fraksi etil asetat 50% 12,33(*) | 1,132 | ,000 7,94 16,73
Fraksi air 50% 25,67(*) | 1,132 | ,000 21,27 30,06
Ekstrak etanol 25% 24,00(*) | 1,132| ,000 19,61 28,39
Fraksi n-heksan 25% 25,00(*) | 1,132 | ,000 20,61 29,39
Fraksi etil asetat 25% 16,00(*) | 1,132 | ,000 11,61 20,39
Fraksi air 25% 30,00(*) | 1,132 | ,000 25,61 34,39
Ekstrak etanol 12.5% 25,00(*) | 1,132 | ,000 20,61 29,39
Fraksi n-heksan 12.5% 28,33(*) | 1,132 | ,000 23,94 32,73
Fraksi etil asetat 12.5% 17,33(*) | 1,132 | ,000 12,94 21,73
Fraksi air 12.5% 31,00(*) | 1,132 | ,000 26,61 35,39
* The mean difference is significant at the 0.05 level
Homogeneous Subsets
Diameter
DIAMETER
Ekstrak etanol,Fraksi n-
heksan,Fraksi etil
asetat, Fraksi air dan
Kotrimoksazol N Subset for alpha = 0.05
1 2 3 4 5 6 7
Tukey  Fraksi air 12.5% 3| 4,00
HSD(a) Fraksi air 25% 3| 5,00
Fraksi n-heksan 12.5% 3| 6,67 6,67
Fraksi air 50% 3 9,33 9,33
Fraksi n-heksan 25% 3 10,00 | 10,00
Ekstrak etanol 12.5% 3 10,00 | 10,00
Ekstrak etanol 25% 3 11,00
Ekstrak etanol 50% 3 13,33 | 13,33
Fraksi n-heksan 50% 3 16,33 | 16,33
Fraksi etil asetat 12.5% 3 17,67
Fraksi etil asetat 25% 3 19,00 | 19,00
Fraksi etil asetat 50% 3 22,67
Kotrimoksazol 3 35,00
Sig. 501 | ,202| ,062| ,332| ,501| ,115] 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.




