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INTISARI

LONA AT, UJl AKTIVITAS ANTIBAKTERI FRAKSI n-HEKSANA,
ETIL ASETAT, DAN AIR DARI EKSTRAK DAUN HIJAU TANAMAN
PUCUK MERAH (Syzygium myrtifolium Walp.) TERHADAP BAKTERI
Staphylococcus aureus ATCC 25923, SKRIPSI, FAKULTAS FARMASI,
UNIVERSITAS SETIA BUDI, SURAKARTA.

Pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) merupakan salah satu tanaman
hias yang bermanfaat sebagai antibakteri. Kandungan kimia daun pucuk merah
yang berfungsi sebagai antibakteri adalah golongan alkaloid, triterpenoid, steroid,
saponin, fenolik, flavonoid, dan minyak atsiri. Tujuan penelitian ini adalah
menguji aktivitas antibakteri fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dari ekstrak
daun hijau tanaman pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) terhadap bakteri
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Daun hijau pucuk merah diekstraksi secara maserasi dengan pelarut etanol
96% kemudian dilanjutkan dengan fraksinasi menggunakan n-heksana, etil asetat,
dan air. Ekstrak etanolik dan fraksi digunakan untuk uji antibakteri dengan
metode difusi dan dilusi dengan konsentrasi 20%, 10%, 5%, 2,5%, 1,25%.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanolik, fraksi n-heksana,
fraksi etil asetat, dan fraksi air memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Staphylococcus aureus ATCC 25923 dengan aktivitas teraktif pada konsentrasi
20%. Fraksi etil asetat mempunyai aktivitas antibakteri paling efektif dengan
diameter zona hambat 21,333 mm, dan nilai KBM adalah 5%.

Kata kunci: Pucuk merah, Staphylococcus aureus, difusi, dilusi.

XV



ABSTRACT

LONA A.T., TEST ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF FRACTION n-
HEXANE, ETHYL ACETATE, AND WATER FROM EXTRACT GREEN
LEAF PLANTS OF PUCUK MERAH (Syzygium myrtifolium WALP.)
AGAINST Staphylococcus aureus ATCC 25923, THESIS, FACULTY OF
PHARMACY, SETIA BUDI UNIVERSITY, SURAKARTA.

Pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) is one ornamental plants
which is beneficial sets as antibacterial. Chemical content of pucuk merah that
serves as antibacterial is class of alkaloids, triterpenoid, steroid, saponin, phenolic,
flavonoid, and essential oil. The purpose of this study is test antibacterial activity
of fraction n-hexane, ethyl acetate, and water from extract green leaf plants of
pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) against Staphylococcus aureus ATCC
25923.

Green leaves of pucuk merah are extracted in maceration with ethanol
96% then it was fractionated by n-hexane, ethyl acetate, and water. Extracts and
fractions were used for antibacterial tests by diffusion and dilution methods with
concentrations 20%, 10%, 5%, 2,5%, 1,25%.

The results of this research indicate that extract etanolik, n-hexane
fraction, the fraction of water, ethyl acetate fraction has antibacterial activity
against Staphylococcus aureus ATCC 25923 with the most active activity at
concentration 20%. Fraction of ethyl acetate has the most effective antibacterial
activity with a diameter drag zone is 21.333 mm, and the KBM value is 5%

Keywords: Pucuk merah, Staphylococcus aureus, diffusion, dilution.
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Penyakit infeksi masih menempati urutan teratas penyebab penyakit dan
kematian di negara berkembang. Bagi penderita, selain menyebabkan penderitaan
fisik, infeksi juga menyebabkan penurunan kinerja dan produktifitas yang akan
mengakibatkan kerugian materi yang berlipat-lipat. Bagi negara, tingginya
kejadian infeksi di masyarakat akan menyebabkan penurunan produktifitas
nasional secara umum, sedangkan di lain pihak menyebabkan peningkatan
pengeluaran yang berhubungan dengan upaya pengobatan (Wahyono 2007).

Indonesia merupakan salah satu negara berkembang, dimana penyakit
infeksi merupakan masalah utama kesehatan di negara ini. Proporsi kasus infeksi
nosokomial di rumah sakit pemerintah adalah 1.527 orang dari 160.417 pasien
beresiko. Bakteri Staphylococcus aureus menjadi mikroorganisme Yyang
menyumbang 34% penyebab infeksi nosokomial (Depkes RI 2004).

Staphylococcus aureus adalah salah satu bakteri yang menyebabkan infeksi pada
manusia dan merupakan penyebab utama infeksi nosokomial, keracunan makanan, dan
sindroma syok toksik. Infeksi bakteri Staphylococcus aureus ditandai dengan kerusakan
jaringan yang disertai abses bernanah. Beberapa penyakit infeksi yang disebabkan oleh
Staphylococcus aureus adalah bisul, jerawat, impetigo, dan infeksi luka. Infeksi yang
lebih berat diantaranya pneumonia, mastitis, meningitis, infeksi saluran kemih,
osteomeilitis, dan endokarditis (Ryan et al. 1994). Staphylococcus aureus merupakan
bakteri Gram positif yang bersifat patogen. Sebagian bakteri Staphylococcus aureus
merupakan flora normal pada kulit, saluran pernafasan, dan saluran pencernaan pada
manusia. Bakteri ini juga ditemukan di udara dan lingkungan sekitar (Warsa 1994).

Pengobatan penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri yang resisten terhadap
antibiotik perlu dilakukan penelitian untuk menemukan produk antibiotik baru yang
berpotensi untuk menghambat atau membunuh bakteri yang resisten antibiotik. Salah satu
alternatif yang dapat ditempuh adalah dengan memanfaatkan zat aktif pembunuh bakteri

yang terkandung dalam tanaman obat.



Indonesia merupakan negara tropis yang mempunyai berbagai jenis tumbuhan
obat. Lebih dari 20.000 jenis tumbuhan obat tersebar di seluruh negara ini. Sekitar 1000
jenis tanaman telah terdata dan baru sekitar 300 jenis yang sudah dimanfaatkan untuk
pengobatan secara tradisional. Masyarakat Indonesia mengenal dan menggunakan
tanaman berkhasiat obat sebagai salah satu upaya dalam penanggulangan masalah
kesehatan yang dihadapi, jauh sebelum adanya pelayanan kesehatan formal dengan obat-
obat modern (Warsa 1994).

Salah satu tanaman yang telah digunakan sebagai tanaman obat adalah Syzygium
sp. Penelitian terhadap spesies dari genus Syzygium menunjukkan adanya aktivitas
antibakteri seperti Syzygium aromaticum (cengkeh), Syzygium cumini L. (jamblang),
Syzygium guineense, Syzygium alternifolium (Azim dkk. 2014 ; Ratman dkk. 2008).
Tanaman Syzygium sp. yang mulai dieksplorasi aktivitasnya adalah Syzygium myrtifolium
Walp. (pucuk merah), namun penelitian aktivitas antibakterinya masih terbatas.

Pucuk merah merupakan tanaman yang biasa dimanfaatkan sebagai tanaman hias.
Pada tanaman pucuk merah terdapat kandungan senyawa kimia yang bermanfaat.
Manfaat senyawa metabolit sekunder dalam beberapa bagian Syzygium myrtifolium Walp.
yaitu sebagai pewarna alami, antioksidan, sitotoksik, antitumor, antiangiogenesis, dan
antikanker (Memon dkk. 2014; Santoni dkk. 2013; Aisha dkk. 2013; Zulfikar 2017).

Senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada daun merah dan daun hijau
tanaman pucuk merah sama, yaitu golongan alkaloid, triterpenoid, steroid, saponin,
fenolik, flavonoid (Haryati dkk. 2015; Juwita dkk. 2017), dan minyak atsiri (Gea 2017;
Sembiring 2015). Kandungan minyak atsiri pada daun merahnya lebih banyak
dibandingkan daun hijau (Gea 2017). Perbedaan spesifik yang terdapat pada tanaman
pucuk merah adalah warna merah dan hijau pada daunnya. Hal ini dipengaruhi oleh
proses fotosintesis dan senyawa antosianin yang hanya terkandung pada daun merah
(Salisbury & Ross 1995; Larasati 2017). Perbandingan kadar senyawa-senyawa lain
dalam daun merah dan daun hijau belum banyak dilakukan, namun secara umum daun tua
akan memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder lebih optimal dibandingkan daun
muda.

Penelitian yang telah dilakukan oleh Haryati dkk. (2015) menunjukkan bahwa
daun merah tanaman pucuk merah memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Escherichia coli aureus dan Staphylococcus aureus dengan diameter zona hambat 7,63
mm, sedangkan daun hijaunya belum pernah diteliti. Daun hijau tanaman pucuk merah

memiliki kandungan senyawa yang berpotensi sebagai antibakteri, maka perlu dilakukan



penelitian yang membuktikan aktivitas antibakteri ekstrak dan fraksi dari daun hijau
tanaman pucuk merah terhadap bakteri Staphylococcus aureus. Fraksinasi dilakukan
dengan tiga pelarut yang berbeda yaitu air, etil asetat, dan n-heksana. Fraksinasi
dilakukan untuk memisahkan golongan senyawa sesuai sifat kepolaran dari pelarut.
Senyawa yang bersifat polar akan masuk ke pelarut polar, senyawa semipolar akan masuk
ke pelarut semipolar dan senyawa nonpolar akan masuk ke pelarut nonpolar.

Uji antibakteri yang digunakan adalah metode difusi dan dilusi. Dasar
penggunaan metode difusi adalah terbentuk atau tidaknya zona hambat pertumbuhan
bakteri disekeliling cakram atau silinder yang bersifat antimikroba (Harminta 2004).
Metode dilusi digunakan untuk mencari Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan
Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) yaitu kadar terendah yang dapat menghambat dan
membunuh bakteri (Brooks dkk. 2012: Bonang & Koeswardono 1982).

B. Perumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan di atas dapat dirumuskan
masalah dalam penelitian ini sebagai berikut:

Pertama, apakah ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dari daun
hijau tanaman pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) mempunyai aktivitas
antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923?

Kedua, manakah dari ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dari
daun hijau tanaman pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) yang paling aktif
menghambat bakteri Staphylococcus aureus ATCC 259237

Ketiga, berapakah Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi
Bunuh Minimum (KBM) dari fraksi teraktif daun hijau tanaman pucuk merah (Syzygium
myrtifolium Walp.) terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923?

C. Tujuan Penelitian
Pertama, untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanol, fraksi n-heksana,
etil asetat, dan air dari daun hijau tanaman pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.)
terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Kedua, untuk mengetahui yang paling aktif menghambat bakteri Staphylococcus
aureus ATCC 25923 di antara ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dari

daun hijau tanaman pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.)



Ketiga, untuk mengetahui Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan
Konsentrasi Bunuh Minimun (KBM) dari fraksi teraktif daun hijau tanaman pucuk merah

(Syzygium myrtifolium Walp.) terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923.

D. Manfaat Penelitian

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah
dalam upaya pengembangan obat-obat tradisional bagi ilmu pengobatan,
khususnya dalam bidang farmasi dalam memanfaatkan daun hijau tanaman pucuk

merah (Syzygium myrtifolium Walp.) yang berkhasiat sebagai antibakteri.



BAB |1
TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Pucuk Merah (Syzygium myrtifolium Walp.)
1. Sistematika tanaman
Kedudukan tanaman pucuk merah dalam taksonomi berdasarkan

Herbarium Medanese (2015) adalah sebagai sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisio : Spermatophyta

Classis : Dicotyledoneae

Ordo : Myrtales

Familia : Myrtaceae

Genus : Syzygium

Spesies : Syzygium myrtifolium Walp.

Sinonim : Syzygium campanulatum Korth. dan Syzygium oleana.
2. Nama lain

Tanaman ini memiliki beberapa nama lokal yaitu pokok kelat paya
(Malaysia), ubah laut (Malaysia Timur), chinese red-wood (Chinese), wild
cinnamon, red-lip, australian brush cherry, dan kelat oil (Memon dkk. 2014).

3. Morfologi tanaman

Pohonnya berukuran sedang dan sering ditanam sebagai tanaman pagar
karena kanopinya padat dan warna pucuknya kemerahan. Pucuk merah berupa
daun tunggal berbentuk lancet; bertangkai sangat pendek hamper duduk; tumbuh
berhadapan; permukaan daun bagian atas mengkilat; warna daun mengalami
perubahan, ketika baru tumbuh berwarna merah menyala, kemudian berubah
menjadi cokelat, lalu berubah lagi menjadi warna hijau; ukuran daun panjang + 6
cm dan lebar + 2 cm; pertulangan daunnya menyirip (NPB 2013).

4. Ekologi dan penyebaran

Pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) adalah tanaman hias popular

dari family Myrtaceae dengan distribusi asli di Timur Laut India, Myanmar,

Thailand, Semenanjung Malaysia, Singapura, Filipina, Sumatera, Kalimantan, dan



Filipina ditemukan tumbuh secara liar, setengah liar dan tumbuh sebagai tanaman
hias (NPB 2013).
5. Kandungan kimia

Secara umum genus Syzygium mengandung metabolit sekunder berupa
flavonoid, alkaloid, tanin, dan terpenoid (Mahmoud dkk. 2001). Daun merah dan
daun hijau pada tanaman pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.)
mengandung senyawa metabolit sekunder yaitu golongan alkaloid, triterpenoid,
steroid, saponin, fenolik, flavonoid (Haryati dkk. 2015; Juwita dkk. 2017), dan
minyak atsiri (Gea 2017; Sembiring 2015).

5.1. Flavonoid. Sebagian besar senyawa flavonoid ditemukan dalam
bentuk glikosida, dengan unit flavonoid terikat pada suatu gula (Lenny 2006).
Marchaban dkk. (2001) dalam penelitiannya juga mengatakan bahwa flavonoid
mempunyai aktivitas sebagai bakterisid dan antivirus yang dapat menekan
pertumbuhan bakteri dan virus. Beberapa senyawa flavonoid yang larut dalam air,
senyawa tersebut dapat diekstraksi dengan etanol 70% dan tetap ada dalam lapisan
air setelah ekstrak ini dikocok dengan eter minyak bumi.

5.2. Fenol. Fenol meliputi aneka ragam senyawa berasal dari tumbuhan,
yang mempunyai ciri sama yaitu cincin aromatik yang mengandung satu atau dua
hidroksil. Senyawa fenol cenderung mudah larut dalam air karena umumnya
berkaitan dengan gula sebagai glikosida (Harborne 1987). Tanaman memiliki
potensi yang cukup sebagai penghasil senyawa fenolik. Senyawa fenolik pada
konsentrasi rendah dapat merusak membran sitoplasma dan dapat menyebabkan
kebocoran inti sel, sedangkan pada konsentrasi tinggi senyawa fenol berkoagulasi
dengan protein seluler. Eugenol yang banyak ditemukan pada minyak cengkeh
(Syzygium aromaticum) adalah contoh senyawa fenolik yang bersifat
bakteriostatik (Rachmawati 2011).

5.3. Triterpenoid. Terpenoid adalah semua senyawa yang terbentuk dari
satuan isoterpen, tanpa memperhatikan gugus fungsi yang ada. Monoterpenoid
khas berupa cairan tak berwarna, tidak larut dalam air, dapat disuling uap dan
berbau harum (Robinson 1995). Terpenoid sebagai zat antibakteri diduga

melibatkan kerusakan membran oleh senyawa lipofilik (Cowan 1999). Terpenoid



dapat bereaksi dengan porin (protein transmembran) pada membran luar dinding
sel bakteri, membentuk ikatan polimer yang kuat dan merusak porin, mengurangi
permeabilitas dinding sel bakteri sehingga sel bakteri kekurangan nutrisi,
pertumbuhan bakteri terhambat atau mati (Rachmawati 2011).

5.4. Minyak atsiri. Minyak atsiri mudah larut dalam etanol absolut, eter,
eter minyak tanah, kloroform, dan minyak lemak, tetapi sangat sedikit larutan
dalam air (Voigt 1994). Minyak atsiri adalah zat berbau yang terkandung dalam
tanaman. Minyak atsiri sering disebut sebagai minyak menguap, minyak eteris,
atau minyak esensial karena mudah menguap pada suhu kamar dan udara terbuka.
Minyak atsiri pada keadaan segar dan murni tanpa pencemar umumnya tidak
berwarna, akan tetapi pada penyimpanan lama minyak atsiri dapat teroksidasi,
membentuk resin dan berubah warna menjadi lebih tua (Gunawan & Mulyani
2004). Minyak atsiri juga dapat sebagai antimikroba tetapi tidak semua minyak
atsiri dapat menghambat pertumbuhan mikroba. Minyak atsiri bagi manusia
terutama pada dosis yang tinggi atau berlebihan dapat menyebabkan depresi
susunan syaraf yang disertai dengan gejala kejang dan kematian. Beberapa jenis
minyak atsiri dapat digunakan sebagai bahan antiseptik eksternal dan internal,
sebagai bahan analgetik, haemolitik, sedatif, stimulan untuk obat sakit perut dan
sebagai obat cacing (Guenther 1987).

5.5. Saponin. Saponin senyawa aktif permukaan yang kuat memberikan
busa bila dikocok dalam air dan pada konsentrasi yang rendah sering
menghemolisis sel darah merah. Saponin larut dalam air dan etanol tetapi tidak
larut dalam eter (Robinson 1995). Saponin merupakan senyawa steroid dan
glikosil terpena yang dapat larut dalam lipid dan air. Saponin bila membentuk
kompleks dengan sterol, saponin akan menjadi toksik terutama pada sistem
pencernaan dan merusak dinding pembuluh darah bagi manusia (Taiz & Zeiger
2002).

5.6. Alkaloid. Senyawa alkaloid merupakan golongan senyawa yang dari
segi kimia bersifat homogen, mengandung nitrogen yang sering terdapat dalam
cincin heterosiklik dan bersifat basa (Robinson 1995). Senyawa alkaloid memiliki

mekanisme penghambatan bakteri dengan cara mengganggu komponen penyusun



peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara
utuh dan menyebabkan kematian sel tersebut (Permatasari dkk. 2013).
6. Penelitian aktivitas farmakologi

Pada daun merah tanaman pucuk merah yang sudah diteliti terdapat
kandungan senyawa dimethyl cardamonin (DMC) dan adanya aktivitas antikanker
pada sel kanker kolon manusia (HT-29) (Memon dkk. 2014), aktivitas antikanker
dengan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) (Zulfikar dkk. 2017), adanya
aktivitas antibakteri (Haryati dkk. 2015), aktivitas antidiabetes (Hasti dkk. 2016),
dan aktivitas hepaprotektor (Nur 2016). Pada daun hijau tanaman pucuk merah
(Syzygium myrtifilium Walp.) menunjukkan adanya aktivitas antihiperurisemia
(Juwita dkk. 2017).

B. Simplisia

1. Pengertian simplisia

Simplisia merupakan bahan alamiah yang dipergunakan sebagai obat yang
belum mengalami pengolahan apapun juga dan kecuali dikatakan lain, berupa
bahan yang telah dikeringkan (Depkes 1995). Simplisia nabati adalah simplisia
yang berupa tanaman utuh, bagian tanaman atau eksudat tanaman. Simplisia
hewani adalah simplisia yang berupa hewan utuh atau zat-zat berguna yang
dihasilkan oleh hewan dan belum zat kimia murni. Simplisia mineral adalah
simplisia yang berupa bahan pelitan atau mineral yang belum diolah atau telah
diolah dengan cara sederhana dan belum berupa zat kimia murni (Gunawan &
Mulyani 2004).
2. Pengeringan simplisia

Tujuan pengeringan adalah untuk menurunkan kadar air sehingga bahan
tersebut tidak mudah ditumbuhi kapang dan bakteri, menghilangkan aktivitas
enzim yang bisa menguraikan lebih lanjut kandungan zat aktif, memudahkan
dalam hal pengelolaan proses selanjutnya. Pengeringan simplisia dilakukan
dengan menggunakan alat pengering. Saat pengeringan, yang perlu diperhatikan
adalah suhu pengeringan, kelembaban udara, aliran udara, waktu pengeringan dan

luas permukaan bahan. Pengeringan panas sinar matahari paling banyak



digunakan di Indonesia karena lebih mudah dan murah (Gunawan & Mulyani
2004).
C. Metode Penyarian

1. Pengertian penyarian

Penyarian adalah kegiatan penarikan zat dapat larut dari bahan yang tidak
dapat larut dengan pelarut cair. Simplisia yang dicari mengandung zat aktif yang
dapat larut dan zat yang tidak dapat larut. Metode penyarian yang digunakan
bergantung pada wujud dan kandungan zat alam yang akan disari. Pemilihan
sistem pelarut yang digunakan dalam ekstraksi harus mempunyai kemampuan
dalam melarutkan jumlah yang maksimal dari zat aktif dan seminimal mungkin
bagi unsur yang tidak diinginkan (Ansel 1989).
2. Ekstrak

Ekstrak merupakan sediaan berupa kering kental, dan cair dibuat dengan
menyari simplisia nabati atau hewani menurut cara yang cocok di luar pengaruh
cahaya matahari langsung. Metode ekstraksi dipilih berdasarkan beberapa hal,
seperti sifat dari bahan mentah obat atau simplisia dan daya penyesuaian dengan
tiap metode ekstraksi dan kepentingan dalam memperoleh ekstrak yang sempurna
atau mendekati sempurna dari obat atau simplisia (Ansel 1989).
3. Maserasi

Maserasi merupakan cara ekstraksi yang sederhana. Maserasi dilakukan
dengan cara merendam dalam cairan penyari. Cairan penyari akan menembus
dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang mengandung zat aktif. Zat aktif
tersebut akan larut karena ada perbedaan konsentrasi antara larutan di luar sel dan
di dalam sel, maka larutan yang terpekat yang didesak keluar. Peristiwa tersebut
berulang sehingga terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan di luar sel dan
di dalam sel. Keuntungan maserasi adalah cara pengerjaan dan peralatan yang
digunakan sederhana dan mudah diusahakan, kerugian maserasi adalah
pengerjaannya lama dan penyariannya kurang sempurna (Depkes 1986).

Selama proses maserasi, bahan direndam dalam wadah bermulut lebar,
ditutup rapat dan dikocok berulang-ulang selama 2-4 hari, tetapi 5 hari telah

cukup memadai (Ansel 1989).
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4. Fraksinasi

Suatu cara untuk memisahkan golongan utama kandungan satu dari
golongan utama kandungan yang lain berdasarkan kepolarannya. Jumlah dan jenis
senyawa yang telah dipisahkan akan terjadi fraksi yang berbeda. Senyawa-
senyawa yang bersifat polar akan masuk ke pelarut polar, begitu pula senyawa-
senyawa yang bersifat nonpolar akan masuk ke pelarut yang bersifat nonpolar
(Harborne 1987).

5. Pelarut

5.1 Etanol. Etanol merupakan larutan serbaguna yang baik untuk ekstraksi
pendahuluan agar diperoleh hasil yang baik, penyarian biasanya digunakan
campuran antara etanol dan air. Pelarut etanol 96% digunakan karena merupakan
pelarut yang baik untuk ekstraksi pendahuluan (Harborne 1987). Etanol 96% juga
memiliki kemampuan menyari dengan polaritas yang lebar mulai dari senyawa
nonpolar sampai dengan polar (Saifudin et al. 2011).

5.2. Air. Air digunakan sebagai pelarut karena murah, mudah diperoleh,
stabil, tidak menguap, tidak mudah terbakar, tidak beracun dan alamiah. Air
melarutkan garam alkaloid, minyak menguap, glikosida, tannin, gula, gom, pati,
protein, enzim, lilin, zat warna dan asam organik (List & Schmidt 2000).

5.3. Etil asetat. Etil asetat merupakan pelarut semi polar, mudah terbakar,
dan mudah menguap, maka penyimpannya dalam wadah tertutup rapat dan
terhindar dari panas. Etil asetat merupakan cairan jernih, tidak berwarna, bau khas
seperti buah dan larut 15 bagian air. Etil asetat dapat bercampur dalam eter,
etanol, dan kloroform. Senyawa yang larut ke dalam pelarut ini adalah flavonoid
(Harborne 1987).

5.4. n-Heksana. Pelarut n-heksana merupakan pelarut nonpolar berupa
cairan jernih, tidak berwarna, dapat bercampur dengan etanol, mudah menguap,
mudah terbakar, dan mempunyai bau seperti eter lemah atau bau seperti
petroleum, praktis tidak larut dalam air, larut dalam etanol. n-heksana dapat
melarutkan senyawa-senyawa nonpolar, misalnya golongan kandungan kimia
minyak atsiri, lemak dan asam lemak tinggi, steroid dan triterpenoid dan
karotenoid (Kristijono 2004).
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D. Bakteri Uji Staphylococcus aureus
1. Sistematika Staphylococcus aureus
Sistematika dari bakteri Staphylococcus aureus menurut Holt et al. 1994

adalah sebagai berikut:

Divisio : Protophyta
Classis : Schizomycetes
Ordo : Eubacteriales
Familia : Micrococcaceae
Genus : Staphylococcus

Spesies : Staphylococcus aureus

Gambar 1. Staphylococcus aureus.

2. Morfologi bakteri Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram positif, berbentuk kokus
dan mengeluarkan endotoksin, Staphylococcus aureus tidak bergerak, tidak
mampu membentuk spora, fakultatif aerob, dan sangat tahan terhadap
pengeringan. Bakteri ini akan mati pada suhu 60°C setelah 60 menit.
Staphylococcus aureus merupakan flora normal yang terdapat pada kulit dan
saluran pernafasan bagian atas (Entjang 2003).

Cara untuk mengidentifikasi Staphylococcus aureus adalah dengan
mengisolasi sampel pada medium diferensial dan diidentifikasi berdasarkan sifat
biakan, pewarnaan Gram, dan uji biokimiawi. Koloni yang tumbuh pada medium
diamati dan dilanjutkan dengan berbagai uji, yaitu pewarnaan gram, uji katalase,
dan uji koagulase. Uji tersebut dapat membedakan Staphylococcus aureus dengan
bakteri coccus lainnya (Iskamto 2009). Koloni mikroskopik Staphylococcus

berbentuk menyerupai buah anggur. Uji enzim katalase dapat membedakan
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Staphylococcus sp. dan Streptococcus sp. Staphylococcus sp. bersifat katalase
positif (Brooks dkk. 2012).
3. Toksin bakteri Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus dapat menyebabkan penyakit infeksi ditandai
dengan kerusakan jaringan yang disertai abses bernanah. Beberapa penyakit
infeksi yang disebabkan oleh Staphylococcus aureus adalah bisul, jerawat,
impetigo, dan infeksi luka. Infeksi yang lebih berat diantaranya pneumonia,
mastitis, meningitis, infeksi saluran kemih, osteomeilitis, dan endokarditis.
Staphylococcus aureus juga merupakan penyebab utama infeksi nosokomial,
keracunan makanan, dan sindroma syok toksik (Ryan et al. 1994). Pembenihan
bakteri biasanya dilakukan pada lempeng agar darah dan pembenihan lainnya
untuk identifikasi bakteri (Entjang 2003).

E. Antibakteri

1. Pengertian Antibakteri

Antibakteri didefinisikan sebagai obat-obatan yang aktif terhadap
pertumbuhan bakteri yang terdiri dari dua jenis, yang diproduksi oleh
mikroorganisme digolongkan sebagai antibiotik dan obat-obatan sintesis. Bentuk
antibiotik kelompok terbesar dan ini dapat didefinisikan sebagai zat yang
diproduksi oleh mikroorganisme, menghambat pertumbuhan atau membunuh
mikroorganisme lain (FKUI 2009).
2. Mekanisme Antibakteri

Mekanisme antibakteri merupakan peristiwa penghambatan bakteri oleh
antibakteri. Aktivitas antibakteri diukur in vitro untuk menentukan potensi agen
antibakteri dalam larutan, konsentrasinya dalam cairan tubuh atau jaringan dan
kepekaan mikroorganisme penyebab terhadap obat yang diketahui (Brooks dkk.
2012). Mekanisme aktivitas secara in vivo yaitu pertama perlakuan mengalami
peradangan, dimana respon tubuh dengan penyempitan pembuluh darah
(kontriksi), protein membentuk jaringan fibrosa untuk menutup luka. Ketika
trombosit bersama protein menutup luka, luka menjadi lengket dan lembab

membentuk fibrin. Pembuluh darah melebar dan karena serotonin yang dihasilkan
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trombosit. Plasma darah mengaliri luka dan melawan toksin yang dihasilkan
bakteri, kemudian membawa oksigen dan nutrisi yang dibutuhkan untuk
menyembuhkan luka dan membawa agen fagosit untuk melawan bakteri maupun
jaringan yang rusak (Black & Hawks 2005). Peristiwva penghambatan
pertumbuhan bakteri adalah melalui mekanisme tertentu sesuai sifat bahan obat
dan mikroba yang digunakan. Mekanisme antibakteri dibagi menjadi lima
kelompok yaitu mengganggu metabolisme sel bakteri, merusak membran sel
bakteri, menghambat sintesis protein sel bakteri, menghambat sintesis dinding
bakteri, dan menyebabkan kerusakan dinding sel sehingga permeabilitas terhadap
beberapa zat intersel meningkat (Ganiswarna 1995).

3. Amoksisilin

Amoksisilin - merupakan penisilin semisintetik yang rentan terhadap
penisilinase dan secara kimia serta farmakologis berhubungan dekat dengan
ampisilin. Antibiotik golongan penisilin bekerja dengan cara menghambat
pembentukan mukopeptida yang diperlukan untuk sintesis dinding sel
mikroorganisme.

Amoksisilin merupakan antibiotik golongan penisilin berspektrum luas.
Antibiotik ini stabil dalam suasana asam dan dirancang untuk penggunaan oral.
Absorbsi amoksisilin dari gastrointestinal lebih cepat dan lebih sempurna daripada
ampisilin karena absorbsi amoksisilin tidak terganggu dengan adanya makanan
dalam lambung. Spektrum antimikroba amoksisilin pada dasarnya sama dengan
ampisilin, tetapi amoksisilin tampaknya tidak begitu efektif untuk shigelosis

dibandingkan ampisilin (Goodman & Gilman 2008).

F. Uji Aktivitas Antibakteri
1. Metode
Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah metode difusi dan
metode dilusi.
1.1. Metode difusi. Metode difusi dapat dilakukan menggunakan cakram
(disk) kertas saring, sumuran atau silinder tidak beralas. Metode dengan sumuran

atau silinder dilakukan dengan memasukkan larutan uji dengan konsentrasi
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tertentu dalam sumuran. Diameter zona hambat sekitar sumuran yang digunakan
untuk mengukur kekuatan hambatan obat (Brooks dkk. 2012).

1.2. Metode dilusi. Metode dilusi dilakukan dengan mencampurkan secara
homogen suatu obat dalam media dengan jumlah yang berbeda-beda atau
membuat larutan obat dengan kadar yang berbeda-beda, masing-masing media
ditambahkan suspensi kuman kemudian diinkubasi dan diamati daerah media
yang jernih (Bonang & Koeswardono 1982). Metode ini menggunakan
antimikroba dengan kadar yang menurun secara bertahap pada media cair maupun
padat. Media diinokulasi terhadap bakteri uji, selanjutnya diinkubasi dan diamati
konsentrasi antimikroba yang mampu menghambat pertumbuhan atau membunuh
bakteri uji.

2. Media bakteri

Media adalah suatu 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
untuk persyaratan, antara lain dalam media harus terkandung unsur yang
diperlukan untuk pertumbuhan dan perkembangbiakan bakteri, harus mempunyai
takanan osmosa, 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, dan sebaginya, maka bentuk media dikenal ada tiga
jenis.

2.1. 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 sedikit. Media padat umumnya diperlukan
untuk bakteri, ragi, jamur, dan kadang-kadang juga mikro alga.

2.2. Media cair. Media tidak ditambahkan zat pemadat, biasanya media
cair dipergunakan untuk perbaikan mikro alga tetapi juga mikro lain, terutama

bakteri dan ragi.
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2.3. 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).

3. Sterilisasi

Sterilisasi adalah suatu tindakan yang dilakukan dimana bahan atau
peralatan yang dipergunakan di dalam bidang mikrobiologi, harus dalam keadaan
steril. Artinya pada bahan atau peralatan tersebut tidak didapatkan mikroba yang
tidak diharapkan kehadirannya, baik yang akan mengganggu atau merusak media
ataupun mengganggu kehidupan dan proses yang sedang dikerjakan. Sterilisasi

keadaan bebas dari mikroorganisme termasuk bentuk sporanya (Suriawiria 2005).

G. Landasan Teori

Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram positif yang bersifat
patogen. Sebagian bakteri Staphylococcus merupakan flora normal pada kulit,
saluran pernafasan, dan saluran pencernaan pada manusia. Bakteri ini juga
ditemukan di udara dan lingkungan sekitar (Warsa 1994). Staphylococcus aureus
adalah salah satu bakteri yang menyebabkan infeksi pada manusia dan merupakan
penyebab utama infeksi nosokomial, keracunan makanan, dan sindroma syok
toksik. Beberapa penyakit infeksi yang disebabkan oleh Staphylococcus aureus
adalah bisul, jerawat, impetigo, dan infeksi luka. Infeksi yang lebih berat
diantaranya pneumonia, mastitis, meningitis, infeksi saluran kemih, osteomeilitis,
dan endokarditis (Ryan et al. 1994).

Pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus telah banyak diteliti mampu
dihambat oleh berbagai tanaman, salah satunya tanaman Syzygium sp. Spesies dari
Syzygium sp. yang menunjukkan adanya aktivitas antibakteri seperti Syzygium
aromaticum (cengkeh), Syzygium cumini L. (jamblang), Syzygium guineense dan
Syzygium alternifolium (Azim dkk. 2014; Ratman dkk. 2008).

Syzygium myrtifolium Walp. merupakan salah satu spesies genus Syzygium
sp. yang bisa dikembangkan untuk mengetahui aktivitasnya sebagai antibakteri.

Daun merah dan daun hijau pada tanaman pucuk merah (Syzygium myrtifolium
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Walp.) mengandung senyawa metabolit sekunder yaitu golongan alkaloid,
triterpenoid, steroid, saponin, fenolik, dan flavonoid (Haryati dkk. 2015; Juwita
dkk 2017), dan minyak atsiri (Gea 2017; Sembiring 2015). Senyawa-senyawa
tersebut terkait dengan aktivitas antibakteri.

Senyawa alkaloid bersifat antibakteri, diduga dengan mengganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri sehingga lapisan dinding sel
tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel (Permatasari 2013).
Terpenoid dapat bereaksi dengan porin (protein transmembran) pada membran
luar dinding sel bakteri, membentu ikatan polimer yang kuat dan merusak porin,
mengurangi permeabilitas dinding sel bakteri sehingga sel bakteri kekurangan
nutrisi, pertumbuhan bakteri terhambat atau mati (Rachmawati 2011). Flavonoid
menyebabkan terjadinya kerusakan permeabilitas dinding sel bakteri, mikrosom,
dan lisosom sebagai hasil interaksi antara flavonoid dengan DNA bakteri
(Permatasari 2013). Minyak atsiri dapat berfungsi sebagai antimikroba tetapi tidak
semua minyak atsiri dapat menghambat pertumbuhan mikroba. Minyak atsiri
digunakan sebagai bahan antiseptik internal atau eksternal, bahan analgesik,
sedatif, dan stimulan untuk obat sakit perut (Guenther 1987). Saponin bekerja
sebagai antibakteri dengan mengganggu stabilitas membran sel bakteri (Zahro
2013). Senyawa fenolik pada konsentrasi rendah dapat merusak membran
sitoplasma dan dapat menyebabkan kebocoran inti sel, sedangkan pada
konsentrasi tinggi senyawa fenol berkoagulasi dengan protein seluler. Eugenol
yang banyak ditemukan pada minyak cengkeh (Syzygium aromaticum) adalah
contoh senyawa fenolik yang bersifat bakteriostatik (Rachmawati 2011).

Maserasi adalah suatu proses penyarian dengan cara merendam serbuk
simplisia di dalam pelarut tertentu disertai pengocokan berulang yang dapat
menjamin suatu keseimbangan konsentrasi bahan ekstraktif yang lebih cepat
dalam penyarian. Metode ini sederhana dan mudah dilakukan, tetapi
membutuhkan waktu yang cukup lama dan penyariannya kurang sempurna (Ansel
1989; Voigt 1994). Pelarut yang digunakan dalam penelitian adalah etanol 96%.
Etanol tidak menyebabkan pembengkakan membran sel dan memperbaiki

stabilitas bahan obat terlarut. Keuntungan lainnya adalah sifatnya yang mampu
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menghambat kerja enzim. Etanol 96% juga memiliki kemampuan menyari dengan
polaritas yang lebar mulai dari senyawa nonpolar sampai dengan polar (Saifudin
et al. 2011). Hasil dari ekstraksi dengan metode maserasi kemudian dilanjutkan
dengan fraksinasi.

Fraksinasi adalah suatu cara untuk memisahkan golongan utama,
kandungan yang satu dari golongan utama yang lain berdasarkan kepolarannya.
Jumlah dan jenis senyawa setelah dipisahkan akan terjadi fraksi yang berbeda.
Senyawa-senyawa yang bersifat polar akan masuk ke pelarut polar, begitu pula
senyawa yang bersifat nonpolar akan masuk ke pelarut nonpolar (Harborne 1987).
Pelarut yang bersifat nonpolar adalah n-heksana, semipolar adalah etil asetat, dan
polar adalah air. Senyawa yang bersifat nonpolar seperti minyak atrisi, triterpen,
steroid, karotenoid, akan masuk ke pelarut nonpolar. Senyawa yang bersifat
semipolar adalah komponen-komponen minyak atsiri tertentu, alkaloid, senyawa
fenolik, asam fenolat, flavonoid, antrakinon, fenilpropanoid. Senyawa-senyawa
yang bersifat polar seperti glikosida, tanin, garam alkaloid akan larut ke pelarut
polar (Depkes 1987).

Daun merah pucuk merah pernah dilakukan fraksinasi dan menunjukkan
bahwa fraksi n-heksana mengandung alkaloid, triterpenoid, steroid; fraksi etil
asetat mengandung alkaloid, triterpenoid, fenolik, flavonoid; fraksi air
mengandung triterpenoid, saponin, fenolik. Fraksi teraktif daun merah tanaman
pucuk merah terhadap bakteri Staphylococcus aureus adalah fraksi etil asetat
(Haryati dkk. 2015).

Metode difusi merupakan metode yang sederhana, mudah dilakukan dan
diamati aktivitas antibakteri. Metode difusi bertujuan untuk melihat ada atau
tidaknya daya hambat dari ekstrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat dan
fraksi air daun hijau tanaman pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.),
aktivitas antibakteri terlihat dengan ada tidaknya daya hambat dengan adanya
daerah jernih di sekitar cakram. Metode dilusi bertujuan untuk mencari
Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM).
Metode dilusi menggunakan antimikroba dengan kadar yang menurun secara

bertahap menggunakan metode cair. Bakteri uji diinokulasi pada media tersebut,
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kemudian ditambahkan larutan uji dengan konsentrasi yang dapat menghambat
atau mematikan bakteri Staphylococcus aureus.

H. Hipotesis

Hipotesis penelitian ini yaitu :

Pertama, ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dari daun
hijau tanaman pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) mempunyai aktivitas
antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Kedua, fraksi etil asetat dari daun hijau tanaman pucuk merah (Syzygium
myrtifolium Walp.) yang paling aktif menghambat bakteri Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

Ketiga, Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh
Minimum (KBM) dengan kadar tertentu dari ekstrak atau fraksi teraktif daun hijau
tanaman pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) mempunyai daya hambatan
terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923.



BAB Il
METODE PENELITIAN

A. Populasi dan Sampel
Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman pucuk merah
(Syzygium myrtifolium Walp.) yang tumbuh di daerah Tawangmangu, Kabupaten
Karanganyar, Jawa Tengah. Sampel dalam penelitian ini adalah daun hijau tanaman
pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) yang segar, sehat, tidak terkena hama, dan

merupakan urutan daun ke-10 sampai 20.

B. Variabel Penelitian
1. Identifikasi variabel utama

Variabel utama dalam penelitian ini adalah ekstrak daun hijau dari tanaman
pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) yang diekstraksi secara maserasi
menggunakan larutan penyari etanol 96% dilanjutkan dengan fraksinasi yang
menggunakan air, etil asetat, dan n-heksana.

Variabel utama kedua dalam penelitian ini adalah aktivitas antibakteri dari
maserasi, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, fraksi air, terhadap bakteri uji
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

2. Kiasifikasi variabel utama

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

Variabel bebas adalah variabel yang bila bersama dengan variabel lain, variabel
lain berubah dalam variasinya. Variabel tergantung adalah variabel yang berubah karena
variabel bebas. Variabel terkendali adalah variabel yang dianggap berpengaruh selain
variabel bebas.

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah konsentrasi 20%, 10%, 5%, 2,5%, dan
1,25% ekstrak etanolik, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi air daun hijau
tanaman pucuk merah (Syzygium mytifolium Walp.) yang diuji pada bakteri
Staphylococcus aureus ATCC 25923 dengan metode difusi dan metode dilusi untuk
fraksi teraktif.
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Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus ATCC 25923 yang dipengaruhi oleh ekstrak daun hijau secara
maserasi, fraksi air, fraksi etil asetat, fraksi n-heksana yang dilihat dari pertumbuhannya
pada media selektif.

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah kemurnian bakteri Staphylococcus
aureus ATCC 25923, kondisi laboratorium (meliputi kondisi inkasi, alat, dan bahan yang
harus steril), media yang digunakan dalam penelitian, dan metode penelitian, tempat
tumbuh tanaman, waktu panen, metode ekstraksi maserasi.

3. Definisi operasional variabel utama

Pertama, daun hijau pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) adalah daun
hijau yang diambil dari tanaman pucuk merah pada bulan Februari 2018 di daerah
Tawangmangu, Kabupaten Karanganyar, Jawa Tengah, yang segar, sehat, tidak terkena
hama, dan merupakan urutan daun ke-10 sampai 20.

Kedua, serbuk daun hijau pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) adalah
daun hijau yang diambil kemudian dicuci pada air mengalir guna membersihkan kotoran
yang masih menempel setelah itu dikeringkan dengan oven pada suhu oven 40°C, setelah
kering dibuat serbuk dan diayak dengan ayakan no. 40.

Ketiga, ekstrak etanolik adalah hasil ekstraksi dari serbuk daun hijau pucuk
merah (Syzygium myrtifolium Walp.) yang diperolen dengan metode maserasi
menggunakan etanol 96%.

Keempat, fraksi n-heksana adalah fraksi dari ekstrak etanol 96% daun hijau
tanaman pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) yang difraksinasi dengan pelarut n-
heksana sebagai pelarut nonpolar, kemudian dipekatkan dengan evaporator sehingga
didapat fraksi n-heksana.

Kelima, fraksi etil asetat adalah fraksinasi dari residu n-heksana dengan
menggunakan etil-asetat sebagai pelarut semipolar, kemudian dipekatkan dengan
evaporator sehingga didapat fraksi etil asetat.

Keenam, fraksi air dari daun hijau pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.)
adalah residu dari hasil fraksinasi fraksi etil asetat dengan menggunakan air sebagai
pelarut polar, kemudian dipekatkan dengan waterbath.

Ketujuh, bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 adalah bakteri Gram positif
Staphylococcus aureus ATCC 25923 yang didapat dari laboratorium mikrobiologi

Universitas Setia Budi.
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Kedelapan, uji aktivitas antibakteri adalah uji yang dilakukan dengan uji difusi
untuk ekstrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat dan fraksi air, dan uji dilusi untuk
ekstrak atau fraksi teraktif.

Kesembilan, uji difusi adalah uji aktivitas antibakteri yang dilakukan dengan
metode difusi cakram, yaitu kertas cakram (berdiameter +6 mm) yang mengandung
senyawa uji ditempatkan pada permukaan agar yang sebelumnya diinokulasi dengan
bakteri uji dan dilakukan pengukuran diameter zona hambat untuk mengukur kekuatan
hambatan terhadap bakteri.

Kesepuluh, uji dilusi adalah uji aktivitas antibakteri yang dilakukan dengan
metode dilusi untuk mengukur KHM (Konsentrasi Hambat Minimum) dan KBM
(Konsentrasi Bunuh Minimum) pada satu seri pengenceran dalam berbagai konsentrasi
1,25%, 2,5%, 5%, 10%, dan 20%.

C. Alat dan Bahan
1. Bahan

1.1. Bahan utama. Bahan utama yang digunakan adalah daun hijau tanaman
pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) yang diambil dari Tawangmangu,
Karanganyar, Jawa Tengah.

1.2. Bahan kimia. Bahan kimia untuk uji aktivitas dalam penelitian ini adalah
etanol 96%, aquadest, DMSO 1%, etil asetat, n-heksana, kalium telurit 3,5%, Gram A
(kristal violet), Gram B (garam iodin), Gram C, Gram D (safranin), dan amoksisilin.

1.3. Bakteri uji. Bakteri uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah
Staphylococcus aureus ATCC 25923 yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi,
Universitas Setia Budi, Surakarta.

1.4. Media. Media yang digunakan adalah Brain Heart Infusion (BHI), Nutrien
Agar (NA), Muller Hinton Agar (MHA), dan Vogel Johnson Agar (VJA).

2. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah meliputi oven, autoklaf,
blender, cawan petri, corong kaca, deck glass, vacuum rotary evaporator, cakram disk
(diameter £6mm), gelas ukur (pyrex), inkas, jarum ose, kapas lidi steril, kaki tiga, labu
erlenmeyer (pyrex), labu takar, mikroskop, moisture balance, objek glass, pembakar
spirtus, pinset, pipet ukur 1 ml, rak tabung, penangas air, selang, tabung reaksi, dan

timbangan analitik.
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D. Jalannya Penelitian
1. Determinasi tanaman

Tahap pertama penelitian ini adalah menetapkan kebenaran tanaman pucuk
merah dengan mencocokkan ciri-ciri morfologi yang ada pada tanaman pucuk merah
yang dibuktikan di Laboratorium Morfologi Sistematika Tumbuhan Universitas Setia
Budi Surakarta dan Universitas Gadjah Mada Yogyakarta.

2. Pengambilan bahan dan pembuatan serbuk

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun hijau tanaman pucuk
merah (Syzygium myrtifolium Walp.) diambil urutan daun ke-10 sampai 20, yang segar,
sehat, dan tidak terkena hama yang dikumpulkan pada wadah yang bersih.

Pembuatan serbuk daun hijau tanaman pucuk merah (Syzygium myrtifolium
Walp.) adalah dengan cara daun dikeringkan dengan oven pada suhu 40°C, setelah kering
segera diserbuk dengan mesin penyerbuk kemudian diayak dengan ayakan nomor 40
sehingga didapatkan serbuk daun hijau pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) yang
mempunyai derajat kehalusan yang relatif homogen. Hasil pembuatan serbuk yang berupa
serbuk kering disimpan dalam wadah kering dan tertutup rapat yang selanjutnya akan
digunakan untuk penelitian. Penyerbukan ini bertujuan agar luas permukaan partikel
bahan yang kontak dengan larutan penyaring dapat diperluas sehingga penyaringan dapat
langsung efektif.

3. Penetapan susut pengeringan serbuk daun hijau tanaman pucuk merah
(Syzygium myrtifolium Walp.)

Penetapan kadar air daun hijau pucuk merah dilakukan dengan menggunakan alat
moisture balance. Sampel serbuk daun hijau pucuk merah 2 gram dimasukkan ke dalam
moisture balance. Suhu diatur 105°C dan dihidupkan, ditunggu sampai alat berbunyi yang
menandakan hasil analisis telah selesai. Kadar air akan memenuhi syarat apabila kadar air
suatu serbuk simplisia tidak lebih dari 10%.

4. Pembuatan ekstrak etanolik

Pembuatan ekstrak daun hijau tanaman pucuk merah (Syzygium myrtifolium
Walp.) berdasarkan penelitian Haryati dkk. (2015) dan literatur Depkes RI (1986).
Ditimbang serbuk daun hijau tanaman pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.)
sebanyak 500 gram dimasukkan ke dalam bejana lalu ditambahkan etanol 96% sebanyak
7,5 bagian. Campuran tersebut didiamkan selama 5 hari dengan sesekali digojog, setelah
itu dipisahkan antara filtrat dengan ampas dengan menggunakan corong Buchner. Residu
dibilas dengan 2,5 bagian pelarut, filtrat yang diperoleh kemudian dipekatkan dengan
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rotary evaporator pada suhu 40°C sehingga menjadi ekstrak etanol daun hijau tanaman
pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.).

Ekstrak yang telah pekat diuji sudah bebas etanol atau belum dengan cara uji
esterifikasi yaitu ekstrak ditambah asam asetat dan asam sulfat pekat kemudian
dipanaskan, uji positif bebas etanol jika tidak terbentuk bau ester yang khas (Praeparandi
1978).

5. Pengujian kandungan kimia

Identifikasi kandungan kimia dimaksudkan untuk menetapkan kebenaran
kandungan kimia yang terkandung dalam daun hijau tanaman pucuk merah (Syzygium
myrtifolium Walp.). Identifikasi senyawa triterpenoid, minyak atsiri, saponin, flavonoid,
fenolik, dan alkaloid dibuktikan di Laboratorium Fitokimia Fakultas Farmasi Universitas
Setia Budi.

5.1. ldentifikasi triterpenoid. Sebanyak 2 ml ekstrak daun hijau tanaman pucuk
merah ditambahkan dengan pereaksi Lieberman-Burchard yang terdiri dari 5 ml asam
asetat anhidrat dan asam sulfat pekat 5 tetes. Terbentuknya warna merah berubah menjadi
hijau tua menunjukkan hasil positif triterpenoid (Juwati 1998).

5.2. Identifikasi minyak atsiri. Sebanyak 2 ml ekstrak daun hijau pucuk merah
ditambahkan dengan eter minyak tanah, lalu digojog berkali-kali, sisa dalam eter minyak
tanah diuapkan, akan berbau harum (Depkes 1987).

5.3. ldentifikasi saponin. Sebanyak 2 ml ekstrak daun hijau pucuk merah
dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian ditambah 10 ml air panas, didinginkan
kemudian dikocok kuat-kuat selamat 10 detik. Uji positif ditunjukkan dengan
terbentuknya buih yang mantap setinggi 1 sampai 10 cm. Penambahan 1 tetes HCI 2N
buih tidak hilang (Depkes 1995).

5.4. Identifikasi flavonoid. Sebanyak 2 ml ekstrak daun hijau pucuk merah
dicampur 10 ml air panas, lalu ditambahkan 0,1 gram Mg dan 5 tetes HCI pekat. Reaksi
positif adanya perubahan warna merah atau jingga.

5.5. Identifikasi fenolik. Sebanyak 2 ml ekstrak daun hijau tanaman pucuk
merah dilarutkan dengan FeCl; 1% dalam air atau etanol. Reaksi positif adanya
perubahan warna hijau, merah, biru, atau hitam yang pekat (Harborne 1987).

5.6. Identifikasi alkaloid. Sebanyak 2 ml ekstrak daun hijau di tambah dengan 4
ml larutan HCI 2N dan dikocok, kemudian ditambah 1 tetes larutan mayer, terbentuk

endapan menggumpal berwarna putih atau kuning. Dengan Dragendrof terbentuk
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endapan berwarna coklat sampai hitam, maka ada kemungkinan terdapat alkaloid
(Depkes 1995).
6. Fraksinasi

Ekstrak kental daun hijau pucuk merah sebanyak 10 gram dilarutkan dengan 10
ml etanol dan 65 ml air, kemudian dimasukkan dalam corong pisah dan ditambahkan n-
heksana 75 ml dengan diekstraksi cair-cair sampai fraksi n-heksana berwarna jernih.
Fraksi n-heksana merupakan filtrat yang terletak di atas, sedangkan fraksi air merupakan
filtrat yang terletak di bawah. Fraksi n-heksana dipisahkan dari fraksi air. Fraksi n-
heksana yang dapat kemudian dipekatkan pada rotary evaporator pada suhu 40°C.

Fraksi air sisa dari fraksi n-heksana, kemudian difraksinasi kembali dengan
pelarut etil asetat 75 ml dilakukan sampai hasil fraksi etil asetat berwarna jernih
menggunakan corong pisah. Fraksi etil asetat merupakan filtrat yang terletak di atas,
sedangkan fraksi air merupakan filtrat yang terletak di bawah. Fraksi etil asetat yang
didapat kemudian dipekatkan di evaporator pada suhu 40°C.

Filtrat sisa fraksinasi dengan pelarut etil asetat adalah fraksi air. Filtrat
dipekatkan dengan waterbath sampai kental.

7. Sterilisasi

Bahan atau peralatan yang digunakan dalam pratikum harus dalam keadaan steril.
Cawan petri, pipet tabung reaksi, labu erlenmeyer, beaker glass, dan gelas ukur
disterilkan dengan menggunakan oven pada suhu 150-170°C selama 30-60 menit. Alat
penanam bakteri (ose/sengkelit) disterilkan dengan pemanasan api langsung, yaitu dengan
melewatkan ose/sengklit beberapa kali pada lampu spritus. Medium disterilkan
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15-30 menit.

8. Pembuatan suspensi bakteri uji

Staphylococcus aureus ATCC 25923 diambil dari suatu biakan murni pada media
Nutrien Agar (NA) diambil kurang lebih 1 ose dan dibuat suspensi dalam tabung yang
berisi media Brain Heart Infusion (BHI) yang kekeruhannya disesuaikan dengan
standart MC Farland 0,5, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 - 48 jam
(Bonang dan Koeswandoro 1982).

9. Identifikasi bakteri

9.1. Identifikasi Staphylococcus aureus ATCC 25923 secara goresan.
Suspensi bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 yang sudah siap, diinokulasi secara
perataan dengan kapas lidi steril pada media Vogel Johnson Agar (VJA) dan penambahan

kalium telurit 3,5% sebanyak 3 tetes dalam cawan petri, kemudian diinkubasi selama 24
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jam pada suhu 37°C. Hasil identifikasi akan ditunjukkan dengan adanya koloni berwarna
hitam karena Staphylococcus aureus ATCC 25923 dapat mereduksi telurit menjadi
metalik dan Staphylococcus aureus dapat memfermentasi manitol menjadi suasana asam.
Adanya phenol red maka medium di sekitar koloni berwarna kuning karena
Staphylococcus aureus ATCC 25923 mereduksi manitol (Hadieotomo 1985).

9.2. Pewarnaan Gram. Pewarnaan Gram positif Staphylococcus aureus ATCC
25923 menggunakan Gram A (cat kristal violet sebagai cat utama), Gram B (lugol iodine
sebagai mordan), Gram C (etanol:aseton = 1:1 sebagai peluntur), Gram D (cat safranin
sebagai cat lawan atau penutup). Bakteri Staphylococcus aureus dinyatakan positif
apabila berwarna ungu, berbentuk bulat dan bergerombol seperti buah anggur ketika
diamati di bawah mikroskop.

9.3. Identifikasi biokimia bakteri S.aureus ATCC 25923 secara katalase. Uji
katalase dapat dibuat dengan mencampurkan 0,5 ml hidrogen peroksida 3% dengan satu
ose bakteri Staphylococcus aureus. Hasil positif ditandai dengan adanya gelembung udara
(pelepasan oksigen) sebab Staphylococcus aureus mempunyai enzim katalase. Hal ini
ditandai dengan terbentuk gelembung udara atau buih.

9.4. Identifikasi biokimia bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 secara
koagulase. Uji koagulase dapat dilakukan dengan cara menyiapkan plasma darah diberi
asam sitrat, diencerkan (1:5) ditambah satu ose biakan bakteri dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 1-4 jam. Hasil positif kuat jika tabung tes dibalik, gumpalan plasma tidak
terlepas dan tetap melekat pada dinding tabung (Brooks dkk. 2002).

10. Pengujian aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus

Ekstrak etanolik, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi air yang
diperoleh dari hasil ekstrak etanolik daun hijau tanaman pucuk merah (Syzygium
myrtifolium Walp.) masing-masing dibuat larutan stok dengan berbagai
konsentrasi yaitu 1,25%, 2,5%, 5%, 10%, dan 20%, dimana masing-masing bahan
ditimbang dan ditambahkan DMSO 1% + 10 ml. Perhitungan pembuatan larutan
uji pada Lampiran 15. Setelah dibuat larutan stok selanjutnya diuji secara
mikrobiologi dengan bakteri uji Staphylococcus aureus ATCC 25923

menggunakan metode difusi dan dilusi.
10.1. Uji difusi. Dilakukan dengan menyelupkan kapas lidi steril pada suspensi
bakteri Staphylococcus aureus yang telah dibuat kemudian diinokulasikan ke medium

Mueller Hinton Agar (MHA) dengan metode perataan (Spread Plate Method) dengan
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menggunakan kapas lidi steril dan didiamkan selama 10 menit pada suhu kamar agar
suspensi biakan terdifusi ke dalam media. Setiap cawan petri dibuat diagram 6 bagian
dengan jarak yang sama lalu diberi label. Kertas cakram steril dijenuhkan dengan 10 pl
larutan uji dan dikeringkan dalam cawan petri steril pada suhu ruangan, kemudian cakram
yang telah dijenuhkan dengan larutan uji diletakkan pada masing-masing bagian dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam untuk pertumbuhan mikroba (Nufailah 2008).
Cakram kertas amoksisilin 25 pg sebagai kontrol positif, pelarut DMSO 1% sebagai
kontrol negatif, larutan uji ekstrak etanolik, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, fraksi air
dengan berbagai konsentrasi yaitu 1,25%, 2,5%, 5%, 10%, dan 20%. Bakteri yang
digunakan disesuaikan dengan Standart Mc Farland 0,5. Pengukuran diameter zona
hambat pada area jernih yang ada di sekitar cakram dinyatakan dalam satuan mm. Daerah
yang tidak ditumbuhi bakteri sekitar cakram menandakan bahwa kandungan kimia daun
hijau tanaman pucuk merah memiliki daya hambat terhadap Staphylococcus aureus.
Pengujian dilakukan sebanyak 3 Kkali.

10.2. Uji dilusi. Ekstrak dan fraksi yang paling aktif dalam menghambat bakteri
Staphylococcus aureus ATCC 25923 akan dilakukan uji dilusi. Metode dilusi
menggunakan 1 deretan tabung reaksi dari 7 tabung steril. Masing-masing tabung tersebut
terdiri dari beberapa konsentrasi yang berbeda yaitu konsentrasi 20%, 10%, 5%, 2,5%,
dan 1,25% kontrol positif, dan kontrol negatif. Suspensi bakteri dalam medium BHI
dimasukkan ke dalam masing-masing tabung uji. Seluruh tabung uji diinkubasi pada suhu
37°C selama 24-48 jam, lalu diamati kekeruhannya. Konsentrasi Hambat Minimum
(KHM) ditentukan dengan cara mengamati tabung yang jernih atau tabung yang memberi
hasil negatif, kemudian menentukan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) dengan cara
tabung media yang jernih diinokulasi secara goresan pada media Vogel Johnson Agar,
kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24-48 jam. Mengamati ada tidaknya koloni
yang tumbuh pada permukaan media lempeng. KBM ditunjukkan oleh konsentrasi
terendah pada media Vogel Johnson Agar yang tidak menunjukkan koloni bakteri yang

tumbuh.

E. Analisis Hasil
Hasil uji aktivitas antibakteri fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dari
ekstrak etanol daun hijau tanaman pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.)

terhadap bakteri Staphylococcus aureus dengan menggunakan metode difusi
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cakram disk yang dinyatakan dengan diameter zona hambat (zona bening) yang
terbentuk di sekeliling cakram. Diameter zona hambat dianalisis dengan uji
Kolmogorov-Smirnov untuk menentukan data terdistribusi normal atau tidak. Jika
data terdistribusi normal, dilanjutkan dengan statistik Anova oneway. Namun, jika
tidak terdistribusi normal maka diuji dengan statistik non parametrik Kruskal-

wallis.
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Gambar 2. Skema pembuatan ekstrak etanolik dan fraksinasi daun hijau tanaman pucuk
merah (Syzygium myrtifolium Walp.).
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Gambar 4. Prosedur pengujian aktivitas antibakteri metode dilusi.




BAB IV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. Preparasi Daun Pucuk Merah

1. Hasil determinasi tanaman daun pucuk merah (Syzygium myrtifolium
Walp.)

Tujuan dilakukan determinasi adalah untuk menghindari kesalahan dalam
pengumpulan bahan, mengetahui kebenaran tanaman serta mencocokkan ciri-ciri
morfologi tanaman yang diteliti. Determinasi tanaman dilakukan berdasarkan
kepustakaan yang dibuktikan di Laboratorium Morfologi Sistematika Tumbuhan,
Universitas Setia Budi Surakarta dan Universitas Gadjah Mada Yogyakarta.

1.1. Determinasi tanaman. Hasil determinasi pucuk merah berdasarkan

Lampiran 1:

1b-2b—-3b-4b-12b—-13b - 14b - 17b - 18b — 19b — 20b — 21b — 22b — 23b —
24b — 25b — 26b — 27b — 28b — 29b — 30b — 31b — 32b — 34a — 75b — 76a — 77b —
104b — 106b — 107b — 186b — 287b — 288b — 289a — 290b — 291a — 292b — 293b —
294a — 392b — 393b. Familia 84. Myrtaceae. 1la —2b — 3b — 7b — 8b — 9b — 10b. 9.
Syzygium. la — 7b — 8b — 11b — 13b — 14b — 15a — 16 b — 18b — 20a. Syzygium
myrtifolium (Roxb.) Walp. Sinonim Eugenia myrtifolia Roxb., Syzygium
campallenum Mig.

1.2. Deskripsi tanaman. Habitus tanaman pucuk merah: semak. Akar
tunggang. Batang percabangan monopodial, berkayu. Daun tunggal, berhadapan,
lanset sampai jorong, panjang 4,8 — 5,2 cm, lebar 1,5 — 2,1 cm, ujung meruncing,
pangkal meruncing, tulang daun menyirip, tepi rata, berkulit, tangkai daun 1k
3mm. Bunga majemuk, malai, diujung dan ketiak daun, kelopak berbentuk
tabung, dan kelopak 4 — 5, daun mahkota 4 — 5, stamen banyak, bakal buah
tenggelam.

Berdasarkan hasil determinasi dapat dipastikan bahwa tanaman yang
digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman pucuk merah (Syzygium

myrtifolium Walp.).
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2. Hasil pengumpulan bahan, pengeringan, dan pembuatan serbuk daun
hijau pucuk merah

Penyiapan bahan untuk membuat serbuk daun hijau pucuk merah
(Syzygium myrtifolium Walp.) dilakukan dengan cara pengumpulan bahan dan
pengeringan. Pengumpulan bahan daun hijau pucuk merah yang digunakan dalam
penelitian ini diambil pada Bulan Januari 2018 dari daerah Tawangmangu,
Kabupaten Karanganyar, Jawa Tengah.

Daun hijau pucuk merah yang telah dikumpulkan dibersihkan dan dicuci
dengan air mengalir sampai bersih dari kotoran kemudian dikeringkan.
Pengeringan bahan dilakukan bertujuan untuk mengurangi kadar air serta
mencegah tumbuhnya jamur dan mikroorganisme lain yang dapat menyebabkan
pembusukan dan mencegah perubahan kimia yang dapat menurunkan mutu.
Pengeringan dilakukan menggunakan oven pada suhu 40°C selama 5 hari.

Rendemen daun hijau pucuk merah yang diperoleh sebesar 30%.

Tabel 1. Rendemen daun hijau pucuk merah kering
Bobot basah (g) Bobot kering (g) Rendemen (%)

8.000 2.400 30

Hasil pembuatan serbuk daun hijau pucuk merah yang telah dikeringkan,
diserbuk, kemudian diayak dengan ayakan no.40. Penyerbukan ini bertujuan
untuk memperluas permukaan partikel yang kontak dengan pelarut sehingga
penyarian dapat berlangsung dengan efektif. Perhitungan pada Lampiran 12.

3. Hasil penetapan susut pengeringan

Tabel 2. Hasil penetapan susut pengeringan

Replikasi Susut pengeringan (%)
1 6,0
2 6,0
3 6,5

Rata-rata 6,16 + 0,354

Penetapan susut pengeringan dilakukan untuk memperoleh prosentase
bahan yang menguap yang terdapat dalam serbuk pada pemanasan suhu 105°C
dengan moisture balance. Bahan yang menguap pada suhu tersebut diantaranya
adalah air dan minyak atsiri. Kadar air yang terlalu tinggi dapat mengaktifkan

enzim-enzim dalam simplisia yang dapat mengakibatkan komposisi kimia pada
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simplisia berubah atau rusak sehingga menurunkan kualitas. Berdasarkan Tabel 2
dan perhitungan pada Lampiran 13 hasil susut pengeringan serbuk daun hijau
pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) sebesar 6,16%. Karena serbuk daun
hijau pucuk merah mengandung minyak atsiri (Gea 2017), maka kadar air serbuk
6,16% sehingga serbuk tersebut disimpulkan memenuhi persyaratan BPOM RI
(2014), yaitu kadar air tidak lebih dari 10%.

4. Hasil pembuatan ekstrak daun hijau daun pucuk merah

Tabel 3. Rendemen ekstrak etanolik daun hijau pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.)
dengan pelarut etanol 96%

Bobot serbuk (g) Bobot ekstrak (g) Rendemen (%)

500 115,87 23,17

Metode ekstraksi yang digunakan yaitu maserasi dengan menggunakan
etanol 96% sebagai pelarut. Rendemen ekstrak maserasi daun hijau pucuk merah
(Syzygium myrtifolium Walp.) adalah 23,17%. Perhitungan rendemen ekstrak
maserasi dapat dilihat pada Lampiran 14. Ekstrak etanolik kemudian dilakukan
fraksinasi dengan n-heksana, etil asetat, dan air.

Ekstrak dari daun hijau pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.)
dilakukan uji bebas etanol dengan melakukan esterifikasi alkohol. Hasil yang
diperoleh bahwa ekstrak daun hijau pucuk merah sudah bebas dari pelarutnya
yaitu etanol 96% dengan ditandai tidak adanya lagi bau ester yang khas.

5. Hasil identifikasi kandungan kimia ekstrak daun hijau pucuk merah

Berdasarkan Tabel 4 dan Lampiran 11, hasil identifikasi menunjukkan
bahwa daun hijau pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) mengandung

senyawa Kimia triterpenoid, minyak atsiri, saponin, flavonoid, fenolik, dan

alkaloid.
Tabel 4. Hasil identifikasi kandungan kimia ekstrak dan fraksi daun hijau pucuk merah.
Jenis senyawa Ekstrak etanolik  Fraksi etil asetat Fraksi air
Alkaloid + + -
Triterpenoid + + -
Fenolik + + +
Saponin + - +
Flavonoid + + -
Minyak atsiri + - -

Keterangan: (+) = mengandung metabolit sekunder

(—) = tidak mengandung metabolit sekunder
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6. Hasil fraksinasi

Fraksinasi adalah prosedur pemisahan yang bertujuan untuk memisahkan
kandungan golongan utama yang satu dari kandungan golongan utama yang lain,
berdasarkan sifat kepolaran dalam suatu tumbuhan. Penyarian awal yang
dilakukan adalah maserasi dengan pelarut etanol 96%, dimana pelarut etanol 96%
dapat menyari hampir keseluruhan senyawa yang terkandung pada simplisia, baik
yang bersifat nonpolar, semipolar, dan polar. Selanjutnya dilakukan fraksinasi
dengan menggunakan n-heksana, sebagai pelarut nonpolar, etil asetat sebagai
pelarut semipolar, dan air sebagai pelarut polar.

Fraksinasi ekstrak etanolik daun hijau pucuk merah (Syzygium myrtifolium
Walp.) sebanyak 10 gram dalam tiga kali batch fraksinasi yang difraksinasi
dengan menggunakan n-heksana, etil asetat, dan air dengan volume tiap pelarut
sebanyak 75 ml yang kemudian hasil fraksinasi dipekatkan dengan oven pada

suhu 40°C, sehingga total ekstrak yang difraksinasi sebanyak 30 gram.

Tabel 5. Rendemen fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dari daun hijau pucuk merah
(Syzygium myrtifolium Walp.)

Bobot ekstrak (g) Fraksi Bobot fraksi (g) Rendemen %
n-heksana 1,72 5,73
30 Etil asetat 6,96 23,20
Air 3,54 11,80

Tabel 5 dan Lampiran 14 menyatakan bahwa hasil rendemen n-heksana,
etil asetat, dan air dari ekstrak etanolik daun hijau pucuk merah (Syzygium
myrtifolium Walp.) berturut-turut 5,73%, 23,20%, 11,80%. Rendemen total fraksi
sebesar 40,73%, hal ini disebabkan bagian ekstrak yang tidak larut dalam air
beretanol tidak diikutkan dalam fraksinasi dan dalam penelitian ini bagian yang

tidak larut tersebut tidak ditimbang.

B. Pembuatan Suspensi Bakteri Uji
Pembuatan suspensi bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 diambil
dari biakan murni pada media Nutrien Agar (NA) 1 ose, kemudian dimasukkan
kedalam tabung reaksi yang telah berisi media Brain Heart Infusion (BHI) yang
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam dan kekeruhannya disesuaikan dengan

standart MC Farland 0,5 yang konsentrasi kekeruhan bakteri sama dengan 10°
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CFU/ml seperti gambar pada Lampiran 8. Selanjutnya digunakan untuk
identifikasi menurut Bonang & Koeswardono (1982).

C. ldentifikasi Bakteri Uji Staphylococcus aureus ATCC 25923
1. Hasil identifikasi bakteri secara goresen

Identifikasi bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 yang diinokulasi
pada media Vogel Johnson Agar (VJA) yang ditambahkan 3 tetes kalium telurit
3,5% dalam cawan petri kemudian diinkubasi selama kurang lebih 24 jam pada
suhu 37°C. Hasil goresan yang positif ditunjukkan dengan adanya koloni yang
berwarna hitam akibat dari kemampuan Staphylococcus aureus ATCC 25293
mereduksi kalium telurit. Warna sekitar koloni berwarna kuning akibat dari
kemampuan Staphylococcus aureus ATCC 25293 dapat memfermentasi manitol

menjadi asam.

Terbentuknya
koloni berwarna
hitam

A ey e T 1 4
Gambar 5. Hasil identifikasi bakteri S.aureus ATCC 25923 secara goresan.
2. Hasil identifikasi bakteri secara mikroskopis dengan pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram dilakukan untuk mengelompokkan bakteri menjadi 2
yaitu bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif. Pada pewarnaan Gram ini
menggunakan 4 jenis reagen, yaitu kristal violet, iodin, alkohol, dan safranin.
Bakteri Gram positif akan mempertahankan warna ungu dari kristal violet
sehingga ketika diamati menggunakan mikroskop akan menunjukkan warna ungu,
sedangkan bakteri Gram negatif tidak dapat mempertahankan warna ungu dari

kristal violet tetapi zat warna safranin dapat terserap pada dinding sel sehingga
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saat dilihat dengan mikroskop akan memperlihatkan warna merah (Pratita & Putra
2012). Bakteri Staphylococcus aureus dinyatakan positif apabila berwarna ungu,
berbentuk bulat dan bergerombol seperti buah anggur ketika diamati di bawah
mikroskop.

Hasil positif S.aureus
berwarna ungu,
berbentuk bulat
bergerombol seperti
buah anggur

Gambar 6. Hasil identifikasi pewarnaan Gram bakteri S.aureus ATCC 25923.
3. Hasil uji katalase

Uji katalase berguna dalam mengidentifikasi bakteri yang dapat
menghasilkan enzim katalase yang hasil positif ditandai dengan dengan adanya
gelembung udara (O,). Bakteri katalase positif memiliki enzim katalase sehingga
hydrogen peroksida (H,O_) yang diberikan diuraikan oleh bakteri, sehingga akan
menghasilkan oksigen dan air.

Hasil positif uji katalase bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923
setelah ditambah 2 tetes H,O, 3% terbentuk gelembung udara. Hal ini disebabkan
karena Staphylococcus aureus mempunyai enzim katalase yang jika ditambah
dengan air akan terurai menjadi H, dan O,. Uji katalase dilakukan untuk
membedakan Staphylococcus aureus dengan Streptococcus karena Streptococcus
tidak dapat menghasilkan enzim katalase (Hadioetomo 1985).
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Terbentuknya
gelembung
udara

Gambar 7. Hasil identifikasi bakteri S.aureus ATCC 25923 dengan uji katalase.
4. Hasil uji koagulase
Hasil dari uji koagulase bakteri Staphylococcus aureu ATCC 25923
dengan menggunakan plasma atau darah kelinci yang diberi sitrat, diencerkan
(1:5) kemudian dicampur dengan biakan kaldu yang sama banyaknya ditambah 1
ose bakteri, lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 1-4 jam. Hasil positif kuat jika
tabung tes dibalik, gumpalan plasma tidak terlepas dan tetap melekat pada dinding

tabung.

Adanya gumpalan
plasma.

Gambar 8. Hasil identifikasi bakteri S.aureus ATCC 25923 dengan uji koagulase.

D. Pengujian Aktivitas Antibakteri terhadap Staphylococcus aureus ATCC
25923

Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi

Universitas Setia Budi menggunakan metode difusi yaitu dengan mengetahui

hambatan pertumbuhan dari biakan bakteri uji. Hasil dari ekstrak etanolik, fraksi
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n-heksana, etil asetat dan air dari daun hijau pucuk merah (Syzygium myrtifolium
Walp.) dilakukan pengujian aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus
aureus ATCC 25923 untuk mengetahui ekstrak atau fraksi yang paling aktif.

1. Uji difusi

Pengujian aktivitas antibakteri dari ekstrak dan fraksi daun hijau pucuk
merah (Syzygium myrtifolium Walp.) secara difusi dilakukan terhadap bakteri uji
dengan konsentrasi larutan 20%, 10%, 5%, 2,5%, 1,25% dan pembanding kontrol
positif amoksisilin, kontrol negatif DMSO 1%. Perhitungan konsentrasi larutan
terdapat pada Lampiran 15. Pembuatan suspensi bakteri uji disesuaikan dengan
kekeruhan modifikasi standart Mc Farland 0,5. Masa inkubasi 24 jam pada suhu
37°C, ada tidaknya daya hambat yang teramati dalam ukuran mm. Daerah yang
tidak ditumbuhi bakteri di sekitar kertas cakram yang menandakan bahwa
kandungan ekstrak atau fraksi dari daun hijau pucuk merah memiliki daya hambat
terhadap bakteri uji.

Pengujian aktivitas antibakteri ekstrak etanolik, fraksi n-heksana, etil
asetat dan air terhadap bakteri uji menunjukkan daya hambat, ini dibuktikan
dengan adanya daerah jernih di sekitar kertas cakram yang tidak ditumbuhi
bakteri. Gambar hasil uji aktivitas antibakteri secara difusi terdapat pada
Lampiran 9.

Tabel 6 dan Gambar 9 menunjukkan hasil penelitian bahwa ekstrak
etanolik dan fraksi daun hijau mampu menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus. Semakin tinggi konsentrasi, semakin besar zona hambat
yang terbentuk terhadap Staphylococcus aureus. Namun pada ekstrak etanolik
dengan konsentrasi 1,25% serta fraksi n-heksana konsentrasi 1,25% dan 2,5%
tidak memiliki zona hambat. Pengujian aktivitas antibakteri secara difusi ini
menggunakan kontrol positif antibiotik cakram amoksisilin 25 pg yang dapat
menghambat bakteri Staphylococcus aureus, dan kontrol negatif DMSO 1% yang
dalam pengujian ini tidak mampu menghambat bakteri uji.
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Tabel 6. Diameter hambat uji aktivitas secara difusi terhadap bakteri Staphylococcus
aureus ATCC 25923

Sediaan uji Konsentrasi Diameter daya Rata-rata
(%) hambat (mm) + Standar deviasi
Replikasi
1 2 3
Ekstrak etanolik 1,25 0 0 0 0+0,00
2,5 9 10 9 9,33 +0,577
5 14 14 14 14,00 + 0,000
10 17 18 16 17,00 £ 1,000
20 20 20 18 19,33 + 1,155
Fraksi 1,25 0 0 0 0 £0,000
n-heksana 2,5 0 0 0 0 £0,000
5 9 9 7 8,33+ 1,155
10 10 11 9 10,00 + 1,000
20 10 11 10 10,33 + 0,577
Fraksi 1,25 8 8 9 8,33+ 0,577
etil asetat 2,5 14 16 16 15,33 + 1,155
5 17 18 18 17,67 + 0,577
10 18 19 19 18,67 + 0,577
20 21 21 22 21,33+ 0,577
Fraksi air 1,25 7 7 7 7,00 = 0,000
2,5 9 10 10 9,67 +0,577
5 10 12 12 11,33 + 1,155
10 13 14 13 13,33+ 0,577
20 14 16 15 15,00 + 1,000
Kontrol (+)
amoksisilin 25 ug 17 19 19 18,33 £ 1,155
Kontrol (-)

negatif 0 0 0 0+ 0,000
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Gambar 9. Grafik rata-rata diameter zona hambat.

Untuk membandingkan ada tidaknya perbedaan aktivitas antibakteri antara
ekstrak etanolik, fraksi, dan kontrol positif, maka dilakukan uji statistik.
Berdasarkan Lampiran 17, hasil analisis uji Shapiro-Wilk menunjukkan nilai sig.
< 0,05, yang berarti data tidak terdistribusi normal. Oleh sebab itu, analisis
selanjutnya menggunakan uji Kruskal-Wallis dan Mann-Whitney. Hasil uji
Kruskal-Wallis menunjukkan nilai sig. 0,000 < 0,05, artinya terdapat perbedaan
signifikan antara diameter zona hambat terhadap Staphylococcus aureus pada
kelompok ekstrak etanolik dan fraksi daun hijau pucuk merah.

Fraksi n-heksana memiliki aktivitas antibakteri paling rendah dan
berdasarkan uji Mann-Whitney berbeda signifikan dengan ekstrak etanolik dan
kedua fraksi lainnya. Ekstrak etanolik daun hijau pucuk merah memiliki aktivitas
antibakteri terhadap Staphylococcus aureus lebih tinggi dari pada fraksi n-
heksana, dan tidak berbeda signifikan dengan fraksi etil asetat dan fraksi air.
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Ekstrak etanolik dan fraksi etil asetat memiliki aktivitas antibakteri paling
besar yang tidak berbeda nyata. Namun hasil statistik ekstrak etanolik dan fraksi
etil asetat, jika dibandingkan dengan fraksi air menunjukkan hasil yang berbeda
yaitu fraksi etil asetat berbeda signifikan dengan fraksi air, sedangkan ekstrak
etanolik tidak berbeda signifikan. Oleh sebab itu, fraksi yang paling aktif dalam
menghambat Staphylococcus aureus adalah fraksi etil asetat yang tidak berbeda
sig. dengan ekstrak etanolik.

Analisis statistik juga dilanjutkan untuk membandingkan konsentrasi
terbesar ekstrak etanolik dan fraksi dengan kontrol positif amoksisilin 25 pg.
Hasil uji Mann-Whitney menunjukkan bahwa, kontrol positif 25 g amoksisilin
memiliki aktivitas tidak berbeda signifikan dengan konsentrasi 20% pada ekstrak
etanolik, fraksi etil asetat, dan fraksi air, konsentrasi 10% pada ekstrak
etanolik,fraksi aetil asetat, dan fraksi air, konsentrasi 5% pada ekstrak etanolik
dan fraksi etil asetat, dan konsentrasi 2,5% pada fraksi etil asetat. Hasil uji ini
menunjukkan bahwa konsentrasi yang aktivitas antibakteri paling banyak
kesamaan dengan kontrol positif adalah fraksi etil asetat.

Aktivitas antibakteri daun pucuk merah disebabkan oleh kandungan
senyawa kimia yang terdapat didalamnya seperti, triterpenoid, minyak atsiri,
flavonoid, saponin, fenolik, dan alkaloid.

Mekanisme kerja senyawa terpenoid sebagai zat antibakteri diduga
melibatkan kerusakan membrane oleh senyawa lipofilik (Cowan 1999). Terpenoid
dapat bereaksi dengan porin (protein transmembran) pada membrane luar dinding
sel bakteri, membentuk ikatan polimer yang kuat dan merusak porin, mengurangi
permeabilitas dinding sel bakteri sehingga sel bakteri kekurangan nutrisi,
pertumbuhan bakteri terhambat atau mati (Rachmawati dkk. 2011). Salah satu
senyawa terpenoid yang ada pada daun Syzygium myrtifolium Walp. adalah asam
betulinat (34-3-Hydroxy-lup-20(29)-en-28-oic acid) yang bersifat antoksidan,
antitumor, antiangiogenesis (Aisha dkk. 2013), dan dapat menghambat HIV
(Cowan 1999).

Minyak atsiri dapat berfungsi sebagai antimikroba tetapi tidak semua

minyak atsiri dapat menghambat pertumbuhan mikroba. Minyak atsiri digunakan
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sebagai bahan antiseptik internal atau eksternal, bahan analgesik, sedatif, dan
stimulan untuk obat sakit perut (Guenther 1987).

Senyawa flavonoid disintesis oleh tanaman sebagai respon terhadap
infeksi mikroba sehingga efektif sebagai zat antibakteri yang ampuh melawan
berbagai mikroorganisme. Flavonoid menyebabkan terjadinya kerusakan
permeabilitas dinding sel bakteri, mikrosom, dan lisosom sebagai hasil interaksi
antara flavonoid dengan DNA bakteri (Permatasari dkk. 2013). Ekstrak total dan
fraksi etil asetat yang mengandung flavonoid menghasilkan daya antibakteri yang
lebih besar dibanding fraksi lain.

Senyawa alkaloid bersifat antibakteri, diduga dengan mengganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri sehingga lapisan dinding sel
tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel (Permatasari dkk.
2013).

Saponin termasuk dalam zat antibakteri yang menghambat fungsi
membran sel mikroba. Saponin membentuk senyawa kompleks dengan membran
sel melalui ikatan hidrogen sehingga menghancurkan sifat permeabilitas dinding
sel, menyebabkan pelepasan isi sel dan menimbulkan kematian sel (Rachmawati
dkk. 2011).

Senyawa fenolik pada konsentrasi rendah dapat merusak membran
sitoplasma dan dapat menyebabkan kebocoran inti sel sedangkan pada konsentrasi
tinggi senyawa fenol berkoagulasi dengan protein seluler. Eugenol yang banyak
ditemukan pada minyak Cengkeh (Syzygium aromaticum) adalah contoh senyawa
fenolik yang bersifat bakteriostatik (Rachmawati dkk. 2011).

Berdasarkan hasil penelitian ini dan penelitian Haryati (2015),
disimpulkan bahwa daun pucuk merah, baik daun merah maupun daun hijau
memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus. Kedua jenis daun
memiliki aktivitas yang sama antara ekstrak etanolik dan fraksietil asetatnya.
Namun, pada daun hijau memiliki aktivitas antibakteri lebih besar daripada daun
merah. Hal ini ditunjukkan pada konsentrasi 16% fraksi etil asetat diameter zona

hambatnya 10,63 mm, sedangkan pada penelitian ini fraksi etil asetat dari daun
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hijau pucuk merah dengan konsentrasi 20% memiliki diameter zona hambat 21,33
mm.
2. Uji dilusi

Uji dilusi dilakukan untuk menentukan Konsentrasi Hambat Minimum
(KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) dari daun hijau pucuk merah.
Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dari fraksi teraktif etil asetat daun hijau
pucuk merah terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 tidak dapat
ditentukan karena kekeruhan pada tabung reaksi tidak bisa diamati. Hal ini
disebabkan oleh bahan yang diuji sudah berwarna sehingga kekeruhan pada
tabung tidak bisa ditentukan. Oleh karena itu semua pengenceran dilakukan
pengujian inokulasi pada media VJA (Vogel Johnson Agar) untuk menentukan
Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) terhadap pertumbuhan Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

Berdasarkan Tabel 7 dan Lampiran 10 dapat dilihat bahwa uji aktivitas
antibakteri terhadap Staphylococcus aureus ATCC 25923 dilakukan sebanyak tiga
kali replikasi dengan menggunakan konsentrasi 20%, 10%, 5%, 2,5%, 1,25%,
kontrol (+) (Suspensi bakteri), dan kontrol (-) (Fraksi etil asetat). Hasil pengujian
menunjukkan bahwa Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) fraksi etil asetat

adalah konsentrasi 5%.

Tabel 7. Hasil pengujian aktivitas antibakteri fraksi etil asetat daun hijau pucuk merah
(Syzygium myrtifolium Walp.) terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC
25923 secara dilusi

Konsentrasi Replikasi

(%) 1 2 3

20 - - -

10 - - -

5 - - -

2,5 + + +

1,25 + + +

K(+) + + +

K () : : :

Keterangan: (+) ada pertumbuhan koloni pada media selektif
(-) tidak ada pertumbuhan koloni bakteri pada media selektif
Kontrol (-) = Fraksi etil asetat
Kontrol (+) = Suspensi bakteri
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Hasil uji fraksi etil asetat yang merupakan fraksi teraktif, menunjukkan
bahwa golongan senyawa aktifnya adalah flavonoid, fenolik, terpenoid, dan
alkaloid yang dapat menghasilkan daya antibakteri yang lebih besar dibandingkan
fraksi lain.

Pucuk merah diketahui kaya akan kandungan flavonoid, salah satunya
senyawa dimethyl cardamonim (2,4 ’-dihydroxy-6 -methoxy-3",5 -
dimethylchalcone), suatu golongan kalkon yang memiliki sifat sitotoksik., dimana
senyawa golongan kalkon diketahui memiliki aktivitas antikanker, anti-inflamasi,
antioksidan, analgesik, antibakteri, antijamur, dan antiprotozoa (Memon dkk.
2014). Mekanisme kerja flavonoid sebagai antibakteri adalah dengan cara
menghambat sintesis asam nukleat, menghambat fungsi membran sel, dan
menghambat metabolisme energi (Hendra dkk. 2011). Mekanisme antibakteri
flavonoid yang menghambat sintesis asam nukleat adalah cincin A dan B yang
memegang peran penting dalam proses interkelasi atau ikatan hidrogen dengan
menumpuk basa asam nukleat yang menghambat pembentukan DNA dan RNA.
Flavonoid menyebabkan terjadinya kerusakan permeabilitas dinding sel bakteri,
mikrosom, dan lisosom sebagai hasil interaksi antara flavonoid dengan DNA
bakteri. Flavonoid dapat menghambat metabolisme energi dengan cara
menghambat penggunaan oksigen oleh bakteri (Cushnie 2005). Mekanisme kerja
flavonoid menghambat fungsi membran sel adalah membentuk senyawa kompleks
dengan protein ekstraseluler dan terlarut sehingga dapat merusak membran sel
bakteri dan diikuti dengan keluarnya senyawa intraseluler (Nuria dkk. 2009).

Mekanisme senyawa fenol sebagai antibakteri pada konsentrasi rendah
adalah dengan merusak membran sitoplasma dan dapat menyebabkan kebocoran
inti sel, sedangkan pada konsentrasi tinggi senyawa fenol berkoagulasi dengan
protein seluler. Aktivitas tersebut sangat efektif ketika bakteri dalam tahap
pembelahan dimana lapisan fosfolipid di sekeliling sel sedang dalam kondisi yang
sangat tipis sehingga fenol dapat dengan mudah merusak isi sel (Volk & Wheller
1984).

Mekanisme terpenoid sebagai antibakteri adalah bereaksi dengan porin

(protein transmembran) pada membran luar dinding sel bakteri, membentuk ikatan
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polimer yang kuat sehingga mengakibatkan rusaknya porin. Rusaknya porin yang
merupakan pintu keluar masuknya senyawa akan mengurangi permeabilitas
dinding sel bakteri yang akan mengakibatkan sel bakteri akan kekurangan nutrisi,
sehingga pertumbuhan bakteri terhambat atau mati (Cowan 1999).

Senyawa alkaloid bersifat antibakteri, diduga dengan mengganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri sehingga lapisan dinding sel
tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel (Permatasari dkk.
2013). Alkaloid kuartener planar seperti berberin dan harmane mampu
berinteraksi dengan DNA (Cowan 1999).

Kontrol positif terbukti efektif dalam menghambat bakteri ditunjukkan
dengan zona hambat yang lebih besar dibandingkan dengan fraksi n-heksana dan
fraksi air. Hal ini di tunjukkan dengan diameter zona hambat yang terbentuk,
zona hambat kontrol (+) lebih besar. DMSO 1% digunakan dalam pengenceran
fraksi karena DMSO 1% tidak dapat membunuh bakteri. Fraksi yang memiliki

aktivitas paling aktif adalah fraksi etil asetat.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian uji aktivitas antibakteri fraksi n-heksana, etil
asetat, dan air dari ekstrak daun hijau pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.)
terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 dapat disimpulkan bahwa:

Pertama, ekstrak etanolik, fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dari daun
hijau pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.) mempunyai aktivitas antibakteri
terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Kedua, fraksi etil asetat daun hijau pucuk merah (Syzygium myrtifolium
Walp.) adalah yang paling aktif sebagai antibakteri terhadap bakteri
Staphylococcus aureus ATCC 25923 dibandingkan dengan fraksi lain.

Ketiga, KHM (Konsentrasi Hambat Minimum) fraksi etil asetat terhadap
bakteri Staphylococcus aureus tidak dapat ditentukan, sedangkan KBM
(Konsentrasi Bunuh Minimum) dari fraksi teraktif etil asetat adalah 5%.

B. Saran

Pertama, perlu dilakukannya uji aktivitas antibakteri dengan metode
penyarian dan pelarut yang lain.

Kedua, perlu dilakukannya penelitian lebih lanjut tentang antibakteri
dengan cara isolasi menggunakan metode kromatografi lapis kolom.

Ketiga, dilakukan penelitian lebih lanjut aktivitas daun hijau tanaman

pucuk merah terhadap bakteri patogen lain.
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Lampiran 1. Surat keterangan determinasi tanaman pucuk merah

.“% BUDI

UPT- LABORATORIUM

No :265/DET/UPT-LAB/28/V/2018
Hal : Surat Keterangan Determinasi Tumbuhan

Menerangkan bahwa :

Nama : Anggriani Lona

NIM 115113375 A

Fakultas : Farmasi Universitas Setia Budi

Telah mendeterminasikan tumbuhan : Pucuk merah (Syzygium myrtifolium (Roxb.) Walp.)
Hasil determinasi berdasarkan : Baker : Flora of Java

1b—2b-3b-4b—-12b~-13b - 14b—17b - 18b — 19b — 20b — 21b - 22b - 23b — 24b - 25b
—26b —27a —28b —29b — 30b — 31a — 32b — 74a — 75b — 76a — 77b — 104b — 106b — 107b —
186b — 287b — 288b — 289a — 290b — 291a — 292b — 293b — 294a — 392b — 393b. familia 84.
Myrtaceae. 1a—2b — 3b— 7b — 8b — 9b — 10b. 9. Syzygium. 1a ~7b - 8b - 11b— 13b — 14b -
15a — 16b — 18b — 20a. Syzygium myrtifolium (Roxb.) Walp., sinonim Eugenia myrtifolia
Roxb., Syzygium campallenum Miq.

Deskripsi :

Habitus : Semak.

Akar : Sistem akar tunggang.

Batang : Percabangan monopodial, berkayu.

Daun : Tunggal, berhadapan, lanset sampai jorong, panjang 4,8 — 5,2 cm, lebar 1,5 —

2,1 cm, ujung meruncing, pangkal meruncing, tulang daun menyirip, tepi rata,
berkulit; tangkai daun lk 3mm.

Bunga : Majemuk, malai, di ujung dan ketiak daun, kelopak berbentuk tabung, daun
kelopak 4 — 5, daun mahkota 4 — 5, stamen banyak, bakal buah tenggelam.

Pustaka : Backer C.A. & Brink R.C.B. (1965): Flora of Java (Spermatophytes only).
N.V.P. Noordhoff — Groningen — The Netherlands.

JI. 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. Surat keterangan identifikasi tanaman pucuk merah.

UNIVERSITAS GADJAH MADA
FAKULTAS BIOLOG!
LABORATORIUM SISTEMATIKA TUMBUHAN

Jalan Teknika Seiatan Sekip Utara Yogyakarta 55281 Telpon (0274) 6492262/6492272; Fax: {0274580839

SURAT KETERANGAN

Nomor : 01327/ 5.Tb. /V/ 2018

Yang bertanda tangan dibawah ini, Kepala Laboratorium Sistematika Tumbuhan Fakultas Biologi
UGM, menerangkan dengan sesungguhnya bahwa,

Nama i Anggriani Triliani Lona
NIM $15113375A
Asal instansi : Fakultas Farmasi Universitas Setia Budi Surakarta

telah melakukan identifikasi tumbuhan dengan hasil sebagai berikut,

Kingdom : Plantae

Divisio : Tracheophyta

Class : Magnocliopsida

Ordo : Myrtales

Familia : Myrtaceae

Genus : Syzygium

Spesies : Syzigium myrtifolium Walp.
Sinonim : Eugenia myrtifolia Roxb.

Eugenia oleina Wight
Syztgium campanulatum Korth.
Syzygium oleinum Wall.

Nama lokal : Pucuk merah

identifikasi tersebut dibantu oleh Abdul Razaq Chasani, S.Si., M.Si.
Demikian surat keterangan ini diberikan untuk dapat dipergunakan seperlunya.

Yogyakarta, 11 Mei 2018

Mengetahui, Kepala Laboratorium
Dekan Fakultas Biologi Sistematika Tumbuhan
Fakultas Biologi UGM
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Lampiran 3. Gambar daun hijau tanaman pucuk merah (Syzygium
myrtifolium Walp.) dan serbuk daun hijau pucuk merah
(Syzygium myrtifolium Walp.).

Gambar b. Serbuk daun hijau pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.)
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Lampiran 4. Gambar alat penetapan kadar air (Moisture Balance) dan botol
maserasi.
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Lampiran 5. Gambar fraksinasi daun hijau pucuk merah (Syzygium
myrtifolium Walp.).




Lampiran 6. Gambar alat oven dan evaporator.
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Lampiran 7. Gambar Inkas, alat Vortex, timbangan, dan inkubator.

Gambar a. Inkas Gambar b. Vortex

Gambar c. Timbangan Gambar d. Inkubator
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Lampiran 8. Pembuatan suspensi bakteri uji dalam media Brain Heart
Infusion (BHI).

Gambar a. Suspensi bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Lampiran 9. Gambar hasil pengujian aktivitas antibakteri ekstrak etanolik,
fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi daun hijau pucuk
merah (Syzygium myrtifolium Walp.) terhadap Staphylococcus

aureus ATCC 25923 secara difusi.

Gambar a. Uji aktivitas antibakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 dengan
konsentrasi 20%.

Gambar b. Uji aktivitas antibakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 dengan
konsentrasi 10%.
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Gambar c. Uji aktivitas antibakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 dengan
konsentrasi 5%.

Gambar d. Uji aktivitas antibakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 dengan
konsentrasi 2,5%.
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Gambar e. Uji aktivitas antibakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 dengan
konsentrasi 1,25%.
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Lampiran 10. Gambar hasil pengujian aktivitas antibakteri dan hasil
inokulasi fraksi etil asetat daun hijau pucuk merah
(Syzygium myrtifolium Walp.) terhadap Staphylococcus
aureus ATCC 25923 secara dilusi.

Gambar a. Hasil inkubasi fraksi etil asetat daun hijau pucuk merah (Syzygium
myrtifolium Walp.) terhadap Staphylococcus aureus ATCC 25923

Gambar b. Hasil inokulasi fraksi etil asetat daun hijau pucuk merah (Syzygium
myrtifolium Walp.) terhadap Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Lampiran 11. Gambar hasil dan tabel hasil identifikasi senyawa.

> Flavonoid

iE - B
'

Terbentuknya warna jingga.

> Fenolik

Terbentuknya hijau
kehitaman.

» Saponin

Terbentuk buih selama +
10 menit, dan di + HCI
2N buih tidak hilang.




» Triterpenoid

Tter e ol

> Alkaloid

Berwarna merah

berubah menjadi hijau.

Adanya endapan
berwarna hitam.

Berbau harum khas
minyak atsiri
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Tabel 8. Hasil identifikasi kandungan kimia.

Kandungan Identifikasi Reaksi positif Hasil uji
kimia identifikasi
Triterpenoid | 2 ml ekstrak + Terbentuknya warna | Berwarna
pereaksi Lieberman- merah. merah berubah

Burchard yang terdiri
dari 5 ml C4HgO3 dan

menjadi hijau.

H,SO, 5 tetes.
Minyak 2 ml ekstrak ditambah | Eter minyak tanah Berbau harum.
atsiri eter minyak tanah 5 menguap, adanya
tetes, dikocok, lalu minyak atsiri akan
dipanaskan. berbau harum.

Saponin 2 ml ekstrak + 10 ml | Terbentuknya buih Terbentuk buih
air panas, kocok kuat | yang mantap tinggi | selama * 10
selama 10 detik. 1-10 cm + HCI 2N menit + HCI

buih tidak hilang. 2N buih tidak
hilang.

Flavonoid | 2 ml ekstrak + 10 ml Reaksi positif Terbentuknya
air panas + 0,1 gram adanya perubahan warna jingga.
Mg dan 5 tetes HCI warna merah atau
pekat. jingga.

Fenolik 2 ml ekstrak Reaksi positif Terbentuknya
dilarutkan dengan adanya perubahan hijau
FeCls 1% dalam air warna hijau, merah, | kehitaman.
atau etanol. biru, atau hitam yang

pekat.

Alkaloid | 1 ml ekstrak + 2 ml Terbentuknya Terbentuknya
HCI 2N kemudian endapan berwana endapan
dikocok, ditambah 5 coklat sampai hitam | berwarna
tetes Dragendrof. dengan penambahan | hitam.

Dragendrof.
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Lampiran 12. Hasil prosentase bobot kering terhadap bobot basah.

No Parameter Nilai
1. Bobot basah 8.000 gram

2. Bobot kering 2.400 gram

3. Rendemen 30%

Perhitungan prosentase bobot kering terhadap bobot basah sebagai berikut

% Rendemen = 2220tkering (9) , 1009
Bobot basah (g)

2400 g
8.000 g

% bobot kering = x100% =30%
Hasil perhitungan prosentase bobot kering terhadap bobot basah daun hijau pucuk

merah (Syzygium myrtifolium Walp.) di atas yaitu 30% b/b'
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Lampiran 13. Hasil penetapan kadar air serbuk daun hijau pucuk merah
(Syzygium myrtifolium Walp.).

X % d=Ix-x| d=Ix - xI°
6,0 0 0
6,0 6 0 0
6,5 0,5 0,25
Rata-rata 0,25
SD = 0.25
3—-1
=40,125
SD = 0,354
2SD =0,708
Rata-rata = w =6,16

Data ditolak apabila | x —X | > SD dimana dicurigai | 6,5-6 | = 0,5 <2SD,
maka data dapat diterima.
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Lampiran 14. Hasil perhitungan rendemen ekstrak etanolik dan fraksi daun
hijau pucuk merah (Syzygium myrtifolium Walp.).

1. Rendemen ekstrak etanolik

Parameter Nilai
Bobot serbuk daun hijau pucuk merah 500 gram
Bobot ekstrak daun hijau pucuk merah 115,87 gram
Rendemen ekstrak 23,17 %

_ Bobot ekstrak (g)
Bobot sampel (g)

x100% =23,17%

% Rendemen ekstrak etanol x 100%

_115,87g
5009

2. Rendemen fraksi n-heksana

Berat ekstrak Berat wadah  Berat wadah + Berat ekstrak Prosentase
) kosong (g)  ekstrak (9)  (q) % (2/,)

30 gram 136,18 137,90 1,72 5,73

_ Bobot fraksi (g)

Rumus = x 100%
Bobot ekstrak (g)
% Rendemen = % x100%  =573%(b/,)

3. Rendemen fraksi etil asetat

Berat ekstrak Berat wadah  Berat wadah + Berat ekstrak Prosentase

@ kosong (g)  ekstrak (g)  (9) % (b/,)
30 gram 136,18 143,14 6,96 23,2
RUMUS - Bobot fraksi (g) x 100%
Bobot ekstrak (g)
% Rendemen = %6;7 x100%  =232%(b/,)

4. Rendemen fraksi air

Berat ekstrak Berat wadah  Berat wadah + Berat ekstrak  Prosentase

) kosong (g)  ekstrak (g) (g % (b/,)
30 gram 136,18 139,72 3,54 11.8
_ Bobot fraksi (g)
Rumus ~ Bobot ekstrak (9 x 100%
% Rendemen = 3;4; x 100% =11,8% (b/b)



38

Lampiran 15. Pembuatan larutan uji ekstrak dan fraksi daun hijau pucuk
merah.
1. Pembuatan larutan stok konsentrasi 20 %
Menimbang £ 2 gram ekstrak etanolik atau fraksi kemudian masing-masing
ditambah DMSO 1% sebanyak 10 ml masukkan ke dalam vial.
> Ekstrak yang ditimbang sebanyak 2,151 gram

2,151 gram
10 ml
> Fraksi n-heksana yang ditimbang sebanyak 2,138 gram

x 100% = 21,51%

2,138 gram
————F x 100% = 21,38%
10 ml
> Fraksi etil asetat yang ditimbang sebanyak 2,057 gram
2,057 gram
————F x 100% = 20,57%
10 ml

» Fraksi air yang ditimbang sebanyak 2,086 gram

2,086 gram
10 ml
2. Pembuatan larutan uji hasil ekstrak atau fraksinasi konsentrasi 10 %

x 100% = 20,86%

sebanyak 10 ml
10% =10% b/v
=10 gram/100 ml
=1 gram/10 ml.
Ditimbang 1 gram fraksi dilarutkan dengan dimethyl sulfoxide (DMSO) 1%
sampai 10 ml.
> Ekstrak yang ditimbang sebanyak 1,039 gram

1,039 gram
10 ml
» Fraksi n-heksana yang ditimbang sebanyak 1,131 gram

x 100% = 10,39%

1,131 gram
10 ml
> Fraksi etil asetat yang ditimbang sebanyak 1,081 gram

x100% = 11,31%

1,081 gram

100% = 10,81¢
10 ml x % %
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» Fraksi air yang ditimbang sebanyak 1,046 gram

1,046 gram
10 ml
Pembuatan larutan uji hasil ekstrak atau fraksinasi konsentrasi 5 % sebanyak

10 mi
5% =5% b/v
=5 gram/100 ml
=0,5 gram/10 ml.
Ditimbang 0,5 gram fraksi dilarutkan dengan dimethyl sulfoxide (DMSO) 1%

x100% = 10,46%

sampai 10 ml.

> Ekstrak yang ditimbang sebanyak 0,571 gram

0,571 gram
———x 100% = 5,71%
10 ml
» Fraksi n-heksana yang ditimbang sebanyak 0,564 gram
0,564 gram
———x 100% = 5,64%
10 ml

> Fraksi etil asetat yang ditimbang sebanyak 0,539 gram

0,539 gram
10 ml
» Fraksi air yang ditimbang sebanyak 0,573 gram

x 100% = 5,39%

0,573 gram
10 ml
Pembuatan larutan uji hasil ekstrak atau fraksinasi konsentrasi 2,5 %

x 100% = 5,73%

sebanyak 10 ml
2,5% =2,5% b/v
= 2,5 gram/100 ml
= 0,25 gram/10 ml.
Ditimbang 0,25 gram fraksi dilarutkan dengan dimethyl sulfoxide (DMSO)
1% sampai 10 ml.
> Ekstrak yang ditimbang sebanyak 0,263 gram

0,263 gram

0fy — 0
10 mi x100% = 2,63%
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» Fraksi n-heksana yang ditimbang sebanyak 0,211 gram

0,211 gram
—x 100% = 2,11%
10 ml
» Fraksi etil asetat yang ditimbang sebanyak 0,245 gram
0,245 gram
—x 100% = 2,45%
10 ml

» Fraksi air yang ditimbang sebanyak 0,234 gram

0,234 gram
10 ml
Pembuatan larutan uji hasil ekstrak atau fraksinasi konsentrasi 1,25 %

x100% = 2,34%

sebanyak 10 ml
1,25% =1,25% blv
= 1,25 gram/100 ml
= 0,125 gram/10 ml.
Ditimbang 0,125 gram fraksi dilarutkan dengan dimethyl sulfoxide (DMSO)
1% sampai 10 ml.

> Ekstrak yang ditimbang sebanyak 0,140 gram

0,140 gram
———x100% = 1,40%
10 ml
> Fraksi n-heksana yang ditimbang sebanyak 0,137 gram
0,137 gram
————x100% = 1,37%
10 ml
> Fraksi etil asetat yang ditimbang sebanyak 0,134 gram
0,134 gram
————x100% = 1,34%
10 ml
» Fraksi air yang ditimbang sebanyak 0,128 gram
0,128 gram
—————x100% = 1,28%
10 ml

Keterangan: Untuk pengenceran fraksi air menggunakan aquadest steril.
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Lampiran 16. Komposisi dan pembuatan media
1. Media Brain Heart Infusion

Komposisi:
Calf brain infusion 200 gram
Beef heart infusion agar 250 gram
Proteosepepton atau glysate 10 gram
Na;HPO,412H,0 (Disodium Phospat) 2,5 gram
Dextrose 2 gram
Aquadest ad 1 liter

pH akhir 7,4 £ 0,2
Cara Pembuatan:

1. Ditimbang 464,5 gram, masukkan ke dalam erlenmeyer, kemudian
larutkan dengan aquadest sebanyak 1 liter.

2. Media dipanaskan sampai mendidih agar tercampur dengan sempurna
selama 1 menit.

3. Media dimasukkan dalam tabung atau botol kemudian sterilkan pada
autoklaf dengan suhu 121°C, tekanan 1-2 atm, selama 15 menit.

4. Tunggu hingga suhu 45°C, lalu tuangkan media ke dalam tabung
reaksi.

2. Media Nutrien Agar

Komposisi:
Ekstrak ragi 2 gram
Peptone 5 gram
NaCl (Natrium klorida) 5 gram
Agar 15 gram
Aquadest ad 1 liter

pH akhir 7,4 £ 0,2
Cara pembuatan:
1. Ditimbang 27 gram media dan dilarutkan dalam sejumlah aquadest

sesuai jumlah yang diinginkan.
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Media dimasukkan dalam wadah tertutup seperti botol kaca schots dan
gunakan magnetic stirer dengan suhu +£100°C dan kecepatan 300 rpm.
Medium NA diaduk dan dipanaskan hingga agar larut sepenuhnya atau
medium telah bening.

Setelah agar larut, masukkan medium ke dalam tabung reaksi @10 ml,
lalu sumbat dengan kapas sampai rapat.

Medium disteril pada autoklaf pada tekanan 1,5 atm dan suhu 121°C
selama kurang lebih 15 menit.

Setelah sterilisasi, medium dapat dituang secara aseptis pada cawan
petri. Sebelum menuang medium, tunggu hingga suam-suam kuku (x
40°C).

3. Media Vogel Johnson Agar

Komposisi:
Glicyne 10 gram
Trypton 10 gram
Lithium Klorida 5 gram
Fenol merah 0,025 gram
Manitol 10 gram
Dipotassium Fosfat 5 gram
Ekstrak ragi 5 gram
Agar 15 gram

pH akhir 7,2 + 0,2

Cara pembuatan:

1.

2
3.
4

Ditimbang 60,025 gram media, lalu masukkan ke dalam Erlenmeyer.
Ditambahkan aquadest sampai volume mendekati 1 liter.

Diukur pH (7,0-7,4), lalu ditambahkan aquadest sampai 1 liter.
Dipanaskan di atas penangas air sambil sesekali di aduk hingga larut
sempurna.

Diturunkan dari penangas air, bagikan ke dalam tabung @10 ml, lalu
sumbat dengan kapas sampai rapat.

Disterilkan pada autoklaf dengan suhu 121°C dalam waktu 15 menit.
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7. Dikeluarkan dari autoklaf kemudian dituang ke cawan petri.

8. Ditambahkan 3 tetes kalium telurit 3,5% dan homogenkan.
4. Media Mueller Hinton Agar

Komposisi:
Beef Extract 2 gram
Acid Hydrolysate of Casein 17,5 gram
Starch 15 gram
Agar 17 gram
Aquadest ad 1 liter

pH akhir 7,3 + 0,1 pada suhu 25°C
Cara pembuatan:

1.
2.

N o a &

Ditimbang 38 gram media, tambahkan aquadest sampai 1 liter.
Dipanaskan sampai mendidih untuk melarutkan media.

Dituang pada tabung reaksi @10 ml lalu ditutup rapat menggunakan
kapas.

Disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.
Tunggu sampai hangat-hangat kuku (45°C-50°C).

Waktu akan digunakan, tuang ke dalam cawan petri steril.

Disimpan pada suhu 4°C.
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Lampiran 17. Perhitungan diameter hambat pada uji antibakteri daun hijau

pucuk merah terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC

25293 secara difusi.
Sediaan uji Konsentrasi Diameter daya hambat Rata-rata
(%) (mm)
Replikasi
1 2 3
Ekstrak etanolik 1,25 0 0 0 0
2,5 9 10 9 9,33
5 14 14 14 14,00
10 17 18 16 17,00
20 20 20 18 19,33
Fraksi 1,25 0 0 0 0
n-heksana 2,5 0 0 0 0
5 9 9 7 8,33
10 10 11 9 10,00
20 10 11 10 10,33
Fraksi 1,25 8 8 9 8,33
etil asetat 2,5 14 16 16 15,33
5 17 18 18 17,67
10 18 19 19 18,67
20 21 21 22 21,33
Fraksi air 1,25 7 7 7 7,00
2,5 9 10 10 9,67
5 10 12 12 11,33
10 13 14 13 13,33
20 14 16 15 15,00
Kontrol (+) 25 ug 17 19 19 18,33
amoksisilin
Kontrol (-) negatif 0 0 0 0
* Kontrol positif: Cakram amoksisilin 25 ug
1. Konsentrasi 20%
Rata-rata zona hambat ekstrak etanolik = 22X22*18 — 19,333 mm.
Rata-rata zona hambat fraksi n-heksan = 222119 — 10,333 mm.
Rata-rata zona hambat fraksi etil asetat = 22222 = 21,333 mm.
Rata-rata zona hambat fraksi air = -22*15 = 15 mm,
2. Konsentrasi 10%
Rata-rata zona hambat ekstrak etanolik = 22228 = 17 mm.
Rata-rata zona hambat fraksi n-heksan = 22*2 = 10 mm.

Rata-rata zona hambat fraksi etil asetat = 2>

= 18,667 mm.



13+14+13

Rata-rata zona hambat fraksi air = =13,333 mm.

Konsentrasi 5%
14+14+14

Rata-rata zona hambat ekstrak etanolik = =14 mm.
Rata-rata zona hambat fraksi n-heksan = 2+_ = g 333 mm.
Rata-rata zona hambat fraksi etil asetat = =2 = 17,667 mm.
Rata-rata zona hambat fraksi air = ———-12 = 11,333 mm.
Konsentrasi 2,5%

Rata-rata zona hambat ekstrak etanolik = 2222 = 9,333 mm.
Rata-rata zona hambat fraksi etil asetat = ———>2° = 15 333 mm.
Rata-rata zona hambat fraksi air = > = 9,667 mm.
Konsentrasi 1,25%

Rata-rata zona hambat fraksi etil asetat = 2> = 8 333 mm.
Rata-rata zona hambat fraksi air = 2222 = 7 mm.
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Lampiran 17. Analisis statistik diameter zona hambat ekstrak etanolik dan
fraksi daun hijau pucuk merah terhadap bakteri
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

1. Uji normalitas

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic| df Sig. [Statistic| df Sig.
Diameter |[Ekstrak 214 15 .062 .863 15 027
Fraksi n-heksana 279 15 .003 742 15 .001
Fraksi etil asetat 210 15 .073 .869 15 .033
Fraksi air 132 15 .200" 935 15 325

a. Lilliefors Significance Correction
*, This is a lower bound of the true significance.

Keterangan:
Data terdistribusi normal jika pada uji Shapiro-Wilk nilai signifikansi < 0,05,

sehingga data penelitian ini ada yang tidak terdistribusi normal.

2. Uji non paramtrik dengan Kruskal-Wallis Test

Kruskal-Wallis Test

Ranks
Kelompok N Mean Rank
Diameter Ekstrak 15 33.43
Fraksi n-heksana 15 15.83
Fraksi etil asetat 15 44.13
Fraksi air 15 28.60
Total 60
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Test Statistics®”
Diameter
Chi-Square 20.500
df 3
Asymp. Sig. .000

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Kelompok

Kesimpulan:
Data antar kelompok ada perbedaan signifikan antara kelompok jika nilai sig. <

0,05, sehingga data penelitian ini ada perbedaan signifikan antar kelompok.

3. Uji non parametrik dengan Mann-Whitney Test
Mann-Whitney Test

Ekstrak Fraksi n- Fraksi etil Fraksi air
etanolik heksana asetat

Ekstrak etanolik || N 0011 0,084 0,288

Fraksi n-heksana 0,011 0,000" 0,003
Fraksi etil asetat 0,084 0,000 0,002*
Fraksi air 0,288 0,003" 0,002

Tanda * menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan.

3.1.Perbandingan antara kelompok ekstrak dan fraksi n-heksana.

Mann-Whitney Test

Ranks
Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
Diameter  Ekstrak 15 19.50 292.50
Fraksi n-heksana 15 11.50 172.50
Total 30
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Test Statistics”

Diameter
Mann-Whitney U 52.500
Wilcoxon W 172.500
z -2.533
Asymp. Sig. (2-tailed) 011
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 0118

a. Not corrected for ties
b. Grouping Variable: Kelompok

3.2.Perbandingan antara kelompok ekstrak dan fraksi etil asetat.

Mann-Whitney Test

Ranks
Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
Diameter Ekstrak 15 12.73 191.00
Fraksi etil asetat 15 18.27 274.00
Total 30
Test Statistics”
Diameter
Mann-Whitney U 71.000
Wilcoxon W 191.000
Z -1.730
Asymp. Sig. (2-tailed) .084
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .089°
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Kelompok
3.3.Perbandingan antara kelompok ekstrak dan fraksi air.
Mann-Whitney Test
Ranks
Kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
Diameter Ekstrak 15 17.20 258.00
Fraksi air 15 13.80 207.00
Total 30
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Test Statistics”
Diameter
Mann-Whitney U 87.000
Wilcoxon W 207.000
z -1.063
Asymp. Sig. (2-tailed) .288
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .305°

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Kelompok

3.4.Perbandingan antara kelompok fraksi n-heksana dan fraksi etil asetat.

Mann-Whitney Test

Ranks
Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks

Diameter Fraksi n-heksana 15 9.50 142.50
Fraksi etil asetat 15 21.50 322.50

Total 30

Test Statistics®

Diameter

Mann-Whitney U 22.500
Wilcoxon W 142.500
Z -3.757
Asymp. Sig. (2-tailed) .000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .000°

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Kelompok

3.5.Perbandingan antara kelompok fraksi n-heksana dan fraksi air.

Mann-Whitney Test

Ranks
Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
Diameter  Fraksi n-heksana 15 10.83 162.50
Fraksi air 15 20.17 302.50
Total 30




50

b

Test Statistics
Diameter
Mann-Whitney U 42.500
Wilcoxon W 162.500
z -2.934
Asymp. Sig. (2-tailed) .003
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .003°

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Kelompok

3.6.Perbandingan antara kelompok fraksi etil asetat dan fraksi air.

Mann-Whitney Test

Ranks
Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
Diameter Fraksi etil asetat 15 20.37 305.50
Fraksi air 15 10.63 159.50
Total 30

Test Statistics”

Diameter
Mann-Whitney U 39.500
Wilcoxon W 159.500
Z -3.037
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .002°

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: Kelompok



o1

4. Uji non parametrik konsentrasi ekstrak dan fraksi yang memiliki zona

hambat mendekati kontrol positif (+) amoksisilin 25 pg.

Kelompok Konsentrasi Rata-rata Sig. dengan
(%) Kontrol (+)
Ekstrak etanolik 5 14,00 0,034*
10 17,00 0,178
20 19,33 0,261
Fraksi etil asetat 2,5 15,33 0,043*
5 17,67 0,361
10 18,67 0,796
20 21,33 0,043*
Fraksi air 5 11,33 0,043*
10 13,33 0,043*
20 15,00 0,046*

Tanda * menunjukkan bahwa

positif.

Mann-Whitney Test

1. Ekstrak 5%

terdapat perbedaan signifikan dengan kontrol

Ranks
kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
diameter Ekstrak 5% 3 2.00 6.00
Amoksisilin 3 5.00 15.00
Total 6
Test Statistics”
[diameter
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -2.121
Asymp. Sig. (2-tailed) .034
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]]  .100°

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: kelompok
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2. Ekstrak10%

Ranks

kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
diameter Ekstrak 10% 3 2.50 7.50

Amoksisilin 3 4.50 13.50

Total 6

Test Statistics®
[diameter
Mann-Whitney U 1.500
Wilcoxon W 7.500
Z -1.348
Asymp. Sig. (2-tailed) 178
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]]  .200°
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: kelompok
3. Ekstrak 20%
Ranks

kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
diameter Ekstrak 20% 3 4.33 13.00

Amoksisilin 3 2.67 8.00

Total

Test Statistics”
[diameter

Mann-Whitney U 2.000
Wilcoxon W 8.000
Z -1.124
Asymp. Sig. (2-tailed) 261
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]]  .400°

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: kelompok



4. Fraksi etil asetat 2,5%
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Ranks
kelompok N Mean Rank [ Sum of Ranks
|diameter  Fraksi etil asetat 2,5% 3 2.00 6.00
Amoksisilin 3 5.00 15.00
Total 6
Test Statistics®
diameter
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
Z -2.023
Asymp. Sig. (2-tailed) .043
Exact Sig. [2*(1-tailed .100%
Sig))]
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: kelompok
5. Fraksi etil asetat 5%
Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
diameter  Fraksi etil asetat 5% 3 2.83 8.50
Amoksisilin 3 4.17 12.50
Total 6

Test Statistics®

diameter
Mann-Whitney U 2.500
Wilcoxon W 8.500
Z -913
Asymp. Sig. (2-tailed) 361
Exact Sig. [2*(1-tailed 4009
Sig.)]

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok




6. Fraksi etil asetat 10%0
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Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
diameter  Fraksi etil asetat 10% 3 3.67 11.00
Amoksisilin 3 3.33 10.00
Total 6
Test Statistics®
diameter
Mann-Whitney U 4.000
Wilcoxon W 10.000
Z -.258
Asymp. Sig. (2-tailed) .796
Exact Sig. [2*(1-tailed 1.0009
Sig.)]
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: kelompok
7. Fraksi etil asetat 20%
Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
diameter  Fraksi etil asetat 20% 3 5.00 15.00
Amoksisilin 3 2.00 6.00
Total 6

Test Statistics”

diameter
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
Z -2.023
Asymp. Sig. (2-tailed) .043
Exact Sig. [2*(1-tailed .100%

Sig.)]

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok




8. Fraksi air 5%
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Ranks
kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
diameter Fraksi air 5% 3 2.00 6.00
Amoksisilin 3 5.00 15.00
Total 6
Test Statistics”
diameter
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
Z -2.023
Asymp. Sig. (2-tailed) .043
Exact Sig. [2*(1-tailed .1009
Sig.)]
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: kelompok
9. Fraksi air 10%
Ranks
kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
diameter Fraksi air 10% 3 2.00 6.00
Amoksisilin 3 5.00 15.00
Total

Test Statistics”

diameter
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
z -2.023
Asymp. Sig. (2-tailed) .043
Exact Sig. [2*(1-tailed .1009

Sig.)]

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: kelompok
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10. Fraksi air 20%

Ranks
kelompok N Mean Rank Sum of Ranks
diameter Fraksi air 20% 3 2.00 6.00
Amoksisilin 3 5.00 15.00
Total

Test Statistics®

diameter
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 6.000
Z -1.993
Asymp. Sig. (2-tailed) .046
Exact Sig. [2*(1-tailed .1009
Sig.)]

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: kelompok




