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INTISARI

ANDREAS HIBA M., 2018, UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK
ETANOL, FRAKSI n-HEKSAN, ETIL ASETAT, DAN AIR DARI DAUN
ALPUKAT (Persea americana Mill) TERHADAP BAKTERI Proteus
mirabilis ATCC 10975, SKRIPSI, FAKULTAS FARMASI, UNIVERSITAS
SETIA BUDI, SURAKARTA.

Tanaman alpukat (Persea americana Mill) merupakan salah satu tanaman
yang dapat mengatasi penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri. Bagian dari
tanaman alpukat yang bisa digunakan sebagai obat adalah biji alpukat, daging
alpukat, dan daun alpukat. Daun alpukat mengandung senyawa alkaloid,
flavonoid, dan  saponin. Penelitian ini bertujuan untuk menguji aktivitas
antibakteri fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air ekstrak etanolik daun
alpukat terhadap bakteri Proteus mirabilis ATCC 10975.

Serbuk daun alpukat diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan
pelarut etanol 70%.Ekstrak yang diperoleh difraksinasi dengan pelarut n-heksan,
etil asetat dan air.Pengujian terhadap bakteri Proteus mirabilis ATCC 10975
menggunakan metode difusi untuk mengetahui Konssentrasi Hambat Minimum
(KHM) fraksi teraktif kemudian dilanjutkan dengan metode dilusi untuk
mengetahui Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) fraksi teraktif. Konsentrasi
yang digunakan pada metode difusi adalah 41,67% dan pada metode dilusi
menggunakan konsentrasi 20,83%; 10,41%; 5,20%; 2,6%; 1,3%; 0,65%; 0,32%;
0,16%; 0,08%; 0,04%.

Hasil penelitian menyatakan fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi
air ekstrak etanol daun alpukat mempunyai aktivitas antibakteri terhadap Proteus
mirabilis ATCC 10975 pada konsentrasi 41,67%. Rata-rata diameter hambat
fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air adalah 19,11 mm; 27,11 mm,; dan
20,28 mm. Fraksi yang paling aktif terhadap Proteus mirabilis ATCC 10975
adalah fraksi etil asetat dengan Konsentrasi Bunuh Minumum adalah 12,5%.

Kata kunci: daun alpukat, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air,
antibakteri, proteus mirabilis.
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ABSTRACT

ANDREAS HIBA M., 2018, ANTIBACTERIAL ACTIVITY ETHANOLIC
EXTRACT,FRACTIONS TEST OF n-HEXANE, ETHYL ACETATE AND
WATER FROM ALPUKAT LEAVES (Persea americana Mill) AGAINST
Proteus mirabilis ATCC 10975, THESIS, FACULTY OF PHARMACY,
SETIA BUDI UNIVERSITY, SURAKARTA.

Avocado plants are one of the plants that can overcome the infection
caused by bacteria. Part of the avocado plants that can be used as medicines are
avocado seeds, avocado meat, and avocado leaves. Avocado leaves contain
alkaloids, flavonoids, and saponins. This study aims to test the antibacterial
activity of n-hexane fraction, ethyl acetate fraction, and water fraction of ethanolic
extract of avocado leaf (Persea americana Mill) against Proteus mirabilis ATCC
10975 bacterium.

Avocado leaf powder was extracted by maseration method using 70%
ethanol solvent. The extracts obtained were fractionated with n-hexane, ethyl
acetate and water solvents. Testing of Proteus mirabillis ATCC 10975 bacteria
using diffusion method to find out the most active fraction then continued with
dilution method to know Minimum Fill Concentration active fraction. The
concentration used in the diffusion method was 41,67% and in the dilution
method was used 20, 83% concentration 10,41%; 5,20%; 2,6%; 1,3%; 0,65%;
0,32%; 0,16%; 0,08%; 0,04%.

The results showed that the fraction of n-hexane, ethyl acetate fraction,
and water fraction of ethanol extract of avocado leaves had antibacterial activity
against Proteus mirabilis ATCC 10975 at concentration 41,67%. Mean inhibitory
diameter of n-hexane fraction, ethyl acetate fraction, and water fraction was 19,11
mm; 27.11 mm; and 20,80 mm. The most active fraction of Proteus mirabilis
ATCC 10975 is an ethyl acetate fraction with a Minumum Kill Concentration of
12.5%.

Keywords : Alpukat leaves,n-heksan fraction, ethyl acetat fraction, and water
fraction, antibacterial, Proteus mirabilis.
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PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Pengobatan tradisional dengan menggunakan berbagai macam tumbuhan
yang memiliki khasiat, obat merupakan pengobatan yang diakui masyarakat
dunia. Kesadaran untuk kembali ke alam adalah untuk mecapai kesehatan yang
optimal, dan untuk mengatasi berbagai penyakit secara alami (Wijayakusuma
2000).

Penggunaan obat tradisional merupakan suatu keyataan untuk mencapai
kesembuhan atau pemeliharaan, dan peningkatan taraf kesehatan yang sudah
diwariskan secara turun temurun, dan tidak bisa lagi dipisahkan dari kehidupan
masyarakat tanpa dibuktikan secara ilmiah. Supaya peranan obat tradisional
khususnya tanaman yang memiliki Kkhasiat sebagai obat dalam pelayanan
kesehatan dapat lebih ditingkatkan, perlu didororong upaya pengenalan, penelitian
pengujian, dan pengembangan khasiat serta keamanan suatu tanaman obat salah
satu contohnya tanaman alpukat (Persea americana Mill)(Depkes 2000).

Infeksi Saluran Kemih (ISK) adalah infeksi yang ditandai dengan
pertumbuhan, dan perkembang biakan bakteri dalam saluran kemih, meliputi
infeksi di parenkim ginjal sampai kandung kemih dengan jumlah bakteriuria yang
bermakna. Bakteri yang dapat menyebabkan ISK (infeksi saluran kemih) adalah
bakteri Proteus mirabillis (4,7%). Proteus mirabilis merupakan salah satu
penyebab infeksi saluran kemih, bakteri ini sulit diobati, dan dapat berakibat fatal
apabila tidak ditangani sehingga menyebabkan komplikasi antara lain
pembentukan batu ginjal, vesika urinaria, bakterimia, dan sepsis (Mufida et al
2010). Proteus mirabilis sering ditemukan di tanah, dan di air serta merupakan
flora normal pada saluran pencernaan manusia, dan mamalia (Mufida et al 2010).
Perempuan muda lebih beresiko terkena dari pada laki-laki muda, akan tetapi pria
dewasa lebih beresiko terkena dari pada wanita dewasa karena berhubungan

dengan penyakit prostat (Kurniawan 2011).



Penyakit ISK merupakan masalah kesehatan masyarakat di Indonesia yang
perlu mendapatkan perhatian yang cukup serius. Diperkirakan 8% anak wanita,
dan 2% anak laki-laki pernah mengalami ISK pada masa kanak-kanaknya.
Insidens ISK belum diketahui dengan pasti. Pada kasus ISK di negara Swedia
melaporkan pada tahun 1999 didapatkan 2,2% pada anak laki-laki, dan 2,1% pada
anak wanita pada usia 2 tahun, dan pada usia 6 tahun menjadi 2,5%pada anak
laki-laki, dan 8,0% pada anak wanita.Sedangkan di Inggris utara insidens ISK
pada anak usia 16 tahun adalah 3,6% pada anak laki-laki, dan 11,3% pada anak
wanita .

Daun alpukat (Persea americana Mill.)memiliki kandungan kimia yaitu
saponin, alkaloid, dan flavonoid. Lam dan Cushnie (2005) menyatakan jika
senyawa flavanoid mempunyai aktivitas sebagai antifungi, antiviral, dan
antibakteri (Christianto et. al2012). Bagian daun memliki aktivitas sebagai
antibakteri, dan dapat menghambat pertumbuhan beberapa spesies bakteri
antaranya Staphylococcus sp, Pseudomonas sp, Proteus sp, Bacillus sp, dan
Escherichia sp.Bagian organ tanaman alpukat yang banyak dimanfaatkan adalah
daunnya. Penelitian ini  mengungkapkan bahwa daun alpukat memiliki
kemampuan menghambat pertumbuhan mikroba. Penelitian yang dilakukan oleh
Ismiyati (2004).

Daun alpukat merupakan salah satu obat alternatif dari alam untuk
menghambat bakteri Proteus mirabillis. Pada penelitian ini dilakukan uji aktivitas
antibakteri fraksi n-heksan, fraksi etil asetat,dan fraksi air dari ekstrak etanol daun

alpukat (Persea americana Mill) terhadap Proteus mirabillis ATTC 10975.

B. Perumusan Masalah
1. Apakah ekstrak etanol, fraksi n-heksan, etil asetat, dan air daun alpukat
(Persea americana Mill) mempunyai aktivitas antibakteri terhadap Proteus
mirabilisATCC 10975 ?
2. Manakah dari fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air daun alpukat
(Persea americana Mill) yang mempunyai aktivitas antibakteri paling aktif
terhadap Proteus mirabilis ATCC 10975 ?



3.

Berapa konsentrasi hambat minimum(KHM), dankonsentrasi bunuh minimum
(KBM) hasil fraksi teraktif dari ekstrak etanol daun alpukat (Persea
americana Mill) terhadap Proteus mirabilisSATCC 10975 dengan metode

dilusi?

C. Tujuan Penelitian
Berdasarkan perumusan masalah di atas, maka tujuan penelitian ini adalah

sebagai berikut :

1.

Untuk mengetahui bagaimana aktivitas antibakteri dari ekstrak etanol fraksi
n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air dari daun alpukat (Persea americana
Mill)terhadap Proteus mirabillis ATCC 10975.

Untuk mengetahui aktivitas antibakteri yang paling aktif dari fraksi n-heksan,
fraksi etil asetat, dan fraksi air daun alpukat (Persea americana Mill) terhadap
Proteus mirabilis ATCC 10975.

Untuk mengetahui konsentrasi hambat minimum (KHM), dan konsentrasi
bunuh minimum (KBM) hasil fraksi teraktif dari ekstrak etanol daun alpukat
(Persea americana Mill) terhadap Proteus mirabilis ATCC 10975 dengan

metode dilusi.

D. Kegunaan Penelitian

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan masukan informasi

bagi pembaca, dan masyarakat serta dapat menambah ilmu pengetahuan di bidang

obat tradisional untuk digunakan dalam upaya pemanfaatan daun alpukat (Persea

ameriacana Mill) sebagai obat tradisional terutama sebagai obat antibakteri. Bagi

peneliti diharapkan dapat memberikan bukti ilmiah tentang manfaat ekstrak, dan

fraksi daun alpukat (Persea americana Mill) sebagai antibakteri terhadap Proteus

mirabilis, dan dapat digunakan sebagai acuan untuk penelitian lanjutan.
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TINJAUAN PUSTAKA

A. Daun Alpukat
1. Klafikasi tumbuhan
Sistematika tanaman alpukat (Persea americana Mill) adalah sebagai
berikut :

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophya

Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledonae

Ordo : Laurales

Famili : Laurancecae

Genus . persea

Species : Persea americana Mill (Andi 2013)

2. Morfologi tumbuhan

Tanaman alpukat berbentuk pohon berkayu yang tumbuh menahun.
Ketinggian pohon antara 3 meter — 10 meter, berakar tunggang, berakar bulat,
berwarna coklat kotor, bercabang banyak, dan ranting berambut halus. Daun
tunggal, tebal seperti kulit, bertangkai dengan panjang 1,5 -5 cm, dan letak
berdesakan diujung ranting. Helaian daun berbentuk jorong sampai bulat telur
memanjang, ujung daun, dan pangkal runcing, tepi rata kadang-kadang agak
menggulung keatas, bertulang menyirip, panjang 10 -20 cm, lebar 3 -10 cm, daun
muda berwarna kemerahan, berambut rapat, serta daun tua berwarna hijau, dan
gundul.

Perbungaan menjemuk, berkelamin dua, tersusun dari malai yang keluar
dekat ujung ranting, berwarna kuning kehijaun. Buah berupa buni berbentuk bola
atau bulat telur, dengan panjang 5 -20 cm, berwarna hijau atau berwarna hijau
kekuningan, berbintik ungu, berbiji satu, daging buah lunak. Biji bulat seperti bola

berdiameter 2,5 -5 cm, berwarna putih kemerahan (Dalimartha 2008).



3. Khasiat tanaman

Berdasarkan penelitian sebelumnya, ekstrak daun alpukat 50%, dan 100%
terbukti cukup efektif dapat menghambat pertumbuhan bakteri Streptococcus
mutans. Selain sebagai antibakteri, daun alpukat bersifat sebagai antioksidan,
analgetik, dan antiinflamasi (Fauzia dan Larasati 2008).

4. Kandungan kimia

Kandungan kimia dari daun alpukat adalah alkaloid, flavanoid, dan
saponin. Buah alpukat mengandung tanin sedangkan daunnya mempunyai
aktivitas antibakteri yang terdapat di senyawa flavanoid. (Dalimartha 2008) :

4.1 Alkaloid.Senyawa alkaloid mempunyai mekanisme penghambatan
dengan cara menggangu sel bakteri pada komponen penyusun peptidoglikan,
sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh, dan menyebabkan
kematian sel tersebut. Senyawa alkaloid memiliki gugus basa yang mengandung
unsur nitrogen akan beraksi dengan senyawa asam amino yang menyusun dinding
sel bakteri, dan DNA. Reaksi iniakan menyebabkan terjadinya perubahan struktur,
dan susunan asam aminno, sehingga akan menimbulkan perubahan keseimbangan
genetik pada DNA sehingga akan mengalami kerusakan yang mendorong
terjadinya lisis pada bakteri yang akan menyebabkan kematian sel pada bakteri
(Nimah et al 2012).

Kelarutan alkaloid dalam bidang farmasi sangat penting terutama
perbedaan kelarutan antara alkaloid bebas, dan garamnya yang terkait dengan
isolasi dari bahan tumbuhan. Alkaloid bebas umumnya sedikit larut dalam air,
tetapi alkaloid larut dalam pelarut organik contohnya etanol, sedangkan garamnya
kebalikannya (Evans 2002).

4.2 Saponin.Saponin adalah glikosida triterpen, dan sterol, dan telah
terdeteksi dalam lebih dari 90 suku tumbuhan (Harbonr 1987). Saponin dapat
diperoleh dari beberapa tumbuhan dengan hasil yang baik, dan digunakan dalam
bidang kesehatan. Dikenal dua jenis saponin yaitu glikosida triterpenoid alkohol,
dan glikosida struktur steroid tertentu yang mempunyai rantai samping spiroketal.
Kedua saponin ini larut dalam air, dan etanol tetapi tidak larut dalam eter
(Robinson 1995).



Saponin berkerja sebagai antibakteri dengan menggangu stabilitas
membran sel bakteri sehingga menyebabkan sel bakteri lisis. Mekanisme kerja
saponin termasuk dalam kelompok antibakteri yang menggagu permeabilitas
membran sel bakteri, yang mengakibatkan kerusakan membran sel, dan
menyebabkan keluarnya sebagai komponen penting dari dalam sel bakteri yaitu
protein, yaitu asam nukleat, dan nukleotida (Lenny 2006).

4.3 Flavanoid.Flavonoid merupakan golongan polifenol sehingga
memiliki sifat kimia senyawa fenol, yaitu bersifat agak asam sehingga dapat larut
dalam basa. Flavonoid juga memiliki sejumlah gugus hidroksil sehingga pada
umumnya larut dalam pelarut polar seperti etanol, metanol, butanol, aseton, air,
dan sebagainya. Flavonoid berfungsi sebagai antibakteri dengan cara membentuk
senyawa kompleks terhadap protein ekstraseluler yang mengganggu integritas
membran sel bakteri (Dewanti & Wahyudi 2011).

B. Simplisia
1. Pengertian simplisia

Simplisia adalah bahan alam yang telah dikeringkan yang digunakan untuk
pengobatan, dan belum mengalami pengolahan, kecuali dinyatakan lain suhu
pengeringan tidak lebih dari 60°C (BPOM 2014).

2. Pengumpulan simplisia

Proses pemanenan, dan preparasi simplisia merupakan proses yang
menentukan mutu simplisia dalam berbagai artian, yaitu komposisi senyawa
kandungan, kontaminasi, dan stabilitas bahan. Namun demikian simplisia sebagai
produk olahan, variasi senyawa kandungan dapat diperkecil, diatur atau
dikonstankan (Depkes RI 2000).

Pengumpulan bahan baku (kualitas bahan baku simplisia) sangat
dipengaruhi beberapa faktor, seperti umur tumbuhan atau bagian tumbuhan pada
waktu panen, bagian tumbuhan, waktu panen dan lingkungan tempat tumbuh.

3. Pemilihan simplisia
Simplisia yang aman, dan berkhasiat adalah simplisia yang tidak

mengandung bahaya kimia, mikrobiologis, dan bahaya fisik, serta mengandung



zat aktif yang tidak berkhasiat. Ciri simplisia yang baik adalah dalam kondisi
kering (kadar air < 10%), untuk simplisia daun, bila diremas bergemerisik, dan
berubah menjadi serpihan atau mudah dipatahkan, dan simplisia buah, dan
rimpang (irisan) bila diremas mudah dipatahkan. Ciri lain simplisia yang baik
adalah tidak berjamur, dan berbau khas menyerupai bahan segarnya (Herawati,
Nuraida, Sumarto 2012).
4. Pengeringan Simplisia

Pengeringan bertujuan menurunkan kadar air sehingga bahan tersebut
tidak mudah ditumbuhi kapang, dan bakteri, menghilangkan aktivitas enzim yang
bisa menguraikan lebih lanjut kandungan zat aktif, dan memudahkan dalam hal
pengelolaan proses selanjutnya. Faktor-faktor yang mempengaruhi proses
pengeringan yaitu waktu pengeringan, suhu pengeringan, kelembaban udara, dan
kelembaban bahan, ketebalan bahan, sirkulasi udara, dan luas permukaan bahan
(Gunawan & Mulyani 2004).Kadar lembab serbuk simplisia tidak boleh lebih dari
10% karena dengan kadar lembab kurang dari 10% sel dalam keadaan mati, enzim
tidak aktif serta bakteri, dan jamur tidak tumbuh sehingga bahan lebih awet
(Katno et al. 2008).

C. Penyarian

1. Ekstraksi

Ekstraksi adalah proses pemisahan zat dari campurannya atau penarikan
kandungan kimia yang dapat larut sehingga terpisah dari bahan yang tidak dapat
larut dengan pelarut air (Depkes 2000). Cairan penyari yang digunakan antara lain
air, eter, atau campuran etanol, dan air. Penarikan zat pokok yang diinginkan larut.
Metode ekstrasi dipilih berdasarkan beberapa faktor seperti sifat dari bahan
mentah obat, dan daya penyesuaiandengan tiap macam metode ekstrasi untuk
mempreroleh ekstrak yang sempurna dari obat. Sifat dari bahan mentah obat
merupakan faktor utama yang harus dipertimbangkan dalam memilih suatu

metode ekstrasi (Tiwari et al 2011).



2. Maserasi

Maserasi adalah proses pengekstrakan simplisia dengan menggunakan
pelarut dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperatur
ruangan (kamar). Maserasi bertujuan untuk menarik zat-zat berkhasiat yang tahan
pemanasan maupun yang tidak tahan pemanasan. Secara teknologi maserasi
termasuk ekstraksi dengan prinsip metode pencapaian konsentrasi pada
keseimbangan (Depkes 2000).

Maserasi merupakan metode sederhana yang paling banyak digunakan.
Cara ini sesuai, baik untuk skala kecil maupun skala industri.Metode ini dilakukan
dengan memasukkan serbuk tanaman, dan pelarut yang sesuai ke dalam wadah
inert yang tertutup rapat pada suhu kamar. Proses ekstraksi dihentikan ketika
tercapai keseimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut dengan
konsentrasi dalam sel tanaman. Setelah proses ekstraksi, pelarut dipisahkan dari
sampel dengan penyaringan. Metode maserasi dapat menghindari rusaknya
senyawa-senyawa yang bersifat termolabil (Mukhriani 2014).

Maserasi juga dapat dilakukan dengan pengadukan secara sinambung
(maserasi kinetik).Kelebihan dari metode ini yaitu efektif untuk senyawa yang
tidak tahan panas (terdegradasi karena panas), peralatan yang digunakan relatif
sederhana, murah, dan mudah didapat.Namun metode ini juga memiliki beberapa
kelemahan yaitu waktu ekstraksi yang lama, membutuhkan pelarut dalam jumlah
yang banyak, dan adanya kemungkinan bahwa senyawa tertentu tidak dapat
diekstrak karena kelarutannya yang rendah pada suhu ruang (Sarker, S.D., et al
2006).

3. Fraksinasi

Fraksinasi adalah suatu cara untuk memisahkan golongan utama
kandungan yang lain berdasarkan kepolaranya. Jumlah dan jenis senyawa yang
setelah dipisahkan akan terjadi fraksi yang berbeda. Senyawa-senyawa yang
bersifat polar akan masuk kedalam pelarut polar, begitu pula senyawa-senyawa
yang bersifat polar akan masuk kedalam pelarut non polar (Harborne 1987).

Fraksi bertingkat umumnya diawali pelarut kurang polar, dan dilanjutkan

dengan pelarut lebih polar. Tingkat polaritas pelarut dapat ditentukan dari nilai



konstanta  di  elektrik pelarut. Empat tahapan fraksi  bertingkat
denganmenggunakan empat macam pelarut yaitu ekstrak etanol, fraksi n-heksana,
etil asetat, dan air.

4. Pelarut

4.1 Etanol.Etanol merupakan pelarut yang serba guna, dapat menyatu
dengan air dengan sebagian besar bahan organik yang bersifat cair, termaksud zat
cair non polar seperti hidrokarbon alifatik (Anonim 2000). Ethyl alkohol atau
etanol adalah salah satu turunan dari senyawa hidroksil atau gugus OH, dengan
rumus kimia C,HsOH. Istilah umum yang sering dipakai untuk senyawa tersebut
adalah alkohol. Etanol memiliki sifat tidak berwarna, mudah menguap, mudah
larut dalam air, berat molekul 46.1, titik didihnya 78.3 °C, membeku pada suhu -
117.3 °C, kerapatannya 0.789 pada suhu 20°C, nilai kalor 7077 kal/gram, panas
latent penguapan 204 kal/gram, dan angka oktan 91-105 (Hambali..et
al2008).Etanol merupakan pelarut pengekstraksi yang mempunyai extractive
power yang terbaik untuk semua senyawaya yang mempunyaiberat molekul
rendah seperti alkaloid, flavanoid, dan saponin (Arifianti et al 2014).

4.2 Etil asetat.Etil asetat merupakan suatucairan jernih, tidak berwarna
bau khas seperti buah. Etil asetat larutdalam 15 bagian air, dapat tercampur
dengan eter, etanol, dan klorofom. Etil asetatadalah pelarut semi polar, mudah
terbakar, dan menguap, maka penyimpananya dalam wadah yang tertutup rapat
serta terhindar dari panas. Etil asetat dapat digunakan sebagai pelarut karena dapat
menarik senyawa golongan alkaloid, flavanoid, saponin, dan polifenol (putri et al
2013).

4.3 Air.Air dimanfaatkan sebagai penyari karena murah, mudah
diperoleh, stabil, tidak mudah menguap, danterbakar, tidak beracun serta alamiah.
Air dapat melarutkan gula, garam, gom,pati, protein, enzim, lender, lilin, lemak
peptida, minyak menguap, garam alkaloid, zat warna, dan asam organik. Air dapat
melarutkan minyak menguap, glikosida, flavanoid tanin, gula, gom, pati protein,
enzim, lilin, pektin, zat warna, dan asam organik.

4.4 n-heksana.n-heksana termaksuk golongan alkane CpHzn.,. Heksana

merupakan cairan yang tidak berwarna memiliki titik didih 60°C, tidak larut



10

dalam air (non polar), dan memiliki rumus struktur CgH14 Pada umumnya heksana
dimanfaatkan sebagai pelarut karena sifatnya yang inert, tidak bereaksi dengan
komponen yang akan disintesis (Kastianti dan Amalia 2008). Senyawa yang dapat
larut dalam pelarut n-hekksan yaitu senyawa yang bersifat non polar seperti

alkaloid, terpenoid, tri terpenoid, dan fenil propanoid (Tiwari et al 2011).

D. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Menurut Rohman (2007), Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dikembangkan
oleh Izmailoff dan Schraiber pada tahun 1983. KLT merupakan bentuk
kromatografi planar, selain kromatografi kertas, dan elektroforesis. Pada
kromatografi lapis tipis, fase diamnya berupa lapisan yang seragam (uniform)
pada permukaan bidang datar yang didukung oleh lempeng kaca, pelat
aluminium, atau pelat plastik.

Prinsip KLT yaitu perpindahan analit pada fase diam karena pengaruh fase
gerak. Proses ini biasa disebut elusi. Semakin kecil ukuran rata-rata partikel fase
diam, dan semakin sempit kisaran ukuran fase diam, maka semakin baik kinerja
KLT dalam hal efisiensi, danresolusinya (Gritter 1991). Fase gerak yang dikenal
sebagai pelarut pengembang akan bergerak sepanjang fase diam karena pengaruh
kapiler pada pengembangan secara menaik (ascending), atau karena pengaruh
gravitasi pada pengembangan secara menurun (descending) (Rohman 2007).

Kromatografi lapis tipis dalam pelaksanaanya lebih mudah, dan lebih
murah dibandingkan dengan kromatografi kolom. Demikian juga dengan
peralatan yang digunakan, dalam kromatografi ini peralatan yang digunakan lebih

sederhana.

E. Infeksi Saluran Kemih
1. Definisi
Infeksi saluran kemih (ISK) adalah keadaan klinis akibat berkembang
biaknya mikroorganisme yang menyebabkan inflamasi pada saluran kemih, dan

menimbulkan bakteriuria (> 100.000 colony forming units/ml). Infeksi saluran
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kemih dibagi berdasarkan lokasinya yaitu infeksi saluran kemih atas, dan infeksi
saluran kemih bawah (Hasibuan 2007).
2. Epidemiologi

Infeksi saluran kemih, tergantung banyak faktor; seperti usia, gender,
pervalensi bakteriuria, dan faktor predisposisi yang menyebabkan perubahan
struktur saluran kemih termasuk ginjal. Pada wanita dengan usia lebih dari 65
tahun cenderung menderita ISK dibandingkan laki — laki. Infeksi Saluran Kemih
berulang pada laki — laki jarang dilaporkan. Pervalensi ISK asimtomatik banyak
ditemukan pada wanita. Pervalensi ISK asimtomatik pada laki — laki dan wanita
menjadi 30% jika disertai faktor predisposisi seperti litiasis, obstruksi saluran
kemih, penyakit ginjal polikistik, nekrosis papilar, diabetes pasca transplantasi
ginjal, nefropati analgesik, penyakit Sickle-cell, senggama, kehamilan, dan peserta
KB dengan tablet progesteron, Kateterisasi.

3. Etiologi

Mikroorganisme yang paling sering menyebabkan Infeksi Saluran Kemih
adalah mikroorganisme gram negatif seperti Proteus mirabilis. Pada neonatus
pervalensi terjadinya ISK tiga kali lebih tinggi pada bayi prematur. Pada anak laki
— laki yang tidak disirkumsisi juga memiliki resiko. Terjadinya Infeksi Saluran
Kemih karena bakteri yang terdapat di preputium dapat menginfeksi secara
ascending. Pada umumnya faktor host yang dapat menyebabkan kejadian Infeksi
Saluran Kemih pada anak — anak yaitu kelamin wanita, abnormalitas dalam sistem
imun, terdapat kelainan anatomi pada saluran kemih, dan aktivitas seksual. Pada
anak tanpa kelainan anatomi saluran kemih namun terdapat kolonisasi pada
periurethral memiliki resiko terjadinya Infeksi Saluran Kemih.

Infeksi Saluran Kemih akibat pemakaian Kkateter uretra biasanya
disebabkan oleh kuman seperti Proteus mirabilis. Sering mikroorganisme
penyebab ISK nasokomial diperoleh dari koloni kuman yang ada pada penderita,
dan flora normal di perineum atau dari tangan petugas kesehatan sewaktu
pemasangan kateter atau manipulasi pada sistem penampungan urin. Situasi
seperti gangguan sistem imun, penggunaan steroid serta penggunaan antibiotika

secara luas dapat merubah pola kuman akibat penggunaan kateter uretra.
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F. Proteus mirabilis
1. Sistematika
Klasifikasi dari bakteri Proteus mirabilis adalah sebagai berikut:

Kingdom : Prokariota

Divisio : Protophyta

Classis : Schizomycetes

Ordo : Eubacteriales

Familia : Enterobacteriaceae

Genus : Proteus

Spesies : Proteus mirabilis (Kurniawan 2011)
2. Morfologi

Bakteri Proteus mirabilis tumbuh selama 24-48 jam pada media padat,
kebanyakan sel seperti tongkat, panjang 1-3 um, dan lebar 0,4-0,6 pm,
walaupunpendek,dan gemuk bentuknya kokus biasa. Dalam kultur muda yang
mengerumun di media padat, kebanyakan sel panjang, bengkok, dan seperti
filamen, mencapai 10, 20, bahkan sampai panjang 80 um. Dalam kultur dewasa,
organisme ini tidak memiliki pengaturan karakteristik (mereka mungkin
terdistribusi tunggal, berpasangan atau rantai pendek). Akan tetapi, dalam kultur
muda yang mengerumun, sel-sel filamen membentang, dan diatur konsentrasi
seperti isobar dalam diagram angin puyuh. Kecuali untuk varian tidak berflagella,
dan flagella yang melumpuhkan, semua jenis dalam kultur muda aktif bergerak
dengan flagella peritrik. Flagella tersebut terdapat dalam banyak bentuk dibanding
kebanyakan entero bakteri lain, normal, dan bentuk bergelombang kadang-kadang
ditemukan bersama dalam organisme sama, dan bahkan dalam flagellum yang
sama. Bentuk flagellum juga dipengaruhi pH media.

3. Patogenesis

Proteus sp termasuk kuman patogen, menyebabkan infeksi saluran kemih
atau kelainan bernanah seperti abses, infeksi luka, Proteus sp ditemukan sebagai
penyebab diare pada anak-anak dan menimbulkan infeksi pada manusia. (Jawetz
1992).
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G. Antibakteri

Antibakteri adalah zat yang membunuh atau menekan pertumbuhan atau
reproduksi bakteri (Sukandar dkk 2009).

1. Mekanisme antibakteri dapat dikelompokan dalam 4 kelompok utama.

1.1 Menghambat sintesis dinding sel mikroba.Dinding sel bakteri
terdiri dari polipeptidoglikan vyaitu suatu komplek polimer mukopeptida
(glikopeptida). Struktur dinding sel dapat dirusak dengan cara menghambat
pembentukannya atau mengubahnya setelah selesai terbentuk. Kerusakan dinding
sel bakteri akan menyebabkan terjadinya lisis (Gunawan et al 2009).

1.2 Mengganggu permeabilitas membran sel mikroba.Selaput sel
berguna sebagai penghalang yang selektif, meloloskan beberapa zat yang terlarut,
dan menahan zat-zat yang terlarut lainnya. Kerusakan membran sel menyebabkan
keluarnya berbagai komponen penting dari dalam sel mikroba yaitu protein, asam
nukleat, nukleotida, dan lain-lain (Gunawan et al 2009).

1.3 Menghambat metabolisme sel mikroba.Mikroba membutuhkan
asam folat untuk kelangsungan hidupnya. Bakteri patogen harus mensintesis
sendiri asam folat dari Asam Para Amino Benzoat (PABA) untuk kebutuhan
hidupnya. Antibakteri bila bersaing dengan PABA untuk diikutsertakan dalam
pembentukan asam folat, maka terbentuk analog asam folat nonfungsional,
sehingga kebutuhan akan asam folat tidak terpenuhi, hal ini bisa menyebabkan
bakteri mati (Gunawan et al 2009).

1.4 Menghambat sintesis protein sel mikroba.Bakteri perlu mensintesis
berbagai protein untuk kelangsungan hidupnya. Sintesis protein berlangsung di
ribosom dengan bantuan mMRNA, dan tRNA. Antibakteri bekerja dalam
menyebabkan kode pada mRNA yang salah dibaca oleh tRNA pada waktu sintesis

protein yang abnormal, dan fungsional bagi sel mikroba (Gunawan et al 2009).

H. Uji Aktivitas Antibakteri
Penentuan kepekaan bakteri terhadap antimikroba dapatdilakukan dengan

salah satu dari 2 metode yakni dilusi dan difusi.Penting sekali menggunakan
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metode standar untuk mengendalikan semua faktor yang mempengaruhi aktivitas
antimikroba. Metode pengujian terhadap aktivitas antibakteri :
1. Metode difusi

Metode difusi adalah suatu uji aktifitas dengan menggunakan sumur yang
berliang renik atau suatau silinder tidak beralas yang mengandung obat dalam
jumlah tertentu ditempatkan pada pembenihan padat yang telah ditanami dengan
biakan bakteri yang akan diperiksa. Setelah inkubasi, garis tengah daerah
hambatan jernih yang mengelilingi obat yang dianggap sebagai ukuran kekuatan
hambatan terhadap bakteri yang akan diperiksa. Metode ini zat yang akan
ditentukan aktivitas antimikrobanya berdifusi pada lempeng agar Mac-monkey
,agaryang telahditanami mikroba yang akan diuji. Dasar penggunaannya adalah
terbentuk atau tidak zonanya hambatan pertumbuhan bakteri di sekelilingi cakram
atau silinder yang berisi zat mikroba (Harminta 2004).
2. Metode dilusi

Metode dilusi cair adalah metode untuk menentukan konsentrasi minimal
dari suatu antibakteri yang dapat menghambat atau membunuh mikroorganisme.
Pada prinsipnya antibakteri diencerkan sampai diperoleh beberapa konsentrasi.
Pada dilusi cair, masing-masing konsentrasi obat ditambah suspensi kuman dalam
media. Sedangkan dalam dilusi padat tiap konsentrasi obat dicampur dengan
media agar, kemudian ditanami bakteri (Pratiwi 2008).
3. Media

Media merupakan substrat yang digunakan untuk menumbuhkan, dan
mengembangkan mikroba. Media yang belum digunakan untuk penelitian harus
steril, artinya media tidak ditumbuhi mikroba lain. Mikroba dapat tumbuh, dan
berkembang dengan baik dengan persyaratan tertentu, yaitu media harus
mengandung semua unsur hara yang diperlukan untuk pertumbuhan, dan
perkembangan mikroba. Media juga harus mempunyai tekanan osmosa, tegangan
permukaan pH yang sesuai dengan kebutuhan mikroba (Suriwiria 2005).

Terdapat tiga bentuk media antara lain media cair dapat digunakan untuk
berbagai keperluan, seperti pembiakan organisme dalam jumlah besar, dan

fermentasi. Media padat digunakan untuk mengamati bentuk atau morfologi
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koloni serta mengisolasi biakan murni dari mikroba. Media setengah padat biasa
digunakan untuk menguji ada tidaknya motilitas pergerakan mikroboba maupun

kemampuan fermentasi (Pratiwi 2008).

I. Antibiotik

1. Amoksisilin

Amoksisilin merupakan turunan dari penisilin semi sintetik dan stabil
dalam suasana asam lambung. Amoksisilin diabsoropsi dengan cepat, dan baik
pada saluran pencernaan,tidak tergantung adanya makanan. Amoksisilin terutama
diekskresikan dalam bentuk tidak berubah di dalam urin. Ekskresi Amoksisilin
dihambat saat pemberian bersamaan dengan probenesid sehingga memperpanjang
efek terapi. Amoksisilin aktif terhadap organisme gram positif, dan gram negatif.

Bakteri mempunyai enzim beta-laktamase yang memecah beta-laktam
amoksisilin sehingga amoksisilin menjadi tidak aktif. Asam klavulanat mengikat,
dan menghambat beta-laktamase bakteri yang menginaktifkan amoksisilin,
sehingga amoksisilin dapat memiliki aktivitas pada spektrum lebih luas.

Amoksisilin menghambat sintesis dinding sel bakteri yaitu dengan
mengikat satu atau lebih PBPs (penisilin-binding protein), yang kemudian
menghambat langkah transpeptidasi akhir dari sintesis peptidoglikan pada dinding
sel bakteri, selanjutnya menghambat biosintesis dinding sel. Bakteri pada akhirnya
lisis karena oleh aktivitas enzim autolitik dinding sel, sementara penyusunan
dinding sel dihentikan atau dihambat (Lacy et al2010). Dosis amoksisilin yang
digunakan dalam praktek sebagai kontrol positif sebanyak 500 mg.

J. Landasan Teori
Pengobatan tradisional merupakan pengobatan yang menggunakan
berbagai macam tumbuhan yang memiliki khasiat obat yang diakui masyarakat
dunia (Wijayakusuma 2000). Penggunaan obat tradisonal merupakan suatu
kenyataan untuk mencapai kesembuhan seseorang atau pemeliharaan, dan

peningkatan taraf kesehatan yang sudah diwariskan secara turun temurun, dan
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tidak dapat dipisahkan lagi dari kehidupan masnyarakat tampa dibuktikan secara
ilmiah (Depkes 2000)

Infeksi Saluran Kemih (ISK) adalah infeksi yang ditandai dengan
pertumbuhan, dan perkembang biakan bakteri dalam saluran kemih, meliputi
infeksi di parenkim ginjal sampai kandung kemih dengan jumlah bakteriuria yang
bermakna. Bakteri yang dapat menyebabkan ISK (infeksi saluran kemih) adalah
Proteus mirabillis. Proteus mirabilis ATCC 10975 adalah bakteri gram negatif,
yang termasuk kuman patogen, bisa menyebabkan infeksi saluran kemih atau
kelainan bernanah seperti abses, infeksi luka. Proteus mirabilis juga ditemukan
sebagai penyebab diare pada anak-anak dan menimbulkan infeksi pada manusia.

Pengobatan untuk penderita ISK dapat dilakukan dengan dua terapi yaitu
terapi farmakologi dan terapi non farmakologi. Terapi non farmakologi pada
penderita ISK yaitu bisa dengan menggunakan daun alpukat yang di uji dulu
aktivias antibakteri terhadap bakteri yang menyebabkan ISK, sedangkan terapi
farmakologi pada penderita isk dengan menggunakan antibiotik. Amoksisilin
merupakan antibiotik yang banyak digunakan sebagai terapi pada pasien ISK.
(Mutschler, 1999; Setiabudy, 2007; Mycek, 2001).

Daun alpukat (Persea americana Mill) memeliki kandungan kimia yaitu
saponin dan flvanoid. Lam dan Cushnie (2005 menyatakan jika senyawa flavanoid
memiliki aktivitas sebagai antifungsi dan antibakteri. (Christianto et al 2012).
Bagian daun pada tumbuhan alpukat memiliki aktivitas antibakteri, dan dapat
menghambat pertumbuhan beberapa spesies bakteri yaitu Stahpylococcus sp,

Psedeomonas sp, proteus sp, Bacillus sp, dan Eschericha sp (Ismiyati 2014).
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K. Hipoteis

Berdasarkan landasan teori yang ada, disusun hipotesis dalam penelitian
adalah :

Pertama, ekstrak etanol, fraksin-heksana, etil asetat, dan air dari daun
alpukat (Persea americana, Mill) mempunyai aktivitas antibakteri terhadap
bakteri Proteus mirabilis ATCC 10975.

Kedua, fraksi etil asetat merupakan fraksi paling aktif dari ekstrak etanol
daun alpukat (Persea americana Mill) yang mempunyai aktivitas antibakteri
terhadap bakteri Proteus mirabillis ATCC 10975.

Ketiga, fraksi yang paling aktif yaitu etil asetat terhadap bakteri Proteus
mirabilis ATCC 10975 memiliki nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM), dan
Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM).



BAB Il
METODE PENELITIAN

A. Populasi dan Sampel
Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun alpukat (Persea
americana Mill) yang diperoleh dari daerah Kodi, Sumba Barat Daya, NTT.
Sampel dalam penelitian ini adalah simplisia daun alpukat (Persea
americana Mill) yang diperoleh dari daerah Kodi, Sumba Barat Daya, NTT.
Tanaman dipilih kualitas yang paling baik, yaitu segar, muda, tidak busuk, dan

tidak ditumbuhi jamur.

B. Variabel Penelitian
1. Identifikasi variabel utama

Variabel utama dalam penelitian ini adalah fraksi n-heksan, fraksi etil
asetat, dan fraksi air dari ekstrak etanolik daun alpukat (Persea americana Mill).

Varibel utama kedua adalah uji aktivitas antibakteri hasil ekstrak, dan
fraksi terhadap Proteus mirabillis ATCC 10975.

2. Klasifikasi variabel utama

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

Variabel bebas adalah variabel yang sengaja diubah untuk mempelajari
pengaruhnya terhadap variabel tergantung. Variabel bebas yang dimaksud dalam
penelitian adalah, fraksi n-heksan, etil asetat, dan fraksi air dari ekstrak etanol
daun alpukat (Persea americana Mill).

Variabel kendali adalah variabel yang mempengaruhi variabel tergantung
sehingga perlu ditetapkan kualifikasinya agar hasil yang diperoleh tidak tersebar,
dan dapat diulang oleh peneliti lain secara cepat. Variabel terkendali dalam
penelitian ini adalah kemurnian bakteri uji Proteus mirabilis ATCC 10975,
kondisi laboratorium meliputi kondisi inkas, suhu inkubasi, waktu inkubasi,

sterilisasi, media yang digunakan dalam penelitian, dan metode ekstrasi.

18



19

Variabel tergantung adalah titik pusat persoalan yang merupakan Kriteria
penelitian ini. Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah pertumbuhan
bakteri yang dipengaruhi oleh fraksinasi daun alpukat yang dilihat dari
pertumbuhan pada media uji.

3. Defenisi operasional variabel utama

Pertama, daun alpukat adalah daun alpukat (Persea americana Mill.) yang
diambil dari daerah Kodi, Kabupaten Sumba Barat Daya, NTT.

Kedua, serbuk daun alpukat (Persea americana Mill.) adalah daun yang
dikeringkan, kemudian diblender sampai menjadi serbuk dan diayak dengan
ayakan no. 40.

Ketiga, ekstrak etanolik daun alpukat (Persea americana Mill.) adalah
hasil ekstraksi dari daun alpukat (Persea americana Mill.) yang dibuat dengan
cara mengekstrak serbuk dengan metode maserasi dengan pelarut etanol 70%.

Keempat, fraksi n-heksana adalah lapisan n-heksana dari ekstrak etanolik
yang difraksinasi dengan n-heksana menggunakan corong pisah, kemudian
dikering anginkan sehingga didapat fraksi n-heksana.

Kelima, fraksi etil asetat adalah lapisan etil asetat hasil fraksinasi dari
residu n-heksana dengan pelarut etel asetat dipartisi menggunakan corong pisah,
kemudian dikering anginkan sehingga didapat fraksi etil asetat.

Keenam, fraksi air adalah lapisan air hasil fraksinasi dari residu etil asetat
difraksinasi dengan menggunakan corong pisah kemudian dipekatkan dengan
waterbath.

Ketujuh, Proteus mirabilis adalah bakteri Proteus mirabilis yang diambil
dari Laboratorium Mikrobiologi Universitas Setia Budi.

Kedelapan, metode dilusi dengan menentukan konsentrasi daya bunuh
minimum (KBM) yaitu berupa satu seri pengenceran dalam berbagai konsentrasi
sebagai berikut 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19%,
0,09%,0,045. Kontrol negatif adalah ekstrak, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat,
fraksi air, dan amoksisilin, dan kontrol positif adalah suspensi bakteri

Kesembilan,metode difusi adalah dengan menentukan diameter zona

hambat terhadap bakteri uji dari fraksi teraktif etil asetat yaitu dibuat beberapa
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cakrammenggunakan konsentrasi 50%. Kontrol negatif adalah DMSO 1% dan
kontrol positif ada amoksisilin.

Metode difusi yaitu mengukur luas daerah hambatan yaitu daya hambat
terhadap pertumbuhan bakteri. Kontrol negatif adalah pelarut, dan kontrol positif
adalah antibiotik. Metode dilusi adalah metode uji aktivitas antibakteri dengan
membuat satu seri pengenceran dalam berbagai konsentrasi yaitukontrol positif
adalah suspensi bakteri dalam media, kontrol negatif adalah konsentrasi ekstrak,
dan fraksi daun alpukat, dan kontrol pembanding sebagai suspensi bakteri yang

ditambah antibiotik dengan seri pengenceran dalam berbagai konsentrasi.

C. Bahan dan Alat

1. Bahan

1.1 Bahan sampel.Bahan sampel yang digunakan dalam penelitian ini
adalah daun alpukat (Persea americana Mill.) segar yang diambil dari Sumba
Barat Daya, NTT.

1.2 Bakteri uji. Bakteri uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah
Proteus mirabilis yang dibiakan.

1.3 Medium uji. Medium uji yang digunakan dalm penelitian ini adalam
medium Mac-monkey Agar.

1.4 Bahan Kimia. Bahhan kimia yang digunakan adalah pelarut n-
heksana, etil aseatat, aquadest, dan etanol.
2. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alat timbang analisa
yang mempunyai ketelitian baca minimum 0,1 mg, dan daya muat maksimum 100
gram, inkas, ose platina, cawan petri, erlenmeyer, tabung reaksi, gelas ukur, pipet
tetes, neraca analitik, pipet volume (10 ml; 15 ml; 0,5 ml), siring, pinset,
inkubator, kain flannel, kapas, corong kaca, boor prop, mikropipet, kapas lidi
steril, autoclave, kertas saring, oven binder, lampu spirtus dan detektor sinar UV
254 nm.
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D. Jalannya Penelitian

1. Identifikaasi daun alpukat

Tahapan pertama penelitian ini adalah melakukan identifikasi daun alpukat
(Persea americanaMill) yang berkaitan dengan morfologi daun alpukat yang
dilakukan di bagian Laboratorium Sistematika Tumbuhan, Fakultas Farmasi
Universitas Setia Budi. Identifikasi ini bertujuan untuk mencocokan ciri
makroskopis dan mikroskopis, selain itu juga berfungsi untuk mencocokan ciri
morfologi yang ada pada daun alpukat (Persea americanaMill).
2. Pengeringan bahan dan pembuatan serbuk daun alpukat

Daun alpukat yang sudah disortasi basah, dicuci bersih dengan air
mengalir, dikeringkan dengan di oven pada suhu 50°C selama 2-3 hari yang
bertujuan untuk mengurangi kadar air untuk mencegah pertumbuhan jamur dan
bakteri. Simplisia yang telah kering dihaluskan dengan blender kemudian diayak
dengan menggunakan ayakan no. 40.
3. Penetapan kadar lembab

Penetapan kadar kelembaban serbuk daun alpukat pada penelitian ini
dilakukan di Laboratorium Teknologi Farmasi Universitas Setia Budi. Penetapan
kadar kelembaban serbuk daun alpukat dilakukan dengan menggunakan alat
moisture balance. Cara penggunaan moisture balance yaitu pertama nyalakan
moisture balance, setelah itu distandarkan sampai nol. Setelah itu kita masukan
serbuk daun alpukat sebanyak 2 gram didalam wadah di dalam moisture balance,
setelah itu kita tutup moisture balance, dan kita tunggu sampai ada bunyi alat
sebagai tanda, suhunya 100°C- 110°C, waktu 5-15 menit. Angka yang muncul
dalam satuan persen pada alat moisture balance dicatat sebagai kadar
kelembaban.Diulangi sampai tiga kali. Setelah mendapatkan hasilnya kita rata-
rata untuk mendapatkan kadar lembabnya.
4. Pembuatan ekstrak daun alpukat secara maserasi

Serbuk daun alpukat ditimbang sebanyak 500 gram kemudian dimasukan
ke dalam wadah atau bejana, bersama dengan cairan penyari yang telah ditetapkan
yaitu etanol 70%, bejana ditutup rapat dan isinya dikocok berulang-ulang, selama

5 hari. Pengocokan memungkinkan pelarut segari mengalir berulang-ulang, masuk
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ke seluruh permukaan dari serbuk simplisia yang sudah halus (Ansel 1989).
Maserasi dilakukan pada suhu kamar dalam waktu selama 5 hari sampai bahan

yang larut melarut (\Voigh, 1995). Dapat dilihat pada skema gambar 1

Daun alpukat

Dicuci bersih dengan air
Dioven pada suhu 50°C
Diblender, ayak dengan mesh no.40

Serbuk daun alpukat 500 gram

!

Dimaserasi dengan pelarut etanol 70% sebanyak 5000 ml

v

Ekstrak etanolik

v

Dipekatkan

v

Ekstrak kental

Gambar 1. Skema pembuatan ekstrak etanol daun alpukat

5. Uji bebas etanol daun alpukat

Ekstrak yang telah pekat diuji sudah bebas etanol atau belum dengan cara
uji esterifikasi yaitu ekstrak ditambah dengan asam asetat, dan asam sulfat pekat
kemudian dipanaskan, uji positif uji bebas etanol jika tidak tercium bau eter yang
khas dari etanol. Tujuan dilakukan tes bebas etanol ini bertujuan agar pada ekstrak
tidak terdapat etanol yang memiliki aktivitas antibakteri (Kurniawati 2015).
6. Pengujian kandungan kimia ekstrak daun alpukat

Identifikasi kandungan kimia dimaksudkan untuk menetapkan kebenaran
kandungan kimia yang terdapat dalam ekstrak daun alpukat, dan juga fraksi
teraktif yang ekstrak daun alpukat (Persea americana Mill).

6.1 ldentifikasi flavonoid.Ekstrak sebanyak + 0,5 g dicampurkan dengan

aquadestilata. Setelah itu, didihkan selama 5 menit kemudian disaring. Filtrat
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ditambahkan 0,5 mg bubuk Mg, dan ditambahkan 1 ml HCI pekat, dan amil
alkohol. Dicampur dan dikocok kuat-kuat kemudian dibiarkan memisah. Reaksi
positif ditandai dengan warna merah atau kuning atau jingga pada lapisan amil
akohol (Alamsyah 2014).

6.2 ldentifikasi alkaloid.Ekstrak sebanyak + 0,5 g dilarutkan dengan
aquadestilata. Setelah itu ditambahkan 1 ml HCI 2 N. Dibuat dalam 2 tabung.
Tabung 1 ditambahkan reagen Mayer terbentuk endapan menggumpal warna putih
kekuningan. Tabung 2 ditambahkan reagen dragendroff terbentuk endapan
berwarna merah sampai jingga (Alamsyah 2014).

6.3 ldentifikasi saponin.Ekstrak sebanyak + 0,5 g ditambahkan
aquadestilata, kemudian dipanaskan selama 2 sampai 3 menit. Setelah dipanaskan
tunggu sampai dingin lalu kocok dengan kuat. Adanya busa yang stabil, dan
setelah ditambahkan 1 tetes HCI 2N busa tidak hilang menandakan adanya
kandungan saponin (Ramyashree et al 2012).

7. Fraksinasi

Fraksinasi dari ekstrak etanol daun alpukat dibuat dengan cara ditimbang
dari ekstrak kental hasil maserasi. Ekstrak kental yang sudah ditimbang dilarutkan
dengan etanol, dan aquadestilata kemudian dipisahkan di corong pisah dengan
ditambahkan n-heksana, dipartisi sebanyak tiga kali. Hasil fraksinasi yang
diperoleh dipekatkan dengan rotary evaporator dan disebut sebagai fraksi n-
heksana.

Residu dari fraksinasi n-heksana dipisahkan di corong pisah dengan
ditambahkan etil asetat, dipartisi sebanyak tiga kali. Hasil fraksinasi yang
diperoleh dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator kemudian
ditimbang, dan disebut sebagai fraksi etil asetat.

Residu dari fraksi etil asetat dipekatkan dengan cara dibiarkan menguap
pada suhu kamar, karena masih terdapat kandungan air yang cukup banyak maka
dipekatkan kembali menggunakan waterbath suhu £ 50°C lalu ditimbang, dan
disebut sebagai fraksi air. Skema pembuatan fraksinasi daun alpukat (Persea

americana Mill) dapat dilihat di bawah.
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Ekstrak kental ditambah etanol dan aquadestilata sampai larut

Partisi dengan n-heksana sebanyak 3 kali

v v

Fraksi air Fraksi n-heksana

Pa+isi dengan etil asetat 3 kali

! |

Fraksi air Fraksi etil asetat
Dipekatkan dengan Dipekatkan dengan rotary Dipekatkan dengan
waterbath evaporator rotary evaporator

i l l

Uji aktivitas antibakteri terhadap Proteus mirabillis ATCC 10975

Gambar 2. Skema diagram kerja pembuatan fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dari
ekstrak daun alpukat

8. Pembuatan suspensi bakteri uji

Mengambil biakan bakteri Proteus mirabillis beberapa ose dimasukan ke
dalam tabung reaksi yang berisi 10 ml larutan BHI steril dihomogenkan.Bakteri
tersebut distandarkan dengan Larutan Standart Mc Farland 0.5. Hasil pengenceran
digunakan untuk pengujian antibakteri Proteus mirabillis ATCC 10975.
9. Pengujian identifikasi antibakteri

9.1 Metode goresan.Bakteri diambil satu ose secara aseptis, kemudian di
buat goresan pada permukaan media Mac-monkey agar. Balikkan petri disk yang
dibungkus kembali yang kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Sesudah diinkubasi akan tampak koloni-koloni bakteri. Ciri koloni bakteri Proteus
mirabillis ATCC 10975 hasil positifwarna koloni sedang hingga besar, berwarna
merahmuda dan swarming pada media MCA (Misnadiarly & Djajaningrat H
2014).



25

10. Uji biokimia

10.1 Media SIM.Biakan diinokulasi pada media dengan cara inokulasi
tusukan kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Identifikasi ini
bertujuan untuk mengetahui terbentuknya sulfida, indol, dan motilitas bakteri.
Sulfida positif bila media berwarna hitam. Uji indol positif bila terbentuk warna
merah setelah ditambah reagen Ehrlich. Uji motilitas positif bila terjadi
pertumbuhan bakteri pada seluruh media.

10.2 Media KIA.Biakan bakteri diinokulasi pada media dengan cara
inokulasi tusukan dengan goresan kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu
37°C. Identifikasi ini bertujuan untuk mengetahui adanya fermentasi karbohidrat,
dan sulfida. Pengamatan dilakukan pada bagian lereng, dan dasar media, adanya
gas, dan sulfide. Hasil pada bagian lereng, dan dasar dapat berwarna merah yang
berarti basa (ditulis K), atau kuning yang berarti suasananya asam (ditulis A),
terbentuk gas ditandai dengan pecahnya media (ditulis G+), sulfide positif
terbentuk warna hitam pada media (ditulis S+).

10.3 Media LIA.Biakan bakteri diinokulasi pada media dengan cara
inokulasi tusukan, dan goresan kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu
37°C. identifikasi ini bertujuan untuk mengetahui adanya deaminasi lisin, dan
sulfida. Pengamatan dilakukan pada lereng dan dasar media serta adanya sulfida.
Hasil pada bagian lereng, dan dasar dapat berwarna merah coklat (ditulis R),
berwarna ungu yang berarti suasananya basa (ditulis K) atau berwarna kuning
yang berarti suasananya asam (ditulis A), terbentuk warna hitam pada media
berarti sulfida positif (S+).

10.4 Media Citrat. Biakan bakteri diinokulasi pada media dengan cara
goresan kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Identifikasi ini
bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri menggunakan citrate sebagai
sumber karbon tunggal. Uji positif bila media berwarna biru.

11. Pengujian antibakteri secara difusi

Metode difusi digunakan untuk menentukan diameter zona hambat

terhadap bakteri uji. Metode difusi menggunakan cawan petri steril yang telah

diisi dengan media MHA sebanyak 50 ml. Secara aseptis pada cawan petri
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digoresi suspensi bakteri menggunakan lidi steril, kemudian digunakan kertas
cakram sebanyak 6 untuk uji difusi. Kemudian kertas cakram direndam fraksi etil
asetat, fraksi n-heksan, fraksi air, ekstrak etanol, kontrol positif adalah
amoksisilin, dan kontrol negatif adalah DMSO 1%. Masa inkubasi selama 24 jam
pada suhu 37°C, dan diamati hasilnya, setelah itu diukur diameter zona hambat
sekitar kertas cakram yang dinyatakan dalam satuan mm. Daerah yang tidak
ditumbuhi bakteri di sekitar sumuran menandakan bahwa kandungan kimia daun
alpukat memiliki daya hambat terhadap Proteus mirabillis ATCC 10975(Bonang
& Koeswardono 1982).
12. Pengujian antibakteri secara dilusi

Metode dilusi digunakan untuk mengetahui konsentrasi terendah sediaan
yang dapat membunuh bakteri uji. Metode dilusi menggunakan 12 tabung steril.
Konsentrasi larutan stok yang dibuat adalah 50%, kemudian diencerkan dengan
pelarut DMSO 1%. Secara aseptis dari larutan stok tersebut dibuat deret
konsentrasi di bawahnya yaitu kontrol (-); 25%; 12,5%; 6,25%; 3,12%; 1,56%);
0,78%; 0,39%; 0,19%; 0,09%; 0,045,dan kontrol (+). Media BHI dimasukkan 0,5
ml pada tiap tabung kecuali tabung 1. Secara aseptis, masukkan 1 ml larutan stok
yang akan diuji pada tabung 1, kemudian pada tabung 2, dan 3 dimasukkan 0,5 ml
larutan stok, kemudian dari tabung 3 dipipet 0,5 ml, dan dimasukkan ke dalam
tabung 4 begitu seterusnya sampai tabung 11 kemudian dibuang. Tambahkan 0,5
ml biakan bakteri dari tabung 2 sampai tabung 12. Seluruh tabung diinkubasi pada
suhu kamar selama 24 jam, lalu diamati kekeruhannya. Konsentrasi Bunuh
Minimum (KBM) ditentukan dengan cara tabung media yang jernih diinokulasi
secara goresan pada media selektif untuk masing-masing bakteri uji. Bakteri yang
sudah digoreskan pada media selektif diinkubasi pada suhu kamar 37°C selama
24-48 jam. Diamati ada atau tidaknya koloni yang tumbuh pada permukaan media
lempeng. Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) ditunjukkan oleh konsentrasi
terendah pada media selektif Mac-monkey Agar yang tidak menunjukkan koloni

bakteri yang tumbuh.
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Q Biakan Proteus Mirabillis diambil dengan jarum ose
<«—— dan dimasukkan dalam medium BHI, dihomogenkan
l dengan alat vortek dan disetarakan dengan Mc Farlan.

Proteus mirabillis dalam medium BHI diinokulasikan
<«— pada cawan petri yang berisi media MHA secara usapan
dengan kapas lidi steril

@ Menggunakan kertas cakram kemudian dicelupkan
@ @ <« kedalam konsentrasi fraksi n-heksan, fraksi etil asetat,
fraksiair ke dalam sumuran
Keterangan :
Cakram 1 : Ektrak etanol
@ @ Cakram 2 : Fraksi n-heksan
Cakram3 : Fraksi eti asetat
Cakram 4 : Fraksi air
@ Cakram 5 : Kontrol positif

Cakram 6 : Kontrol negatif

l — Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

Pengukuran diameter hambatan

Gambar 3. Skema pengujian aktivitas antibakteri fraksi teraktif terhadap bakteri Proteus
mirabilis ATCC 10975 dengan metode difusi.
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Diinokulasi pada mediumMac-monkey Agar dalam cawan petri, diinkubasi pada suhu
37° C selama 1 hari, lalu diamati ada tidaknya

Gambar 4. Skema kerja pengujian aktivitas antibakteri ekstrak etanoldan hasil
fraksinasidaun alpukat terhadap Proteus mirabilisATCC 10975.

13. Kromatografi Lapis Tipis

Prinsip KLT yaitu perpindahan analit pada fase diam kerena pengaruh fase
gerak. Proses ini biasa disebut dilusi. Semakin kecil ukuran rata-rata partikel fase
diam, dan semakin sempit kisaran ukuran fase diam, maka semakin baik Kinerja
KLT dalam hal efisiensi dan resolusinya (Gritter 1991). Fase gerak yang dikenal

sebagai pelarut pengembang akan bergerak sepanjang fase diam karena pengaruh
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kapiler pada pengembangan secara menaik (asecending), atau Karen pengaruh
gravitasi pada pengembangan secara menurun (descending) (Rohman 2007).

Kromatografi lapis tipis dilakukan untuk menguji fraksi aktif dalam
ekstrak etanol daun alpukat. Ekstrak atau fraksi aktif dilarutkan dalam pelarut
yang sesuai, kemudian ditotolkan di atas lempeng kromatografi, setelah totolan
kering, lempeng KLT dimasukkan dalam bejana yang sudah jenuh oleh fase gerak
yang sesuai.Pengembangan dilakukan sampai jarak tertentu, kemudian dilakukan
deteksi di bawah sinar UV 254 nm, dan 366 nm serta pereaksi tertentu. Bercak
yang terdeteksi ditentukan harga Rf dan penampakan warnanya.

13.1 Identifikasi flavonoid.Sejumlah 0,5 g serbuk daun alpukat ditambah
10 ml air panas kemudian didihkan selama 15 menit, dan disaring. Filtrat yang
diperoleh disebut larutan B, pada tabung reaksi dimasukkan 5 ml larutan, serbuk
Mg, 2 ml larutan alkohol: asam klorida (1:1) dan pelarut memisah. Reaksi positif
dibuktikan adanya warna merah, kuning, atau jingga pada lapisan amylalkohol
(Anonim 1995).

13.2 ldentifikasi alkaloid.Senyawa alkaloid diidentifikasi menggunakan
KLT vyaitu fase diam yang digunakan yaitu silika gel GF,s4, dan fase geraknya
yaitu CHClI; : etanol (96 : 4). Kemudian dideteksi di bawah sinar UV 54 sehingga
akan memberikan warna coklat kehitaman dan UVsgs berwarna hijau. Pereaksi
semprot yang digunakan yaitu dragendorf (Budiman et al 2010). Fase diam silica
gel GFys4, dan fase gerak yang digunakan etil asetat : methanol : air (90:9:1)
dengan pereaksi semprot Drangendrof. Senyawa alkaloid akan terlihat bercak
berwarna jingga sampai merah tua setelah disemprot dengan pereaksi
Drangendrof (Harborne 1987)

13.3 ldentifikasi saponin.ldentifikasi saponin menggunakan
kromatografi lapis tipis, fase diam yang digunakan yaitu silika gel GF,s4, dan fase
geraknya yaitu kloroform : metanol : aquades (13:7:2). Kemudian dideteksi di
bawah sinar UV2s4 sehingga akan memberikan warna gelap dan, UV3es berwarna
hijau. Lempeng juga disemprotkan dengan pereaksi LB (Libeerman Bourchat),

dan dipanaskan pada suhu 110°C selama 10 menit untuk memperjelas warna noda
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yang terbentuk cicin merah sampai coklat menunjukan adanya saponin (Suharto et

al 2012).
E. Jadwal Penelitian
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BAB IV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Penelitian
1. Hasil identifikasi tanaman alpukat (Persea americana Mill)

1.1 Determinasi tanaman.Tujuan dilakukan determinasi adalah untuk
menetapkan kebenaran tanaman yang berkaitan dengan ciri-ciri morfologi
tanaman alpukat terhadap kepustakaan, dan dibuktikan di Laboratorium
Sistematika Tumbuhan Fakultas Farmasi Universitas Setia Budi.

Hasil determinasi daun alpukat berdasarkan Steenis : FLORA : 1b-2b-3b-4b-6b-
7b-8b-9b-10b-11b-12b-13b-14b-15b. Golongan 8.109b-119b-120b-128b-129b-
135b-136b-139b-140b-142b-143b-146b-154b-155b-156b-162b-163a-164b-165a.
familia 52. Lauraceae. 1a-2a. Persea Persea americana Mill.

1.2 Deskripsi tanaman.Deskripsi tanaman alpukat sebagai berikut :
Pohon tinggi 3-10 m, akar tunggang. Batang bulat, percabangan monopodial,
berkayu. Daun tunggal, tersebar, bertangkai,berjejal-jelal pada ujung ranting, bulat
telur memanjang atau elips, ujung runcing, pangkal runcing, tepi rata, seperti
kulit, waktu muda berambut rapat, kemudian gundul, panjang 10,1-14,7 cm, lebar
5,2-5,7 cm, permukaan atas hijua tua, mengkilap, permukaan bawah hijau muda.
Bunga aktinomorf, berkelamin dua, dalam malai yang bertangkai dan berbunga
banyak, terdapat dekat ujung ranting. Tenda bunga garis tengah 1-1,5 cm, putih
kuning, berbau enak, berambut, dengan tabung pendek dan enam taju yang
terbentang, 3 taju terluar kecil, benang sari 12 dalam 4 lingkaran, 3 terdalam
direduksi menjadi staminodia. Ruang sari 4. Staminodia orange atau coklat. Buah
bentuk bola atau buah peer, panjang 5-20 cm, hijau atau hijau kuning. Biji bentuk
bola, coklat, garis tengah 2,5-5 cm.

Berdasarkan hasil determinasi dapat dipastikan bahwa tanaman yang
digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman alpukat (Persea americana Mill.)

Gambar dapat dilihat pada lampiran 1.

31
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2. Hasil pengumpulan bahan, pengeringan, dan pembuatan serbuk daun
alpukat

Daun alpukat diambil secara acak di daerah kodi Kabupaten Sumba Barat
Daya, Nusa Tenggara Timur pada bulan oktober 2017. Daun alpukat yang telah
dikumpulkan dibersihkan, dicuci, dan dikeringkan. Pengeringan bahan dilakukan
bertujuan untuk mengurangi kadar air serta mencegah timbulnya jamur, dan
mikroorganisme lain yang dapat menyebabkan pembusukan, dan mencegah
perubahan kimia yang dapat menurunkan mutu. Hasil presentase bobot kering
terhadap bobot basah dapat dilihat pada table 1. Daun alpukat sebanyak 4000
gram bobot basah kemudian dikeringkan, dan didapat bobot kering 1000 gram,
diperoleh rendemen bobot kering terhadap bobot basah 25%. Perhitungan

persentase bobot basah terhadap bobot kering dapat dilihat pada lampiran 10.
Tabel 1. Persentase bobot kering terhadap bobot basah daun alpukat

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

4000 1000 25

3. Hasil penetapan susut pengeringan serbuk daun alpukat
Penetapan susut pengeringan daun alpukat (Persea americana Mill.)

menggunakan alat moisture balance. Hasil penetapannya tercantum pada tabel di

bawah ini:
Tabel 2. Hasil penetapan susut pengeringan daun alpukat
No Bobot serbuk (gram) Susut pengeringan(%o)
1 2,00 4,5
2 2,00 4,5
3 2,00 4,0
Rata- rata 4,34

Hasil penetapan susut pengeringan daun alpukat didapatkan rata-rata
sebesar 4,34 %. Susut pengeringan memenuhi syarat di mana susut pengeringan
serbuk simplisia tidak boleh lebih dari 10%, karena dengan susut pengeringan
kurang dari 10% sel dalam keadaan mati, enzim tidak aktif serta bakteri dan jamur
tidak tumbuh sehingga bahan lebih awet (Katno et al. 2008).

4. Hasil pembuatan ekstrak daun alpukat

Pembuatan ekstrak etanol dalam penelitian ini menggunakan metode

maserasi, maserasi adalah cara ekstrasi yang paling sederhana. Keuntungan cara

penyari dengan maserasi adalah cara pengerjaan, dan peralatan yang digunakan
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sederhana, dan mudah diusahakan. Metode maserasi tidak menggunakan
pemanasan sehingga komponen yang tidak tahan panas seperti flavonoid tetap ada
di dalam ekstrak. Hasil pembuatan ekstrak kental maserasi daun alpukat dapat
dilihat pada tabel 3.

Tabel 3. Hasil pembuatan ekstrak maserasi daun alpukat
Bobot serbuk (gram) Bobot ekstrak (gram) Rendemen (% b/b)
500 60 12

Hasil rendemen ekstrak maserasi daun alpukat yang diperoleh adalah 12%,
dan hasil perhitungan dapat dilihat pada lampiran 11.
5. Hasil uji bebas etanol daun alpukat

Hasil pengujian bebas etanol ekstrak daun alpukat (Persea americana
Mill.) dapat dilihat pada tabel 4.

Tabel 4.Hasil uji bebas etanol ekstrak daun alpukat

Hasil Pustaka
Tidak tercium bau ester Tidak tercium bau ester
(Kurniawati 2015)

Hasil uji ekstrak menunjukan bahwa ekstrak daun alpukat (Persea
americana Mill.) positif bebas etanol karena tidak tercium bau ester. Tujuan
dilakukan uji bebas etanol pada ekstrak daun alpukat adalah untuk mencegah
kesalahan pengamatan pada tahap penelitian selanjutnya yaitu pada pengujian
aktivitas antibakteri terhadap Proteus mirabilis ATCC 10975 sebab etanol
memiliki aktivitas dalam manghambat pertumbuhan bakteri, dan dapat
mempengaruhi hasil penelitian.

6. Hasil identifikasi kandungan kimia ekstrak daun alpukat

Hasil identifikasi kandungan kimia ekstrak daun alpukat dapat dilihat pada

tabel 5.

Tabel 5. Hasil identifikasi kandungan kimia ekstrak daun alpukat

Senyawa Hasil Pustaka Ket

Flavonoid ~ Warna kuning pada Reaksi positif ditandai dengan warna merah  (+)
lapisan amil alkohol. atau kuning atau jingga pada lapisan amil

alkohol (Alamsyah et al. 2014).

Alkaloid Tabung 1— Endapan Terbentuk endapan menggumpal warna putih  (+)
putih kekuningan kekuningan pada reagen Mayer dan terbentuk
(Reagen Mayers). endapan berwarna merah sampai jingga
Tabung 2 — Endapan kecoklatan  pada reagen  Dragendroff
merah kecoklatan (Alamsyah et al. 2014).
(Reagen Dragendroff)

Saponin Terbentuk busa yang Terbentuk busa yang stabil + 1 tetes HCI 2N +)

stabil + 1 tetes HCI 2N busa tidak hilang (Ramyashree et al. 2012).
busa tidak hilang.
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Tujuan penambahan serbuk magnesium, dan HCL pada pengujian
flavonoid adalah untuk mereduksi inti benzopiron yang terdapat dalam struktur
flavonoid sehingga terbentuk garam flavilium berwarna merah atau jingga.
Pemanasan dilakukan karena sebagian besar golongan flavonoid dapat larut
dalam air panas. Flavonoid merupakan senyawa yang mengandung dua cincin
aromatis dengan gugus hidroksi lebih dari satu. Senyawa fenol dengan gugus
hidroksil semakin banyak memiliki tingkat kelarutan dalam air semakin besar atau
bersifar polar, sehingga dapat terekstrak dalam pelarut-pelarut polar. Adapun
reaksi-reaksi yang terjadi antara senyawa flavonoid dengan HCL, dan serbuk Mg

dapat dilihat pada gambar 5

Carurz Paviliens
ngea

Gambar 5.Reaksi Flavonoid dengan Logam Mg dan HCI (Septyangsih 2010).
Prinsip dari uji alkaloid adalah reaksi pengendapan yang terjadi karena

adanya penggantian ligan. Hasil positif alkaloid pada uji Mayer ditandai dengan
terbentuknya endapan putih. Diperkirakan endapan tersebut adalah kompleks
kalium-alkaloid. Alkaloid mengandung atom nitrogen yang mempunyai pasangan
elektron bebas sehingga dapat digunakan untuk membentuk ikatan kovalen
koordinat dengan ion logam (Sangi dkk., 2008) . Pada uji alkaloid dengan
pereaksi Mayer, diperkirakan nitrogen pada alkaloid akan bereaksi dengan ion
logam K+ dari kalium tetraiodomerkurat(ll) membentuk kompleks kalium-
alkaloid yang mengendap. Reaksi yang terjadi pada uji Mayer ditunjukan pada

gambar 6.
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Gambar 6.Reaksi uji mayer (Marliana dkk, 2005)

Hasil positif alkaloid pada uji Dragendorff juga ditandai dengan
terbentuknya endapan coklat muda sampai kuning (jingga). Endapan tersebut
adalah kalium alkaloid. Pada uji alkaloid dengan pereaksi Dragendorff, nitrogen
digunakan untuk membentuk ikatan kovalen koordinat dengan K+ yang

merupakan ion logam. Reaksi pada uji Dragendorff ditunjukkan pada Gambar 7.
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K

kalivm - alkaloid orange
(endapan jmgga)

Gambar 7.Reaksi Uji Dragendroff
Timbulnya buih pada pengujian saponin menunjukkan adanya glikosida
yang mempunyai kemampuan membentuk buih dalam air yang terhidrolisis
menjadi glukosa, dan senyawa lainnya. Reaksi yang terjadi saat uji Saponin
ditunjukkan pada Gambar 8.
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Gambar 8.Reaksi Hidrolisis Saponin dalam Air
Hasil gambar identifikasi senyawa kimia ekstrak etanol daun alpukat
(Persea americana Mill.) dapat dilihat pada lampiran 5.
7. Hasil fraksinasi ekstrak daun alpukat
Penyarian awal yang dilakukan adalah maserasi dengan pelarut etanol

70%. Pelarut etanol 70 % menyari hampir keseluruhan kandungan simplisia, baik
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non polar, semi polar maupun polar, kemudian dilanjutkan fraksinasi. Senyawa
non polar akan terekstrasi dalam pelarut n-heksan, senyawa semi polar akan
terekstrasi dalam pelarut etil asetat sehingga akan mudah memperkirakan bahan
aktif yang dapat digunakan sebagai antibakteri.

7.1 Fraksi n-heksan.Hasil sediaan ekstrak maserasi yang telah didapatkan
ditimbang kemudian dilakukan fraksinasi dengan pelarut non polar (n-heksan),
diekstraksi 3 kali dengan pelarut n-heksan masing-masing 75 ml, kemudian fraksi
n-heksan yang didapat diuapkan, dan dipekatkan. Residu yang didapat dilakukan
fraksinasi lanjutan dengan pelarut etil asetat. Rendemen hasil fraksinasi fraksi n-

heksan dapat dilihat pada tabel 6.

Tabel 6. Rendemen hasil fraksinasi n-heksan

Bobot ekstrak (gram) Bobot fraksi (gram) Rendemen (% )
10.00 1,13 11,3
10.00 1,12 11,2
10.00 1,13 11,3
Rata- rata 11,2

Berdasarkan tabel 6 dapat dilihat bahwa perhitungan persentase rendemen
fraksinasi fraksi n-heksan serbuk daun alpukat didapat presentase rata-rata yaitu
11,2%. Hasil perhitungan rendemen fraksi n-heksan serbuk daun alpukat dapat
dilihat pada lampiran 12.

7.2 Fraksi etil asetat.Residu ekstrak n-heksan dilanjutkan dengan
perlakuan fraksinasi dengan pelarut semi polar (etil asetat). Residu dari ekstrak n-
heksan diekstrasi 3 kali dengan pelarut etil asetat masing-masing sebanyak 75 ml.
fraksi ini diuapkan, dan residu yang didapat dilakukan pemekatan.

Tabel 7.Rendemen hasil fraksinasi etil asetat daun alpukat

Bobot ekstrak (gram) Bobot fraksi (gram) Rendemen (% )
10,00 1,98 19,8
10,00 1,97 19,7
10,00 1,98 19,8
Rata-rata 19,8

Berdasarkan tabel 7 dapat dilihat bahwa perhitungan prosentase rendemen
fraksinasi fraksi etil asetat serbuk daun alpukat didapat prosentase rata-rata yaitu
19,8%. Perhitungan rendemen fraksi etil asetat daun alpukat dapat dilihat pada

lampiran 13.
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7.3 Fraksi air.Residu dari ekstrak etil asetat dilanjutkan dengan
pemekatan sehingga didapat ekstrak kental. Etanol 70% merupakan pelarut
serbaguna yang dapat melarutkan senyawa-senyawa polar,semi polar,dan non
polar. Rendemen fraksi air hasi fraksinasi daun alpukat dapat dilihat pada tabel 8.

Tabel 8.Rendemen hasil fraksi air dari daun alpukat

Bobot ekstrak (gram) sBobot fraksi (gram) Rendemen (% b/b)
10,00 2,78 27,8
10,00 2,78 27,8
10,00 2,77 27,7
Rata-rata 27,8

Berdasarkan tabel 8 dapat dilihat bahwa perhitngan prosentase rendemen
fraksi air didapat prosentase rata-rata yaitu 27,8%. Perhitungan rendemen fraksi
air daun alpukat dapat dilihat pada lampiran 14,

8. Pembuatan suspensi bakteri uji

Bakteri Proteus mirabillis ATCC 10975 dalam biakan murni diambil
masing-masing satu ose, dan kemudian dimasukan ke dalam tabung yang telah
diisi 10 mL media BHI (Brain Heart Infusion) kemudian diinkubasi pada suhu 37
OC selama 24 jam. Suspensi yang telah diencerkan dibandingkan dengan larutan
standar Mc Farland 0,5 sampai didapat kekeruhan yang sama. Pembuatan
suspense bertujuan untuk standarisasi atau pengendalian jumlah bakteri.

9. Hasil identifikasi bakteri uji

9.1 Identifikasi bakteri secara goresan.ldentifikasi bakteri uji Proteus
mirabillis ATCC 10975, biakan Proteus mirabillis diinokulasi pada media Mac-
conkey Agar (MCA), dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Penampakan
koloni yang terjadi yaitu berwara koloni sedang hingga besar, berwarna merah
muda dan swarming pada media MCA. Hasil identifikasi bakteri uji dengan media

selektif ini sesuai dengan pustaka (Misnadiarly & Djajaningrat H 2014).
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Gambar 9.Hasil identifikasi bakteri Proteus mirabilis ATCC 10975 secara inokulasi
9.2 ldentifikasi bakteri uji secara biokimia.Hasil identifikasi bakteri uji

Proteus mirabilis ATCC 10975 secara biokimia dapat dilihat pada tabel 9.

Tabel 9.1dentifikasi uji biokimia Proteus mirabilis

Pengujian Hasil Pustaka (WHO 2003)
KIA K/ AS(+) K/AS(+)
SIM +-+ +-+
LIA R/AS() R/AS(-)
Citrat + +
Keterangan :

SIM : Sulfida Indol Agar
KIA : Kliger Iron Agar
LIA :Lysine Iron Agar

: merah (pada media KIA)

: terbentuk warna kuning

: terbentuk warna merahcoklat (pada media LIA)
(+) : terbentuk warna hitam

o> X

w
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Gambar 10.Hasil identifikasi bakteri uji Proteus mirabillis ATCC 10975

Hasil pengujian pada media Klinger Iron Agar (KIA) untuk mengetahui
terjadinya fermentasi glukosa, ada tidaknya gas dan pembentukan sulfida.
Pengujian dengan media KIA setelah diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C
menunjukan hasil K/A S*. Pada media KIA tegak berubah warna merah dari
merah menjadi kuning (A), dan bagian miring warna tetap merah (K) karena
bakteri menghasilkan asam karenadapat memfermentasi glukosa, dan tidak
menfermentasi laktosa. Hasil S* artinya H,S positif ditunjukan dengan
terbentuknya warna hitam pada media (Harti 2015). Hal ini dikarenakan bakteri
dapat mendesulfurasi asam amino, dan methion yang akan menghasilkan H,S.
H,S akan bereaksi dengan Fe™ yang terdapat pada media sehingga terbentuk
warna hitam media. Medium KIA mengandung 1% laktosa, 0.1% glukosa, dan
phenol red sebagai indikator yang menyebabkan perubahan warna dari merah
menjadi kuning dalam suasana asam.
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Medium Lysin Iron Agar (LIA) untuk mengetahui deaminasi lisin, dan
sulfide. Pengujian dengan LIA setelah diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C
menunjukan hasil R/A S+. Hasil R/A artinya artinya pada lereng berwarna merah
coklat, dan dasar media berwarna kuning, hal ini menunjukan bahwa bakteri tidak
mendeaminasi lisin tetapi mendekarboksilasi lisin (Lindquist 2010). Hasil S-
artinya H,S negatif ditunjukan dengan tidak adanya warna hitam pada media LIA
kerana bakteri tidak mampu mendesulfurasi asam amino, dan methion yang akan
menghasilkan H,S. H,S akan bereaksi dengan Fe'™ yang terdapat pada media
sehingga tidak terlihat warna hitam pada media (Volk & Wheller 1988).

Hasil pengujian pada media Sulfida Indol Motilitas (SIM) untuk
mengetahui terbentuknya sulfida, indol, dan motilitas. Pengujian dilakukan
setelah diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Hasil yang didapat adalah +-+,
yang artinya bakteri tersebut mampu membentuk S yang diikat sebagai ferri
sulfida, dan dapat memproduksi hidrogen sulfida yang akan terlihat warna hitam.
Indol negatifkarena tidak terbentuk cicin warna merah merah setelah ditambah
reagen Erlich. Pada permukaan biakan tidak terbentuk lapisan cicin berwarna
merah, artinya bakteriini tidak membentuk indol dari triptohan sebagaisumber
karbon (Cowan 2004), dan motilitas positif artinya terlihat adanya penyebaran
yang berwarna putih seperti akar disekitar inokulasi. Hal ini menunjukan adanya
pergerakan dari bakteri yang diinokulasi, yang berarti bahwa bakteri Proteus
mirabilis memiliki flagel (Burn et al. 2004).

Hasil pengujian pada media citrat untuk mengetahui kemampuan bakteri
menggunakan citrat sebagai sumber karbon tunggal. Pengujian dengan medium
citrat setelah diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C menunjukan hasil positif
ditandai dengan adanya warna biru pada media citrat. Hal ini karena Proteus
mirabillis mampu menggunakan citrat sebagai sumber karbon maka menyebabkan
suasana menjadi basa sehingga menyebabkan peningkatan pH media di atas 7,6
karena adanya ammonia yang dihasilkan yang berasal dari monoammonium
phosphate yang terdapat pada media (Sardiani et al.,2015). Hasil uji identifikasi
bakteri Proteus mirabillis ATCC 10975 dapat dilihat pada lampiran 6.

10. Hasil pengujian aktivitas antibakteri daun alpukat
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10.1 Hasil pengujian antibakteri secara difusi.Hasil dari ekstrak
etanolik, fraksi n-heksan, etil asetat, dan air daun alpukat dilakukan pengujian
aktivitas antibakteri terhadap Proteus mirabillis ATCC 10975 menggunakan
metode difusi dengan konsentrasi 50% dengan pembanding kontrol positif adalah
amoksisilin 50%, dan kontrol negatif pelarut DMSO 1% untuk mengetahui fraksi
paling aktif dengan melihat luas diameter daya hambat masing-masing fraksi.

Hasil uji aktivitas antibakteri secara difusi kemudian diukur diameter zona
hambat sekitar sumuran yang dinyatakan dalam satuan milimeter. Zona yang tidak
ditumbuhi bakteri di sekitar kertas cakram menandakan bahwa kandungan kimia
daun alpukat memiliki daya hambat terhadap Proteus mirabillis ATCC 10975.
Hasil diameter zona hambat dapat dilihat pada tabel 11.

Tabel 10. Diameter zona hambat ujia aktivitas antibakteri dari ekstrak dan fraksi daun
alpukat terhadap Proteus mirabillis ATCC 10975

Kandungan uji Konsentrasi | Dlameterlr:ambat (mrr:)II Rata-rata(mm)
Ekstrak 41,67% 16,67 10,67 20,67 16
n-heksan 41,67% 22,67 15 19,67 19,11

Etil Asetat 41,67% 25 27,67 28,67 27,11
Air 41,67% 19,5 20,34 21 20,28
Kontro positif (+) + 32,57 31,34 33 32,30
Kontrol negatf (-) - 0 0 0 0
Keterangan

+ : kontrol positif (antibiotik amoksisilin)
- . kontrol negative (DMSO 1%)

Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak dan fraksi daun alpukat daun alpukat
terhadap Proteus mirabillis ATCC 10975 secara difusi dapat dilihat pada lampiran
7.

Dari tabel 10 dapat dilihat pada fraksi etil asetat memiliki daya hambat
lebih efektif terhadap Proteus mirabillis ATCC 10975 dibandingkan ekstrak

etanol, fraksi n-heksan dan air.

Tabel 11.Homogeneous Subsets

DIAMETER
Ekstrak etanol, fraksi Subset for alpha = 0.05
n- heksan, fraksi etil
asetat, fraksi air,
amoksisilin N 1 2 3

Tukey HSD(a) Ekstrak etanol 50% 3 16,33

Fraksi air 50% 3 20,00 20,00
Fraksi n- heksan 50% 3 21,00 21,00
fraksi etil asetat 50% 3 27,33 27,33
Amoksisilin 3 32,33
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sig. | 598 | 216 | 539 |

Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak, dan fraksi daun alpukat terhadap
Proteus mirabilis ATCC 10975 dapat di lihat dengan aplikasi SSPS. Dari tabel 11
dapat dilihat pada fraksi etil asetat memiliki daya hambat yang lebih efektif
terhadap Proteus mirabilis ATCC 10975, walaupun kontrol positif yaitu
amoksisilin lebih bagus dari pada fraksi etil asetat. Karena kedua diameter daya
hambat dari fraksi etil asetat dan amoksisilin berada dalam 1 subsets sehingga
tidak beda signifikan.

10.2 Hasil pengujian aktivitas antibakteri secara dilusi.Hasil fraksi etil
asetat daun alpukat (Persea americana Mill.) dilakukan pengujian aktivitas
antibakteri terhadap bakteri Proteus mirabillis ATCC 10975. Seri konsentrasi
yang dibuat adalah 20,83%; 10,41%; 5,20%; 2,6%; 1,3%; 0,65%; 0.32%; 0,16%;
0,008%; 0,004% dengan kontrol positif berupa bakteri uji dalam media BHI, dan
kontrol negatif berupa fraksi etil asetat. Hasil gambar uji aktivitas antibakteri
terhadap bakteri Proteus mirabillis ATCC 10975 secara dilusi dapat dilihat pada
lampiran 8. Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dapat dilihat dari kejernihan
tabung yang menunjukan bahwa pada tabung konsentrasi tertentu dapat
menghambat pertumbuhan bakteri. Konsentrasi Hambat Minimum terhadap
bakteri Proteus mirabillis ATCC 10975 tidak bisa dilihat dari kejernihannya
karena ditutupi oleh kekeruhan dari bagian fraksi yang digunakan. Konsentrasi
Bunuh Minimum (KBM) menunjukkan adanya daya antibakteri fraksi yang dapat
dilihat dari pengujian fraksi terhadap bakteri uji pada tabung kemudian
diinokulasikan pada Mac-Conkey Agar (MCA) dengan tidak adanya pertumbuhan
bakteri Proteus mirabillis ATCC 10975 pada media MCA.

Tabel 12. Hasil uji aktivitas antibakteri fraksi etil asetat daun alpukat terhadap Proteus
mirabillis ATCC 10975

Fraksi Etil Asetat

No. Konsentrasi (% b/v) I M T
1 Kontrol (-) - - -
2 25
3 12,5
4 6,25 -

5 3,12 + + +
6 1,56 + + +
7 0,78 + + +
8 0,39 + + +
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9 0,19 + + +
10 0,09 + + +
11 0,045 + + +
12 Kontrol (+) + + +

Keterangan :

) : Tidak ada pertumbuhan bakteri

(+) : Ada pertumbuhan bakteri

Kontrol (-) . Larutan stok (fraksi)

Kontrol (+) : Suspensi bakteri

Tabung no. 2-11 : Larutan uji dan suspensi bakteri

Tabel 11 dapat dilihat bahwa uji aktivitas antibakteri terhadap Proteus
mirabillis ATCC 10975 dilakukan tiga kali pengulangan dengan konsentrasi
fraksi yang dipakai yaitu 20,83%; 10,41%; 5,20%; 2,6%; 1,3 %; 0,65%; 0.32%;
0,16%; 0,08%; 0,004%. Konsentrasi Bunuh Minimum fraksi etil asetat terhadap
Proteus mirabilis ATCC 10975 adalah 5,2%. Hasil uji dilusi menunjukan bahwa
konsentrasi 5,2% tidak terdapat pertumbuhan bakteri pada replikasi pertama,
kedua, dan ketiga. Pertumbuhan bakteri ditemukan pada konsentrasi 5,2% pada
replikasi pertama, kedua, dan ketiga sehingga dapat disimpulkan Konsentrasi

Bunuh Minimum fraksi etil asetat adalah 6,25%.

11. Hasil identifikasi fraksi paling aktif secara Kromatografi Lapis Tipis
(KLT)

Identifikasi terhadap kandungan kimia dengan uji Kromatografi Lapis
Tipis (KLT) hanya dilakukan pada fraksi etil asetat karena fraksi ini mempunyai
aktivitas antibakteri paling aktif terhadap Proteus mirabillis ATCC 10975.
Identifikasi ini dilakukan untuk mengetahui beberapa senyawa antibakteri yang
terkandung pada fraksi etil asetat.

11.1. Hasil identifikasi flavonoid.Uji kandungan kimia golongan
flavonoid dengan kromatografi lapis tipis menggunakan fase diam silika gel GFs4
dan fase gerak kloroform: etil asetat (6:4) dengan pereaksi semprot amoniak.

golongan senyawa flavonoid

UVs, UV3g6 Sitroborat
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Gambar 11. Hasil identifikasi flavonoid fraksi etil asetat daun alpukat pada fase diam silika
gelGF,s,dan fase gerak kloroform:metanol (2:3)

Keterangan :

S : Sampel

P : kuersetin

Hasil identifikasi menunjukkan bercak senyawa flavonoid pada UVgs4
memberikan peredaman, dan berwarna ungu gelap pada UV3g. Nilai Rf bercak
adalah 0,95 yang sama sama dengan pembanding kuersetin dengan nilai Rf 0,95
sehingga dapat disimpulkan bahwa fraksi etil asetat dari ekstrak etanol daun
alpukat positif mengandung flavonoid dari bercak pada lempeng KLT yang dilihat
pada UVs4, UV3gs pereaksi semprot dan nilai Rf yang hampir sama dengan
pembanding kuersetin.

Mekanisme kerja senyawa flavonoid yang dapat mendenaturasi protein,
yaitu kerusakan struktur tersier protein sehingga protein kehilangan sifat-sifat
aslinya. Terdenaturasinya protein dinding sel Proteus mirabilis akan
menyebabkan kerapuhan pada dinding sel, dan menyebabkan terganggunya proses
metabolisme enzim serta penyerapan nutrisi (Parnoto et al. 2012). Flavonoid
berfungsi sebagai antibakteri dengan cara membentuk kompleks protein yang
mengganggu integritas membran sel bakteri (Julianatina 2008).

11.2. Hasil identifikasi alkaloid. Uji kandungan kimia golongan alkaloid
menggunakan fase diam silika gel GFy4, dan fase geraknya yaitu
klorofrom:etanol (6:4) dengan pereaksi semprot yang digunakan adalah

dragendorf.
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Gambar 12. Hasil identifikasi alkaloid fraksi etil asetat daun alpukat pada fase diam silika
gelGF,s,dan fase gerak kloroform:metanol (2:3)

Keterangan :

S : Sampel

P : Standar (rutin)

Hasil identifikasi menunjukkan bercak senyawa alkaloid pada UVgs4
memberikan warna coklat kehitaman, dan berwarna hijau pada UV3ss . Setelah
lempeng disemprot dengan pereaksi dragendorf terdapat bercak berwarna jingga
yang dapat dilihat secara langsung. Bercak berwarna jingga ini menandakan
adanya senyawa golongan alkaloid pada daun alpukat (Budiman et al. 2010).
Harga Rf yang didapatkan setelah dihitung adalah 0,50. Berdasarkan Harborne
(1987) nilai Rf 0,50 masuk dalam kisaran 12 alkaloid yang paling umum yaitu
0,07 - 0,62 sehingga dapat dinyatakan bahwa fraksi etil asetat dari ekstrak etanol
daun alpukat positif mengandung alkaloid dari bercak pada lempeng KLT yang
dilihat pada UV, dan pereaksi semprot. Menurut Utami (2013) Saponin
merupakan zat aktif yang dapat meningkatkan permeabilitas membran sehingga
terjadi hemolisis sel. Apabila saponin berinteraksi dengan sel bakteri atau jamur
maka bakteri tersebut akan rusak atau lisis.



BAB V
PENUTUP

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa :

Pertama, ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air
dari daun alpukat (Persea americana Mill.) mempunyai aktivitas antibakteri
terhadap bakteri Proteus mirabillis ATCC 10975.

Kedua, fraksi etil asetat dari ekstrak etanol daun alpukat merupakan fraksi
yang paling aktif sebagai antibakteri terhadap Proteus mirabillis ATCC 10975

Ketiga,konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) fraksi etil asetat dari daun
alpukat (Persea americana Mill) terhadap Proteus mirabillis ATCC 10975 adalah
5,20%.

B. Saran

Pertama, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut daun alpukat (Persea
americana Mill) sebagai antibakteri pada bakteri gram negatif yang lain selain
Proteus mirabilis ATCC 10975, seperti Salmonella, Escherichia Coli, dan
Shigella.

Kedua, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk dibuat sediaan yang
dapat dikonsumsi, dan diaplikasikan dalam masyarakat, seperti membuat seidan
tablet, kapsul, dan salep.

Ketiga, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dalam farmakologi dengan
menggunakan hewan uji seperti mecit terhadap fraksi etil asetat dari ekstrak etanol

daun alpukat (Persea americana Mill.) pada Infeksi saluran kemih.
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Lampiranl. Determinasi daun alpukat

@ T Bumt

UPT- LABORATORIUM

E%1

: 257/DETAUPT-LAB/10/II2018
* Surst Keterangan Determinasi Tumbuhan

Menermngkan bahwa :

f

NIM
Fukuitas

- Andreas Hiba M
(20144318 A

: Farmasi Universitas Setia Budi .

Telah mendetermnasikan wmbuhan  APOKAT / Persea americana MilL

Hasil determinasi berdasarkan : Steenis | FLORA

Ib=2b~=3b-4b-6b~7h-9% - 10b-1ib - 12b - 13b - 14b ~ I5b. Golongan & 109b -
119b - 120b - 128 — 129 - 135b - 136b — 139 - 140b - 142b ~ 143b ~ 146b ~ 154b -
155b - 1560 ~ 162b — 163a — 164 ~ 1654 familia 52. Lauracese. 1n - 2aPersea. Persen
americana Mill

§

Pohon, tinggi 3 - 10m.

- Tunggang
. Bulat, percabangan mooopodial, bedayu.
© Duun tunggal, tersebar, bertangksi, berjejal-jejal pada ujung ranting, bulst tehur

memanjang atau elips, ujung runcing, pangkal runcing, lepi rata, seperti kulit,
waktu muda berambut rapat, kemudian gundul, panjang 10,1 - 14,7cm, lebar
sz—s.7qm~w-nmmwmm

. Bunga aktinomorf, berkelamin 2, dalam malai yang bertangkai dan berbunga

banyak, terdapat di dekat ujung ranting Tends bunga ganis tengah | - 1.5 cm,
putih kuning, berbau enak, berambut, dengan tabung pendek dan 6 taju yang
terbentang. 3 taju terluar kecil, benangsari 12 dalam 4 lingkaran, 3 terdalam
direduksi menjadi staminodia. Ruangsari 4. Staminodia oranye atau coklat.

. Buni bentuk bola stau buah peer, panjang 5 — 20 cm, hijan atsu hijau kuning
. Bentuk bola, coklar, garis tengah 2.5 - 5 cm.
. Steenis C.G.G.)., Bloembergen S. Eyma PJ. (1978). FLORA, PT

PradoyaParamita. JI. KebonSirih 46 Jakarta Pusat, 1978,
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Lampiran 2.Foto Tanaman Alpukat(Persea americana Mill.)

Gambar 14.Daun alpukat
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Lampiran 3.Foto ekstrak dan fraksi daun alpukat
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Gambar 16. Fraksinasi ekstrak daun alpukat

Lampiran 4.Alat penelitian

Gambar 17.Alat moisture balance Gambar 18.0ven binder

Gambar 19.Rotary evaporator Gambar 20.Autovortex
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Lampiran 5. Foto uji bebas etanol dan identifikasi kandungan kimia ekstrak
daun alpukat

Gambar 21.Bebas etanol Gambar 22.Flavonoid Gambar 23.Alkaloid
(reagen mayer)

Alkaloid
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(reagen Drandrendrof) Saponin

Lampiran 6. Hasil uji antibakteri ekstrak dan fraksi daun alpukatterhadap
bakteri Proteus mirabilisATCC 10975secara difusi

Gambar 25. Pengujian aktivitas antibakteri secara difusi (replikasi 2)



Gambar 26.Pengujian aktivitas antibakteri secara difusi (replikasi 3)
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Lampiran 7. Hasil uji aktivitas antibakteri fraksi etil asetat daun alpukat
terhadap Proteus mirabilisSATCC 10975secara dilusi

Gambar 28.Inolulasi fraksi etil asetat terhadap Proteus mirabilis ATCC 10975 (replikasi 1)
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Gambar 30.Inolulasi fraksi etil asetat terhadap Proteus mirabilis ATCC 10975 (replikasi 2)
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Gambar 32. Inolulasi fraksi etil asetat terhadap Proteus mirabilis ATCC 10975 (replikasi 3)
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Gambar 33.Inolulasi fraksi etil asetat terhadap Proteus mirabilis ATCC 10975 (replikasi 3)
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Lampiran 8.Hasil uji KLT fraksi teraktif etil asetat dan perhitungan Rf

1. Hasil identifikasi Kromatografi Lapis Tipis (KLT) golongan senyawa

flavonoid
UVas, UV3g6 Sitroborat
S P
S P S P
Keterangan:
S : Sampel
P : Standar

0,95

0,95

2. Hasil identifikasi Kromatografi Lapis Tipis (KLT) golongan senyawa alkaloid

UV2s4

UV366

Dragendorf

> 0,50

T 0,50




Perhitungan Rf

_ Jarak bercak dari awal totolan

Rf : :
jarak elusi
a. Flavonoid
. 6,3
Rf quersetin =—= 0,95
6,6
6,3
Rf sampel =—= 0,95
6,6
b. Alkaloid
. 6,3
Rf quersetin =—= 0,50
6,5

3,3
Rf sampel =-—= 0,50
6,5

)
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Lampiran 9. Hasil perhitungan persentase bobot kering terhadap bobot

basah
Bobot basah (gram) Bobot kering (gram) Rendemen (% b/b)
5000 1760 35,20

Perhitungan bobot kering terhadap bobot basah adalah:

bobot kering (g)
bobot basah (g)

1000 (g)
4000 (g)

% bobot kering = x 100%

% bobot kering = x 100% = 25%

Maka persentase bobot kering terhadap bobot basah adalah 25 %.

Lampiran 10.Perhitungan rendemen ekstrak etanol daun alpukat (Persea
americana Mill.)

Hasil pembuatan ekstrak maserasi daun alpukat

Bobot serbuk (gram) Bobot ekstrak (gram) Rendemen (% b/b)
500 60 12
bobot ekstrak
Rendemen ekstrak etanol = ) x 100%
bobot serbuk (g)
12
=—=5 5 100%
500 g
=12%

Lampiran 11. Perhitungan rendemen fraksi n-heksan dari daun alpukat
(Persea americana Mill.)

Rendemen hasil fraksinasi n-heksan daun alpukat

Bobot ekstrak (gram) Bobot fraksi (gram) Rendemen (% b/b)
10,00 1,13 11,3
10,00 1,12 11,2
10,00 1,13 11,3
Persentase rendemen rata-rata 11,2

_ bobot fraksi (g)
" bobot ekstrak (2

Rendemen fraksi n-heksan X 100%

_1,13¢g
T 10,00g

% Rendemen | X 100% =11.3%
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1,12

% Rendemen II = Ooggx 100% =112 %
1,13

% Rendemen Il = o ooggx 100% =11,3%

Dari ketiga data persentase rendemen di atas, terdapat data yang dicurigai yaitu
11,12%.

Analisis menggunakan rumus sebagai berikut:

R v 2
Rumus SD = ,/M
n-1

Keterangan:

X = persentase

X = rata-rata persentase
n = banyaknya perlakuan
SD = Standar Deviasi

Kriteria penolakan Standar Deviasi adalah |x — )"(| >2 SD, X adalah data yang

dicurigai.
X X d=|x - X| o
11,3 0,1 0,01
11,2 11,2 0 0
11,3 0,1 0,01
¥=0,01
sD _ 0,01
3-1
SD =0,07
2SD =0,14
Rata-rata = w =113

Data ditolak apabila |x — X|>2 SD, yang dicurigai 11,2 —11,3] = 0,1 <2SD
maka data diterima.

Persentase rata-rata rendemen fraksi n-heksan dari daun alpukat adalah

11,3+11,2+11,3
3

=11,2 % b/b
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Lampiran 12.Perhitungan rendemen fraksi etil asetat dari daun alpukat

(Persea americana Mill.)

Rendemen hasil fraksinasi etil asetat daun alpukat

Bobot ekstrak (gram) Bobot fraksi (gram) Rendemen (% b/b)
10,00 1,98 19,8
10,00 1,97 19,7
10,00 1,98 19,8
Persentase rendemen rata-rata 19,8

_ bobot fraksi (g)

- _ 0

Rendemen fraksi etil asetat bobot eketrak (g)x 100%
1,98

% Rendemen | = —=8,100%  =19,8%
10,00 g
1,97

% Rendemen 11 = gx 100% =19,7%
10,00 g
1,98

% Rendemen 11 = & X 100% =19,8%
10,00 g

Dari ketiga data persentase rendemen di atas,

19,7%.

Analisis menggunakan rumus sebagai berikut:

R v 2
Rumus SD = ,/u
n-1

Keterangan:

X = persentase

X = rata-rata persentase
n = banyaknya perlakuan
SD = Standar Deviasi

terdapat data yang dicurigai yaitu

Kriteria penolakan Standar Deviasi adalah |x — X | >2 SD, X adalah data yang

dicurigai.
X X d=|x - X| o
19,8 0 0
19,7 19,8 0,1 0,01
19,8 0 0
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SD = %
V3-1

SD =0,07
2SD =0,14
Rata-rata = m =19,8

Data ditolak apabila |x — X|>2 SD, yang dicurigai 19,8 — 19,7 = 0,1 <2SD
maka data diterima.

Persentase rata-rata rendemen fraksi etil asetat dari daun alpukat adalah
19,8 + 19,7 + 19,8

=19,8% b/b

Lampiran 13.Perhitungan rendemen fraksi air dari daun alpukat (Persea
americana Mill.)

Rendemen hasil fraksinasi air daun alpukat

Bobot ekstrak (gram) Bobot fraksi (gram) Rendemen (% b/b)
10,00 2,78 27,8
10,00 2,78 27,8
10,00 2,77 27,7
Persentase rendemen rata-rata 27,8

_ bobot fraksi (g)

1 N- - 0,
Rendemen fraksi n-heksan bobot olstrak (g)x 100%
% Rendemen | 2758, 100%  =27.8%
10,00 g
2,78
% Rendemen 11 = 2788, 100  =27.8%
10,00 g
2,77
% Rendemen II = =718, 100% = 27.7%
10,00 g

Dari ketiga data persentase rendemen di atas, terdapat data yang dicurigai yaitu
27,8%.

Analisis menggunakan rumus sebagai berikut:

_ g 2
Rumus SD = ,/M
n-1
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Keterangan:

X = persentase

X = rata-rata persentase
n = banyaknya perlakuan
SD = Standar Deviasi

Kriteria penolakan Standar Deviasi adalah |x — X | >2 SD,X adalah data yang

dicurigai.
X X d:| X — )_(| d?
27,8 0 0
27,8 27,8 0 0
27,7 0,1 0,01
$=0,01
D = /0,01
3-1
SD =0,07
2SD =0,14
Rata-rata = —— " = 27,8

Data ditolak apabila |x — X|>2 SD, yang dicurigai 27,8 —27,7| = 0,1 <2SD
maka data diterima.

Persentase rata-rata rendemen fraksi air dari daun alpukat adalah

27,8+ 27,8+ 27,7
3

=27,8 % b/b



Lampiran 14.Pembuatan larutan dengan berbagai konsentrasi

Pembuatan stok difusi

Ekstrak dan fraksi daun alpukat

Pembuatan konsentrasi 25%

68

Ditimbang 1 gram ekstrak atau fraksi dimasukkan ke dalam vial, kemudian
tambahkan DMSO 1% ad 3 mL

Pembuatan stok dilusi

No Konsentrasi V1 C1 V2 C2 Keterangan
(%) (ML) () (mL) (%)

1 50 - - - - 1 mL larutan stok

2 50 - - - - 0,5 mL larutan stok

3 25 0,5 50 1 25 0,5 mL lar. stok + BHI ad 1mL

4 12,5 0,5 25 1 12,5 0,5mL tabung 3+ BHI ad 1 mL

5 6,25 0,5 12,5 1 6,25 0,5mL tabung4 + BHlad 1 mL

6 3,12 0,5 6,25 1 3,12 0,5mL tabung5+ BHlad 1 mL

7 1,56 0,5 3,12 1 1,56 0,5mL tabung 6 + BHI ad 1 mL

8 0,78 0,5 1,56 1 0,78 0,5mL tabung 7 + BHI ad 1 mL

9 0,39 0,5 0,78 1 0,39 0,5mL tabung 8 + BHI ad 1 mL

10 0,19 0,5 0,39 1 0,19 0,5mL tabung 9 + BHI ad 1 mL

11 0,09 0,5 0,19 1 0,09 0,5mL tabung 10 + BHI ad 1 mL
Keterangan :

Tabung 1 = Kontrol (-)
Tabung 3 = Konsentrasi 25%

V1.C1 =V2.C2
V1.50% =1.25%
V1 _ 25%
50%
V1 =05

Tabung 11 dengan konsentrasi 0,09% dipipet 0,5 mL dari tabung 10 ditambah

BHI sampai 1 mL, lalu dihomogenkan dan dibuang 0,5 mL.
Tabung 12 = kontrol (+) suspensi bakteri 0,5 mL + BHI 0,5 mL

Tabung 2 — 11 ditambah suspensi bakteri 0,5 mL
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Lampiran 15.Formulaasi dan pembuatan media

1. Formulasi dan pembuatan Brain Heart Infusion (BHI)

Infus dari otak sapi
Infus dari hati sapi
Protease peptone
Dektrosa

NaCl

Dinatrium fosfate
Aguadestilata ad
pH

200,0 gram
250,0 gram
10,0 gram
2,0 gram
5,0 gram
5,0 gram
1000,0 mL
7,4

Semua bahan dilarutkan dalam aquadestilata sebanyak 1000 mL dipanaskan

sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada suhu

121°C selam 15 menit.

2. Formulasi dan pembuatan Mueller Hinton Agar (MHA)

Beef, dehidrated infusion from  300,0 gram

Casein hydrolysate
Starch

Agar-agar
Aguadestilata ad

17,5 gram
1,5gram
17,0 gram
1000 mL

Semua bahan dilarutkan dalam aquadestilata sampai 1000 mL, dipanaskan

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

C selama 15 menit.

3. Formulasi dan pembuatan Sulfida Indol Mortility (SIM)

Pepton from casein

Pepton from meat
Ammonium Iron (1) citrate
Sodium thiosulfate

Agar-agar

20 gram
6 gram

0,2 gram
0,2 gram
0,2 gram



pH
Aguadestilata ad

70

7,3%0,1
1000 mL

Semua bahan dilarutkan dalam aquadestilata sampai 1000 mL, dipanaskan

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

C selama 15 menit.

Formulasi dan pembuatan Kliger Iron Agar (KIA)

Meat extract

Yeast extract
Peptone from casein
Peptone from meat
Lactose

D(+) glucose
Ammonium iron (I11) citrate
Sodium chloride
Sodium thiosulfate
Phenol red
Agar-agar

pH

Aquadestilata ad

3,0 gram
3,0 gram
15,0 gram
5,0 gram
10,0 gram
1,0 gram
0,5 gram
5,0 gram
0,5 gram
0,024 gram
12,0 gram
74+£0,1
1000 mL

Semua bahan dilarutkan dalam aquadestilata sampai 1000 mL, dipanaskan

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

C selama 15 menit.

Formulasi dan pembuatan Lysine Iron Agar (LIA)

Peptone from maet

Yeast extract

D(+) glucose

L-lysine monohydrochloride
Sodium thioslfate

Ammonium iron (I11) citrate

5,0 gram
3,0 gram
1,0 gram
10,0 gram
0,04 gram
0,5 gram
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Bromocresol purple 0,02 gram
Agar-agar 12,5 gram
pH 6,7+0,1
Agquadestilata ad 1000 mL

Semua bahan dilarutkan dalam aquadestilata sampai 1000 mL, dipanaskan
sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°

C selama 15 menit.

Formulasi dan pembuatan Citrat

Ammonium dihydrogen phosphate 1,0 gram

di-potassium hydrogen phosphate 1,0 gram
Sodium chloride 5,0 gram
Sodium citrate 2,0 gram
Magnesium sulfate 0,2 gram
Bromothymol blue 0,08 gram
Agar-agar 12,0 gram
pH 6,9+0,1
Aqguadestilata ad 1000 mL

Semua bahan dilarutkan dalam aquadestilata sampai 1000 mL, dipanaskan
sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°

C selama 15 menit.

Formulasi dan pembuatan media Pseudomonas Selektif Agar (PSA)
Pepton (pancreatic digest of gelatin) 17 gram

Proteose peptone (meat and casein)3 gram

Lactose monohydrate 10 gram

Bile salts 1,5 gram

Sodium chloride 5 gram

Neutral red 0,03 gram

Crystal Vioelet 0,001 gram

Agar 13,5 gram
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Cara pembuatan :

1.
2.

Ditimbang bahan media MCA 45,3 gram

Dimasukan ke dalam erlemenyer kemudian ditambah akuadest sampai
volume 1 literl

Dipanaskan medium sampai larut sempurna dengan menggunakan hot
plate, biarkan mendidih selama 3 menit. Perlakuan pemanasan harus
disertai agitasi (pengadukan)

Dibagikan dalam tabung reaksi secara aseptis, tiap tabung sebanyak 10 ml.

Sumbatlah mulut tabung dengan kapas sampai rapat



73

NPar Tests
Descriptive Statistics
N Mean Std. Deviation Minimum Maximum
Ekstrak etanol, fraksi n-
heksan, fraksi etil asetat, 15 3,00 1,464 1 5
fraksi air, amoksisilin
DIAMETER 15 23,40 6,749 11 33
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
Ekstrak etanol,
fraksi n- heksan,
fraksi etil asetat,
fraksi air,
amoksisilin DIAMETER
N 15 15
Normal Parameters(a,b) Mean 3,00 23,40
Std. Deviation 1,464 6,749
Most Extreme Differences Absolute 153 172
Positive ,153 172
Negative -,153 -,152
Kolmogorov-Smirnov Z 592 ,667
Asymp. Sig. (2-tailed) ,875 ,765
a Test distribution is Normal.
b Calculated from data.
Oneway
Descriptives
DIAMETER
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Std. Lower Upper
N | Mean | Deviation Error Bound Bound Minimum | Maximum
Ekstrak etanol | 4 16 33 5,033 2,906 3,83 28,84 11 21
50%
Fraksi n-
heksan 50% 3] 21,00 6,557 | 3,786 4,71 37,29 15 28
fraksi etil
asetat 50% 327,33 2,082 1,202 22,16 32,50 25 29
Fraksi air 50% | 3 | 20,00 1,000 577 17,52 22,48 19 21
amoksisilin 313233 1,155 667 29,46 35,20 31 33
Total 15 | 23,40 6,749 1,742 19,66 27,14 11 33




Test of Homogeneity of Variances
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DIAMETER
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
2,596 4 10 ,101
ANOVA
DIAMETER
Sum of
Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 487,600 4 121,900 8,127 ,003
Within Groups 150,000 10 15,000
Total 637,600 14
Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
Dependent Variable: DIAMETER
(I) Ekstrak (J) Ekstrak 95% Confidence
etanol, fraksi | etanol, fraksi Interval
n- heksan, n- heksan,
fraksi etil fraksi etil
asetat, fraksi | asetat, fraksi Mean
air, air, Difference | Std. Lower Upper
amoksisilin amoksisilin (1-J) Error Sig. Bound Bound
Tukey HSD Ekstrak Fraksi n-
etanol 50% heksan 50% -4.67 | 3,162 598 -15,07 574
fraksi etil
asetat 50% -11,00(*) | 3,162 ,037 -21,41 -,59
Fraksi air
50% -3,67 | 3,162 773 -14,07 6,74
Amoksisilin -16,00(*) | 3,162 | ,003 -26,41 -5,59
Fraksi n- Ekstrak
heksan 50%  etanol 50% 467 3,162 ,598 -5.74 15,07
fraksi etil
asetat 50% -6,33 | 3,162 ,330 -16,74 4,07
Fraksi air
50% 1,00 | 3,162 ,997 -9,41 11,41
Amoksisilin -11,33(*) | 3,162 | ,032| -21,74 -,93
fraksi etil Ekstrak "
asetat 50% etanol 50% 11,000 | 3,162 037 59 2141
Fraksi n-
heksan 50% 6,33 | 3,162 ,330 -4,07 16,74
Fraksi air
50% 7,33 | 3,162 ,216 -3,07 17,74
Amoksisilin -5,00 | 3,162 | ,539| -1541 5,41
Fraksi air Ekstrak
50% etanol 50% 3,67 | 3,162 773 -6,74 14,07
Fraksi n-
heksan 50% -1,00 | 3,162 ,997 -11,41 9,41
fraksi etil
asetat 50% -7,33 | 3,162 ,216 -17,74 3,07
Amoksisilin -12,33(*) | 3,162 | ,019 -22,74 -1,93
amoksisilin Ekstrak .
etanol 50% 16,00(*) | 3,162 ,003 5,59 26,41




Bonferroni

Ekstrak
etanol 50%

Fraksi n-
heksan 50%

fraksi etil
asetat 50%

Fraksi air
50%

amoksisilin

Fraksi n-
heksan 50%
fraksi etil
asetat 50%
Fraksi air
50%

Fraksi n-
heksan 50%
fraksi etil
asetat 50%
Fraksi air
50%
Amoksisilin

Ekstrak
etanol 50%
fraksi etil
asetat 50%
Fraksi air
50%
Amoksisilin

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

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

11,33(%)
5,00
12,33(*)
-4,67
-11,00

-3,67
-16,00(*)
4,67

-6,33

1,00
-11,33(*)
11,00

6,33

7,33
-5,00
3,67

-1,00

-7,33
-12,33(*)
16,00(*)

11,33(%)
5,00

12,33(*%)

* The mean difference is significant at the 0.05 level.

3,162
3,162
3,162
3,162
3,162

3,162
3,162
3,162

3,162

3,162
3,162
3,162

3,162

3,162
3,162
3,162

3,162

3,162
3,162
3,162

3,162
3,162

3,162

,032
,539
,019
1,000
,059

1,000
,005
1,000

,730

1,000
,050
,059

,730

428
1,000
1,000

1,000

,428
,030
,005

,050
1,000

,030

-5,41

1,93
15,99
22,33

14,99
27,33
-6,66

17,66

10,33
22,66
-,33

-4,99

-3,99
16,33
-7,66

12,33

18,66
23,66
4,67

-6,33

1,01

75

21,74
15,41
22,74
6,66
.33

7,66
-4,67
15,99

4,99

12,33
-,01
22,33

17,66

18,66
6,33
14,99

10,33

3,99
-1,01
27,33

22,66
16,33

23,66
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Homogeneous Subsets

DIAMETER

Ekstrak etanol, Subset for alpha = 0.05

fraksi n- heksan,

fraksi etil asetat,

fraksi air,

amoksisilin N 1 2 3
Tukey HSD(a) Ekstrak etanol 50% 3 16,33

Fraksi air 50% 3 20,00 20,00

Fraksi n- heksan

50% 3 21,00 21,00

fraksi etil asetat

50% 3 27,33 27,33

amoksisilin 3 32,33

Sig. ,598 ,216 ,539

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

Means Plots

40

30+

209

10
Ekstrak etanol 50% fraksi etil asetat 5 amoksisilin
Fraksi n- heksan 50% Fraksi air 50%

Ekstrak etanol, fraksi n- heksan, fraksi etil asetat,



