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INTISARI

SARIANGGARI, D., 2017, AKTIVITAS ANTIBAKTERI FRAKSI n-
HEKSANA, ETIL ASETAT DAN AIR EKSTRAK ETANOL 70% DAUN
BAYAM MERAH (Amaranthus tricolor L.) TERHADAP Shigella dysenteriae
ATCC 9361 DENGAN METODE DIFUSI, SKIRPSI, FAKULTAS
FARMASI, UNIVERSITAS SETIA BUDI, SURAKARTA.

Daun bayam merah (Amaranthus tricolor L.) adalah tanaman yang secara
empiris berkhasiat sebagai obat nyeri perut atau diare. Kandungan kimia daun
bayam merah adalah flavonoid, alkaloid saponin dan polifenol. Penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui aktivitas fraksi n-heksana, etil asetat, air dan ekstrak
etanolik daun bayam merah (Amaranthus tricolor L.) sebagai antibakteri terhadap
Shigella dysenteriae ATCC 9361

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode maserasi
dengan pelarut ekstraksi etanol 70% dilanjutkan dengan fraksinasi dengan pelarut
n-heksana, etil asetat dan air. Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode
difusi. Konsentrasi yang digunakan adalah 25%, 50%, dan 75%. Data yang
diperoleh diolah dengan analisis statistik Analysis of Variance (ANOVA) dengan
metode satu jalur, sehingga didapat hasil signifikansi dari data tersebut.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada konsentrasi 25%, 50%, dan
75% fraksi etil asetat memiliki daya hambat yang paling aktif dibandingkan fraksi
n-heksana dan air yaitu pada konsentrasi 50% terhadap bakteri Shigella
dysenteriae ATCC 9361 dengan diameter hambat sebersar 17,67 mm £SD 0,57.

Kata kunci: antibakteri, Shigella dysenteriae, daun bayam merah (Amaranthus
tricolor L.)

XV



ABSTRACT

SARIANGGARI, D., 2017, ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF RED
SPINACH LEAF (Amaranthus tricolor L.) N-HEXANE, ETHYL ACETAT
AND WATER FRACTION AGAINST Shigella dysenteriae ATCC 9361
METHOD OF DIFFUSION, THESIS, FACULTY OF PHARMACY, SETIA
BUDI UNIVERSITY, SURAKARTA.

Red spinach leaf (Amaranthus tricolor L.) is a plant which empirically
efficacious as drug abdominal pain or diarrhea. Red spinach leaf chemical
constituents are flavonoids, alkaloids, saponins and polyphenols. The research
was conducted to determine the fraction activity n-hexane, ethyl acetate, water
and ethanolic extract of red spinach leaf (Amaranthus tricolor L.) as antibacterial
against Shigella dysenteriae ATCC 9361

The method was used in this research is the method maceration with 70%
ethanol extraction solvent followed by solvent fracination n-hexane, ethyl acetate
and water. Antibacterial activity test perfomed by the diffusion method. The
consentration was used is 25%, 50% and 75%. The data obtained were processed
with statistical analysis Analysis of Variance (ANOVA) with a one-track method,
so the significance of the results obtained from these data.

The results showed that at concentration 25%, 50%, dan 75% ethyl
acetate fraction had the most active inhibition power compared to n-hexane dan
water fractions that is at 50% concentratiton against Shigella dysenteriae ATCC
9361 bacteria with inhibitory diameter Of 17,67 mm =SD 0,57.

Keywords: antibacterial, Shigella dysenteriae, red spinach leaf (Amaranthus
tricolor L.)
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Penyakit infeksi merupakan ancaman yang sangat besar untuk umat
manusia. Infeksi ditimbulkan karena adanya agen infeksius yang menyerang
tubuh manusia, baik secara langsung maupun melalui perantara. Agen infeksius
dapat berupa bakteri, virus, jamur, dan parasit (Arias 2003). Perbedaan dari
masing-masing agen infeksius bakteri, virus, jamur, dan parasite dapat dilihat dari
morfologi dan struktur anatominya.

Disentri merupakan suatu infeksi akut radang colon yang disebabkan
kuman genus Shigella. Disentri ditularkan secara oral melalui air, makanan, lalat
yang tercemar oleh pasien. Penyakit ini berlangsung dari beberapa jam sampai
tiga hari. Adapun gejala yang timbul yaitu defekasi sedikit-sedikit, sakit perut
dengan rasa kolik, mejan, muntah-muntah dan sakit kepala (Noer et al. 1996).

Masalah diare di Indonesia sering terjadi dalam bentuk Kejadian Luar
Biasa (KLB). KLB diare sering terjadi terutama di daerah yang pengendalian
faktor risikonya masih rendah. Cakupan perilaku higienis dan sanitasi yang rendah
sering menjadi faktor risiko terjadinya KLB diare (Depkes 2011). KLB diare pada
tahun 2013 terjadi di 6 provinsi dengan penderita terbanyak terjadi di Jawa
Tengah yang mencapai 294 kasus. Sedangkan angka kematian akibat KLB diare
tertinggi terjadi di Sumatera Utara yaitu sebesar 11,76%. CFR diare yang terjadi
di Sumatera Utara Tahun 2013 mengalami kenaikan dibandingkan Tahun 2012,
yaitu dari 1,22% menjadi 11,76% (Depkes 2013). Dinas Kesehatan Kota Sibolga
mencatat sebanyak 2150 masyarakat yang mengalami diare selama tahun 2010.
Pada tahun 2011-2013 penderita diare di sibolga mengalami penurunan masing-
masing tiap tahun menjadi 1737, 1712, dan 1307 orang. Akan tetapi pada tahun
2014, jumlah penderita diare kembali meningkat menjadi 1572 orang. (Dinkes
Sibolga 2014).

Di Indonesia dari 2.812 pasien diare yang disebabkan bakteri yang datang
kerumah sakit dari beberapa provinsi penyebab terbanyak adalah Vibrio cholerae,



diikuti dengan Shigella spp, Salmonella spp, Vibrio Parahaemoliticus, Salmonella
typhi, Campylobacter Jejuni, Vibrio Cholera non-01, dan Salmonella paratyphi A.
Diare yang muncul sering bercampur darah. Banyak Shigella dysenteriae
mengalami resisten terhadap antibiotik antara lain disebabkan oleh penggunaan
antibiotik yang tidak tepat (Todarr 2009).

Shigella dapat menular melalui makanan, jari-jari tangan, feses, dan lalat
dari orang yang terinfeksi ke orang normal. Kebanyakan penyakit ini terjadi pada
umur 1-10 tahun dan menjadi suatu masalah kesehatan yang sangat penting untuk
diperhatikan, karena pada penyakit ini penderita dapat mengalami diare yang
hebat hingga 20-30 kali sehari yang dapat mengakibatkan penderita kehilangan
cairan tubuh dan bila tidak segera diatasi dehidrasi tersebut akan dapat
mengakibatkan terjadinya kematian (Jawetz et al. 2005).

Shigella dysenteriae merupakan salah satu bakteri penyebab disentri.
Shigella dysenteriae menghasilkan endotoxin sebagai penyebab iritasi dinding
usus. Penyakit yang ditimbulkan oleh bakteri ini adalah disentri basilar dengan
gejala sakit perut, nyeri, diare dan demam, tinja encer mengandung lendir dan
darah (Suryono 1995).

Salah satu pengobatan penyakit yang disebabkan oleh infeksi bakteri yaitu
dengan pemberian antibiotik. Perkembangan resistensi Shigella dysenteriae
terhadap antibiotik semakin meluas sehingga untuk pengobatannya diperlukan
alternatif lain (Harun 2009). Menurut Laporan World Health Organization (2005),
bakteri genus Shigella resisten terhadap multi antibiotik sebagai akibat pemakaian
antibiotik yang tidak tepat. Oleh karena itu sudah banyak ditemukan bakteri
Shigella dysenteriae yang resisten terhadap banyak antibiotik, maka dalam
penelitian ini digunakan obat dari tanaman tradisional untuk diuji aktivitas
antibakterinya. Tanaman obat sering dipilih sebagai alternatif dalam pengobatan
karena lebih mudahditemukan dan digunakan oleh masyarakat.

Secara tradisional, bayam merah (Amaranthus tricolor L.) dapat
meningkatkan kerja ginjal dan melancarkan pencernaan, selain itu akar dari
bayam merah berkhasiat sebagai obat disentri. Bayam termasuk sayuran berserat

yang dapat digunakan untuk memperlancar proses buang air besar. Makanan



berserat sangat dianjurkan untuk dikonsumsi oleh penderita kanker usus besar,
penderita kencing manis (diabetes mellitus), kolesterol atau darah tinggi, dan
menurunkan berat badan (Dalimartha 2000).

Di masyarakat daun bayam merah biasanya digunakan secara turun-
temurun untuk melancarkan ASI, penurun tekanan darah, penambah darah
(Trihardjana 2007) serta dapat digunakan sebagai antibakteri (Kusmiati 2014).

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan Amaranthus tricolor L.
memiliki penghambatan spesifik salah satu bakteri yang diuji yaitu Bacillus
cereus dengan menggunakan metode mikrodilusi, konsentrasi hambat minimum
(MIC) pada konsentrasi 20 mg / mL (Aziz et al 2011).

Berdasarkan permasalahan tersebut, penulis terpacu untuk melakukan
penelitian tentang daun bayam merah sebagai antibakteri. Uji aktivitas antibaklteri
terhadap Shigella dysenteriae ini dilakukan dengan metode difusi dan
menggunakan metode maserasi. Fraksinasi ekstrak etanol daun bayam merah
bertujuan untuk menarik senyawa kimia yang diinginkan mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Shigella dysenteriae. Berbagai pelarut yang digunakan yaitu

etanol 70 %, n-heksana, etil asetat, dan air.

B. Perumusan Masalah
Perumusan masalah dalam penelitian ini adalah:

Pertama, apakah ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat, dan air daun
bayam merah (Amaranthus tricolor L) mempunyai aktivitas antibakteri terhadap
Shigella dysenteriae ATCC 93617

Kedua, dari ketiga fraksi dan ekstrak daun bayam merah (Amaranthus
tricolor L) tersebut manakah yang memiliki aktivitas antibakteri paling aktif
dalam menghambat Shigella dysenteriae ATCC 9361?



C. Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan pertama, untuk mengetahui dan membuktikan
aktivitas antibakteri ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat dan air dari daun
bayam merah (Amaranthus tricolor L) terhadap Shigella dysenteriae ATCC 9361.
Kedua, untuk mengetahui aktivitas antibakteri yang paling aktif di antara
fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dari ekstrak etanol daun bayam merah
(Amaranthus tricolor L) dalam menghambat Shigella dysenteriae ATCC 9361.

D. Kegunaan Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi, wawasan dan
ilmu pengetahuan serta berguna bagi seluruh masyarakat tentang aktivitas daun
bayam merah (Amaranthus tricolor L) sebagai antibakteri khususnya terhadap
bakteri Shigella dysenteriae ATCC 9361, sehingga dapat digunakan sebagai obat
tradisional yang mudah penggunaannya, efektif, murah serta mudah dicari dan
dapat dikembangkan sebagai fitofarmaka. Bagi peneliti diharapkan dapat
memberikan bukti ilmiah tentang manfaat fraksi dari ekstrak etanol daun bayam
merah (Amaranthus tricolor L) sebagai antibakteri terhadap Shigella dysenteriae
ATCC 9361.



BAB |1
TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Bayam Merah
1. Sistematika tanaman
Menurut Klasifikasi dalam tata nama (sistematika) tumbuhan, tanaman

bayam merah termasuk ke dalam :

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Super Divisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida

Sub Class : Hamamelidae

Ordo : Caryphyllales

Familia : Amaranthaceae

Genus : Amaranthus

Species : Amaranthus tricolor L. (Saparinto 2013).

2. Nama lain
Nama daerah
Jakarta : bayam glatik, bayam putih, bayam merah. Jawa : bayem abrit, bayam
lemah, bayam ringgit, bayam sekul, bayam siti. Maluku: jawa lufife, tona
magaahu, hohoruitoka tokara, bayam roriha, loda kohori.
Nama asing
Chinese spinach (1)
Nama simplisia
Amaranthi tricoloris Folium (daun bayam), Amaranthi tricoloris Radix (akar
bayam).
3. Etiologi dan penyebarannya

Di Asia Timur dan Asia Tenggara, bayam sayur biasa disebut Chinese
amaranth. Tanaman bayam berasal dari Amerika, mudah tumbuh dan tersebar di

daerah tropis dan sub tropis di seluruh dunia. Di Indonesia sendiri bayam dapat



tumbuh sepanjang tahun dan ditemukan pada ketinggian 5 — 2.000 m dpl, tumbuh
di daerah panas dan dingin, tetapi tumbuh lebih subur di dataran rendah pada
lahan terbuka yang udaranya agak panas. Ditingkat konsumen, dikenal dua
macam bayam sayur, yaitu bayam petik dan bayam cabut. Bayam petik berdaun
lebar dan tumbuh tegak dengan batang yang besar hingga dua meter (Saparinto
2013).
4. Morfologi tanaman

Tanaman bayam merah memiliki ciri berdaun tunggal, ujungnya
meruncing, lunak, dan lebar. Batangnya lunak dan berwarna putih kemerah-
merahan. Bunga bayam merah ukurannya kecil muncil dari ketiak daun dan ujung
batang pada rangkaian tandan. Buahnya tidak berdaging, tetapi bijinya banyak,
sangat kecil, bulat, dan mudah pecah. Tanaman ini memilki akar tunggang dan
berakar samping. Akar sampingnya kuat dan agak dalam. Tanaman ini berbentuk
perdu atau semak. Bayam merah memiliki banyak manfaat karena mengandung
vitamin A dan C, sedikit vitamin B, kalsium, fospor, dan besi (Sunarjono 2014).
5. Khasiat dan sifat

Tanaman bayam secara umum dapat meningkatkan kerja ginjal dan

memperlancar pencernaan. Akar bayam merah berkhasiat sebagai disentri. Bayam
termasuk sayuran berserat yang dapat digunakan untuk memperlancar proses
buang air besar. Makanan berserat sangat dianjurkan untuk dikonsumsi oleh
penderita kanker usus besar, kencing manis (diabetes melitus), kolesterol, darah
tinggi, dan kegemukan (Dalimarta 2000). Hasil penelitian menegaskan potensi
terapi daun Amaranthus tricolor untuk penemuan senyawa antibakteri mampu
menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Bacillus megaterium, Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris
(Sowjanya Pulipati et al. 2014)
6. Kandungan kimia

Menurut Latief (2012), daun bayam terkenal sebagai sayuran dengan
sumber zat besi (Fe). Selain itu, bayam mengandung antioksidan, seperti

karotenoid, polifenol, dan flavonoid (kuersetin). Menurut Dalimartha (2004),



selain mengandung zat besi yang berguna bagi penderita anemia, bayam juga
mengandung vitamin (A, B, dan C), kalium, dan kalsium.

Flavonoid dan polifenol pada penelitian sebelumnya diduga bisa
memberikan efek laksatif. Komponen tersebut secara signifikan dapat menambah
pengeluaran feses dan menstimulasi motilitas saluran cerna (Jeevanandhan 2013).

6.1. Flavonoid. Flavonoid adalah senyawa yang terdapat dalam tumbuhan
terikat pada gula sebagai glikosida dan aglikon flavonoid yang mungkin saja
terdapat dalam satu tumbuhan dalam beberapa bentuk kombinasi glikosida, larut
dalam air. Flavonoid terdapat dalam tumbuhan sebagai campuran, jarang sekali
dijumpai hanya flavonoid tunggal dalam jaringan tumbuhan (Harbone 2006).
Senyawa flavonoid merupakan golongan senyawa fenol, mekanisme kerjanya
dengan mendenaturasikan protein sel dan merusak membran sel mikroorganisme.
Substansi yang dapat mendenaturasikan protein dan merusak sel tanpa dapat
diperbaiki lagi sehingga pertumbuhan mikroba terhambat (Gunawan & Mulyani
2004).

6.2. Saponin. Saponin adalah senyawa aktif permukaan yang kuat,
menimbulkan busa jika dikocok dalam air dan pada konsentrasi yang rendah
sering menyebabkan hemolisis sel darah merah. Terdapat dua jenis saponin yaitu
triterpenoid alkohol, dan glikosida struktur steroid tertentu yang mempunyai
rantai samping spiroketal. Saponin bersifat spermisida, antimikroba,
antiperadangan, dan memiliki aktivitas sitotoksik (Tjay & Rahardja 2002).

6.3. Alkaloid. Alkaloid merupakan senyawa zat tumbuhan sekunder yang
terbesar. Pada umumnya alkaloid mencakup senywa yang bersifat basa yang
mengandung satu atau lebih senywa nitrogen, biasanya dalam gabungan sebagai
bagian dari sistema siklik. Alkaloid tidak memiliki warna, bersifat optis aktif,
kebanyakan berbentuk kristal tetapi hanya sedikit yang berupa cairan pada suhu
kamar (Harbone 1987). Kemampuan senyawa alkaloid sebagai antibakteri
dilakukan dengan menggunakan komponen penyusun peptidoglikan pada sel
bakteri, sehingga lapisan sel bakteri tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan

kematian sel pada bakteri tersebut (Alamsyah & Kurniawan 2014).



6.4. Polifenol. Polifenol merupakan kelompok zat kimia yang aktif
sebagai antiseptic yang bekerja menghambat pertumbuhan mikroorganisme
dengan mendenaturasi protein sel dan membrane sel (Robinson 1995). Polifenol
memiliki spektrum luas dengan sifat kelarutan pada pelarut yang berbeeda-beda.
Hal ini disebabkan oleh gugus hidroksil pada senyawa tersebut berbeda jumlah
dan posisinya. Fitokimia plifenol banyak terdapat pada buah-buhan dan sayur-
sayuran hijau. Penelitian pada hewan dan manusia menunjukkan bahwa polifenol
dapat mengatur kadar gula darah seperti antikanker, antioksidan, dan antimikroba
(Lenny 2006).

B. Simplisia

1. Pengertian simplisia

Simplisia merupakan hasil proses sederhana dari herba tanaman obat yang
banyak digunakan sebagai bahan baku industri obat, sementara ekstrak merupakan
hasil proses semi modern dengan kandungan bahan aktif lebih tinggi dari bahan
mentah asalnya. Pembuatan simplisia dengan cara pengeringan dimaksudkan
untuk menurunkan kandungan air dalam bahan (Ma’mun et al. 2006). Jika kadar
air dalam bahan masih tinggi dapat mendorong enzim mendorong enzim
melakukan aktifitasnya mengubah kandungan kimia yang ada dalam bahan
menjadi produk lain yang mungkin tidak lagi memiliki efek farmakologi seperti
senyawa aslinya. Hal ini tidak akan terjadi jika bahan yang telah dipanen segera
dikeringkan sehingga kadar airnya rendah. Beberapa enzim perusak kandungan
kimia yang telah lama dikenal antara lain hidrolase, oksidase, polymerase
(Prasetyo & Inoriah 2013)
2. Pengeringan dan pencucian simplisia

Pencucian dilakukan untuk memisahkan kotoran atau bahan asing lainnya
dari bahan simplisia. Pencucian dilakukan dengan air bersih. Bahan simplisia
yang mengandung zat yang mudah larut dalam air, pencucian agar dilakukan
dalam waktu yang sesingkat mungkin (Prastowo 2013).

Tujuan pengeringan adalah untuk mendapatkan simplisia yang tidak
mudah rusak, sehingga dapat disimpan dalam waktu yang lebih lama. Penurunan



mutu atau perusakan simplisia dapat dicegah dengan mengurangi kadar air dan
menghentikan reaksi enzimatik. Reaksi enzimatik tidak akan berlangsung bila
kadar air dalam simplisia kurang dari 10%. Proses pengeringan sudah dapat
menghentikan proses enzimatik dalam sel bila kadar airnya dapat mencapai
kurang dari 10% (Prastowo 2013).

Menurut Pramono (2005) jika kadar air dalam bahan masih tinggi dapat
memicu enzim melakukan aktivitasnya mengubah kandungan kimia yang ada
dalam bahan menjadi produk lain yang mungkin tidak lagi memiliki efek
farmakologi seperti senyawa aslinya. Hal ini tidak akan terjadi jika bahan yang
telah dipanen segera dikeringkan sehingga kadar airnya rendah. Beberapa enzim
perusak kandungan kimia yang telah lama dikenal antara lain hidrolase, oksidase,

dan polimerase.

C. Metode Penyarian
1. Ekstraksi

Ekstrak adalah sediaan kental yang diperoleh dengan mengekstraksi
senyawa aktif dari simplisia nabati atau hewani menggunakan pelarut yang sesuali,
kemudian semua atau hamper semua pelarut diuapkan dan massa atau serbuk yang
tersisa diperlakukan sedemikian hingga memenuhi baku yang telah ditetapkan
(Depkes RI 2000). Pemilihan pelarut sangat penting dalam proses ekstraksi
sehingga bahan berkhasiat yang akan ditarik dapat tersari sempurna (Farouq
2003).

Ekstrak tumbuhan obat yang dibuat dari simplisia nabati dapat dipandang
sebagai bahan awal, bahan antara atau bahan produk jadi. Ekstrak sebagai bahan
awal dianalogkan dengan komoditi bahan baku obat ynag dengan teknologi
fitofarmasi diproses menjadi produk jadi. Ekstrak sebagai bahan antara berarti
masih menjadi bahan yang dapat diproses lagi menjadi fraksi-fraksi, isolate
senyawa tunggal atau sebagai campuran dengan ekstrak lain. Ekstrak sebagai
produk jadi berarti ekstrak yang berada dalam sediaan obat jadi siap digunakan
oleh penderita (Depkes 2000).
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2. Maserasi

Metode ekstraksi maserasi adalah proses pengekstrakan simplisia dengan
menggunakan pelarut dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada
suhu kamar (Indraswari 2008). Metode ekstraksi maserasi dipilih karena memiliki
banyak keuntungan dibandingkan metode ekstraksi lainnya. Keuntungan utama
metode ekstraksi maserasi yaitu prosedur dan peralatan yang digunakan
sederhana, metode ekstraksi maserasi tidak memerlukan pemanasan sehingga
bahan alam tidak terurai. Ekstraksi dingin memungkinkan banyak senyawa
terekstraksi, meskipun beberapa senyawa memiliki kelarutan terbatas dalam
pelarut ekstraksi pada suhu kamar (Istigomah 2013).

3. Fraksinasi

Fraksinasi adalah suatu cara untuk memisahkan golongan utama,
kandungan satu dari golongan utama lainnya berdasarkan polaritas. Jumlah dan
jenis senyawa yang telah dipisahkan akan terjadi fraksi yang berbeda. Senyawa
yang bersifat nonpolar akan masuk ke pelarut nonpolar, senyawa semi polar akan
masuk ke pelarut semi polar, sedangkan yang bersifat polar akan masuk ke pelarut
polar. Keuntungan fraksinasi adalah diperolehnya isolate atau senyawa yang lebih
spesifik terhadap polaritas pelarut yang digunakan (Harbone 2007).

4. Cairan penyari untuk ekstraksi

4.1. Etanol. Etanol dapat melarutkan alkaloid basa, minyak menguap,
glikosida, kumarin, flavonoid, antrakuinon, steroid, dan klorofil. Lemak, malam,
tanin, dan saponin hanya sedikit larut. Etanol dipertimbangkan sebagai larutan
penyari karena lebih selektif, kapang dan kuman kulit tidak dapat tumbuh dalam
etanol 20% ke atas, tidak beracun, netral, absorbsinya baik, etanol dapat
bercampur dengan air pada skala perbandingan, panas diperlukan lebih sedikit
(Depkes 1986).

4.2. n-heksana. Pelarut n-heksana merupakan pelarut nonpolar berupa
cairan jenih, tidak berwarna, dapat bercampur dengan etanol, mudah menguap,
mudah terbakar, dan mempunyai bau seperti eter lemah atau bau seperti
petroleum, praktis tidak larut dalam air, larut dalam etanol. n-heksana dapat

melarutkan senyawa-senyawa nonpolar, misalnya golongan kandungan kimia
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minyak atsiri, lemak, dan asam lemak tinggi, steroid dan triterpenoid, dan
korotenoid (Tiwari et al.2011)

4.3. Etil asetat. Etil asetat merupakan palarut yang mudah diuapkan, tidak
higroskopis, dan memiliki toksisitas rendah (USP 2007; Rowe et al. 2009;
Wardhani dan Sulistyani 2012). Etil asetat bersifat semi polar sehingga mampu
menarik senyawa aglikon maupun glikon flavonoid. Etil asetat dapat digunakan
sebagai pelarut karena dapat menarik senyawa golongan alkaloid, flavonoid,

saponin, tannin, polifenol, dan triterpenoid (Putri et al. 2013).

4.4. Air. Air adalah pelarut universal, digunakan untuk ekstrak tanaman
dengan produk aktivitas antimikroba. Air digunakan sebagai penyari karena
murah, mudah diperoleh, stabil, tidak mudah menguap, tidak mudah terbakar,
tidak beracun dan alamiah. Air melarutkan minyak menguap, glikosida, flavonoid,
tanin, gula, gom, pati, protein, enzim, lilin, pectin, zat warna dan asam organik.
Penggunaan air sebagai cairan penyari kurang menguntungkan karena zat ikut
tersari sehingga zat lain yang tidak diperlukan mengganggu proses penyarian
(Depkes 1986 ; Tiwari et al. 2011).

D. Shigella dysenteriae
1. Sistematika bakteri.
Sistematika bakteri Shigella dysenteriae menurut Raharja (2006), adalah
sebagai berikut :

Kingdom : Bacteria

Class : Gamma Proteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Famili : Enterobacteriacceae
Genus : Shigella

Species : Shigella dysenteriae

2. Morfologi dan sifat.
Shigella dysenteriae merupakan bakteri gram negatif yang tipis atau

ramping, tidak berkapsul, dan tidak membentuk spora, bentuk Coccobacilli terjadi
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pada pembenihan muda. Bakteri ini merupakan salah satu bakteri fakultatif
anaerob, tetapi dapat tumbuh dengan baik secara aerob. Koloni Shigella
berbentukcembung, bundar, transparan dengan diameter kira-kira 2 mm dalam 24
jam. Semua Shigella memfermentasikan glukosa. Shigella membentuk asam dari
karbohidrat tetapi jarang memproduksi gas. Shigella dysenteriae ditemukan pada
tahun 1896 oleh ahli mikrobiologi Jepang, Kiyoshi Shiga. Ini adalah pertama di
spesies untuk ditemukan, sekarang ada tiga orang lain yang berbagi genus: Sonnei
boydii, flexneri. Shigella adalah Gram-negatif, batang (bacillus) berbentuk, non-
motil, tidak membentuk spora, bakteri anaerob fakultatif yang tidak capsulated.
Bakteri ini mampu bertahan hidup lingkungan yang terkontaminasi serta
keasaman saluran gastro-intestinal manusia.
3. Toksin

Shigella dysenteriae dapat menyebabkan penyakit disentri basilar. Disentri
basilar adalah infeksi usus besar oleh bakteri pathogen genus Shigella. Shigella
dysenteriae merupakan penyebab penyakit yang paling ganas dan menimbulkan
epidemic hebat di daerah tropis dan subtropics (Soedarto, 1996). Pengobatan
infeksi dapat digunakan dengan antibiotik yang telah diresepkan secara luas
seperti pada saat sekarang ini (Gould & Brooker, 2003).
4. Patogenesis

Shigellosis disebut juga disentri basiler, disentri sendiri artinya salah satu
dari berbagai gangguan yang ditandai dengan peradangan usus, terutama kolon
dan disertai nyeri perut, tenesmus dan buang air besar yang sering mengandung
darah dan mucus. Habitat alamiah bakteri disenteri adalah usus besar manusia,
tempat tersebut dapat menyebabkan disentri basiler. Infeksi Shigella dysenteriae
praktis selalu terbatas pada saluran pencernaan, dan invasi bakteri ke dalam darah
sangat jarang. Shigella dysenteriae menimbulkan penyakit yang sangat menular
dengan dosis infektif dari bakteri. Shigella dysenteriae adalah kurang dari 10°
organisme dan merupakan golongan Shigella sp yang cenderung resisten terhadap
antibiotic (Jewetz et al 2005).
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5. Pengobatan

Shigella dysenteriae memproduksi eksotoksin tidak tahan panas dan
mempengaruhi saluran pencernaan dan susunan syaraf pusat. Eksotoksin
merupakan enterotoksin yang dapat menimbulkan diare. Infeksi Shigella sangat
menular, untuk menimbulkan infeksi diperlukan dosis kurang dari 10° organisme
(Jawetz et al 2005). Terapi dengan rehidrasi yang adekuat secara oral atau
intravena, tergantung dari keparahan penyakit. Terapi antimikroba diberikan
untuk mempersingkat berlangsungnya penyakit dan penyebaran bakteri.
Trimetoprim-sulfametoksazole atau fluoroquinolon dua kali sehari selama 3 hari
merupakan antibiotik yang dianjurkan. Antibiotik terpilih untuk infeksi Shigella
adalah ampisilin. Kloramfenikol, sulfametoazol, trimethoprim. Beberapa sumber
lain menyebutkan bahwa kanamisin, streptomisin dan neomisin merupakan
antibiotik yang dianjurkan untuk kasus-kasus infeksi Shigella. Masalah resitensi
kuman Shigella terhadap antibiotik dengan segala aspeknya bukanlah merupakan
suatau hal yang baru. Shigella yang resisten terhadap antibiotik (seperti Shigella
dysenteriae ) ditemukan di seluruh dunia dan sebagai akibat pemakaian

antibiotika yang tidak rasional.

E. Antibakteri

1. Definisi

Antibakteri merupakan bahan atau senyawa yang khusus digunakan untuk
kelompok bakteri. Antibakteri dapat dibedakan berdasarkan mekanisme kerjanya,
yaitu antibakteri yang menghambat pertumbuhan dinding sel, antibakteri yang
mengakibatkan perubahan permeabilitas membran sel atau menghambat
pengangkutan aktif melalui membran sel, antibakteri yang menghambat sintesis
protein, dan antibakteri yang menghambat sintesis asam nukleat sel. Aktivitas
antibakteri dibagi menjadi 2 macam vyaitu aktivitas bakteriostatik (menghambat
pertumbuhan tetapi tidak membunuh patogen) dan aktivitas bakterisidal (dapat

membunuh patogen dalam spectrum luas) (Sahputra 2014).



14

2. Mekanisme kerja antibakteri

Berdasarkan mekanisme kerjanya, antimikroba dibagi dalam lima
kelompok, yaitu yang menggangu metabolisme sel mikroba, yang menghambat
sintesis dinding sel mikroba, yang merusak membran sel mikroba, yang
mengahambat sintesis atau merusak asam nukleat sel mikroba (Ganiswara 2007).

2.1. Penghambatan metabolisme sel. Mikroba membutuhkan asam folat
untuk kelangsungan hidupnya. Berbeda dengan mamalia yang mendapatkan asam
folat dari luar, kuman pathogen harus mensintesis sendiri asam folat dari asam
amino benzoate (PABA) untuk kehidupannya. Antibakteri bila bersaing dengan
PABA untuk diikutsertakan dalam pembentyukan asam folat, maka terbentuk
analog asam folat non fungsional, sehingga kebutuhan asam folat tidak terpenuhi
hal ini bisa menyebabkan bakteri mati. Antibakteri yang termasuk dalam
kelompok ini ialah sulfonamide, trimethoprim, asam p-aminosalisilat, dan sulfon
(Ganiswara 2007).

2.2. Penghambatan sintesis dinding sel. Mekanisme kerusakan dinding
sel dapat disebabkan oleh adanya akumulasi komponen lipofilik yang terdapat
pada dinding sel atau membrane sel sehingga menyebabkan perubahan komposisi
penyusun dinding sel. Terjadinya akumulasi senyawa antibakteri dipengaruhi oleh
bentuk terdisosiasi. Gugus hidrofobik pada senyawa antibakteri dapat mengikat
daerah hidrofobik membran serta melarut baik pada fase lipid membran bakteri.
Umumnya senyawa antimikroba dapat menghambat sintesis peptidoglikan karena
kemampuan dari senyawa tersebut dalam menghambat enzim-enzim yang
berperan dalam pembentukan peptidoglikan seperti  karboksipeptidase,
endopeptidase, dan transpeptidase. Jika aktivitas enzim-enzim tersebut dihambat
oleh senyawa antibakteri maka sifat enzim autolitik sebagai reseptor hilang dan
enzim tidak mampu mengendalikan aktivitasnya sehingga dinding sel akan
mengalami degradasi (Maryuni 2008).

2.3. Penghambatan keutuhan membran sel. Selaput sel berguna sebagai
penghalang yang selektif, dapat meloloskan bebrapa zat yang terlarut dan bahan
zat-zat yang terlarut lainnya. Salah satu kerja antibakteri adalah mengubah

tegangan permukaan sehingga merusak permeabilitas selektif dari membran sel
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mikroba. Kerusakan membran sel menyebabkan keluarnya berbagai komponen
penting dari dalam sel mikroba yaitu protein, asam nukleat, nukleotida, dan lain-
lain. Obat yang termasuk kelompok ini ialah polimiksin, golongan p;olien serat
berbagai antimikroba kemoterapik seperti antiseptic (Ganiswara 2007).

2.4. Penghambatan sistesis protein. Hidup suatu sel tergantung pada
terpeliharanya molekul-molekul protein dan asam nukleat dalam keadaan
alamiahnya. Suatu kondisi atau substansi yang mengubah keadaan ini, yaitu
mendenaturasikan protein dan asam-asam nukleat dapat merusak sel tanpa dapat
diperbaiki kembali kembali. Suhu tinggi dan konsentrasi pekat bebrapa zat kimia
dapat mengakibatkan koagulasi irreversibel komponen-komponen selular yang
vital ini (Maryuni 2008).

2.5. Penghambatan sintesis asam nukleat. Antimikroba berkaitan
dengan enzim polymerase-RNA (pada sub unit) sehingga menghambat sintesis
RNA dan DNA oleh enzim tersebut. Obat yang termasuk ini ialah rifampisin, dan
golongan kuinolon (Ganiswara 2007).

3. Uji aktivitas antibakteri

Pengujian aktivitas antibiotik bertujuan untuk menetapkan potensi
aktivitas antibakteri, konsentrasinya dalam cairan tubuh dan jaringan, dan
kepekaan mikroorganisme terhadap agen antibakteri. Metode yang digunakan
antara lain :

3.1. Metode difusi. Disc diffusion metode (tes Kirby & Bauer) untuk
menentukan aktivitas agen antimikroba. Piringan yang berisi agen antimikroba
diletakkan pada media agar yang telah ditanami mikroorganisme yang akan
berdifusi pada media agar tersebut (Pratiwi 2008). Pengujian aktivitas antibakteri
dengan menggunakan metode agar dengan cara diberi lubang alat pencetak
lubang. Tiap sumur pada permukaan agar telah diinokilasi mikroba dimasukkan
larutan pengujian, kemuadian diinkubasi pada suhu optimum untuk pertumbuhan
mikroba (Rostina 2007).

Metode cakram (tes Kirby & Bauer) menggunakan piringan atau cakram
yang berisi agen antimikroba, kemudian diletakkan pada media agar yang

sebelumnya telah ditanami mikroorganisme sehingga agen antimikroba dapat
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berdifusi pada media agar tersebut. Area jernih mengindikasikan adanya
hambatan pertumbuhan mikroorganisme oleh agen antimikroba pada permukaan
media agar (Pratiwi 2008).

Pengujian ini dapat dievaluasi ada atau tidaknya aktivitas antibakteri
dengan melihat kemampuan ekstrak tersebut menghambat pertumbuhan bakteri
pada media tersebut. Daerah hambat yang terbentuk ditunjukkan dengan
lingkungan bening disekitar cakram yang berisi larutan uji (Rostina 2007).

Keuntungan dari metode difusi dibandingkan metode yang lain yaitu lebih
ekonomis, sederhana, mudah dibuat, dan reproduksibel. Prosedur yang paling
sering digunakan dan dianjurkan oleh WHO (World Health Organitation) dan
NCCLS (Nation Committee for Clinical Laboratory Standards) adalah metode
difusi cakram modifikasi Kirby Bauer. Kelemahan metode ini karena tidak bisa
digunakan untuk semua jenis mikroba misalnya mikroba dengan pertumbuhan
lambat ataupun anaerob abligat (Depkes 1999).

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

Keuntungan metode ini adalah memberikan hasil kualitatif yang
menunjukkan jumlah antimkiroba yang dibutuhkan untuk mematikan bakteri
(Jawetz et al. 1986), dan satu konsentrasi agen mikroba yang di ujikan dapat
digunakan untuk menguji beberapa mikroba uji (Pratiwi 2008). Kekurangan
metode dilusi yaitu sampel yang digunakan harus jernih karena jika keruh akan

mempersulit pengamatan (Putra 2010).
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F. Mc Farland 0,5

Mc Farland 0,5 merupakan formula yang terdiri dari aop-Owsam belerang
1% dan Barium klorida 1%, dengan perbandingan 99,5 : 0,5. Mc Farland 0,5
disetarakan dengan 10° cfu/mL. Mc Farland dimaksudkan untuk menggantikan
perhitungan bakteri satu per satu dan untuk memperkirakan kepadatan sel yang
digunakan pada prosedur pengujian antimikroba. Penilaian kekeruhan dapat
digunakan spektrofotometer atau nephelometer (Becton 2010).

Mc Farland 0,5 merupakan standar yang digunakan sebagai patokan
jumlah bakteri pada metode agar dilusi, broth makro-mikro dilusi, metode disk
difusi dan anaerobic tes. Mc Farland 0,5 adalah salah satu cara yang dapat
diaplikasikan untuk menyiapkan bakteri yang akan digunakan untuk uji
kemampuan antimikroba. Jenis Mc Farland lain yaitu seperti Mc Farland 1,0; 2,0;
3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; dan 8,0 yang membedakan dengan Mc Farland 0,5 adalah
perbandingan jumlah antara asam belerang 1% dan barium klorida 1% (Becton
2010).

G. Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi lapis tipis (KLT) adalah suatu metode untuk pemisahan
kandungan dalam suatu zat. KLT merupakan suatu teknik pemisahan dengan
menggunakan adsorben (fase diam) berupa lapisan tipis seragam yang disalutkan
pada permukaan bidang datar berupa lempeng kaca, pelat aluminium, atau pelat
plastik. Pengembangan kromatografi terjadi ketika fase gerak tertapis melewati
adsorben (Deinstrop & Elke 2007). Prosedur uji dengan KLT dilakukan untuk
lebih menegaskan hasil yang didapat dari skrining fitokimia. Kromatografi lapis
tipis (KLT) merupakan salah satu metode yang diharapkan dapat digunakan untuk
penentuan kadar senyawa karena karena relatif sederhana, tidak mahal, dan bila
menggunakan fase gerak yang cocok. Kelebihan KLT adalah keserbagunaan,
kecepatan, dan kepekaan. Karena berfungsi sebagai penegasan, maka uji KLT
hanya dilakukan untuk golongan-golongan senyawa yang menunjukkan hasil
positif pada skrining fitokimia seperti alkaloid, saponin, flavonoid, steroid, tanin,
dan lain-lain (Marliana et al. 2005; Hilmi et al. 2013).



18

H. Media
1. Pengertian media

Media adalah substrat yang diperlukan untuk menumbuhkan dan
mengembangkan mikroba. Media harus steril sebelum digunakan untuk
penelitian, artinya tidak ditumbuhi oleh 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 dan pH yang sesuai dengan kebutuhan mikroba (Suriawiria 2005).

2. Jenis-jenis media pertumbuhan bakteri

2.1. Media sintetik. Media ini digunakan untuk menumbuhkan bakteri
kemoheterotrof. Pada uji kadar vitamin secara mikrobiologis, media yang
digunakan mengandung faktor pertumbuhan yang dibutuhkan oleh bakteri kecuali
vitamin yang diuji. Pertumbuhan bakteri sebanding dengan kadar asam laktat yang
dihasilkan bakteri akan sebanding dengan jumlah vitamin dalam bahan uji.
Organisme yang banyak menimbulkan faktor pertumbuhan disebut fastidious,
misalnya Lactobacillus (Radji 2011).

2.2. Media Kompleks. Media ini mengandung nutrisi tinggi, yang terdiri
atas ekstrak ragi, ekstrak daging, tumbuhan, ataupun protein dari sumber lain.
Vitamin, mineral, dan bahan organik diperoleh dari ekstrak dagiong atau ragi yang
merupakan sumber nutrisi untuk pertumbuhan bakteri. Media kompleks yang
berbentuk cairan disebut nutrient broth, sedangkan yang ditambahkan oleh media
agar disebut nutrient agar (Radji 2011).

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

2.4. Media selektif dan diferensial. Media selektif dan diferensial
digunakan untuk mendeteksi ada tidaknya bakteri spesifik yang berhubungan
dengan penyakit atau sanitasi yang buruk. Media selektif digunakan untuk

menekan pertumbuhan bakteri yang tidak diinginkan, contoh Bismuth Sulfite Agar
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digunakan untuk mengisolasi bakteri Salmonella typi pada tinja, media
Salmonella Shigella Agar untuk mengisolasi bakteri Staphylococcus aureus,
media Pseudomonas Selektif Agar untuk mengisolasi bakteri Pseudomonas
aeruginosa. Media diferensial memudahakan perbedaan koloni bakteri yang
diinginkan dari koloni lain yang tumbuh pada lempeng media yang sama (Radji
2011).

2.5. Media anaerob. Bakteri anaerob ditanam pada media spesial disebut
reducing media yang menggunakan natrium tioglikolat. Media ini sebelum
digunkan dipanaskan perlahan-lahan untuk menghilangkan oksigen yang terserap.
Bejana anaerob digunakan untuk menginkubasi bakteri anaerob yang
diinokulasikan dalam media agar di dalam cawan petri (Radji 2011).

2.6. Media pengayaan. Media ini dalam bentuk media cair bila digunakan
untuk pengayaan biakan bakteri dan hampir sama dengan media selektif, tetapi
dirancang untuk memperbanyak tipe bakteri yang diinginkan. Tahap pengayaan
adalah upaya untuk menumbuhkan bakteri dalam bebrapa kali pemindahan ke
media yang baru. Ketika biakan pengayaan terakhir disebrakan di atas media
padat yang mengandung komposisi yang sama dengan media cair, hanya koloni
yang mampu menggunakan fenol yang bertahan tumbuh (Radji 2011).

I. Kotrimoksazol

Kotrimoksazol merupakan kombinasi trimetoprim dan sulfametoksazol
digunakan dalam bentuk kombinasi karena sifatnya sinergistik. Trimetoprim dan
sulfametoksazol menghambat reaksi enzimatik obligat pada dua tahap yang
berurutan pada mikroba. Spektrum antibakteri trimetoprim sama dengan
sulfametoksazol. Shigella spesies merupakan salah satu mikroba yang peka
terhadap kotrimoksazol.

Mekanisme antibakterinya berdasar atas kerjanya pada tahap yang
berurutan dalam reaksi enzimatik untuk membentuk asam tetrahidrofolat.
Sullfametoksazol menghambat masuknya molekul PABA ke dalam asam folat
dan trimetoprim menghambat terjadinya reaksi reduksi dari dihidrofolat menjadi
tetrahidrofolat. Tetrahidrofolat penting untuk reaksi-reaksi pemindahan suatu
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atom C, seperti pembentukan basa purin dan beberapa asam amino. Trimetoprim
menghambat enzim dihidrofolat reduktase mikroba secara sangat selektif.
Kombinasi ini mungkin efektif walupun mikroba telah resisten terhadap
trimetoprim. Sinergisme maksimum akan terjadi bila mikroba peka terhadap
kedua komponen (Gunawan et al. 2009). Keuntungan penting lain dari kombinasi
ini adalah timbulnya resisten lebih lambat daripada komponen-komponennya
sendiri. Hal ini jelas, karena bakteri yang menjadi resistensi untuk satu komponen

masih dapat dimusnahkan oleh yang lain (Tjay & Rahardja 2002).

J. Sterilisasi

Sterilisasi adalah tindakan untuk membebaskan alat dan media dari
mikroba. Alat dan bahan dapat dikatakan steril apabila terbebas dari mkiroba.
Cara sterilisasi yang umum dilakukan antara lain sterilisasi secara fisik yaitu
pemanasan, penggunaan sinar X, dan penggunaan sinar UV (Suriawiria 2005).

Sterilisasi didefinisikan sebagai proses di mana semua mikroorganisme
hidup, termasuk spora bakteri dibunuh. Sterilisasi dapat dilakukan dengan cara
fisik, kimia, dan saran fitokimia. Metode fisika menggunakan cahaya matahari,
pemanasan, vibrasi, radiasi, dan filtrasi. Metode kimia yaitu berbahan cair
(alcohol, aldehid, fenol, halogen, serta logam berat) dan gas (formaldehid dan
etilen oksida). Sebuah metode fisikokimia merupakan penggabungan baik metode
fisik dan kimia. Penggunaan steamformaldehid adalah metode sterilisasi
fisikokimia (Rao 2008).

K. Landasan Teori
Disentri merupakan gangguan pencernaan yang menular, yang ditandali
dengan peradangan usus, terutama usus besar. Penyakit ini ditandai dengan diare
cair akut dan atau disentri (tinja bercampur darah, lender, dan nanah), pada
umumnya disertai demam, nyeri perut, dan tenesmus (Khalili 2014).
Skrining aktivitas antimikroba pada anggota Amaranthaceae seperti
ekstrak etanol bagian daun dan akar menunjukkan penghambatan spesifik

terhadap bakteri gram positif Streptococcus sp (Salvador et al. 2002). Penelitian
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lain pada tanaman dari keluarga Amaranthus tricolor L mengungkapkan bahwa
ekstrak etanol 80% daun dan batang Achyranthes aspera, juga memiliki
penghambatan spesifik terhadap dua bakteri gram positif, B. subtilis dan S. Aureus
(Valsaraj et al. 1997) sedangkan metanol dan air ekstrak daun Alternanthera
brasiliana, yang dilaporkan penghambatan baik pada gram positif dan bakteri
gram negatif pada 25 mg / ml (Coelho de Souza et al. 2004).

Menurut Latief (2012), daun bayam terkenal sebagai sayuran dengan
sumber zat besi (Fe). Selain itu, bayam mengandung antioksidan, seperti
karotenoid, polifenol, dan flavonoid (kuersetin). Saponin merupakan senyawa
yang diduga sebagai senyawa antibakteri karena memiliki kemampuan dalam
menghambat fungsi membran sel sehingga merusak permeabilitas membran yang
mengakibatkan dinding sel rusak atau hancur (Ayuningtyas 2008). Senyawa
flavonoid berfungsi sebagai antibakteri dengan cara membentuk senyawa
kompleks terhadap protein ekstraseluler yang mengganggu integritas membran sel
bakteri (Dewanti & Wahyudi 2011). Alkaloid dapat mengganggu terbentuknya
jembatan seberang silang komponen penyususn peptidoglikan pada sel bakteri,
sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan
kematian sel tersebut (Ajizag 2004). Fenol merupakan senyawa dengan gugus —
OH yang terikat langsung pada cincin aromatik. Senyawa fenol banyak terdapat di
alam dan merupakan intermediet bagi industri untuk berbagai macam produk
seperti adhesif dan antiseptik. Fenol dapat dipakai sebagai desinfektan (Siswoyo
2009).

Fraksinasi adalah cara untuk memisahkan golongan utama, kandungan
yang satu dari golongan utama yang lain berdasarkan kepolarannya. n-heksana
dapat melarutkan senyawa-senyawa nonpolar, misalnya golongan kandungan
kimia minyak atsiri, lemak dan asam lemak tinggi, steroid dan triterpenoid, dan
karotenoid (Tiwari et al. 2011). Etil asetat merupakan senyawa semi polar dan
dapat menarik senywa golongan alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, polifenol, dan
triterpenoid (Putri et al. 2013). Air melarutkan glikosida, flavonoid, tanin, dan
gula (Depkes 1986). Flavonoid dan polifenol pada penelitian sebelumnya diduga
bisa memberikan efek laksatif. Komponen tersebut secara signifikan dapat
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menambah pengeluaran feses dan menstimulasi motilitas saluran cerna
(Jeevanandhan 2013). Ketiga fraksi tersebut dapat menarik senyawa-senyawa
kimia yang terkandung dalam bayam merah yang berfungsi sebagai antibakteri.
Metode yang digunakan untuk menguji aktivitas dari Shigella
dysenteriae adalah metode difusi. Khasiat antibakteri ekstrak daun metanol
Amaranthus tricolor diuji dengan metode difusi agar dengan baik (Bauer et al.
1966). Pada metode ini zat yang akan ditentukan aktivitas antimikrobanya
berdifusi pada lempeng Blood Agar Plate yang telah ditanami mikroba yang akan
diuji. Sebagai kontrol positif dalam penelitian ini dapat digunakan kotrimoksazol
merupakan kombinasi trimethoprim dan sulfametoksazol yang menghambat reaksi
enzimatik obligat pada dua tahap yang berurutan pada mikroba, sehingga

kombinasi kedua obat memberikan efek sinergi (Ganiswara 1995).

L. Hipotesis

Berdasarkan dari landasan teori dalam penelitian ini, disusun hipotesis
antara lain :

Pertama, ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dari daun
bayam merah (Amaranthus tricolor L) mempunyai aktivitas antibakteri terhadap
Shigella dysenteriae ATCC 9361.

Kedua, dari ketiga fraksi atau ekstrak etanol yang mempunyai aktivitas
teraktif dalam mengahambat Shigella dysenteriae ATCC 9361 yaitu fraksi etil

asetat.



BAB Il
METODE PENELITIAN

A. Populasi dan Sampel
Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman bayam
merah (Amaranthus tricolor L) yang ditanam dan diambil secara acak di daerah
Karanganyar, Jawa Tengah. Sampel yang digunakan adalah daun bayam merah
yang segar, bebas dari hama, berwarna merah dan tidak terlalu muda. Sampel

diambil pada bulan Januari 2017.

B. Variabel Penelitian
1. Ildentifikasi variabel utama

Variabel utama yang pertama adalah uji aktivitas antibakteri. Ekstrak
etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi air dari daun bayam merah
(Amaranthus tricolor L). Variabel utama kedua adalah Shigella dysenteriae
ATCC 9361.

2. Klasifikasi variabel utama

Variabel bebas adalah variabel yang sengaja diubah-ubah untuk dipelajari
pengaruhnya terhadap variabel tergantung. Variabel bebas dalam penelitian ini
adalah berbagai variasi konsentrasi dari ekstrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil
asetat, dan fraksi air daun bayam merah (Amaranthus tricolor L).

Variabel terkendali adalah variabel yang mempengaruhi variabel
tergantung sehingga perlu ditetapkan kualifikasinya agar hasil yang diperoleh
tidak tersebar dan dapat diulang oleh peneliti lain secara tepat. Variabel terkendali
dalam penelitian ini adalah kemurnian bakteri uji Shigella dysenteriae ATCC
9361, kondisi laboratorium (meliputi: kondisi inkas, alat, dan bahan yang
digunakan harus steril), media yang digunakan dalam penelitian, waktu panen,
waktu pemilihan daun, dan metode ekstrak.

Variabel tergantung adalah titik pusat persoalan yang merupakan kriteria
penelitian ini. Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah pertumbuhan

Shigella dysenteriae ATCC 9361 yang dipengaruhi oleh ekstrak fraksi n-heksana,
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fraksi etil asetat, fraksi air dari daun bayam merah (Amaranthus tricolor L) pada
media.
3. Definisi operasional variabel utama

Pertama, daun bayam merah (Amaranthus tricolor L) adalah bagian daun
dari tanaman bayam merah yang diperoleh dari daerah Karanganyar, Jawa tengah.

Kedua, serbuk daun bayam merah adalah serbuk yang diperoleh dari daun
bayam merah yang sudah dicuci bersih dengan air yang mengalir, dikeringkan
dengan oven suhu 40°C, selanjutnya diserbuk dan diayak dengan pengayak nomor
40. Ekstrak etanol daun bayam merah adalah hasil maserasi daun bayam merah
dengan menggunakan pelarut etanol 70%

Ketiga, fraksi n-heksana adalah ekstrak hasil maserasi kemudian
difraksinasi dengan pelarut n-heksana.

Keempat, fraksi etil asetat daun bayam merah didapat dari residu ekstrak
etanol daun bayam merah dengan n-heksana yang kemudian difraksinasi dengan
pelarut etil asetat

Kelima, fraksi air daun bayam merah adalah residu dari hasil fraksinasi
fraksi etil asetat.

Keenam, bakteri uji dalam penelitian ini adalah Shigella dysenteriae yang
diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi, Universitas Setia Budi, Surakarta.

Ketujuh, uji aktivitas antibakteri fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dari
ekstrak etanol terhadap daun bayam merah terhadap Shigella dysenteriae
ditunjukkan dengan mengukur diameter zona hambat kuat dalam menghambat
pertumbuhan bakteri sebesar 10-20 mm dengan metode difusi. Antibakteri harus
mendapatkan kontak langsung dengan media agar. Luas daerah hambat adalah

daerah jernih di sekeliling semuran yang tidak ditumbuhi bakteri.

C. Alat dan Bahan
1. Alat
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah meliputi blender,
oven, Moisture Balance, timbangan analitik, corong kaca, , evaporator, gelar ukur

(pyrex), kaca kaki tiga, labu takar, labu Erlenmeyer (pyrex), autoklaf, deck glass,
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obyek glass, mikroskop, inkas, jarum ose, kapas lidi steril, pembakar spirtus,
pinset, pipet ukur 1 ml, rak tabung, penangas air, selang, tabung reaksi, cawan
petri, dan boor prop.

2. Bahan

Pertama, sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun bayam
merah (Amaranthus tricolor L) yang diambil secara acak daerah Tawangmangu,
Karnganyar, Jawa Tengah.

Kedua, Bakteri uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah bakteri
Shigella dysenteriae ATCC 9361 yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi,
Universitas Setia Budi, Surakarta.

Ketiga, medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah, Brain Heart
Infusion (BHI), Sulfide Indol Motility (SIM), Kliger Iron Agar (KIA), Lysine Iron
Agar (LI1A), Nutrien Agar (NA), Vogel Johnson Agar (VJA)

Keempat, bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini adalah pelarut
etanol 70%, n-heksana, dan etil asetat yang berguna untuk melarutkan dan

menarik senyawa kimia yang terkandung dalam bayam merah.

D. Jalannya Penelitian

1. Determinasi daun bayam merah

Determinasi tumbuhan dalam tahap penelitian ini adalah menetapkan
kebenaran sampel tumbuhan daun bayam merah (Amaranthus tricolor L) yang
berkaitan dengan ciri-ciri makroskopis dan mencocokkan morfologi yang ada
pada tanaman bayam merah. Determinasi dilakukan di bagian unit Laboratorium
Morfologis Sistematika Tumbuhan Universitas Setia Budi Surakarta.
2. Pengambilan bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun bayam merah
tanaman bayam merah yang diambil daun yang segar, bersih, dan baik yang tidak
mengandung penyakit dikumpulkan pada wadah yang bersih.
3. Pengeringan dan pembuatan serbuk daun bayam merah

Daun bayam merah dicuci dengan air untuk menghilangkan kotoran dan
cemaran, kemudian ditiriskan, dan dioven pada suhu 50°C selama 48 jam, di
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belnder, diayak dengan nomor 40. Hasil pembuatan serbuk yang berupa serbuk
kering disimpan dalam wadah kering dan tertutup rapat yang selanjutnya akan
digunakan untuk penelitian.
4. Penetapan kadar lembab dalam serbuk daun bayam merah

Penetapan kadar lembab daun bayam merah dilakukan menggunakan alat
Moizture balance. Pengukuran dilakukan dengan cara ditimbang serbuk daun
bayam merah sebanyak 2 gram kedalam alat Moizture balance, pengukuran
memerlukan waktu sekitar 20 menit, pengukuran dihentikan dengan ditandai
adanya bunyi tertentu, ditekan tombol fungsi persen untuk mengetahui presentase
kadar lembab terukur.
5. Pembuatan ekstrak etanol 70% daun bayam merah

Daun bayam merah yang telah diserbuk 500g dimasukkan ke dalam bejana
kemudian ditambahkan etanol 70% sebanyak dengan perbandingan 10:75.
Campuran tersebut didiamkan selama 5 hari dengan sesekali digojog. Filtrat
dengan ampas dipisahkan dengan menggunakan kain flanel. Filtrat yang didapat
kemudian dipekatkan dengan Vacum Rotatory evaporator dengan suhu 40°C
sehingga diperoleh ekstrak kental daun bayam merah.
6. Uji bebas etanol ekstrak daun bayam merah

Ekstrak yang telah pekat diuji sudah bebas etanol dengan cara uji
esterifikasi yaitu ekstrak ditambah asam asetat dan asam sulfat pekat kemudian
dipanaskan. Hasil positif bebas etanol jika tidak tercium bau ester yang khas dari
etanol.
7. ldentifikasi kandungan kimia serbuk daun bayam merah

Identifikasi kandungan kimia dimaksudkan untuk mengetahui kandungan
kimia yang terkandung dalam serbuk daun bayam merah. Identifikasi senyawa
flavonoid, saponin, alkaloid, dan polifenol dilakukan di Laboratorium Fitokimia
Fakultas Farmasi Universitas Setia Budi Surakarta.

7.1. Flavonoid. 2 mg serbuk simplisia ditambah 5 ml akuades dipanaskan
selama 1 menit, disaring, dan diambil filtratnya. Filtrat ditambah 0,1 gram serbuk
Mg, 2 ml larutan alkohol : asam klorida (1:1) dan pelarut amil alkohol. Campuran

ini dikocok kuat-kuat, kemudian dibiarkan memisah. Reaksi positif ditunjukkan
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dengan warna merah atau kuning atau jingga pada amil alkohol (Tarigan et al.
2008).

7.2. Alkaloid. 0,5 gram serbuk ditambah dengan sedikit larutan HCI 2 N,
dipanaskan kemudian ditambahkan larutan Mayer terbentuk endapan menggumpal
berwarna putih atau kuning dan dengan Dragendrof terbentuk endapan berwarna
coklat sampai hitam, maka ada kemungkinan terdapat alkaloid (Depkes 2000).

7.3. Saponin. Serbuk 0,5 g dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian
ditambah dengan air panas 10 ml, lalu dikocok kuat-kuat selama 10 detik. Uji
positif bila terbentuk buih yang mantap setinggi 1-10 cm. pada penambahan 1
tetes asam klorida 2 N buih tidak hilang (Tarigan et al. 2008).

7.4. Polifenol. Ekstrak ditimbang sebanyak 0,5 g dimasukkan ke dalam
tabung reaksi, ditambah dengan 10 ml air panas. Setelah dingin ditambahkan 3
tetes FeCls. Ekstrak mengandung polifenol jika terbentuk warna hijau, biru, ungu,
hitam, atau endapan merah yang kuat (Depkes 1979).

8. Pembuatan fraksi n-heksana daun bayam merah secara fraksinasi

Ekstrak etanol daun bayam merah 10 gram yang telah disuspensikan
dengan air difraksinasi dengan pelarut n-heksana 75 mL menggunakan corong
pisah. Fraksi n-heksana merupakan filtrat yang terletak di atas. Sedangkan fraksi
air merupakan filtrat yang terletak di bawah. Fraksi n-heksana dipisahkan dari
fraksi air. Fraksi n-heksana yang didapat kemudian dipekatkan pada Vacum
Rotatory evaporator pada suhu 40°C. fraksinasi dengan pelarut n-heksana
dilakukan sebanyak 3 kali.

9. Pembuatan fraksi etil asetat daun bayam merah secara fraksinasi

Fraksi air sisa dari fraksi n-heksana, kemudian difraksinasi kembali
dengan pelarut etil asetat menggunakan corong pisah. Fraksi etil asetat merupakan
filtrat yang terletak di atas, sedangkan fraksi air merupakan filtrat yang terletak di
bawah. Fraksi etil asetat yang didapat kemudian dipekatkan dengan Vacum
Rotatory evaporator pada suhu 40°C. Fraksinasi dengan pelarut etil asetat

dilakukan sebanyak 3 kali.
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10. Pembuatan fraksi air secra fraksinasi.

Filtrat sisa fraksinasi dengan pelarut etil asetat adalah fraksi air. Fraksi air
terbentuk dibagian paling bawah. Filtrat dikentalkan dengan waterbath sampai
kental denga suhu yang stabil.

11. Sterilisasi alat dan bahan

Bahan atau peralatan yang digunakan harus dalam keadaan steril. Cawan
petri, pipet tabung reaksi, labu Erlenmeyer, Beaker glass, dan gelas ukur
disterilkan dengan menggunakan oven pada suhu 150-170°C selama 30-60 menit.
Alat penanam bakteri (ose/sengkelit) disterilkan dengan pembakaran, yaitu
dengan membakarnya sampai pijar dengan lampu spirtus. Medium disterilkan
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15-30 menit.

12. Pembuatan suspensi bakteri uji

Bakteri Shigella dysenteriae ATCC 9361 dalam biakan murni diambil
masing-masing satu ose dan kemudian dimasukkan ke tabung yang telah diisi 10
ml media BHI (Brain Heart Infusion) kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Suspensi yang didapat 1 ose dimasukkan dalam 10 ml BHI dan
distandarkan dengan Mc Farland 0,5. Pembuatan suspensi bakteri bertujuan untuk
standarisasi atau pengendalian jumlah sel bakteri (Bonang & Koeswardono 1982).
13. Identifikasi bakteri uji

13.1. Identifikasi bakteri secara goresan. Identifikasi bakteri uji Shigella
dysenteriae ATCC 9361, biakan Shigella dysenteriae diinkubasi pada media
selektif Salmonella Shigella Agar (SSA) dan diinkubasi selama 24 jam suhu 37°C.
Penampakan koloni yang terjadi yaitu kecil, halus, tidak berwarna, tepi, dan
permukaan rata (Jawetz et al. 1986).

13.2. ldentifikasi bakteri uji secara biokimia. Identifikasi berdasarkan
uji biokimia dengan menggunakan media SIM, KIA, LIA, dan Citrat.

13.2.1. Media SIM (Sulfida Indol Motility). Biakan murni
diinokulasi pada permukaan media dengan cara diinokulasi tusukan kemudian
diinokulasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Identifikasi ini berfungsi untuk
mengetahui terbentuknya sulfida, indol, dan motilitas bakteri. Uji sulfida positif

bila media berwarna hitam, uji indol positif bila terbentuk warna merah setelah
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ditambah dengan reagen Erlich A dan B, uji motilitas positif bila terjadi
pertumbuhan bakteri pada seluruh media. Hasil uji SIM pada Shigella yaitu
Sulfida (-), Indol (+), Motility (-).

13.2.2. Media KIA (Kliger Iron Agar). Biakan bakteri diinokulasi
pada media dengan cara inokulasi tusukan dan goresan kemudian diinokulasi pada
suhu 37°C selama 24 jam. lIdentifikasi ini berfungsi untuk uji fermentasi
karbihidrat (glukosa, laktosa) dan sulfida. Selanjutnya diamati pada bagian lereng
dasar, terdapatnya gas serta terbentuknya warna hitam pada media. Uji positif bila
pada lereng akan berwarna merah (ditulis K), bagian dasar berwarna kuning
(ditulis A), terbentuknya gas ditandai dengan pecahnya media (ditulis G+), sulfida
positif terbentuk warna hitam pada media (ditulis S+). Hasil uji KIA pada Shigella
yaitu K/A S(-).

13.2.3. Media LI1A (Lysine Iron Agar). Biakan bakteri diinokulasi
tusukan dan goresan kemudian diinokulasi pada suhu 370C selama 24 jam.
Identifikasi berfungsi untuk menguiji lisin dan sulfida. Selanjutnya diamati bagian
lereng serta terbentuknya warna hitam pada media. Bila uji positif maka lereng
akan berwarna coklat (ditulis R), berwarna ungu (ditulis K), berwarna kuning
(ditulis A), serta terbentuknya warna hitam pada media (ditulis S+). Hasil uji LIA
pada Shigella yaitu K/A S(-).

13.2.4. Media Citrat. Biakan bakteri diinokulasi goresan
kemudian diinokulasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Identifikasi ini berfungsi
untuk mengetahui kemampuan bakteri menggunakan citrat sebagai sumber karbon
tunggal. Uji positif bila media berwarna biru (Jawtz et al. 1986). Hasil uji citrat
pada Shigella yaitu (-).

14. 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 diinkubasi dengan bakteri Shigella dysenteriae yang
dioleskan sampai rata dan didiamkan selama 10 menit pada suhu kamar agar
suspensi biakan terdifusi kedalam media, kemudian dibuat sumuran dengan

menggunakan boor prop sebanyak 5 sumur dengan jarak yang sama masing-
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masing sumuran diisi sebanyak 50ul dengan fraksi n-heksana, fraksi etil asetat,
fraksi air dengan konsentrasi yang berbeda yang telah diencerkan dengan DMSO
10% yaitu 25%, 50%, 75%, 100% serta kontrol positif, kontrol negatif dan ekstrak
daun bayam merah. Jumlah bakteri yang digunakan disesuaikan dengan Standard
MC Farland 0,5. Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam untuk
pertumbuhan mikroba. Pengukuran diameter zona hambat yang ada disekitar
sumuran dinyatakan dalam satuan mm. Daerah yang tidak ditumbuhi bakteri
sekitar sumuran menandakan bahwa kandungan kimia daun bawam merah
memiliki daya hambat terhadap Shigella dysenteriae. Pengujian dilakukan
sebanyak 5 Kkali

15. Kromatografi lapis tipis

Identifikasi kandungan kimia dimaksudkan untuk menetapkan kebenaran
kandungan kimia yang terdapat pada fraksi teraktif daun bayam merah. Fraksi
yang paling aktif diuji dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Fraksi yang
dinyatakan paling aktif ditotolkan menggunakan pipa kapiler di atas lempeng
kromatografi. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) mula-mula dilakukan dengan cara
menaikkan cairan pengembang (fase gerak) di dalam suatu bejana (chamber) yang
didindingnya telah dilapisi dengan kertas saring sehingga atmosfer di dalam
bejana dijenuhi dengan fase gerak kemudian dilakukan elusi sampai fase gerak
mencapai batas elusi. Pengembangan yang sudah dilakukan dilanjutkan dengan
pengeringan lempeng kromatigrafi lapis tipis, kemudian dilakukan deteksi di
bawah sinar UV dan pereaksi lainnya. Bercak yang didekteksi ditentukan harga Rf
dan penampakan warnanya.

15.1. Identifikasi flavonoid. Untuk mengetahui adanya senyawa
flavonoid maka dilakukan identifikasi dengan menggunakan KLT yaitu fase diam
yang digunakan adalah silica gel GF,s,4 dan fase gerak yang digunakan kloroform :
methanol (2:3) dengan pereaksi semprot sitroborat. Bila dengan UV, nm
memberikan peredaman, UV3s nm  berfluoresensi biru, kuning, ungu gelap
(Harbone 1987).

15.2. Identifikasi alkaloid. Senyawa alkaloid diidentifikasi menggunakan

KLT yaitu fase diam yang digunakan yaitu silica gel GF,s, dan fase geraknya
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CHCI3 :etanol (96:4). Kemudian dideteksi di bawah sinar UVjs4 sehingga akan
memberikan warna coklat kehitaman dan UV 3 berwarna hijau. Pereaksi semprot
yang digunakan yaitu dragendorf (Budiman et al. 2010).

15.3. Identifikasi saponin. Identifikasi saponin menggunakan
kromatografi lapis tipis, fase diam yang digunakan yaitu silica gel GF,s4 dan fase
geraknya yaitu kloroform : methanol : aquades (13:7:2). Kemudian dideteksi di
bawah sinar UVys4 sehingga akan memberikan warna gelap dan UV3es berwarna
hijau. Lempeng juga disemprotkan dengan pereaksi LB (Liberman Bourchat) dan
dipanaskan pada suhu 110°C selama 10 menit untuk memperjelas warna noda
yang terbentuk (Suharto et al. 2012).

15.4. ldentifikasi polifenol. Fase gerak yang digunakan etil asetat :
methanol (1:1) dan ditambah asam formiat 1 tetes. Pereaksi penampak yang
digunakan FeCls. Pereaksi ini akan membuat polifenol membentuk warna biru
kehitaman (Harbone 1987).

E. Pengamatan Hasil
Pembacaan hasil dilakukan setelah inkubasi 24 jam pada suhu 37°C

dengan melihat zona transparan (radikal) disekitar sumuran. Daerah bening
merupakan petunjuk kepekaan bakteri terhadap antibiotik atau bahan antibakteri
lainnya yang digunakan sebagai bahan uji yang dinyatakan dengan lebar diameter
zona hambat dihitung dalam satuan millimeter (mm) menggunakan penggaris.
Kemudian diameter zona hambat tersebut dikategorikan kekuatan daya
antibakterinya berdasarkan penggolongan Davis dan Stout dalam Aryadi (2014),
yaitu sebagai berikut :

a. Diameter zona bening 20 mm atau lebih artinya daya hambat sangat kuat.

b. Diameter zona bening 10-20 mm artinya daya hambat kuat.

c. Diameter zona bening 5-10 mm artinya daya hambat sedang.

d. Diameter zona hambat 2-5 mm artinya daya hambat lemah.



F. Skema Jalannya Penelitian

Daun bayam merah
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Fase air
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Fraksi n-heksana

l |

Fase air Fase etil asetat
Dipekatkan dalam l Penguap vakum 50°C
penangas air

Fraksi air Fraksi etil asetat

Gambar 1. Skema pembuatan ekstrak etanol dan fraksinasi daun bayam merah.
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Biakan ditanam pada medium SSA
kemudian dilanjutkan penanaman ke
BHI

Dibuat suspensi bakteri Shigella
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medium BHI, dihomogenkan dengan
Biakan Shigella vortex dan disetarakan dengan Mc
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Suspensi bakteri diswab pada cawan
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| l dengan menggunakan boor prop
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kontrol negatif, dan ekstrak etanol
daun bayam merah

Fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, fraksi air

!

Pengukuran diameter zona
hambat

Gambar 2. Skema pengujian aktivitas antibakteri secara difu



BAB IV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Penelitian Daun Bayam Merah
1. Determinasi tanaman bayam merah

Determinasi daun bayam merah (Amaranthus tricolor L) dilakukan di
Universitas Setia Budi Surakarta. Berdasarkan hasil determinasi dapat diketahui
bahwa tanaman yang digunakan dalam penelitian ini benar-benar daun bayam
merah (Amaranthus tricolor L). Determinasi bertujuan untuk mengetahui
kebenaran tanaman yang akan digunakan sebagai objek penelitian dengan cara
mencocokkan ciri-ciri tanaman yang tercantum dalam literatur, untuk menghindari
kesalahan dalam mengumpulkan bahan dan menghindari tercampurnya bahan
dengan tanaman lain. Hasil dapat dilihat pada lampiran 1.

2. Pengambilan sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun bayam merah
(Amaranthus tricolor L) yang diambil secara acak di daerah Karanganyar, Jawa
Tengah. Sampel diambil pada bulan Januari 2017.

3. Pembuatan serbuk daun bayam merah

Daun bayam merah yang telah dicuci bersih dengan air mengalir sampai
terbebas dari butiran debu. Daun bayam merah dikering anginkan (tanpa terkena
sinar matahari langsung). Proses pengeringan dimaksudkan mengurangi kadar air
untuk mencegah terjadinya pembusukkan yang disebabkan oleh jamur dan
bakteri, mencegah perubahan kimiawi yang dapat menurunkan mutu serbuk, serta
mempermudah penggerusan atau pembuatan serbuk.

Daun bayam merah yang sudah dikeringkan kemudian dibuat serbuk
dengan tujuan untuk memperkecil partikel yang kontak dengan pelarut sehingga
penyarian dapat berlangsung efektif. Hasil persentase bobot kering terhadap bobot
basah daun bayam merah dapat dilihat pada table 1. Pengeringan daun bayam
merah

Daun bayam merah yang sudah kering kemudian digiling lalu diayak
dengan ayakan no 40. Bobot basah sebanyak 3500 gram diperoleh bobot kering

34
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sebesar 640 gram. Persentase rata-rata bobot kering terhadap bobot basah daun
bayam merah sebesar 18,28%b/b. Perhitungan dapat dilihat pada lampiran 10.

Tabel 1. Hasil rendemen daun kering terhadap daun basah

Bobot basah (g) Bobot kering (g) Rendemen (%o)

3500 680 18,28

4. Hasil penetapan susut pengeringan serbuk daun bayam merah
Penetapan susut pengeringan dilakukan dengan menggunakan Moisture

Balance. Hasil penetapan susut kering dapat dilihat pada table 2.

Tabel 2. Hasil penetapan kadar air serbuk daun bayam merah

No Berat serbuk (g) Kadar (%)
1 2,00 6,00
2 2,00 7,60
3 2,00 6,50
Rata-rata 6,70

Hasil penetapan susut pengeringan daun bayam merah (Amaranthus
tricolor L) didapatkan rata-rata sebesar 6,70%. Susut pengeringan memenuhi
syarat dimana serbuk simplisia tidak boleh lebih dari 10%, karena dengan kadar
air kurang dari 10% sel dalam keadaan mati, enzim tidak aktif serta bakteri dan
jamur tidak tumbuh sehingga bahan lebih awet (Katno dkk. 2008).

5. ldentifikasi kandungan kimia serbuk,ekstrak dan fraksi daun bayam
merah

Serbuk dan ekstrak etanol daun bayam merah (Amaranthus tricolor L)
yang didapat diuji kandungan kimia yang terkandung di dalamnya, untuk

membuktikan kebenarannya diuji sebagai berikut :
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Tabel 3. Hasil identifikasi kandungan kimia daun bayam merah

Interprestasi hasil

Kandungan

No o Fraksi
kimia Serbuk Ekstrak n-heksana Etil asetat Air
1 Flavonoid + + +
2 Alkaloid + + + + +
3 Saponin + + + + +
4 Polifenol + +
Keterangan : + : ada mengandung senyawa

- : tidak ada mengandung senyawa

Hasil gambar identifikasi ssenyawa kimia serbuk, fraksi dan ekstrak etanol
daun bayam merah (Amaranthus tricolor L) dapat dilihat pada lampiran 6 dan 7.
Identifikasi kandungan kimia terhadap serbuk dan ekstrak etanol daun bayam
merah (Amaranthus tricolor L) dilakukan untuk mengetahui senyawa kimia yang
terkandung dalam daun bayam merah dengan menggunakan tabung reaksi.
Berdasarkan table 3 dapat dilihat bahwa hasil identifikasi kandungan kimia serbuk
dan ekstrak etanol daun bayam merah positif mengandung flavonoid, alkaloid,
saponin, dan polifenol, dimana senyawa-senyawa tersebut memiliki aktivitas
antibakteri.
6. Pembuatan ekstrak etanol daun bayam merah

Metode pembuatan ekstrak pada penelitian ini dengan menggunakan cara
maserasi karena pengerjaan dan peralatannya yang sederhana. Maserasi lebih
menguntungkan untuk metabolit yang tidak tahan panas karena cara ini tanpa
pemanasan sehingga tidak menyebabkan terjadinya degradasi dari metabolit
tersebut (Depkes 2000). Cairan penyari yang digunakan dalam penelitian ini
menggunakan etano 70%. Serbuk dari simplisia daun bayam merah (Amaranthus
tricolor L) yang digunakan untuk pembuatan ekstrak sebanyak 600 gram. Proses
maserasi dilakukan dalam keadaan tertutup menggunakan wadah gelap dan
terhindar dari sinar matahari langsung. Data hasil pembuatan ekstrak etanol daun
bayam merah (Amaranthus tricolor L) dapat dilihat pada table 4. Hasil
perhitungan persen rendemen ekstrak etanol daun bayam merah dapat dilihat

dilampiran 11.
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Tabel 4. Hasil rendemen ekstrak etanol daun bayam merah

Berat serbuk (g) Etanol (ml) Berat eks(tgr)ak kental Rendemen (%b/b)

600 4500 110 18,33

7. Uji bebas etanol ekstrak daun bayam merah

Ekstrak etanol daun bayam merah (Amaranthus tricolor L) yang telah
pekat diuji sudah bebas etanol atau belum dengan cara uji esterifikasi yaitu
ekstrak ditambah asam asetat dan asam sulfat pekat kemudian dipanaskan. Hasil
uji menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun bayam merah (Amaranthus tricolor
L) positif bebas etanol karena tidak terbentuk bau ester yang khas dari etanol.
Tujuan dilakukan uji bebas etanol pada ekstrak daun bayam merah adalah untuk
mencegah kesalahan pengamatan dalam tahap penelitian selanjutnya yaitu pada
pengujian aktivitas antibakteri terhadap Shigella dysenteriae sebab etanol memilki
aktivitas dalam menghambat pertumbuhan bakteri dan dapat mempengaruhi
pertumbuhan bakteri dan dapat mempengaruhi hasil penelitian ini.

8. Fraksinasi ekstrak daun bayam merah

Fraksinasi adalah suatu cara untuk memisahkan golongan utama
kandungan satu dari golongan utama lainnya berdasarkan kepolarannya. Jumlah
dan jenis senyawa yang telah dipisahkan akan terjasi fraksi yang berbeda-beda.
Senyawa-senyawa yang nersifat polar akan masuk ke pelarut polar, begitu juga
senyawa yang bersifat non polar akan masuk ke pelarut non polar dan juga dengan
senyawa semi polar akan masuk kepelarut semi polar (Harbone 1987). Ekstrak
kental yang diperoleh selanjutnya dilakukan proses fraksinasi cair-cair.

Pelarut non polar yang digunakan adalah n-heksana dan pelrut semi polar
yang digunakan etil asetat, sedangkan pelarut polar yang digunakan adalah air.
Hasil penyarian dari ketiga pelarut tersebut akan digunakan dalam penelitian.
Perhitungan persen rendemen fraksi eter, etil asetat, dan air dari ekstrak etanol
daun bayam merah (Amaranthus tricolor L) dapat dilihat di lampiran 11. Data
hasil pembuatan fraksi n-heksana, etil asetat dan air daun bayam merah dapat
dilihat pada tabel berikut:
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Tabel 5. Rendemen hasil fraksi n-heksana, etil asetat, dan air.

Ekstrak etanol Pelarut Hasil Fraksi Rendemen (%)
(gram) (gram)
n-heksana 9,78 8,89
110 Etil asetat 17,25 15,68
air 39,95 36,31

Berdasarkan table 5 dapat dilihat bahwa perhitungan prosentase rata-rata
rendemen fraksi n-heksana daun bayam merah (Amaranthus tricolor L) didapat
8,89%, fraksi etil asetat daun bayam merah (Amaranthus tricolor L) didapat
15,68%, dan fraksi air daun bayam merah (Amaranthus tricolor L) didapat
36,31%.

Hasil fraksi air yang didapatkan lebih banyak dibandingkan fraksi yang
lain karena sebagian besar senyawa dalam daun bayam merah bersifat polar.
Rendemen setiap pelarut berbeda karena kemampuan dari masing-masing pelarut
dalam menyari senyawa yang terkandung dalam ekstrak etanol daun bayam merah
(Amaranthus tricolor L) berbeda. Hasil rendemen yang diperoleh jauh dari yang
diharapkan yaitu 100% atau mendekati 100%. Hal tersebut kemungkinan
disebebkan ekstrak yang menempel pada wadah, corong pisah dan kurangnya
kekentalan ekstrak untuk proses fraksinasi serta kurang rapatnya alat yang
digunakan sehingga ada beberapa yang tertumpah.

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

Identifikasi kandungan kimia dengan uji kromatografi lapis tipis (KLT)
hnay dilakukan pada fraksi etil asetat karena fraksi ini mempunyai aktivitas
antibakteri paling aktif terhadap Shigella dysenteriae ATCC 9361. Identifikasi ini
dilakukan untuk mengetahui beberapa senyawa antibakteri yang terkandung pada
fraksi etil asetat yaitu alkaloid dan saponin.

Hasil identifikasi senyawa alkaloid dengan menggunakan KLT yaitu fase
diam silika gel GF 254 dan fase geraknya menggunakan toluene : etil asetat :
dietilamin (7:2:1) dengan pereaksi semprot yang digunakan yaitu dragendrof.
Dibawah sinar UV 254 bercak berwarna coklat kehitaman dan UV 366 berwarna

hijau dengan nilai Rf sebesar 0,5.
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Hasil identifikasi senyawa saponin dengan menggunakan KLT fase diam
yaitu silica gel GF254 dan fase geraknya yaitu etil asetat : kloroform : air :asam
formiat Liebermann-Burchard (LB). Secara visual dengan pereaksi semprot LB
memberikan warna merah dengan Rf sebesar 0,81. Hasil perhitungan dan gambar

dapat dilihat pada lampiran 13.

B. Hasil Identifikasi Antibakteri
1. Pembuatan suspensi bakteri Shigella dysenteriae ATCC 9361

Bakteri uji Shigella dysenteriae ATCC 9361 dalm biakan murni diambil
masing-masing 2 ose kemudian dimasukkan secara aseptis ke dalam tabung reaksi
steril yang telah diisi BHI (Brain Heart Infusion) cair sebanyak 10 ml, kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Dipipet 0,01 ml dimasukkan dalam 10
ml BHI sehingga didapat kekeruhan yang sama dengan standar McFarland 0,5.

2. ldentifikasi bakteri uji Shigella dysenteriae ATCC 9361

2.1. Inokulasi Shigella dysenteriae. Identifikasi Shigella dysenteriae
ATCC 9361 yang diinokulasi pada medium Salmonella Shigella Agar (SSA)
kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Hasil goresan menunjukkan
koloni kecil, halus, konveks, dan permukaan rata.

2.2. ldentifikasi Shigella dysenteriae secara pengecatam Gram.
Identifikasi Shigella dysenteriae ATCC 9361 secara morfologi dengan metode
pewarnaan Gram pada mikroskop dengan perbesaran kuat (1000x) akan Nampak
berwarna merah, berbentuk batang, hal ini membuktikan bahwa bakteri Shigella
dysenteriae merupakan bakteri gram negatif. Pada pengecatan Gram oleh Gram
A, bakteri Gram negatif menyerap warna ungu kebiruan dari kristal violet.
Dilanjutkan pengecatan Gram B yang menguatkan afinitas cat terhadap sel
bakteri. Bakteri Gram negatif, membran luar (lipoprotein) bersifat nonpolar
sedangkan alkohol-asam pada Gram C juga bersifat nonpolar sehingga saat
bertemu dengan Gram C akan larut berdasarkan prinsip dissolved like. Prinsip ini
menunjukkan bahwa zat yang memiliki kelarutan sama akan saling melarutkan.
Karena hal tersebut, maka membran luar pada bakteri Gram negatif hilang
sehingga hanya menyisakan peptidoglikan yang tipis dan warna Kristal violet
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hilang. Hal tersebut menyebabkan ekstraksi lipid dan memperbesar permeabilitas
dinding sel sehingga pewarnaan safranin (Gram D) masuk ke dalam sel dan
menyebabkan sel menjadi berwarna merah. Hasil gambar dapat dilihat pada
lampiran 8.

2.3. Hasil identifikasi Shigella dysenteriae secara biokimia. Identifikasi
uji biokimia Shigella dysenteriae ATCC 9361 berdasarkan pustaka dapat dilihat

pada tabel 6.
Tabel 6. Identifikasi uji biokimia Shigella dysenteriae ATCC 9361
Pengujian Hasil Pustaka (Jawetz et al.
2012)

SIM -+- -+-

KIA K/A S(-) K/A S(-)

LIA K/A S(-) K/A S(-)

Citrat - -

Pengujian Shigella dysenteriae  ATCC 9361 pada media SIM
menunjukkan (-+-) yaitu Shigella dysenteriae ATCC 9361 tidak dapat mereduksi
thiosulfate sehingga tidak menghasilkan hydrogen sulfide sehingga tidak
berwarna hitam, indol positif karena bakteri Shigella dysenteriae ATCC 9361
menghasilkan enzim tryphanase yang mengubah tryptophan menjadi indol
ditambah asam piruvat dan NHgs Indol beraksi dengan reagen erlich membentuk
warna merah dan motilitas negative karena pertumbuhan bakteri hanya dibekas
tusukan.

Pengujian pada media KIA memberikan hasil bagian lereng berwarna
merah, dasar berwarna kuning dan medium tidak berwarna hitam S(-).Shigella
dysenteriae ATCC 9361 menguraikan glukosa dan tidak menguraikan laktosa.
Dasar terbentuk warna kuning, karena Shigella dysenteriae ATCC 9361
memfermentasi glukosa yang bersifat asam. Medium tidak terbentuk warna hitam
karena tidak memproduksi hydrogen sulfide, menghasilkan gas karena
memfermentasi glukosa menjasi asam.

Pengujian pada LIA diperoleh hasil bagian lereng berwarna ungu karena
bakteri Shigella dysenteriae ATCC 9361 mendekarboksilase lisin sehingga

menyebabkan reaksi basa, dasar berwarna kuning karena bakteri mendeaminasi
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lisin dan tidak membentuk warna hitam S (-) karena tidak memproduksi hydrogen
sulfide.

Pengujian pada media citrat negatif berwarna hijau, yang berarti Shigella
dysenteriae ATCC 9361 tidak menggunakan citrat sebagai sumber karbon
tunggal. Hasil gambar dapat dilihat pada lampiran 8.

3. Hasil pengujian efek antibakteri ekstrak etanol fraksi n-heksana, eter dan
air daun bayam merah secara difusi

Hasil ekstrak etano fraksi n-heksana, eter, dan air daun bayam merah
dilakukan pengujian antibakteri terhadap Shigella dysenteriae ATCC 9361.
Konsentrasi terendah dari fraksi dapat menunjukkan akan daerah jernih yang

merupakan daerah zona hambat aktivitas bakteri.

Tabel 7. Hasil uji difusi dari ekstrak etanol fraksi n-heksana, etil asetat dan air daun bayam
merah terhadap Shigella dysenteriae ATCC 9361 pada media MHA (Mueller Hinton

Agar)
Diameter hambat (mm)
Bahan uji Konsentrasi Replikasi Rata- +SD
1 2 3 rata
n-heksana 25% 10 10 11 10,33 0,57
50% 11 12 10 11 1,00
75% 10 13 10 11 1,73
Etil asetat 25% 16 17 18 17 1,00
50% 18 18 17 17,67 0,57
75% 19 18 18 18,33 0,57
Air 25% 11 11 10 10,67 0,57
50% 12 13 10 11,67 1,52
5% 11 12 13 12 1,00
Ekstrak 25% 13 14 14 13,67 0,57
50% 14 15 15 14,67 0,57
75% 14 15 16 15 1,00
Antibiotik  Kotrimoksazole 28 29 28 28,33 0,57

DMSO 10% - - - - -
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Diameter Hambat (mm)

20

F1TT

n-heksana etil asetat ekstrak

(6]

H25% m50% m75%

Gambar 3. Grafik diameter hambat

Luas area zona hambat pertumbuhan bakteri Shigella dysenteriae ATCC
9361 dapat dilihat pada area jernih pada media MHA, dimana pada hasil
penelitian menunjukkan bahwa fraksi etil asetat mempunyai aktivitas paling aktif,
pada konsentrasi Yyaitu 75% mempunyai daerah zona hambat rata-rata 18,33 mm
+SD 0,57. Hal ini juga ditunjukkan pada fraksi etil asetat konsentrasi 50% sudah
dapat memberikan nilai SD sama dengan konsentrasi 75% yaitu +SD 0,57.

Fraksi etil asetat dari ekstrak etanol daun bayam merah dapat menarik
senyawa golongan alkaloid, flavonoid saponin, tannin, polifenol, dan triterpenoid
(Putri et al. 2013), yang mana pada daun bayam merah sendiri terkandung
senyawa alkaloid, saponin, flavonoid dan polifenol. Senyawa yang terkandung
dalam fraksi etil asetat yaitu terdapat alkaloid dan saponin. Senyawa tersebut
mempunyai aktivitas masing-masing dalam menghambat pertumbuhan bakteri.
Senyawa saponin pada konsentrasi yang rendah sering menyebabkan hemolisis sel
darah merah. Saponin bersifat spermisida, antimikroba, antiperadangan, dan
memiliki aktivitas sitotoksik (Tjay & Rahardja 2002). Senyawa alkaloid sebagai
antibakteri dilakukan dengan menggunakan komponen penyusun peptidoglikan
pada sel bakteri, sehingga lapisan sel bakteri tidak terbentuk secara utuh dan
menyebabkan kematian sel pada bakteri tersebut (Alamsyah & Kurniawan).

Kontrol negatif berfungsi untuk mengetahui apakah pelarut memliki

potensi menghambat atau membunuh bakteri. Kontrol negatif yang digunakan
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adalah pelarut DMSO 10% yang tidak memiliki sifat antibakteri terhadap bakteri
uji karena tidak terbentuk zona bening di sekitar cakram maka zona hambat atau
zona bunuh yang terbentuk tidak ada pengaruh dari pelarut. Kontrol positif yang
digunakan dalam penelitian ini adalah kotrimoksazol. Antibiotik kotrimoksazol
dipilih untuk pengujian daya antibakteri karena efek sinergis dari trimethoprim
dan sulfametoksazol menghambat reaksi enzimatik obligat pada dua tahap yang
berurutan pada mikroba, sehingga kombinasi ini merupakan kemajuan penting
dalam usaha meningkatkan efektivitas klinik antimikroba.

Pengujian statistika menggunakan uji Anova dengan klasifikasi satu arah
(One Way Anova) dengan tingkat kemaknaan 95% atau «=0,05. Sebelum
dilakukan uji anova satu arah terlebih dahulu dilakukan uji Kolmogorov-Smirnov.
Fungsi uji ini adalah menguji normalitas data dan mensyaratkan data penelitian
tersebut terdistribusi normal jika akan menggunakan Anova. Kriteria uji
Kolmogorov-Smirnov adalah bila Asymp. Sig. lebih dari 0,05 maka terdistribusi
normal. Data tabel didapatkan nilai Asymp. Sig. sebesar 0,064. Nilai ini lebih
besar dari 0,05 maka dapat disimpulkan data penelitian uji efektivitas antibakteri
ini terdistribusi normal.

Setelah diketahui terdistribusi normal kemudian dilakukan uji Levene
Statistic. Fungsi uji ini adalah mengetahui homogenitas data dengan kriteria
p>0,05. Data tabel didapatkan nilai Sig. sebesar 0,093. Nilai ini lebih besar dari
0,05 maka dapat disimpulkan bahwa data tersebut homogen atau memiliki
variansi yang sama.

Selanjutnya dilakukan uji One Way Anova untuk mengetahui adanya
perbedaan antara ekstrak daun bayam merah pada masing-masing konsentrasi
dalam menghambat pertumbuhan bakteri Shigella dysenteriae. Kriteria ujinya
adalah diameter zona hambat dalam berbagai konsentrasi yang dimiliki
dinyatakan ada perbedaan yang nyata (signifikan) dengan tingkat kemaknaan
a=0.05, bila nilai signifikan (Sig.) lebih kecil dari 0.05, namun sebaliknya jika
tidak ada perbedaan yang nyata (signifikan) bila nilai Signifikansi (Sig.) lebih
besar dari 0.05. Dalam tabel didapatkan nilai signifikansinya sebesar 0.000. nilai

ini lebih kecil dari 0.05 maka dapat disimpulkan bahwa ada perbedaan diameter
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zona hambatan dengan konsentrasi 25%, 50%, dan 75%.Selanjutnya hasil uji
anova terdapat perbedaan diameter daerah hambat maka dilakukan uji post hoc
Student Neuman Keuls - LSD untuk mengetahui kelompok mana saja yang
berbeda dan konsentrasi yang mempunyai aktivitas antibakteri paling baik.
Berdasarkan hasil yang diperoleh dapat diketahui perbedaan antara kelompok
yang satu dengan kelompok yang lainnya dengan melihat nilai sig. (p). Perbedaan
kelompok yang signifikan diperoleh nilai sig<0.05. hasil menunjukkan bahwa
ekstrak daun bayam merah dengan konsentrasi 25%, 50%, dan 75% memiliki nilai
sig >0,05. Pada fraksi yang menunjukkan diameter hambat terbesar adalah pada
fraksi etil asetat dengan nilai SD yang mana tidak berbeda secara nyata antara
konsentrasi 50% dan 75%. Sehingga dapat disimpulkan bahwa pada fraksi etil
asetat menggunakan konsentrasi 50% telah merupakan konsentrasi paling aktif

dalam menghambat pertumbuhan bakteri Shigella dysenteriae.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Hasil penelitian aktivitas antibakteri ekstrak daun bayam merah

(Amaranthus tricolor L) terhadap pertumbuhan bakteri Shigella dysenteriae
ATCC 9361 dapat disimpulkan:

1.

Ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dari daun bayam merah
(Amaranthus tricolor L) mempunyai aktivitas antibakteri terhadap Shigella
dysenteriae ATCC 9361

Dari ketiga fraksi yang memiliki aktivitas antibakteri paling aktif dalam
menghambat Shigella dysenteriae ATCC 9361 adalah fraksi etil asetat dengan
konsentrasi yang paling efektif yaitu pada konsentrasi 50% dengan diameter

zona hambat kuat seberar 17,67 mm.

B. Saran

Perlu dilakukan uji toksisitas untuk menguji tingkat dosis yang aman
digunakan sebagai pengobatan alami menggunakan daun bayam merah.

Perlu dilakukan penyebaran informasi mengenai manfaat dari bahan alami,
khususnya daun bayam merah (Amaranthus tricolor L) sebagai salah satu
obat antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan shigella dysenteriae
ATCC 9361 sebagai terjadinya diare.

Perlu dilakukan uji aktivitas antibakteri daun bayam merah (Amaranthus

tricolor L.) dengan menggunakan spesies bakteri patogen yang berbeda.
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Lampiran 1. Surat keterangan melakukan Identifikasi/determinasi tanaman

L @A i ap—
. UPT- lABORATORlUM

No I52DET/UPT-LABR27/1112017
Hal  : Surat Keterangan Determinasi Tumbuhan

*

Menerangkan bahwa :

Nama : Dellany Sananggari

NIM : 19133814 A

Fakultas . Farmas: Umversitas Setia Budi

Telah mendeterminasikan tumbuhan : Bayam merah (Amaranthus tricolor)

Hasil determinasi berdasarkan - Baker: Flora of Java

Ib-2b~3b~4b~12b— 13b - 14b— 17b — 18b — 19b — 20b — 21b - 22b - 23b — 24b - 25b

= 26b ~ 27b — 799b ~ 800b — 801b ~ 802b — 806b — 807b — 809b — 810b ~ 811b — 825b —

826b — 829b - 830b — 831b ~ 832b — 833b - 834b - 835a - 836a — 837¢ — 851b — 8S6b —

857b — 872b - 875b — 876b — 877b - 886b - 895a — 896a ~ 898b — 908b — 913b — 915b.

familia 48. Amaranthaceae. la — 2b - 3b - 5b - 6a. 4. Amaranthus 1b - 3a Amaranthus

tricolor

Deskripsi :

Habitus : Herba, tegak, tinggi 0.4 - | m.

Akar . Tunggang.

Batang : Percabangan monopodial, merah, berair, lemah,

Daun  : Tunggal, bulat telur, panjang 5,1 - 7,2 cm, ujung tumpul, pangkal runcing,
tepi rata, warna merah,

Bunga @ Bunga majemuk, bulir, tepala 3.

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

1i. Let.jen Sutoyo, Mojosongo-Salo 57127 Telp.0271-852518, Fax.0271-853275
Homepage :www.setisbudi.acid, e-mail :info@setiabudl ac id



Lampiran 2. Foto tanaman dan serbuk daun bayam merah (Amaranthus
tricolor L)

Daun bayam merah

Serbuk bayam merah

Lampiran 3. Foto alat Moisture Balance

Moisture Balance
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Lampiran 4. Foto alat evaporator

Alat evaporator

Lampiran 5. Foto Fraksinasi

L

=L |

Proses fraksinasi
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Lampiran 6. Foto identifikasi senyawa serbuk dan ekstrak daun bayam
merah (Amaranthus tricolor L)

Hasil Identifikasi

Serbuk Ekstrak

Flavonoid (+) Flavonoid (+)

Saponin (+)

Alkaloid (+) Alkaloid (+)




Polifenol (+)

Polifenol (+)

57

Identifikasi serbuk dan ekstrak
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Lampiran 7. ldentifikasi senyawa fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dari
ekstrak etanol daun bayam merah (Amaranthus tricolor L)

Hasil Identifikasi

Fraksi n-heksana

Fraksi etil asetat

Farksi Air

Flavonoid, Alkaloid, Saponin, POlifenol

Identifikasi senyawa pada fraksi
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Lampiran 8. Foto hasil identifikasi bakteri Shigella dysenteriae ATCC 9361

Bakteri Shigella dysenteriae ATCC 9361

Uji Biokimia
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Lampiran 9. Foto hasil pengujian Antibakteri Metode Difusi

- Konsentrasi 25 %

Replikasi 1 Replikasi 2

Replikasi 3

Pengujian antibakteri konsentrasi 25%



61

Konsentrasi 50%

Replikasi 1 Replikasi 2

Replikasi 3

Pengujian antibakteri konsentrasi 50%
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- Konsentrasi 75%

Replikasi 1 Replikasi 2

Replikasi 3

Pengujian antibakteri konsentrasi 75%
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Lampiran 10. Perhitungan prosentase bobot kering terhadap bobot basah

Bobot basah (g) Bobot kering (g) Rendemen (%)

3500 680 18,28

bobot kering

x 100 %
bobot basah 00

Rendemen serbuk =

= 98009 + 100 %
3500 (g)

=18,28%

Lampiran 11. Perhitungan persen rendemen hasil ekstrak etanol, fraksi n-
heksana, etil asetat, dan daun bayam merah

Prosentase bobot ekstrak maserasi daun bayam merah

Berat serbuk (g) Etanol (ml) Berat ekstrak (g) Rendemen (%b/b)

600 4500 110 18,33

bobot kering
bobot basah

= 11009) y 100 9%
600 (g)

=18,33%

Rendemen serbuk = x 100 %

Rendemen fraksi n-heksana, etil asetat, dan air daun bayam merah

Ekstrak etanol Pelarut Hasil Fraksi Rendemen (%)
(gram) (gram)
110 n-heksana 9,78 8,89
Etil asetat 17,25 15,68
air 39,95 36,31

Rendemen fraksi n-heksana daun bayam merah

. bobot keri
Rendemen fraksi n-heksana = =>-“¢"""9 + 100 %
bobot basah

=278 v 100 %
110(g)

=8,89 %



Rendemen fraksi etil asetat daun bayam merah

. . bobot keri
Rendemen fraksi etil asetat = ——>—"""9 v 100 %
bobot basah

= 17259) y 100 0
110 (9)

=15,68 %

Rendemen fraksi air daun bayam merah

.. bobot kerin
Rendemen fraksi air = 2020" PeTIRY « 100 %
bobot basah

_ 39,95(g)
"~ 110 (9)

=36,31%

x 100 %

Lampiran 12. Pembuatan larutan uji pada metode difusi

- Pembuatan larutan uji dengan konsentrasi 75% b/v sebanyak 2 ml

Gram Ekstrak = 2= x 2ml
100

=1,5gram

64

Menimbang 1 gram ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi eter, dan fraksi

air yang diperoleh dilarutkan ad 2 ml DMSO

- Pembuatan larutan uji dengan konsentrasi 50% b/v
V1 X Cr59% = Vomi X Cso%

V1x75 =2x50
V1=13~1mil

Mengambil 1 ml larutan uji konsentrasi 75% kemudian dilarutkan dengan

2 ml DMSO

- Pembuatan larutan uji dengan konsentrasi 25% b/v
V1 X Cs096 = Vomi X Caso
V1x50 =2x25
V1 =1ml

Mengambil 1 ml larutan uji 50% kemudian dilrutkan dengan 2 ml DMSO
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Lampiran 13. Perhitungan Rf

jarak bercak dari awal larutan

Rf = , X 1 bercak

jarak efusi

a. Alkaloid

UV =254 UV= 366

Hasil pengujian KLT
b. Saponin

RF=%=081
8

| . |

Uv=25 UV=366
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Lampiran 14. Formulasi dan pembuatan media

a.

Formulasi dan Pembuatan Media Muller Hinton Agar (MHA)

- Meat Infusion 1,0 gram
- Casein hydroysate 1,0 gram
- Starch 5.0 gram
- Agar-agar 12,0 gram
-pH 74+0,2

Cara pembuatan :

1.
2.

Ditimbang bahan Mueller Hinton Agar 11,4 gram

Dimasukkan ke dalam Beaker glass kemudian ditambah dengan
aquadest steril sebanyak 300 ml.

Dipanaskan hingga larut kemudian dimasukkan dalam tabung
reaksi masing-masing 10 ml.

Ditutup dengan kapas lalu disterilkan dengan autoclave dengan
suhu 121°C selama 15 menit.

Didinginkan sampai suhu + 50°C kemudian dituang ke dalam
cawan petri steril

Setelah dingin, medium padat dibungkus dengan kertas dan

disimpan dalam kulkas.

Formulasi dan pembuatan Media Brain Heart Infusion (BHI)

- Infus dari otak sapi 200,0 gram
- Infus dari hati sapi 250,0 gram
- Protease peptone 10,0 gram
- Dekstrosa 2,0 gram

- NaCl 5,0 gram

- Dinatrium Fosfat 5,0 gram

- Aguadest ad 1000 ml
-pH 74+0,2

Cara Pembuatan :

1. Ditimbang bahan BHI sebanyak 0,74 gram
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2. Dimasukkan ke dalam beaker glass kemudian ditambah aquadest steril
sebanyak 20 ml

3. Dipanaskan hingga larut kemudian dimasukkan dalam tabung reaksi
masing-masing 10 ml

4. Ditutup dengen kapas disterilkan dengan autoclave pada suhu 121°C
selama 15 menit.

5. Disimpan dalam kulkas

c. Formulasi dan Pembuatan Media Salmonella Shigella Agar (SSA)

- Lab lemco powder 5,0 gram

- Peprone 5,0 gram

- Lactoce 10,0 gram

- Bile salts 8,5 gram

- Sodium citrate 10,0 gram

- Sodium thiosulphate 8,5 gram

- Ferric citrate 1,0 gram

- Brilliant green 0,00033 gram
- Neutral red 0,0025 gram
- Agar 15,0 gram

- pH 7,0

- Aguadest 1000 ml

Cara pembuatan :

1. Ditimbang bahan SSA

2. Dimasukkan dalam beaker glass, kemudian ditambahkan aquadest
steril sebanyak 1000 ml

3. Dipanaskan hingga larut dan digoyangkan sampai homogen, lalu
dituang ke dalam cawan petri steril.

4. Setelah dingin, medium padat dibugkus dengan kertas dan disimpan
dalam kulkas.

d. Formulasi dan Pembuatan Kliger Iron Agar (KIA)
- Peptone from Casein 15,0 gram

- Peptone from meat 5,0 gram
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- Meat extract 3,0 gram

- Yeast extract 3,0 gram

- Sodium choride 5,0 gram

- Laktosa 10,0 gram
- Glukosa 1,0 gram

- Ammonium iron (I11) citrate 0,5 gram

- Sodium thiosulfate 0,5 gram

- Phenol red 0,024 gram
- Agar-agar 12,0 gram
- pH 74+0,2

Cara pembuatan :

1. Ditimbang bahan KIA 1,1 gram

2. Dimasukkan ke dalam Beaker glass kemudian ditambah dengan
aquadest steril sebanyak 20 ml.

3. Dipanaskan hingga larut

4. Ditutup dengan kapas lalu disterilkan dengan autoclave dengan
suhul21°C selama 15 menit.

5. Tabung diletakkan pada posisi miring sampai mengeras.

6. Setelah dingin, medium padat dibungkus dengan kertas dan disimpan
dalam kulkas.

Formulasi dan Pembuatan Sulfida Indol Motility (S1M)

- Peptone from casein 20,0 gram
- Peptone from meat 6,0 gram
- Ammonium iron (I11) citrate 0,2 gram
- Sodium thiosulfate 0,2 gram
- Agar-agar 3,0 gram
-pH 73+0,2

Cara pembuatan :
1. Ditimbang bahan SIM 0,3 gram
2. Dimasukkan ke dalam Beaker glass kemudian ditambah dengan

aquadest steril sebanyak 10 ml.
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Dipanaskan hingga larut

Ditutup dengan kapas lalu disterilkan dengan autoclave dengan suhu
121°C selama 15 menit.

Tabung diletakkan pada posisi tegak sampai mengeras.

Setelah dingin, medium padat dibungkus dengan kertas dan disimpan

dalam kulkas.

Formulasi dan Pembuatan Citrate Agar

- Ammonium hydrogen fosfat 1,0 gram
- Di-potassium hydrogen fosfat 1,0 gram
- Sodium chloride 5,0 gram
- Sodium citrate 2,0 gram
- Magnesium sulfate 0,2 gram
- Bromo thymol blue 0,08 gram
- Agar-agar 12,5 gram
-pH 70+0,2

Cara pembuatan :

1.
2.

Ditimbang bahan Citrate 0,46 gram

Dimasukkan ke dalam Beaker glass kemudian ditambah dengan
aquadest steril sebanyak 20 ml.

Dipanaskan hingga larut

Ditutup dengan kapas lalu disterilkan dengan autoclave dengan suhu
121°C selama 15 menit.

Tabung diletakkan pada posisi miring sampai mengeras.

Setelah dingin, medium padat dibungkus dengan kertas dan disimpan

dalam kulkas.

Formulasi dan Pembuatan Lysine Iron Agar (LIA)

- peptone from meat 5,0 gram
- Yeast extract 3,0 gram
- D(+)- Glucosa 1,0 gram
- L-Lysine monohydrochloride 10,0 gram

- Sodium thiosulfate 0,04 gram
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- Ammonium iron (I11) citrate 0,5 gram
- Bromocresol purple 0,02 gram
- Agar-agar 12,5 gram

Cara pembuatan :

1.
2.

Ditimbang bahan LIA 0,64 gram

Dimasukkan ke dalam Beaker glass kemudian ditambah dengan
aquadest steril sebanyak 20 ml.

Dipanaskan hingga larut

Ditutup dengan kapas lalu disterilkan dengan autoclave dengan suhu
121°C selama 15 menit.

Tabung diletakkan pada posisi miring sampai mengeras.

Setelah dingin, medium padat dibungkus dengan kertas dan disimpan

dalam kulkas.



Lampiran 15. Uji statistika

Descriptive Statistics

Mean

Std. Deviation

Minimum

Maximum

diameterhambat

42 13.6429

6.05995

.00

29.00

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

71

diameterhambat
N 42
ab Mean 13.6429
Normal Parameters™ o
Std. Deviation 6.05995
Absolute .202
Most Extreme Differences Positive 141
Negative -.202
Kolmogorov-Smirnov Z 1.312
Asymp. Sig. (2-tailed) .064
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
Oneway
Descriptives
diameterhambat
N [ Mean Std. Std. 95% Confidence Min Max
Deviation Error Interval for Mean
Lower Upper
Bound Bound
ekstrak 75% 3| 15.0000 1.00000 57735 12.5159 17.4841| 14.00( 16.00
ekstrak 50% 3| 14.3333 57735 .33333 12.8991 15.7676| 14.00( 15.00
ekstrak 25% 3| 13.6667 57735 .33333 12.2324 15.1009| 13.00( 14.00
fraksi n-heksan 75% 3] 11.0000 1.73205| 1.00000 6.6973 15.3027| 10.00( 13.00
fraksi n-heksan 50% 3] 11.0000 1.00000 57735 8.5159 13.4841| 10.00( 12.00
fraksi n-heksan 25% 3] 10.3333 57735 .33333 8.8991 11.7676| 10.00( 11.00
fraksi etil asetat 75% 3] 18.3333 57735 .33333 16.8991 19.7676| 18.00( 19.00
fraksi etil asetat 50% 3| 17.6667 57735 .33333 16.2324 19.1009| 17.00( 18.00
fraksi etil asetat 25% 3| 17.0000 1.00000 57735 14.5159 19.4841 16.00| 18.00
fraksi air 75% 3| 12.0000 1.00000 57735 9.5159 14.4841| 11.00( 13.00
fraksi air 50% 3| 11.6667 1.52753 .88192 7.8721 15.4612| 10.00( 13.00
fraksi air 25% 3] 10.6667 57735 .33333 9.2324 12.1009| 10.00( 11.00
kotrimoksazol 3| 28.3333 57735 .33333 26.8991 29.7676| 28.00| 29.00
DMSO 10% 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00
Total 421 13.6429 6.05995 .93507 11.7544 15.5313 .00| 29.00




Test of Homogeneity of Variances

diameterhambat

Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.804 13 28 .093
ANOVA
diameterhambat
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1482.310 13 114.024 136.829 .000
Within Groups 23.333 28 .833
Total 1505.643 41
Oneway
ANOVA
diameterhambat
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1482.310 13 114.024 136.829 .000
Within Groups 23.333 28 .833
Total 1505.643 41
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Post Hoc Tests

Dependent Variable: diameterhambat

Multiple Comparisons

73

Tukey HSD

) (J) perlakuan Mean Std. Sig. 95% Confidence Interval

perlakua Difference | Error

n (I-3) Lower Bound | Upper Bound
ekstrak 50% 66667 | .74536 | 1.000 -2.0616 3.3950
ekstrak 25% 1.33333 | .74536 | .863 -1.3950 4.0616
fraksi n-heksan 75% 4.00000" | .74536| .001 1.2717 6.7283
fraksi n-heksan 50% 4.00000" | .74536| .001 1.2717 6.7283
fraksi n-heksan 25% 4.66667 | .74536| .000 1.9384 7.3950
fraksi etil asetat 75% -3.333337| .74536 [ .007 -6.0616 -.6050

g';-j/irak fraksi etil asetat 50% -2.66667 | .74536 | .060 -5.3950 .0616
fraksi etil asetat 25% -2.00000 | .74536 | .338 -4.7283 7283
fraksi air 75% 3.00000" | .74536| .021 2717 5.7283
fraksi air 50% 3.33333"| .74536| .007 .6050 6.0616
fraksi air 25% 4.33333"( .74536| .000 1.6050 7.0616
kotrimoksazol -13.333337| .74536 | .000 -16.0616 -10.6050
DMSO 10% 15.00000" | .74536| .000 12.2717 17.7283
ekstrak 75% -.66667 | .74536 [ 1.000 -3.3950 2.0616
ekstrak 25% 66667 | .74536 | 1.000 -2.0616 3.3950
fraksi n-heksan 75% 3.33333"( .74536 | .007 .6050 6.0616
fraksi n-heksan 50% 3.33333"( .74536 | .007 .6050 6.0616
fraksi n-heksan 25% 4.00000" | .74536| .001 1.2717 6.7283
fraksi etil asetat 75% -4.00000 | .74536 | .001 -6.7283 -1.2717

g'(()ﬁ/ifak fraksi etil asetat 50% -3.33333"| .74536 | .007 -6.0616 -.6050
fraksi etil asetat 25% -2.66667 | .74536 | .060 -5.3950 .0616
fraksi air 75% 2.33333| .74536 | .153 -.3950 5.0616
fraksi air 50% 2.66667 | .74536 | .060 -.0616 5.3950
fraksi air 25% 3.66667 | .74536| .002 9384 6.3950
kotrimoksazol -14.00000 | .74536| .000 -16.7283 -11.2717
DMSO 10% 14.333337| .74536 | .000 11.6050 17.0616
ekstrak 75% -1.33333 | .74536| .863 -4.0616 1.3950
ekstrak 50% -.66667 | .74536 | 1.000 -3.3950 2.0616

okstrak  fraksi n-heksan 75% 2.66667 | .74536 [ .060 -.0616 5.3950

25% fraksi n-heksan 50% 2.66667 | .74536 | .060 -.0616 5.3950
fraksi n-heksan 25% 3.33333"| .74536 | .007 .6050 6.0616
fraksi etil asetat 75% -4.66667 | .74536 | .000 -7.3950 -1.9384
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fraksi n-
heksan
75%

fraksi n-
heksan
50%

fraksi n-
heksan
25%

fraksi etil asetat 50% -4.00000 [ .74536] .001 -6.7283 -1.2717
fraksi etil asetat 25% -3.33333"| .74536| .007 -6.0616 -.6050
fraksi air 75% 1.66667 | .74536 | .609 -1.0616 4.3950
fraksi air 50% 2.00000 | .74536 | .338 -.7283 4.7283
fraksi air 25% 3.00000" | .74536 [ .021 2717 5.7283
kotrimoksazol -14.66667 | .74536 | .000 -17.3950 -11.9384
DMSO 10% 13.66667 | .74536 .000 10.9384 16.3950
ekstrak 75% -4.00000" | .74536 | .001 -6.7283 -1.2717
ekstrak 50% -3.33333"| .74536| .007 -6.0616 -.6050
ekstrak 25% -2.66667 | .74536 | .060 -5.3950 0616
fraksi n-heksan 50% .00000 | .74536 | 1.000 -2.7283 2.7283
fraksi n-heksan 25% 66667 | .74536 | 1.000 -2.0616 3.3950
fraksi etil asetat 75% -7.33333"| .74536 | .000 -10.0616 -4.6050
fraksi etil asetat 50% -6.66667" | .74536 | .000 -9.3950 -3.9384
fraksi etil asetat 25% -6.00000" | .74536 | .000 -8.7283 -3.2717
fraksi air 75% -1.00000 | .74536 | .982 -3.7283 1.7283
fraksi air 50% -.66667 | .74536 [ 1.000 -3.3950 2.0616
fraksi air 25% 33333 .74536 | 1.000 -2.3950 3.0616
kotrimoksazol -17.33333"| .74536 | .000 -20.0616 -14.6050
DMSO 10% 11.00000" | .74536 | .000 8.2717 13.7283
ekstrak 75% -4.00000" | .74536| .001 -6.7283 -1.2717
ekstrak 50% -3.33333"| .74536| .007 -6.0616 -.6050
ekstrak 25% -2.66667 | .74536 | .060 -5.3950 0616
fraksi n-heksan 75% .00000 | .74536 | 1.000 -2.7283 2.7283
fraksi n-heksan 25% 66667 | .74536 | 1.000 -2.0616 3.3950
fraksi etil asetat 75% -7.33333"| .74536 | .000 -10.0616 -4.6050
fraksi etil asetat 50% -6.66667" | .74536 | .000 -9.3950 -3.9384
fraksi etil asetat 25% -6.00000" | .74536 [ .000 -8.7283 -3.2717
fraksi air 75% -1.00000 | .74536 | .982 -3.7283 1.7283
fraksi air 50% -.66667 | .74536 [ 1.000 -3.3950 2.0616
fraksi air 25% 33333 .74536 | 1.000 -2.3950 3.0616
kotrimoksazol -17.33333'| .74536 | .000 -20.0616 -14.6050
DMSO 10% 11.00000" | .74536 [ .000 8.2717 13.7283
ekstrak 75% -4.66667 | .74536 | .000 -7.3950 -1.9384
ekstrak 50% -4.00000 | .74536 | .001 -6.7283 -1.2717
ekstrak 25% -3.33333"| .74536| .007 -6.0616 -.6050
fraksi n-heksan 75% -.66667 | .74536 [ 1.000 -3.3950 2.0616
fraksi n-heksan 50% -.66667 | .74536 [ 1.000 -3.3950 2.0616

-8.00000 [ .74536 | .000 -10.7283 -5.2717

fraksi etil asetat 75%




fraksi etil
asetat
75%

fraksi etil
asetat
50%

fraksi etil
asetat
25%
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fraksi etil asetat 50%
fraksi etil asetat 25%
fraksi air 75%

fraksi air 50%

fraksi air 25%
kotrimoksazol
DMSO 10%

ekstrak 75%

ekstrak 50%

ekstrak 25%

fraksi n-heksan 75%
fraksi n-heksan 50%
fraksi n-heksan 25%
fraksi etil asetat 50%
fraksi etil asetat 25%
fraksi air 75%

fraksi air 50%

fraksi air 25%
kotrimoksazol
DMSO 10%

ekstrak 75%

ekstrak 50%

ekstrak 25%

fraksi n-heksan 75%
fraksi n-heksan 50%
fraksi n-heksan 25%
fraksi etil asetat 75%
fraksi etil asetat 25%
fraksi air 75%

fraksi air 50%

fraksi air 25%
kotrimoksazol
DMSO 10%

ekstrak 75%

ekstrak 50%

ekstrak 25%

fraksi n-heksan 75%
fraksi n-heksan 50%

fraksi n-heksan 25%

-7.33333
-6.66667
-1.66667
-1.33333
-.33333
-18.00000"
10.33333"
3.33333"
4.00000"
4.66667
7.33333"
7.33333"
8.00000"
66667
1.33333
6.33333"
6.66667
7.66667
-10.00000°
18.33333"
2.66667
3.33333"
4.00000°
6.66667
6.66667
7.33333
-.66667
66667
5.66667
6.00000"
7.00000°
-10.66667
17.66667
2.00000
2.66667
3.33333"
6.00000"
6.00000"
6.66667

.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536
.74536

.000
.000
.609
.863
1.000
.000
.000
.007
.001
.000
.000
.000
.000
1.000
.863
.000
.000
.000
.000
.000
.060
.007
.001
.000
.000
.000
1.000
1.000
.000
.000
.000
.000
.000
.338
.060
.007
.000
.000
.000

-10.0616
-9.3950
-4.3950
-4.0616
-3.0616

-20.7283

7.6050
.6050
1.2717
1.9384
4.6050
4.6050
5.2717
-2.0616
-1.3950
3.6050
3.9384
4.9384

-12.7283

15.6050

-.0616
.6050
1.2717
3.9384
3.9384
4.6050
-3.3950
-2.0616
2.9384
3.2717
42717

-13.3950

14.9384
-.7283
-.0616

.6050
3.2717
3.2717
3.9384

-4.6050
-3.9384
1.0616
1.3950
2.3950
-15.2717
13.0616
6.0616
6.7283
7.3950
10.0616
10.0616
10.7283
3.3950
4.0616
9.0616
9.3950
10.3950
-7.2717
21.0616
5.3950
6.0616
6.7283
9.3950
9.3950
10.0616
2.0616
3.3950
8.3950
8.7283
9.7283
-7.9384
20.3950
4.7283
5.3950
6.0616
8.7283
8.7283
9.3950




fraksi air
75%

fraksi air
50%

fraksi air
25%
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fraksi etil asetat 75% -1.33333] .74536| .863 -4.0616 1.3950
fraksi etil asetat 50% -.66667 | .74536 | 1.000 -3.3950 2.0616
fraksi air 75% 5.00000 | .74536| .000 2.2717 7.7283
fraksi air 50% 5.33333"| .74536| .000 2.6050 8.0616
fraksi air 25% 6.33333"| .74536 | .000 3.6050 9.0616
kotrimoksazol -11.33333"| .74536 | .000 -14.0616 -8.6050
DMSO 10% 17.00000" | .74536 [ .000 14.2717 19.7283
ekstrak 75% -3.00000" | .74536 | .021 -5.7283 -.2717
ekstrak 50% -2.33333| .74536| .153 -5.0616 .3950
ekstrak 25% -1.66667 | .74536 | .609 -4.3950 1.0616
fraksi n-heksan 75% 1.00000 | .74536 [ .982 -1.7283 3.7283
fraksi n-heksan 50% 1.00000 | .74536 [ .982 -1.7283 3.7283
fraksi n-heksan 25% 1.66667 | .74536 [ .609 -1.0616 4.3950
fraksi etil asetat 75% -6.33333"| .74536 | .000 -9.0616 -3.6050
fraksi etil asetat 50% -5.66667 | .74536 | .000 -8.3950 -2.9384
fraksi etil asetat 25% -5.00000" | .74536 | .000 -7.7283 -2.2717
fraksi air 50% 33333 .74536 | 1.000 -2.3950 3.0616
fraksi air 25% 1.33333| .74536 | .863 -1.3950 4.0616
kotrimoksazol -16.33333"| .74536 | .000 -19.0616 -13.6050
DMSO 10% 12.00000" | .74536 [ .000 9.2717 14.7283
ekstrak 75% -3.33333"| .74536 | .007 -6.0616 -.6050
ekstrak 50% -2.66667 | .74536 [ .060 -5.3950 0616
ekstrak 25% -2.00000 | .74536 | .338 -4.7283 7283
fraksi n-heksan 75% 66667 | .74536 | 1.000 -2.0616 3.3950
fraksi n-heksan 50% 66667 | .74536 | 1.000 -2.0616 3.3950
fraksi n-heksan 25% 1.33333| .74536 | .863 -1.3950 4.0616
fraksi etil asetat 75% -6.66667 | .74536 | .000 -9.3950 -3.9384
fraksi etil asetat 50% -6.00000" | .74536 | .000 -8.7283 -3.2717
fraksi etil asetat 25% -5.33333"| .74536 | .000 -8.0616 -2.6050
fraksi air 75% -.33333.74536 | 1.000 -3.0616 2.3950
fraksi air 25% 1.00000 | .74536 [ .982 -1.7283 3.7283
kotrimoksazol -16.66667 | .74536 | .000 -19.3950 -13.9384
DMSO 10% 11.66667 | .74536 [ .000 8.9384 14.3950
ekstrak 75% -4.33333"| .74536 | .000 -7.0616 -1.6050
ekstrak 50% -3.66667 | .74536| .002 -6.3950 -.9384
ekstrak 25% -3.00000" | .74536 | .021 -5.7283 -.2717
fraksi n-heksan 75% -.33333 ] .74536 | 1.000 -3.0616 2.3950
fraksi n-heksan 50% -.33333][.74536 | 1.000 -3.0616 2.3950

33333 .74536 | 1.000 -2.3950 3.0616

fraksi n-heksan 25%
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fraksi etil asetat 75% -7.66667 | .74536] .000 -10.3950 -4.9384
fraksi etil asetat 50% -7.00000" | .74536| .000 -9.7283 -4.2717
fraksi etil asetat 25% -6.33333"| .74536| .000 -9.0616 -3.6050
fraksi air 75% -1.33333| .74536| .863 -4.0616 1.3950
fraksi air 50% -1.00000 | .74536| .982 -3.7283 1.7283
kotrimoksazol -17.66667"| .74536| .000 -20.3950 -14.9384
DMSO 10% 10.66667 | .74536| .000 7.9384 13.3950
ekstrak 75% 13.33333"| .74536| .000 10.6050 16.0616
ekstrak 50% 14.00000" | .74536| .000 11.2717 16.7283
ekstrak 25% 14.66667 | .74536| .000 11.9384 17.3950
fraksi n-heksan 75% 17.33333"| .74536| .000 14.6050 20.0616
fraksi n-heksan 50% 17.33333"| .74536| .000 14.6050 20.0616
fraksi n-heksan 25% 18.00000" | .74536| .000 15.2717 20.7283
"O”"I“O" fraksi etil asetat 75% 10.00000" | .74536| .000 7.2717 12.7283
sazo *
fraksi etil asetat 50% 10.66667 | .74536| .000 7.9384 13.3950
fraksi etil asetat 25% 11.33333"| .74536| .000 8.6050 14.0616
fraksi air 75% 16.33333"| .74536| .000 13.6050 19.0616
fraksi air 50% 16.66667 | .74536| .000 13.9384 19.3950
fraksi air 25% 17.66667 | .74536| .000 14.9384 20.3950
DMSO 10% 28.33333"| .74536| .000 25.6050 31.0616
ekstrak 75% -15.00000" | .74536| .000 -17.7283 -12.2717
ekstrak 50% -14.33333"| .74536| .000 -17.0616 -11.6050
ekstrak 25% -13.66667" | .74536| .000 -16.3950 -10.9384
fraksi n-heksan 75% -11.00000" | .74536| .000 -13.7283 -8.2717
fraksi n-heksan 50% -11.00000" | .74536| .000 -13.7283 -8.2717
fraksi n-heksan 25% -10.33333"| .74536| .000 -13.0616 -7.6050
DMSO ¢\ ci il asetat 75% -18.33333"| .74536| .000 -21.0616 -15.6050
10%
fraksi etil asetat 50% -17.66667" | .74536| .000 -20.3950 -14.9384
fraksi etil asetat 25% -17.00000" | .74536| .000 -19.7283 -14.2717
fraksi air 75% -12.00000" | .74536| .000 -14.7283 -9.2717
fraksi air 50% -11.66667"| .74536| .000 -14.3950 -8.9384
fraksi air 25% -10.66667" | .74536| .000 -13.3950 -7.9384
kotrimoksazol -28.33333"| .74536| .000 -31.0616 -25.6050

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

Subset for alpha = 0.05

3 4

5

6

DMSO 10%

fraksi n-heksan
25%

fraksi air 25%

fraksi n-heksan
75%
fraksi n-heksan
50%

fraksi air 50%
fraksi air 75%
ekstrak 25%
ekstrak 50%

ekstrak 75%

fraksi etil asetat
25%
fraksi etil asetat
50%
fraksi etil asetat
75%

kotrimoksazol
Sig.

w

W W W w w w

.0000

1.000

10.3333

10.6667
11.0000

11.0000

11.6667
12.0000

.609

11.0000

11.0000

11.6667
12.0000
13.6667

.060

11.6667
12.0000
13.6667
14.3333

.060

13.6667
14.3333
15.0000

.863

14.3333
15.0000
17.0000

.060

15.0000
17.0000

17.6667

.060

17.0000

17.6667

18.3333

.863

28.3333
1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.




