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ABSTRAK

Indonesia memiliki kekayaan hayati berupa tanaman obat yang potensial sebagai
antibakteri, salah satunya adalah daun salam (Syzygium polyanthum). Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri fraksi n-heksan daun salam
terhadap pertumbuhan bakteri Bacillus subtilis dan Escherichia coli. Ekstraksi
dilakukan dengan metode maserasi menggunakan etanol 96%, dilanjutkan dengan
fraksinasi menggunakan pelarut n-heksan. Uji aktivitas antibakteri dilakukan
dengan metode difusi cakram terhadap konsentrasi fraksi n-heksan 1%, 2,5%, dan
5%, serta kontrol positif eritromisin dan kontrol negatif DMSO 1%. Parameter yang
diamati adalah diameter zona hambat yang terbentuk setelah inkubasi 1 x 24 jam
pada suhu 37°C. Hasil penelitian menunjukkan bahwa fraksi n-heksan daun salam
menunjukkan aktivitas antibakteri Bacillus subtilis dan Escherichia coli paling kuat
pada konsentrasi tertinggi yaitu 5% dengan menunjukkan zona hambat sebesar 11-
13 mm terhadap kedua bakteri uji. Data dianalisis secara statistik menggunakan uji
One Way ANOVA dan menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan antar
konsentrasi pada aktivitas antibakterinya. Penelitian ini mengindikasikan bahwa
fraksi n- heksan daun salam berpotensi sebagai agen antibakteri alami terhadap
Bacillus subtilis dan Escherichia coli.

Kata kunci: Syzygium polyanthum, fraksi n-heksan, antibakteri, Bacillus subtilis,
Escherichia coli.
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ABSTRACT

Indonesia has a wealth of medicinal plants that have the potential as antibacterials,
one of which is bay leaves (Syzygium polyanthum). This study aims to determine the
antibacterial activity of the n-hexane fraction of bay leaves against the growth of
Bacillus subtilis and Escherichia coli bacteria. Extraction was carried out using
the maceration method using 96% ethanol, followed by fractionation using n-
hexane solvent. The antibacterial activity test was carried out using the disc
diffusion method on n-hexane fraction concentrations of 1%, 2.5%, and 5%, as well
as a positive control of erythromycin and a negative control of 1% DMSO. The
parameters observed were the diameter of the inhibition zone formed after 1 x 24
hours of incubation at 37°C. The results showed that the n-hexane fraction of bay
leaves showed the strongest antibacterial activity against Bacillus subtilis and
Escherichia coli at the highest concentration of 5%, showing an inhibition zone of
11-13 mm against both test bacteria. The data were statistically analyzed using a
One-Way ANOVA test and showed significant differences between concentrations
in antibacterial activity. This study indicates that the n-hexane fraction of bay leaves
has potential as a natural antibacterial agent against Bacillus subtilis and
Escherichia coli.

Keywords: Syzygium polyanthum, n-hexane fraction, antibacterial, Bacillus subtilis,
Escherichia coli.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diare adalah penyakit yang disebabkan oleh bakteri, virus, atau parasit pada
sistem usus, diare dapat menyebar dari satu orang ke orang lain melalui makanan
yang tercemar, air minum, atau kebersihan pribadi yang buruk. (Wayan, 2020).
Buang air besar dengan konsentrasi lembek atau cair dikenal sebagai diare. Diare
juga dapat berupa air dan terjadi lebih sering daripada rata-rata, biasanya tiga kali
atau lebih dalam satu hari. (Rahman dkk., 2016). Menurut hasil Survei Kesehatan
Indonesia (SKI) Tahun 2023, diketahui prevalensi diare berdasarkan
diagnosis/gejala pada semua kelompok umur di Indonesia adalah 4,3%. Hasil Riset
Kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun 2023, menunjukkan adanya penurunan
prevalensi diare pada balita dibandingkan dengan Riskesdas 2018. Prevalensi diare
pada balita menurun dari 12,3% menjadi 7,4%. Meskipun ada penurunan, diare
masih menjadi salah satu masalah kesehatan yang perlu mendapat perhatian,
terutama karena dapat menyebabkan kematian pada bayi dan balita.

Bakteri Bacillus sp. terdapat pada tanah, air, udara, dan detritus tanaman.
Bakteri ini dapat mengurai substrat alami dan menghasilkan enzim, yang membantu
siklus hara. (Handayani dkk., 2023). Bakteri aerobik yang menghasilkan endospora
dengan sifat saprofit disebut bakteri Bacillus subtilis. Udara, air, dan tanah sering
menjadi tempat pertumbuhan bagi bakteri gram positif ini. Konsentrasi bakteri
Bacillus subtilis yang tinggi dalam usus besar akan menyebabkan penyakit diare
yang disebarkan oleh makanan yang terkontaminasi. Meningitis juga dapat
disebabkan oleh bakteri Klebsiella pneumoniae (Mayasari & Agus 2020).

Indonesia yang memiliki beragam jenis tanaman memiliki sejarah panjang
dalam penggunaan obat tradisional. Tumbuhan atau komponen alami lainnya telah
lama digunakan sebagai obat tradisional oleh masyarakat Indonesia. Karena obat
tradisional memiliki sejumlah keunggulan dibandingkan obat sintetik, obat
tradisional sangat diminati untuk menjaga kesehatan dan mencegah penyakit.
Banyak komponen yang digunakan dalam pengobatan tradisional berasal dari

tanaman dan bahan alam lainnya, yang kemudian dikombinasikan secara tradisional



dan pemanfaatanya diperoleh berdasarkan pengalaman (Nugroho dkk., 2022).
Salah satu tanaman herbal yang dapat mengobati diare adalah daun salam. Beberapa
kandungan yang terdapat pada daun salam, seperti minyak atsiri, triterpenoid,
saponin, flavonoid, dan tanin, dapat menghentikan pertumbuhan bakteri berbahaya
seperti Salmonella sp, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, dan Pseudomonas fluorescens (Willapangga dan Syaputra, 2018).
Senyawa antibakteri adalah senyawa kimia atau biologi baik alami maupun
sintetik yang dapat menghambat pertumbuhan dan aktivitas bakteri. Yogurt
merupakan makanan fermentasi yang menggunakan bakteri asam laktat (BAL)
sebagai starter dalam proses pembuatannya dan telah banyak diteliti bahwa BAL
yang terkandung dalam starter yogurt memiliki aktivitas antibakteri. (Nurhayati dan
Hidayatulloh, 2020).

Menurut penelitian sebelumnya oleh Widayanti dan Maryati (2023), aktivitas
antibakteri ekstrak etanol 96% daun salam dan daun matoa terhadap bakteri Shigella
sonnei dan bakteri Bacillus cereus dengan seri konsentrasi, daun salam dan daun
matoa yang memiliki aktivitas antibakteri paling kuat yaitu pada konsentrasi ekstrak
100%. Hasil dari penelitian ini membuktikan pertumbuhan bakteri Shigella sonnei
dan Bacillus cereus dapat dihambat oleh ekstrak daun salam dan matoa. Ekstrak
metanol dari daun salam, menurut penelitian (Wilapangga dan Syaputra, 2018)
dengan menggunakan metode difusi cakram, menunjukkan aktivitas antibakteri
yang dapat menghentikan pertumbuhan bakteri Bacillus sp. sebesar 16,00 mm dan
bakteri Escherichia coli sebesar 10,00 mm. penelitian terdahulu menguji aktivitas
antibakteri daun salam menggunakan metode KLT-Bioautografi menunjukan
bahwa bercak pada nilai Rf 0,78 memberikan aktivitas terhadap bakteri Bacillus
subtilis (Mega, 2012).

Acuan lain yang digunakan pada penelitian ini diambil dari jurnal Uji Daya
Antibakteri Fraksi N-Heksan dan Fraksi Air Sisa Ekstrak Etanol Daun Salam
(Syzygium polyanthum (Wight) Walp) Terh adap Pertumbuhan Bakteri
Staphylococcus aureus dan Identifikasi Senyawa Aktif oleh Sari , Hasil penelitian
menunjukkan fraksi n-heksan dan fraksi air sisa daun salam terhadap bakteri
Staphylococcus aureus memberikan hasil positif yang ditandai dengan adanya
daerah hambatan pertumbuhan pada fraksi N-heksan pada konsentrasi 30% (1,755



cm), konsentrasi 50% (1,856 cm), konsentrasi 70 % (1,914 cm). pada fraksi air sisa
konsentrasi 30% (1,135 cm), konsetrasi 50% (1,226 cm), konsentrasi 70% (1,314
cm). Berdasarkan latar belakang, peneliti tertarik untuk melakukan penelitian lebih
lanjut terkait Uji Aktivitas Antibakteri Daun Salam Terhadap Pertumbuhan Bakteri
Bacillus subtilis menggunakan fraksi N-heksan dengan beberapa konsentrasi yaitu
1%, 2.5%, dan 5%.

1.2 Identifikasi Masalah

Berdasarkan latar belakang diatas, maka masalah penelitian dapat dirumuskan

sebagai berikut :

1. Apakah konsetrasi 1%, 2,5%, dan 5% fraksi N-heksan daun salam
(Syzygium  polyanthum) memiliki aktivitas antibakteri terhadap
pertumbuhan bakteri Bacillus subtilis dan Escherichia coli?

2. Berapa diameter zona daya hambat yang dihasilkan dari fraksi N-heksan
daun salam (Syzygium polyanthum) terhadap pertumbuhan bakteri Bacillus
sublitis dan Eschrichia coli?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini yaitu:

1. Untuk mengetahui apakah konsentrasi 1%, 2,5%, dan 5% fraksi N-heksan
ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum) memiliki aktivitas antibakteri
terhadap pertumbuhan bakteri Bacillus subtilis dan bakteri Escherichia coli.

2. Untuk mengetahui berapa zona daya hambat yang dihasilkan dari uji
aktivitas fraksi N-heksan ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum)
terhadap pertumbuhan bakteri Bacillus subtilis dan Escericha coli.

1.4 Manfaat Penelitian

1. Manfaat Bagi Masyarakat
Melalui penenlitian ini Masyarakat dapat memperoleh informasi bahwa
fraksi N-heksan ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum) memiliki
aktivitas antibakteri Bacillus subtilis dan Escherichia coli yang dapat
diamanfaatkan sebagai pengobatan alami.

2. Bagi Peneliti Peneliti memperoleh ilmu pengetahuan, wawasan, dan
membuktikan bahwa fraksi N-heksan ekstrak daun salam (syzygium

polyanthum) dapat digunakan sebagai pengobatan antibakteri.



3. Bagi Institusi
Dapat memberikan informasi dan referensi mengenai hasil penelitian uji
antibakteri fraksi N-heksan ekstrak daun salam (syzygium polyanthum)
dalam menghambat pertumbuhan bakteri Bacillus subtilis dan Escherichia
coli.

1.4 Hipotesis
HO : Adanya aktivitas fraksi N-heksan ekstrak daun salam (Syzygium
polyanthum) terhadap bakteri Bacillus subtilis dan Escherichia coli.
H1 : Tidak ada aktivitas fraksi N-heksan ekstrak daun salam (Syzygium

polyanthum) terhadap bakteri Bacillus subtilis dan Escherichia coli.
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2.1 Tanaman Salam

Tanaman salam adalah tanaman berkayu yang biasanya dipanen untuk
diambil daunnya. Tanaman salam telah lama digunakan sebagai bumbu masakan.
Tanaman salam dapat digunakan sebagai ramuan obat tradisional. Tanaman salam
memiliki kemampuan terapi yang luar biasa dan biasanya digunakan untuk
mengobati hipertensi, diabetes melitus, asam urat, diare, maag, katarak, keracunan
alkohol, sakit gigi, kudis, dan gatal-gatal karena memiliki sifat kimia yang berguna
dalam bidang medis (Sudirman, 2014: 6).

2.1.1 Klasifikasi Tanaman Salam
Taksonomi tanaman salam adalah sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Subkingdom Tracheobionta

Super divisi Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Sub kelas ; Rosidae

Ordo X Myrtales

Famili : Myrtaceae

Genus : Syzygium

Spesies ; Syzygium polyanthum (Wight.) (Putra, 2015).

2.1.2 Morfologi Daun salam

Daun salam adalah tanaman pohon yang dapat tumbuh hingga setinggi 25
meter. Saat diremas, daunnya harum, bentuknya lonjong sampai bulat telur
elips sampai bulat telur sungsang, dengan pangkal runcing dan ujung lancip
sampai tumpul, berukuran panjang 5-15 cm dan lebar 35-36 mm, dengan 6-10
urat daun lateral dan pangkal daun 5-12 mm. Perbungaannya seperti malai,
tumbuh dari ranting, dan berbau harum. Bunganya berbentuk cawan tebal
dengan diameter sekitar 1 mm. Mahkota bunga berwarna putih dengan panjang

sekitar 2,5-3,5 mm, dan benang sari dipisahkan menjadi empat kelompok



sepanjang 3 mm dengan warna kuning lembayung muda. Buahnya berwarna

merah tua -dan bulat, dengan garis tengah 8-9 mm (Syamsul dan Rodame,

2015).

A. Daun salam

Salam (Syzygium polyanthum) adalah nama pohon yang menghasilkan
rempah-rempah yang banyak digunakan dalam masakan Indonesia.
Berdaun tunggal dan tersusun saling berhadapan. Panjang tangkai daun
berkisar antara 8 dan 12 mm. helai daun berbentuk jorong lonjong,
jorong sempit, atau lanset tipis, tidak memiliki bulu halus, dan
berukuran 5-16 x 2,5-7 cm. Memiliki 6-11 urat daun sekunder berbintik

kelenjar sanga halus (Jumanta, 2019).

Gambar 2.1 Daun salam iSyzygium polyanthum)
(Harisma, 2017).

B. Buah Salam
Salam termaksud tanaman yang menghasilkan buah buni dengan
diameter 8-9 mm. Buah yang masih muda biasanya berwarna hijau
tetapi setelah matang warnanya berubah menjadi merah tua dan
memiliki rasa yang sedikit sepat (Mahardianti, 2014).

C. Bunga salam
Tanaman salam sebagian besar memiliki bunga banci dengan kelopak
dan mahkota bunga yang masing-masing terdiri dari 4-5 daun kelopak
dan daun mahkota bunga dengan jumlah yang sama, terkadang saling
berlekatan. Bunganya memiliki banyak benang sari, kelopaknya
berhadapan dengan daun mahkota. Benang sari berwarna cerah, yang
terkadang menjadi bagian dari bunga, bakal buah tenggelam dan
memiliki 1 kepala putik. (Mahardianti, 2014).



D. Batang salam
Batang pohon salam berwarna coklat abu-abu retak atau bersisik.
Tanaman ini dapat tumbuh hingga ketinggian 25 meter. Batangnya
berbentuk bulat (Putra, 2015).
E. Akar
Tanaman salam memiliki akar tunggang yang berbentuk seperti tombak
karena pangkalnya besar dan meruncing ke ujung dengan serabut akar
yang bercabang-cabang, yang biasa disebut akar tombak (Mahardianti,
2014).
2.1.3 Kandungan Kimia Daun Salam
Daun salam memiliki kandungan senyawa kimia sebagai berikut: minyak
atsiri (sitrat, elulgelnol), telrpelnoid, stelroid, tanin, saponin, alkaloid, flavonoid
(katelkin dan rultin), polifenol, karbohidrat, vitamin A, C, El, B6, dan B12,
folat, riboflavin, dan tiamin. Komponen seluler aktif yang ditemukan dalam
daun salam adalah R-cytostelrol dan niasin. Daun salam mengandung mineral
seperti selenium, magnesium, kalsium, selng, natrium, kalium, besi, dan fosfor.
Ekstrak etanol dari daun salam mengandung karakteristik antimikroba. Ekstrak
etanol daun salam lebih efektif sebagai agen antibakteri daripada ekstrak etanol
yang diekstraksi dengan pelarut lainnya. (Faizah, 2021). Kandungan dan
manfaat senyawa yang terkandung di dalam daun salam yang dapat menjadi
antibakteri adalah sebagai berikut:
1. Flavonoid
Flavonoid adalah bahan kimia polar yang mudah larut dalam pelarut
polar seperti etanol, metanol, butanol, dan aseton. Flavonoid adalah
kelas terbesar dari senyawa fenol, dan molekul flavonoid yang
ditemukan dalam daun salam dapat menurunkan kolesterol dan gula
darah. Senyawa fenol bekerja sebagai antibakteri dengan cara
mendenaturasi protein yang mempengaruhi permeabilitas dinding sel
bakteri (Nazzaro, 2013).



2. Tanin
Tanin dapat mempengaruhi permeabilitas membran sel bakteri dan
menghambat pembekuan plasma. Daun salam mengandung tanin yang
dapat membantu menurunkan kadar kolesterol dan gula darah
(Nazzaro,2013).
3. Minyak atsiri
Minyak atsiri juga bekerja sebagai antibakteri dengan cara mengganggu
enzim yang terlibat dalam pembentukan energi, sehingga menghambat
perkembangan sel. Minyak atsiri dalam jumlah yang banyak dapat
mendenatursi sifat protein (Nazzaro, 2013).
4. Alkaloid
Alkaloid juga memiliki kemampuan sebagai antibakteri. Mekanisme
alkaloid sebagai penghambat pertumbuhan bakteri adalah dengan cara
mengganggu komponen penyusun peptiglodikan pada sel bakteri,
sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan
menyebabkan kematian sel (Kurniawan & Aryana, 2015).
2.1.4 Khasiat Daun Salam
Daun salam dapat digunakan untuk mengobati kolesterol yang tinggi,
diabetes, hipertensi, gastritis, diare, dan penurunan berat badan. Buahnya
digunakan untuk mengobati mabuk alkohol (Dalimartha, 2018).
2.2 Antibakeri
Antibakteri adalah zat aktif yang diproduksi oleh mikroorganisme pada
konsentrasi rendah yang dapat menghambat dan membunuh proses kehidupan
mikroba. Zat aktif antibakteri memiliki dua mekanisme kerja: bakterisida dan
bakteriostatik. Bakterisida membunuh sel bakteri dan bakteriostatik menekan
pertumbuhan bakteri tanpa membunuh bakteri (Haryati dkk, 2015). suatu zat aktif
yang memiliki zona hambat yang besar pada konsentrasi rendah, zat tersebut
dikatakan memiliki potensi antibakteri yang kuat (Hapsari, 2015).
2.2.1 Mekanisme Kerja Antibakteri
Bakteri dapat diklasifikasikan berdasarkan struktur kimia dan mekanisme kerja

antara lain :



1. Denaturasi protein
Denaturasi adalah proses pemecahan protein yang menyebabkan
perubahan kimiawi, fisika, dan biologis pada protein, yang dapat
mengubah fitur-fitur protein secara intrinsic (Mierza, 2020).
1. Mengubah Permeabilitas Membran Sitoplasma Bakteri
Membran plasma bersifat semipermeabel dan dapat mengatur pergerakan
berbagai metabolit ke dalam dan ke luar sel. Setiap gangguan atau
kerusakan pada struktur membran plasma dapat menghalangi atau merusak
kemampuan membran plasma untuk beroperasi sebagai penghalang
(barrier) osmosis, serta mengganggu sejumlah proses biosintesis yang
diperlukan dalam membran, yang mengakibatkan bocornya sekelompok
sel penting dan bakteri mengalami kematian (Mierza, 2020).
2. Penghambatan Terhadap Sintesis Dinding Sel
Antibakteri ini menghambat protein pengikat penisilin, yang mencegah
pengikatan silang peptidoglikan pada akhir pembentukan dinding sel.
Protein pengikat penisilin adalah enzim yang ditemukan dalam membran
plasma sel bakteri yang biasanya terlibat dalam penambahan asam amino
yang berikatan silang dengan peptidoglikan pada dinding sel bakteri dan
dapat membatasi aktivitas transpeptidase. Dinding sel bakteri dapat
menyebabkan dinding sel menjadi rapuh dan lemah, sehingga rentan
terhadap lisis atau pecah (Mierza, 2020).
2.2.3 Uji Daya Hambat
Uji daya hambat adalah metode untuk mengidentifikasi solusi pengobatan
yang memiliki efektivitas dan efisiensi. Pendekatan ini mengukur diameter
zona bening yang dihasilkan pada media pertumbuhan untuk menentukan
potensi ekstrak tanaman dalam mencegah pertumbuhan bakteri (Pramesti,
2023).
1. Pengukuran zona hambat
Zona bening yang terlihat di sekitar cakram menunjukkan kerentanan
bakteri terhadap zat antibakteri yang sedang diuji. Diameter zona hambat dapat

diukur menggunakan jangka sorong dengan meletakkan cawan petri pada latar



belakang gelap (Valentina, 2021). Rumus untuk menghitung zona bening yang
dihasilkan adalah sebagai berikut :

Rumus untuk menghitung zona bening ditunjukkan oleh persamaan (2.1)

(Dv—Dc) + (Dh—Dc)

s 2.1)

Keterangan :

Dv : Mengukur diameter vertical

Dh : Mengukur diameter horizontal

Dc : Mengukur diameter cakram (Winastri dkk., 2020)

2. Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum
Nilai KHM dihitung sebagai konsentrasi terendah dimana tidak ada bakteri
yang tumbuh (Nurhikmah dkk., 2023). Pemeriksaan Konsentrasi Hambat
Minimum (KHM) secara visual dilakukan dengan dua kategori yaitu positif
(+) jika terdapat kekeruhan yang menandakan adanya pertumbuhan
bakteri, dan negatif (-) jika hasilnya jernih atau tidak keruh yang
menandakan tidak adanya pertumbuhan bakteri. Pada tabel 2.1
menunjukkan respon hambat pertumbuhan bakteri terhadap zona
terang/bening pada metode pengujian antibakteri.
Tabel 2.1 kriteria kekuatan antibakteri

Diameter zona hambat Respon hambat pertumbuhan

<5 Lemah
6-10 sedang
11-20 kuat
>21 Sangat kuat

Sumber : Reppi Et al.,( 2016)
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2.3.3 Pengujian Antibakteri
Pengujian dapat dilakukan dengan beberapa metode sebagai berikut :
1. Difusi Agar

Pendekatan ini menggunakan Mueller Hinton Agar (MHA) sebagai

media. metode difusi melibatkan pemberian agen antibakteri ke ke

dalam media padat yang diinokulasikan mikroorganisme uji.

Pengamatan termasuk menentukan adanya daerah bening di sekitar

kertas cakram, yang menunjukkan adanya zona penghambatan bakteri.

Metode difusi adalah pendekatan umum untuk mengevaluasi aktivitas

antibakteri, dan dapat diimplementasikan dalam tiga cara: metode

cakram, metode sumur, dan metode silinder (Nurhayati dkk., 2020).

A. Metode Cakram (Kirby-Bauer)
Metode difusi mengevaluasi reaksi mikroorganisme uji terhadap
antibakteri dengan menggunakan kertas cakram sebagai
perantara (Fitriana dkk., 2020). Bahan uji kemudian direndam di
atas kertas cakram yang berfungsi sebagai substrat. Kertas
cakram kemudian diletakkan di atas media agar yang telah
diinokulasi dengan biakan mikroorganisme uji. Media agar
kemudian diinkubasi pada suhu 35°C selama 18 hingga 24 jam.
Zona atau area yang berada di sekitar kertas cakram
menunjukkan tanda-tanda perkembangan mikroba. Jumlah
mikroorganisme uji yang diaplikasikan pada kertas cakram
menentukan diameter zona bening atau area (Nurhayati dkk.,
2020).
B. Metode Sumuran

Pertama, suspensi bakteri yang ditambahkan ke media Mueller
Hinton Agar (MHA) dibiarkan mengeras. Setelah itu, sumur
dibuat pada media yang telah mengeras dan diberi label masing-
masing sesuai dengan konsentrasi kontrol positif dan negatif.
Setelah pelabelan, masing-masing konsentrasi, kontrol positif,
dan kontrol negatif ditambahkan ekstrak. Proses ini dilakukan

sebanyak empat kali. Setelah itu, inkubasi selama 24 jam pada
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2.

Dilusi

suhu 37°C (Saputera dkk., 2019). Setelah inkubasi,
pertumbuhan bakteri dipantau untuk menilai dan mengukur zona
hambatan di sekitar sumur. Metode sumuran memiliki
keuntungan dalam memudahkan kuantifikasi zona hambatan
karena aktivitas bakteri terjadi di seluruh ketebalan agar nutrisi.
Namun, ada dalam membuat sumur, seperti kemungkinan retak
atau pecahnya medium agar di sekitar sumur. Sisa agar yang
tertinggal selama konstruksi sumur dapat mengganggu
penyerapan antibiotik dan penetapan diameter zona jernih dalam
uji sensitivitas (Nurhayati dkk., 2020).

Metode Silinder

Metode silinder mencakup penempatan banyak silinder kaca
atau stainless steel pada substrat agar yang diinokulasi dengan
bakteri. Setiap silinder ditempatkan tegak lurus terhadap media
agar dan diisi dengan larutan yang akan diuji sebelum inkubasi.
Setelah periode inkubasi, pertumbuhan bakteri dipantau untuk
mengidentifikasi zona hambatan yang dihasilkan di sekitar
silinder (Panyauri, 2020).

Metode dilusi dibagi menjadi dua jenis, yaitu dilusi cair dan dilusi padat.

Penggunaan metode dilusi cair bertujuan untuk mengukur KHM

(Konsentrasi Hambat Minimum), sedangkan metode dilusi padat

digunakan untuk menentukan KBM (Konsentrasi Bunuh Minimum).

Dalam metode pengenceran cair, prosedurnya melibatkan pembuatan

serangkaian pengenceran agen antimikroba dalam media cair yang telah

dilengkapi dengan mikroba uji. Di sisi lain, metode pengenceran padat

dilakukan dengan menginokulasi mikroba uji ke media agar yang telah

dicampur dengan agen antimikroba (Fitriana dkk., 2020).

A.

Metode Dilusi Cair
Metode dilusi cair melibatkan beberapa pengenceran
antimikroba dalam media cair yang mengandung

mikroorganisme eksperimental. (Azizah, 2023). Metode ini
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digunakan untuk menentukan KHM (Konsentrasi Hambat
Minimum) (Rosyada dkk., 2023). KHM adalah dosis terendah
dari agen antimikroba yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri setelah 24 jam inkubasi, yang dibuktikan dengan tidak
adanya koloni bakteri yang jelas. Metode ini digunakan untuk
menentukan konsentrasi antibiotik yang efektif dalam
menghentikan perkembangan patogen. Selain itu, metode ini
memberikan informasi mengenai dosis antibiotik yang akan

efektif mengobati infeksi pada pasien. (Saputera dkk., 2019).

. Metode Dilusi Padat

Metode dilusi padat digunakan untuk menentukan konsentrasi
Bunuh Minimum (KBM). (Hamida dkk., 2023). metode ini
menggabungkan berbagai dosis bahan uji dengan media agar
padat. Pertumbuhan bakteri kemudian dinilai dengan
menganalisis media yang tidak menunjukkan bercak putih
setelah inkubasi dan menghitung jumlah koloni yang terbentuk
pada media agar. (Rehma, 2022).

2.3 Bacillus subtilis

2.3.1 Taksonomi Bacillus subtilis
Menurut (Rahayu dkk., n.d 2017) klasifikasi bakteri Bacillus subtilis

sebagai berikut :

Kingdom

Filum
Clas
Ordo
Famili
Genus

Species

Bacteria
Firmicutes
Bacilli
Bacillales
Bacillaceae 3/3
Bacillus

Bacillus subtilis

2.3.2 Morfologi Bacillus subtilis

Bakteri Bacillus subtilis adalah bakteri saprofit dan bakteri tanah yang

memberikan kontribusi pada siklus nutrisi karena kemampuan untuk

menghasilkan berbagai enzim. Bakteri ini telah digunakan di industri untuk
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menghasilkan protease, amilase, antibiotik, dan bahan kimia. Bacillus subtilis
dapat menyebabkan penyakit yang membuat fungsi imun seseorang terganggu
misalnya gastroenteritis akut seperti diare, dan meningitis. Bakteri patogen yang
terdapat pada saluran cerna merupakan golongan bakteri yang dapat
menyebabkan penyakit infeksi pada saluran cerna. Bacillus subtilis dapat
menghasilkan enterotoksin penyebab diare yang lebih bersifat toksik daripada
jenis bakteri keracunan yang lain (Ambarwati & Ibrahim, 2021).

Bakteri subtilis ini memiliki beberapa kelebihan dibandingkan dengan
mikroorganisme lain. Kemampuan Bakteri subtilis menghasilkan endospora
yang tahan terhadap kondisi lingkungan ekstrem dan dapat bertahan hidup lama
menjadi keunggulan utama. Bakteri ini terbukti sangat mudah dalam
memanipulasi genetic dan telah banyak diambil sebagai pilihan untuk dijadikan
organisme model untuk bahan penelitian laboratorium (Hasriana, 2018). Bakteri
Bacillus subtilis merupakan bakteri gram positif yang memiliki bentuk seperti
batang dan dapat membentuk endospora oval pusat. Koloni bakteri pada agar
berbentuk bulat, tepi tidak beraturan, permukaan tidak mengkilap dan berwarna
coklat. Bacillus subtilis mempunyai panjang 2- 3 um dan lebar 0,7-0,8um.
Bacillus subtilis memiliki flagela, ber katalase positif, dan dapat bertahan pada
suhu panas, kering. Bacillus subtilis dapat hidup di kondisi dengan adanya
oksigen atau tidak ada oksigen sehingga disebut sebagai mikroorganisme
aerobik fakultatif. Media yang dapat digunakan dalam penanaman bakteri
Bacilus subtilis yaitu Mueller Hinton Agar pada suhu 90-100°C dengan waktu
inkubasi selama 1x24 jam (Putri, 2022).

Gambar 2.6 Bacillus subtilis
(Sumber : andre 2022)
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2.3.3 Habitat Bacillus subtilis
Dapat diisolasi dari berbagai lingkungan misalnya tanah dan aquatik serta
dapat di isolasi dari saluran pencernaan ruminansia. Bacillus subtilis tumbuh
dalam kondisi aerob dan dapat menghasilkan endospora. Spora ini mudah
terbawa angin sehingga memungkinkan spora untuk bermigrasi dalam jarak
jauh (Earl et al., 2017). Endospora berfungsi untuk melawan kondisi lingkungan
yang ekstrim terhadap pH, suhu dan kekurangan nutrisi. Keadaan ini membuat
Bacillus subtilis mampu berkembang dan beradaptasi pada bermacam-macam
penyesuaian lingkungan (Nicholson, 2018).
2.3.4 Fase Pertumbuhan Bakteri
Adapun fase-fase pertumbuhan bakteri yaitu :
1. Fase Lag
Fase lag merupakan fase adaptasi, yaitu fase penyesuaian mikrorganisme
pada suatu lingkungan yang baru. Ciri fase lag adalah tidak adanya
peningkatan jumlah sel, yang ada hanyalah peningkatan ukuran sel. Lama
fase lag tergantung pada kondisi dan jumlah awal mikroorganisme yang
diambil dari kulturnya.
2. Fase Logaritma (Eksponensial)
Fase logaritma merupakan fase dimana terjadinya periode pertumbuhan
yang cepat. Setiap sel dalam populasi membelah menjadi dua sel. Variasi
derajat pertumbuhan bakteri pada fase logaritma ini sangat dipengaruhi oleh
sifat genetik yang diturunkannya. Hal yang dapat menghambat laju
pertumbuhan adalah bila satu atau lebih nutrisi dalam kultur habis, sehingga
hasil metabolisme yang bersifat racun akan tertimbun dan menghambat
pertumbuhan.
3. Fase Stationer
stasioner terjadi pada saat laju pertumbuhan bakteri sama dengan laju
kematiannya. Sehingga jumlah keseluruhan bakteri akan tetap.
Keseimbangan jumlah keseluruhan bakteri ini terjadi karena kematian
diimbangi oleh pembentukkan sel-sel baru melalui pertumbuhan dan

pembelahan dengan nutrisi yang dilepaskan oleh sel-sel yang mati karena
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lisis. Hal ini disebabkan oleh kadar nutrisi yang berkurang dan terjadi
akumulasi produk toksik sehingga menggangu pembelahan sel.

4. Fase Kematian
Fase kematian merupakan fase dimana laju kematian lebih besar sehingga
terjadi penurunan populasi bakteri . Pada fase ini jumlah sel yang mati lebih
banyak daripada sel yang hidup (Djide dan Sartini. 2015).

Stationary phaso

Exponential (log)
phase

Death
phase

Log number of viable cells .

Time —»

Gambar 2.7 .kurva pertumbuhan bakteri Bacillus subtilis
(sumber : Djide dan Sartini, 2015).
2.4 Escherichia coli

Bakteri Escherichia coli merupakan bakteri gram negatif yang bersifat
aerobik dan ada juga yang bersifat anaerobic fakultatif, termasuk dalam family
Enterobacteriaceae, yang ada di dalam tubuh manusia. Bergerak menggunakan
flagel dan berbentuk batang pendek atau biasa disebut kokobasil.. Bakteri E-coli
mampu bertahan hidup di media sederhana dan dapat memfermentasi laktosa yang
dapat memproduksi asam dan gas (Yanuhar, 2019).

Taksonomi Escherichia coli:

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobacteria

class : Gammaproteobacteria

Ordo : Eubacteriales

Famili : Enterobactericeae

Genus : Escherichia

Spesies : Escherichia coli (Kuswiyanto, 2014).
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Gambar 2.4 Baktéri Escherichia coli
Sumber : Atlas of Medical Bacteriology, 2015
2.4.1 Morfologi Escherichia coli

Escherichia coli merupakan salah satu bakteri koliform yang
termasuk dalam famili Enterobacteriaceae (Hamida Et al., 2019). E. coli
berbentuk batang berdiameter 0,5 um dan panjang sekitar 2 um. Memiliki
volume sel berkisar 0,6- 0,7 um . Struktur sel E. coli dikelilingi oleh
membran sel, terdiri dari sitoplasma yang mengandung nukleoprotein.
Membran sel E. coli ditutupi oleh dinding sel berlapis kapsul. Flagela dan
pili E. coli menjulur dari permukaan sel. E. coli mempunyai tiga struktur
antigen utama permukaan yang digunakan untuk membedakan serotipe
golongan E. coli adalah dinding sel, kapsul dan flagela. Dinding sel E. coli
berupa lipopolisakarida yang bersifat pirogen dan menghasilkan endotoksin
serta diklasifikasikan sebagai antigen O. Kapsul E. coli berupa polisakarida
yang dapat melindungi membran luar dari fagositik dan sisem komplemen,
diklasifikasikan sebagai antigen K. Flagela E. coli terdiri dari protein yang
bersifat antigenik dan dikenal sebagai antigen H. Faktor virulensi E. coli
juga disebabkan oleh enterotoksin, hemolisin, dan molekul pengikat besi
aerobaktin dan entrobaktin (Siahaan,2020).

Bakteri E. coli termasuk gram negatif, dapat hidup soliter maupun
berkelompok, umumnya motil, tidak membentuk spora, serta fakultatif
anaerob (Rahayu Et al., 2018). Bakteri ini dapat membentuk koloni pada
saluran pencernaan manusia maupun hewan dalam beberapa jam setelah
kelahiran. Faktor pembentukan koloni ini adalah mikroflora dalam tubuh
masih sedikit, rendahnya kekebalan tubuh, faktor stres, pakan, dan infeksi
agen patogen lain. Kebanyakan Escherichia coli memiliki virulensi yang
rendah dan bersifat oportunis.
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2.4.2 Habitat Escherichia coli
Bakteri E. coli merupakan spesies dengan habitat alami dalam saluran
pencernaan manusia maupun hewan. E. coli dapat hidup pada rentang suhu 20-
40°C dan suhu optimumnya pada 37°C. (Rahayu Et al., 2018). Penyakit yang
ditimbulkan oleh E. coli disebabkan karena kemampuannya untuk beradaptasi
dan bertahan pada lingkungan yang berbeda. Ada beberapa jenis kondisi
lingkungan yang tidak menguntungkan bagi E. coli untuk dapat tetap bertahan,
misalnya lingkungan asam (pH rendah) seperti pada saluran pencernaan
manusia, perubahan suhu, serta tekanan osmotik. Kemampuan
Escherichia coli untuk bertahan hidup selama pendinginan dan pembekuan
telah terbukti menjadikan E. coli toleran terhadap kondisi kering (Rahayu et al.,
2018). E. coli dapat hidup dan bertahan pada tingkat keasaman yang tinggi di
dalam tubuh manusia. E. coli juga dapat hidup dan bertahan di luar tubuh
manusia yang penyebarannya melalui feses. Kedua habitat hidup E. coli ini
cukup berlawanan. Saluran pencernaan manusia merupakan habitat yang relatif
stabil, hangat, bersifat anaerob, dan kaya nutrisi. Sementara itu, di luar saluran
pencernaan, kondisi lingkungan dapat sangat beragam, jauh lebih dingin,
aerobik, serta kandungan nutrisi yang lebih sedikit.
2.4 Simplisia
Simplisia merupakan bahan alamiah yang dipergunakan sebagai obat yang
belum mengalami pengolahan apapun juga dan kecuali dikatakan lain, berupa
bahan yang telah dikeringkan (Utami dkk., 2017). Simplisia merupakan bahan
alami yang dimanfaatkan sebagai obat-obatan herbal/tradisional yang belum
mengalami pengolahan apapun. Obat tradisional salah satunya jamu adalah obat
yang diolah secara tradisional, dan dengan mengacu dari warisan resep nenek
moyang secara turun temurun, keyakinan dan kebiasaan masyarakat lokal. Kedua
hal tersebut tidak dapat dipisahkan satu sama lain (Lutfiah, 2022). Simplisia
bersumber dari tumbuhan (simplisia nabati), hewan (simplisia hewani) dan mineral
(simpisia pelikan) (Arsyad dkk., 2023).
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2.4.3 Proses Pembuatan Simplisia

1. Sortasi basah
Sortasi basah adalah pemilihan hasil panen ketika tanaman masih segar.
Sortasi basah dilakukan untuk memisahkan kotorankotoran atau bahan-
bahan asing seperti tanah, kerikil, rumput, batang, daun, akar yang telah
rusak serta pengotoran lainnya harus dibuang. Tanah yang mengandung
bermacam-macam mikroba dalam jumlah yang tinggi dapat mempengaruhi
hasil simplisia. Oleh karena itu pembersihan simplisia dari tanah yang
terikut dapat mengurangi jumlah mikroba awal (Cahyadi dkk., 2018).

2. Pencucian
Pencucian dilakukan untuk menghilangkan tanah dan pengotor lainnya yang
melekat pada bahan simplisia. Pencucian dilakukan dengan air bersih,
misalnya air dan mata air, air sumur dan PDAM (Perusahaan Daerah Air
Minum), karena air untuk mencuci sangat mempengaruhi jenis dan jumlah
mikroba awal simplisia, apabila air yang digunakan untuk pencucian kotor,
maka jumlah mikroba pada permukaan bahan simplisia dapat bertambah
dan air yang terdapat pada permukaan bahan tersebut dapat mempercepat
pertumbuhan mikroba. Bahan simplisia yang mengandung zat mudah larut
dalam air yang mengalir, pencucian hendaknya dilakukan dalam waktu yang
sesingkat mungkin (Rivai et al., 2017).

3. Perajangan
Beberapa jenis simplisia perlu mengalami perajangan untuk memperoleh
proses pengeringan, pengepakan dan penggilingan. Semakin tipis bahan
yang akan dikeringkan maka semakin cepat penguapan air, sehingga
mempercepat waktu pengeringan. Irisan yang terlalu tipis juga
menyebabkan berkurangnya atau hilangnya zat berkhasiat yang mudah
menguap, sehingga mempengaruhi komposisi, bau, rasa yang diinginkan.
Perajangan dapat dilakukan dengan pisau, dengan alat mesin perajangan
khusus sehingga diperoleh irisan tipis atau potongan dengan ukuran yang
dikehendaki (Handoyo dan Pranoto, 2020).

4. Pengeringan

Proses pengeringan simplisia, terutama bertujuan sebagai berikut:
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a. Menurunkan kadar air sehingga bahan tersebut tidak mudah ditumbuhi
kapang dan bakteri.

b. Menghilangkan aktivitas enzim yang bisa menguraikan lebih lanjut
kandungan zat aktif.

c. Memudahkan dalam hal pengolahan proses selanjutnya (ringkas, mudah
disimpan, tahan lama, dan sebagainya) (Handoyo dan Pranoto, 2020).
Proses pengeringan sudah dapat menghentikan proses enzimatik dalam
sel bila kadar airnya dapat mencapai kurang dan 10 %. Hal-hal yang
perlu diperhatikan dari proses pengeringan adalah suhu pengeringan,
lembaban udara, waktu pengeringan dan luas permukaan bahan. Suhu
yang terbaik pada pengeringan adalah tidak melebihi 60 ° C, tetapi
bahan aktif yang tidak tahan pemanasan atau mudah menguap harus
dikeringkan pada suhu serendah mungkin, misalnya 30 ° C sampai 45
© C. Proses pengeringan dapat dilakukan dengan dua cara yaitu
pengeringan alamiah (dengan sinar matahari langsung atau dengan
diangin-anginkan) dan pengeringan buatan dengan menggunakan
instrumen (Handoyo dan Pranoto, 2020).

5. Sortasi kering
Sortasi kering adalah pemilihan bahan setelah mengalami proses
pengeringan. Pemilihan dilakukan terhadap bahan-bahan yang terlalu
gosong atau bahan yang rusak. Sortasi setelah pengeringan merupakan tahap
akhir pembuatan simplisia. Tujuan sortasi untuk memisahkan benda-benda
asing seperti bagian-bagian tanaman yang tidak diinginkan atau pengotoran-
pengotoran lainnya yang masih ada dan tertinggal pada simplisia kering
(Cahyadi dkk., 2018).
6. Penyimpanan

Setelah tahap pengeringan dan sortasi kering selesai maka simplisia perlu

ditempatkan dalam suatu wadah tersendiri agar tidak saling bercampur

antara simplisia satu dengan lainnya. Persyaratan wadah yang akan
digunakan sebagai pembungkus simplisia adalah harus inert atau tidak
bereaksi dengan bahan lain, tidak beracun, mampu melindungi bahan
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simplisia dari cemaran mikroba, kotoran, serangga, penguapan bahan aktif
serta dari pengaruh cahaya, oksigen dan uap air (Darsini, 2022).

2.5 Ekstraksi

Ekstraksi atau penyarian merupakan proses pemisahan satu atau lebih komponen
dari suatu campuran homogen menggunakan pelarut cair atau solven sebagai
separating agent. Pelarut dalam ekstraksi dibagi menjadi 3 yaitu pelarut polar
seperti air, etanol, dan metanol; pelarut semi polar seperti etil asetat, diklorometan;
dan pelarut non polar seperti heksan, petroleum eter, dan kloroform (Handrianto,
2016). Pemilihan pelarut pada ekstraksi dilakukan dengan melihat kepolaran
senyawa kandungan yang akan diambil. Senyawa aktif yang terkandung pada
simplisia digolongkan kedalam beberapa golongan diantaranya minyak atsiri,
flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, dan lain-lain. Prinsip dari ekstraksi yaitu untuk
memperoleh kandungan senyawa yang larut dalam pelarut. Terdapat beberapa
macam ekstraksi yang digunakan untuk memperoleh metabolit sekunder dari suatu
tanaman. Ekstraksi dibagi menjadi dua jenis, yaitu ekstraksi cara dingin dan
ekstraksi cara panas. Ekstraksi yang termasuk cara dingin yaitu maserasi dan
perkolasi sedangkan ekstraksi yang termasuk cara panas yaitu sokletasi, refluks,
digesti, infus, dan dekok (Depkes RI, 2000).

Tujuan utama dari proses ekstraksi berkaitan dengan satu atau lebih dari sifat
berikut (Haeria, 2014):

1. Hasil ekstraksi yang tinggi: senyawa target diperoleh secara tuntas atau
hampir tuntas.

2. Kemurnian yang tinggi (selektivitas): ekstrak yang dihasilkan memiliki
bahan pengganggu atau bahan yang tidak diinginkan dalam jumlah yang
rendah.

3. Sensitivitas yang tinggi: ekstrak yang dihasilkan memungkinkan untuk
dikuantifikasi dengan teknik yang berbeda dengan menghasilkan linearitas
yang tinggi dalam kurva kalibrasi.

4. Batas deteksi rendah (kuantifikasi): komponen dalam ekstrak dapat
dideteksi/diukur pada tingkat rendah karena tingkat noise (gangguan
analisis) yang rendah dapat diperoleh dalam sistem analitis.
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2.5.1 Metode Ekstraksi
Metode ekstraksi yang umum dilakukan yaitu :
2.5.1.1 Cara Dingin
Ekstraksi cara dingin merupakan ekstraksi yang tidak terdapat
proses pemanasan. Ekstraksi ini dimaksudkan untuk menghindari
rusaknya senyawa yang tidak tahan terhadap pemanasan. Ekstraksi ini
memungkinkan banyak senyawa yang terekstraksi, meskipun beberapa
senyawa memiliki kelarutan yang terbatas pada suhu kamar (Puspitasari
& Proyogo, 2017). Ekstraksi ini memiliki beberapa kelebihan
diantaranya yaitu prosesnya sederhana, alat yang digunakan tidak rumit,
dan relative murah. Sedangkan kekurangan dari ekstraksi ini yaitu
memerlukan waktu yang lama dan penggunaan pelarut yang tidak
efektif (Kiswandono, 2017).
1. Maserasi
Maserasi adalah proses ekstraksi sederhana, yaitu dengan merendam
sampel dalam pelarut yang sesuai pada suhu kamar selama beberapa
waktu dan disertai dengan pengadukan untuk meminimalkan
kerusakan pada komposisi kimia yang diekstraksi. Prinsip kerja
maserasi adalah filtrat yang digunakan akan menembus dinding sel
dan masuk ke dalam rongga sel, perbedaan konsentrasi antara
larutan zat aktif di dalam sel dan larutan di luar sel akan membuat
larutan menjadi pekat (Handrianto, 2016). Kelebihan metode
maserasi adalah tidak memerlukan peralatan yang rumit, relatif
murah, dan menghindari terjadinya penguapan komponen senyawa
karena tidak dilakukan dengan pemanasan. Kerugian dari metode
pemisahan senyawa menggunakan cara maserasi adalah waktu yang
digunakan cukup lama, namun maserasi dapat digunakan untuk
senyawa yang bersifat termolabil (Cahyani dkk., 2020).
2. Perkolasi
Perkolasi adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru sampai
sempurna yang umumnya dilakukan pada temperatur ruangan.

Proses terdiri dari tahapan pengembangan bahan, tahap maserasi
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antara, tahap perkolasi sebenarnya (penetesan/penampungan
ekstrak), terus menerus sampai diperoleh ekstrak (perkolat) yang
jumlahnya 1-5 kali bahan. pada metode perkolasi, serbuk sampel
yang dibasahi secara perlahan dalam sebuah perkolator (wadah
silinder yang dilengkapi dengan kran pada bagian bawahnya).
Pelarut ditambahkan pada bagian atas serbuk sampel dan dibiarkan
menetes perlahan pada bagian bawah. Kelebihan dari metode ini
adalah sampel senantiasa dialiri oleh pelarut baru. Sedangkan
kerugiannya adalah jika sampel dalam perkolator tidak homogen
maka pelarut akan sulit menjangkau seluruh area. Selain itu, metode
ini jJuga membutuhkan banyak pelarut dan memakan banyak waktu
(Mukhriani, 2014).

2.5.1.2 Cara Panas

Metode cara panas artinya melibatkan panas yang dalam prosesnya

melibatkan panas secara otomatis akan mempercepat proses penyarian

dibandingkan cara dingin.

1.

Sokletasi

Sokletasi merupakan teknik ekstraksi secara berkesinambungan
dengan alat soxhlet menggunakan pelarut organik pada suhu didih.
Jumlah pelarut yang digunakan relatif konstan. Prinsip sokletasi
adalah penyarian yang dilakukan berulang-ulang sehingga
penyarian lebih sempurna dan pelarut yang digunakan relatif sedikit.
Refluks

Merupakan cara ekstraksi dengan alat refluks menggunakan pelarut
Refluks merupakan cara ekstraksi dengan alat refluks menggunakan
pelarut pada suhu titik didih selama waktu tertentu dan
menggunakan jumlah pelarut yang terbatas relatif konstan dengan
adanya pendingin balik.

Infusa

Infusa merupakan cara ekstraksi yang cocok untuk simplisia bersifat
lunak seperti daun dan bunga dengan menggunakan pelarut air pada
suhu 96-98°C selama 15-20 menit (dimulai sejak suhu 96°C).
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4. Dekokta
Dekokta merupakan teknik ekstraksi yang mirip dengan infusa tetapi
waktu yang digunakan lebih lama (30 menit) dan suhunya sampai
1000 (Putri, 2022).
2.6 Fraksinasi

Fraksinasi pada prinsipnya adalah proses penarikan senyawa pada suatu
ekstrak dengan menggunakan dua macam pelarut yang tidak saling bercampur.
Pelarut yang umumnya dipakai untuk fraksinasi adalah N-heksan, Etil asetat, dan
Metanol. Untuk menarik lemak dan senyawa non polar digunakan N-heksan, Etil
asetat untuk menarik senyawa semi polar, sedangkan Metanol untuk menarik
senyawa senyawa polar. Dari proses ini dapat diduga sifat kepolaran dari senyawa
yang akan dipisahkan. Sebagaimana diketahui bahwa senyawa-senyawa yang
bersifat non polar akan larut dalam pelarut yang non polar sedangkan senyawa-
senyawa yang bersifat polar akan larut dalam pelarut yang bersifat polar juga
(Cahyani, 2018).

Pemilihan pelarut yang tepat akan berpengaruh terhadap mutu dan
kandungan kimia tanaman dalam suatu ekstrak. Pemilihan pelarut berdasarkan
polaritas yang berbeda bertujuan mendapatkan pelarut terbaik yang mampu
mengekstrak dalam jumlah besar. Senyawa yang berasal dari tumbuhan memiliki
kepolaran yang berbeda-beda yang disebabkan oleh perbedaan struktur dan ikatan
kimia yang dimilikinya. Senyawa yang polar dapat diikat oleh pelarut polar dan
semipolar seperti metanol dan etil asetat, sedangkan senyawa nonpolar dapat diikat

oleh pelarut seperti n-heksana (Sari, 2017).
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BAB 11
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu Dan Tempat Penelitian

3.1.1 Waktu penelitian
Penelitian dilakukan pada bulan April— Juni 2025.
3.1.2 Tempat Penelitian
Tempat penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi dan

Fitokimia Sekolah Tinggi IImu Kesehatan Dirgahayu Samarinda.

3.2 Alat Dan Bahan

3.2.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah autoklaf, LAF (Laminar
Air Flow), cawan petri (Anumbra®), autoklaf (OneMed®), inkubator
(Heraeus®), erlenmeyer 1000 ml (Pyrex®), labu ukur 100 ml (Pyrex®), tabung
reaksi (Pyrex®), rak tabung reaksi, L. rod (pyrex®), penjepit tabung reaksi,
gelas kimia 100 ml (Pyrex®), gelas ukur 10 ml (Pyrex®), magnetic
stirrer(Joanlab®), Vortex mixer (Dlab®), timbangan analitik (Fujitsu®), jarum
inokulum, pipet tetes, pipet ukur (Pyrex®), batang pengaduk (Pyrex®), bunsen,
corong, dan jangka sorong.
3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun salam, aquadest,
biakan murni mikroba Bacillus subtillis dan Escherichia coli, DMSO (Dimetil
Sulfoksida), HCI pekat, H.SO4 1%, Nutrient Agar (NA), Media Hinton Agar
(MHA), FeClI3, NaCl 0,9%, etanol 96%, pelarut N-heksan, Magnesium, alkohol
70%, antibiotik Eritromycin, pereaksi mayer, Reagen Dragendorf, kloroform,
BaCl, FeCl, spiritus, akuades steril, alumunium foil, kertas saring, kertas

cakram, kertas coklat, kapas, air.

3.3 Metode Penelitian

3.3.1 Jenis Penelitian
Jenis penelitian ini merupakan penelitian kuantitatif dengan rancangan

eksperimental menggunakan metode difusi cakram. Subjek dari penelitian ini
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adalah bakteri Bacillus subtilis dan Escherichia coli dan objek dari penelitian
ini adalah daun salam.
3.3.2 Definisi Oprasional
Tabel 3.3 Tabel definisi oprasional

variabel Definisi oprasional Cara skala
pengukuran

Ekstrak etanol ~ Ekstrak etanol 96%  Evaporator Nominal

daun salam diekstraksi dengan

metode maserasi.

Kemampuan ekstrak  Mengukur ordinal
Aktivitas etanol daun salam zona hambat
antibakteri dalam menghambat

pertumbuhan bakteri
Bacillus subtilis dan

Escherichia coli.

Bacillus Bakteri gram positif ~ observasional Nominal
subtilis yang diperoleh dari

laboratorium

mikrobiologi.
Escherichia Bakteri gram negatif  observasional Nominal
coli yang diperoleh dari

laboratorium

mikrobiologi

Zona hambat Ukuran diameter Diameter Numerik
(mm) dari areayang  milimeter
Dimana bakteri tidak (mm) zona
dapat tumbuh karena hambat diukur
adanya zat dengan jangka

antimikroba. sorong
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3.3.3 Fokus Penelitian
Fokus penelitian ini adalah untuk mengetahui apakah fraksi N-heksan
ekstrak daun salam mempunyai potensi sebagai sumber senyawa alami yang
dapat menghambat pertumbuhan bakteri Bacillus subtilis dan Escherichia coli.
3.3.4 Sampel dan Teknik Sampling
3.3.4.1 Sampel
Sampel daun salam (Syzygium polyanthum) yang diperoleh di jl.Delima
Rt.01 Bukuan, kec.Palaran. daun salam yang diambil adalah yang
berwarna hijau segar dan tidak berjamur.
3.3.4.2 Teknik Sampling
Teknik sampling yang digunakan pada penelitian ini adalah Simple
Ramdom Sampling (SRS) , yaitu semua anggota populasi memiliki
peluang yang sama untuk diambil dan digunakan sebagai subjek.
3.3.5 Teknik Pengumpulan Data
Teknik pengumpulan data penelitian ini digunakan rumus Federer (Husna &
lingga., 2024).
Rumus Federer ditunjukan oleh persamaan (3.1)

(t-1)(r-1)=15 (3.1)

Keterangan : t = jumlah perlakuan
r = jumlah pengulangan
(5-1)(r-1) =15
4(r-1) > 15
4r —4 > 15

F=4+15=19 = 475 = §
4 4

berdasarkan hasil perhitungan diatas jumlah pengulangan dilakukan sebanyak
5 kali.
3.3.6 Tahap Penelitian
3.3.6.1. pengambilan tanaman
Daun salam (Syzygium polyanthum) diperolen dari daerah
kel.Bukuan, Kec. Palaran yang dipetik pada pagi hari di jam 8-9 pagi
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pada saat cuaca cerah dan tidak sedang hujan. diambil daun yang
berwarna hijau dan masih segar.
3.3.6.2. Determinasi tanaman
Sampel daun salam dideterminasi dilakukan di Laboraturium

Ekologi dan Konservasi Biodiversitas Hutan Tropis Fakultas Kehutanan
Universitas Mulawarman Samarinda. Tujuan determinasi adalah untuk
mengetahui kebenaran jenis tanaman yang digunakan pada pengujian.
3.3.6.3 Pembuatan Simplisia Daun Salam

Mengumpulkan daun salam yang masih segar dan hijau, Pencucian
menggunakan air bersih secara mengalir sebanyak tiga kali yang
bertujuan untuk menghilangkan tanah atau pengotor lain yang melekat
pada daun dan selanjutnya ditiriskan. Proses pengeringan dengan cara
diangin-anginkan dan tidak terkena cahaya matahari secara langsung
selama 2-3 hari. kemudian daun salam yang telah kering dihaluskan
dengan blender hingga diperoleh serbuk simplisia kering dan diayak
menggunakan mesh 40.
3.3.6.4 Pembuatan Ekstrak tanol Daun Salam

Simplisia halus daun salam ditimbang sebanyak 500 g dan
dimasukkan kedalam wadah yang sesuai kemudian diekstraksi dengan
metode maserasi menggunakan pelarut etanol 96% sebanyak 10000 ml,
wadah ditutup dengan rapat dan disimpan ditempat yang gelap dan sejuk
selama 3 hari dan sesekali diaduk. Setelah 3 hari disaring menggunakan
kertas saring untuk memisahkan filtrat dan serbuk. kemudian filtrat hasil
maserasi diuapkan hingga didapatkan ekstrak kental.
3.3.6.5 Pembuatan Fraksi N-Heksan

Fraksinasi n-heksan ekstrak daun salam (Syzygium polyanthum).
Dibuat dengan cara ekstrak etanol daun salam dilarutkan dengan 100 ml
air kemudian difraksinasi dengan pelarut non polar n-heksan sebanyak
100 ml dalam corong pisah. Filtrat yang dibagian atas fraksi n-heksan
dipisahkan dari filtrat yang di bagian bawah air, sehingga didapat fraksi
n-heksan (replikasi 3x).
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3.3.6.6 Pemeriksaan Karakteristik Ekstrak

1. Uji organoleptik
Uji organoleptik menggunakan panca indera secara langsung untuk
menunjukkan bentuk, warna dan bau dari Ekstrak daun salam
(Depkes RI, 2000).

2. Rendemen ekstrak
Rendemen merupakan perbandingan antara ekstrak yang diperoleh
dengan simplisia awal. Rendemen ekstrak daun salam dihitung
membandingkan bobot awal simplisia dengan bobot akhir yang
dihasilkan (Depkes RI, 2000).
Rumus menghitung rendamen ekstrak ditunjukkan oleh persamaan
(3.2).

Bobot ekstrak yang dihasilkan 100%
X 0

% Rendemen =
° Bobot awal simplisia (32)

3.3.6.7 Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol Daun Salam

1. Uji Flavonoid
Sampel ekstrak ditambah dengan logam Mg dan HCI akan terbentuk
garam flavilium berwarna merah atau jingga (Fisca Et al, 2018).

2. Uji tanin
Sampel ekstrak ditambah dengan beberapa tetes FeCls dan
perubahan warna membentuk warna hitam kebiruan atau hijau
(Fisca et al, 2018).

3. Uji saponin
sampel ekstrak ditambah dengan aquades panas akan terbentuk busa
atau buih selama 15 menit, timbulnya busa akan menunjukan adnya
saponin (Fisca et al, 2018).

4. Uji alkaloid
Sampel ekstrak 0,5 g ditambah 1 mL HCI 2N dan 9 mL aquadest
panas. Larutan dipanaskan 2 menit, didinginkan dan disaring. Filtrat
dimasukkan dalam tabung reaksi dan ditambahkan pereaksi
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Dragendorf. Sampel positif ditunjukkan terbentuk warna merah atau
jingga hingga merah kecokelatan (Haryati dkk., 2015).
3.4 Variabel Penelitian
3.4.1. Variabel Bebas (Independent Variable)

Variabel bebas adalah variabel yang dapat menjadi penyebab atau yang
mempengaruhi perubahannya atau munculnya variabel dependen (terikat)
(Sugiyono, 2013). Variabel bebas yang digunakan dalam penelitian ini adalah
variasi konsentrasi 1%, 2.5%, dan 5% fraksi ekstrak daun salam (Syzygium
polyanthum) yang dilakukan uji aktivitas antibakteri terhadap Bacillus subtillis
dan Escherichia coli.

3.4.2 Variabel Terikat (Dependent Variable)

Variabel terikat adalah variabel yang menjadi akibat atau yang dipengaruhi
oleh adanya variabel bebas (Sugiyono, 2013). Variabel terikat yang digunakan
dalam penelitian ini adalah daya hambat fraks n-heksan ekstrak daun salam
(Syzygium polyanthum) terhadap bakteri Bacillus subtillis dan Escherichia coli.
3.4.3 Variabel Kontrol

Variabel kontrol atau terkendali adalah variabel yang dibuat konstan atau
dikendalikan sehingga hubungan variabel terikat terhadap variabel bebas tidak
dipengaruhi oleh faktor luar yang tidak di teliti (Sugiyono, 2013). Penelitian ini
menggunakan variable kontrol sterilisasi alat dan bahan, suhu, waktu inokulasi,
bakteri Bacillus subtilis dan Escherichia coli.

3.5 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Salam
3.5.1 Tahap pelaksanaan

3.5.1.1 Sterilisasi alat dan bahan

Seluruh alat dan bahan (media tanam) yang akan digunakan dicuci
bersih kemudian dikeringkan. Alat-alat gelas seperti gelas ukur, labu ukur
dimasukkan kedalam plastik tahan panas dan disterilkan menggunakan
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Bahan-bahan yang terbuat
dari karet disterilkan dengan merendam dengan alkohol 70%, kemudian
jarum Ose disterilkan dengan dipijarkan menggunakan Bunsen atau lampu
spiritus. Alat-alat kaca non presisi seperti tabung reaksi, gelas beker,

erlenmeyer ditutup mulutnya dengan kapas. Cawan petri dibungkus
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dengan kertas, kemudian seluruh alat dimasukkan kedalam plastik tahan
panas dan disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15
menit (Pertiwi, 2010).

3.5.1.2 Pembuatan media NA (Nutrient Agar)

Media NA sebanyak 0,28 gram dilarutkan dalam 20 ml (28 g/1000
ml) aquadest menggunakan erlenmeyer. Selanjutnya dipanaskan sampai
larut dengan hot plate. Sebanyak 5 ml dituangkan masing-masing pada 2
tabung reaksi steril dan ditutup dengan aluminium foil. Media disterilkan
dalam autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit, kemudian dibiarkan
pada suhu ruangan selama + 30 menit sampai media memadat pada
kemiringan 30°. Media agar miring digunakan untuk inokulum suspensi
bakteri uji.
3.5.1.3 Peremajaan Biakan Bakteri

Peremajaan bakteri menggunakan agar miring NA dengan
mengambil satu ose bakteri menggunakan ose steril yang sudah
dipanaskan dengan cara pemijaran kemudian digoreskan pada permukaan
agar miring dengan cara zig-zag dan di inkubasi selama 24 jam pada suhu
37°C.
3.5.1.4 Pembuatan Media Meller Hinton Agar (MHA)

Sebanyak 8 g Media Mueller Hinton Agar dilarutkan dalam 250 ml
aquadest dipanaskan sampai larut. Media disterilisasi menggunakan
autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C. Dinginkan sampai suhu +
50°C, selanjutnya dituang sebanyak 25 ml kedalam cawan petri steril.
Setelah dingin, medium padat disimpan dalam kulkas.
3.5.1.5 Pembuatan Larutan McFarland

Larutan Mc Farland 0,5 dibuat dengan melarutkan larutan BaCl, 1%
sebanyak 0,05 ml dan larutan H>SOs 1% sebanyak 9,95 ml. Larutan
kemudian di vortex sampai tercampur sempurna (Rosmania dan Fitri,
2020).
3.5.1.6 Pembuatan Larutan Uji

Seri konsentrasi 1%, 2.5%, 5% fraksi tersebut dalam volume

masing-masing Konsentrasi 1%, dengan ditimbang fraksi 50 g dilarutkan
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dalam 5 ml, konsentrasi 2,5% dengan ditimbang fraksi 125 mg dilarutkan
dalam 5 ml, konsentrasi 5% ditimbang fraksi 250 mg dilarutkan dalam 5
ml. Antibiotik Eritromisin sebagai kontrol positif dan kontrol negatif
pelarut DMSO 1%.
3.5.1.7 Pembuatan Suspensi Bakteri Uji
Larutan suspensi bakteri dibuat dengan diambil 1 ose bakteri,
dimasukkan kedalam tabung reaksi yang berisi 10 ml larutan NaCl 0,9%,
dengan biakan murni didalam tabung reaksi dan dihomegenkan dengan
vortex, kemudian disamakan dengan standar Mc Farland (Misna dan
Khusnul, 2016).
3.5.1.8 Pembuatan DMSO 1 %
Larutan DMSO 1% dibuat dengan diambil pelarut Dimetil
sulfoksida sebanyak 10 ml kemudian dilarutkan dengan Aquadest hingga
tanda batas dalam labu ukur 100 ml.
3.5.2 Tahap Perlakuan

Suspensi bakteri Bacillus subtilis dan Escherichia coli diinokulasikan
pada media MHA yang telah memadat secara aseptis. Kemudian Kertas cakram
dicelupkan ke dalam masing-masing konsentrasi ekstrak daun salam, larutan
DMSO 1%, dan larutan Eritromycin hingga menyerap dengan sempurna.
selanjutnya kertas cakram diletakkan di atas media yang telah diinokulasikan
dengan bakteri uji. Kemudian Inkubasi dilakukan pada suhu 37°C selama 2 x
24 jam. Uji dilakukan pengulangan sebanyak 5 kali.
3.5.3 Pengamatan dan Pengukuran

Pengamatan dan Pengukuran dilakukan setelah masa inkubasi 2 x 24 jam.
Zona hambat/ zona bening yang terbentuk disekitar kertas cakram diukur
diameter vertikal dan diameter horizontal dengan satuan millimeter (mm)
menggunakan jangka sorong.
3.5.4. Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil pengukuran diameter zona hambat dari uji

aktivitas antibakteri fraksi n-heksan ekstrak etanol daun salam dengan difusi
cakram. Kemudian dianalisis menggunakan program SPSS IBM 27. Menguji

sensitivitas bakteri Bacillus subtilis dan Escherichia coli terhadap masing-
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masing konsentrasi ekstrak daun salam yang berbeda, untuk mengetahui ada
atau tidaknya aktivitas antibakteri dari ekstrak daun salam terhadap bakteri
tersebut. Lalu dilanjutkan dengan uji One Way ANOVA jika terdistribusi
normal, jika nilai sig > 0,05. Apabila data tidak terdistribusi nomal, yaitu jika

nilai sig <0,05 maka menggunakan pengujian kruskall-walls.
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3.6 Kerangka Pen
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Gambar 3.1 Kerangka Penelitian
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Determinasi Tanaman

Determinasi bertujuan untuk mencocokkan ciri morfologis yang ada pada
tanaman dengan menggunakan kunci determinasi, menghindari terjadinya
kesalahan dalam pengambilan bahan serta menghindari tercampurnya bahan
dengan tanaman yang lain pada saat pengumpulan bahan. Berdasarkan hasil
determinasi daun salam yang dilakukan di laboratorium Ekologi dan Konservasi
Biodiversitas Hutan Tropis Fakultas Kehutanan Universitas Mulawarman
Samarinda dapat diketahui bahwa tanaman yang digunakan dalam penelitian ini
adalah benar-benar daun salam (Syzygium polyanthum).
4.2 Hasil Pembuatan simplisia dan Maserasi ekstrak Etanol Daun Salam

Simplisia ialah bahan baku obat alami yang sudah dikeringkan dan
diserbukkan serta belum menjalani pengolahan (Kemenkes RI.,2017). Pembuatan
simplisia daun salam diambil dengan cara dipotong dari ranting pohon kemudian
dilakukan sortasi basah pada daun salam untuk memisahkan pengotor yang terdapat
pada daun agar tidak mengganggu proses ekstraksi dan menyebabkan kontaminasi
pada ekstrak. Daun diambil pada waktu pagi pada jam 8-9 ketika cuaca kering atau
sore hari karena pada siang hari panas terik menyebabkan tanaman terutama daun
yang dipanen menjadi layu dan tidak segar (Kumoro, 2015). Daun salam dicuci
menggunakan air mengalir untuk menghilangkan pengotor yang melekat pada daun
kemudian dilakukan perajangan untuk mempermudah pengeringan dan ekstraksi.
Tahap selanjutnya adalah proses pengeringan dengan cara dikering anginkan selama
6 hari. Sampel dikatakan kering ketika sampel dapat diremas (Arum, 2015).

Setelah kering, daun salam kemudian disortasi kembali untung membuang
pengotor yang masih tertinggal. Setelah disortasi kering proses selanjutnya diserbuk
dengan cara diblender kemudian diayak menggunakan ayakan mesh 40 untuk
mendapatkan ukuran simplisia yang kompak. Ekstraksi daun salam menggunakan
metode maserasi dengan pelarut etanol 96% sebanyak 5000 ml. penggunaan etanol
sebagai pelarut karena penelitian ini dimaksudkan untuk menguji aktivitas
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antibakteri dari ekstrak daun salam. Tujuan ekstraksi ini adalah memperoleh seluruh
senyawa bioaktif yang terdapat dalam daun salam.

Etanol mempunyai kemampuan penyari dengan polaritas yang luas, mulai
dari senyawa non polar sampai dengan senyawa polar (Saifudin dkk, 2011). Pelarut
etanol dapat meningkatkan premeabilitas dinding sel sehingga meningkatkan
efisiensi ekstraktif senyawa yang terdapat dalam daun salam. Selama Proses
maserasi, dilakukan pengadukan beberapa kali untuk memastikan seluruh serbuk
simplisia terbasahi oleh pelarut dan dapat lebih maksimal mengekstraksi senyawa
metabolit serta rendamen ekstrak menjadi lebih tinggi. Maserasi diulang
(remaserasi) menggunakan ampas dari maserasi sebelumnya dan pelarut baru etanol
96% sebanyak 5000 ml untuk mengambil senyawa yang masih tertinggal pada
simplisia. Selanjutnya dilakukan penyaringan hasil maserat menggunakan kertas
saring, Maserat dikumpulkan lalu dipekatkan menggunakan rotary evaporator
dengan suhu 50°C.

Maserat kemudian diuapkan menggunakan waterbath untuk mempercepat
proses evaporasi hingga memperoleh ekstrak yang kental, selanjutnya dapat
dihitung rendamen ekstrak. Tujuan perhitungan rendamen adalah untuk mengetahui
persentase perolehan hasil ekstrak sehingga nantinya dapat diketahui jumlah
simplisia yang dibutuhkan untuk membuat sejumlah ekstrak kental tertentu. Hasil
rendemen dilihat pada tabel 4.1

Tabel 4.1 Hasil Rendemen Daun Salam

Sampel Berat simplisia Berat ekstrak Rendamen (%)
yang diekstrak  yang didapat (g)
(9)
Daun salam 500 94,32 18,846

Berdasarkan tabel diatas Ekstrak yang didapatkan yaitu sebanyak 94,32 g
dengan nilai rendemen sebesar 18,864%.
4.3 Pemeriksaan karakteristik ekstrak

Identifikasi ekstrak dilakukan dengan uji organoleptis yang diamati
berdasarkan warna, bentuk, bau, dan rasa. Hasil pengamatan dilihat pada tabel 4.2
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Tabel 4.2 Uji Organoleptis Ekstrak Etanol Daun Salam

Sampel Warna Bentuk Bau Rasa
Ekstrak etanol Hitam Ekstrak Aromatik Pahit
daun salam kecoklatan kental lemah

Ekstrak yang didapat kemudian dilakukan uji parameter spesifik yaitu uji
organoleptis.Tabel 4.2 memperlihatkan hasil uji berupa ekstrak kental berwarna
hitam kecoklatan, berbau aromatic lemah, dan memiliki rasa pahit.

4.5 Fraksi N-heksan Daun Salam

Fraksi N-heksan daun salam (Syzygium polyanthum) dibuat dengan
melarutkan ekstrak etanol daun salam yang diperoleh dari metode maserasi dengan
pelarut etanol 96% sebanyak 10 g dengan 100 ml aquadest kemudian difraksinasi
dengan pelarut non polar N-heksan sebanyak 100 ml dalam corong pisah. Filtrat
bagian adalah fraksi N-heksan dipisahkan dengan filtrat bagian bawah yaitu air
sehingga diperoleh fraksi N-heksan. Dilakukan pengulangan (replikasi) sebanyak 3
kali. Senyawa-senyawa yang bersifat polar akan masuk ke pelarut polar, begitu pula
senyawa yang bersifat non polar akan masuk ke pelarut non polar dan senyawa semi
polar akan masuk ke pelarut semi polar (Irene, 2018). Hasil rendamen fraksi N-
heksan dilihat pada Tabel 4.3

Tabel 4.3 Hasil Rendemen Fraksi N-heksan Daun Salam

Bobot ekstrak (Q) Bobot fraksi (g) Rendamen (%)

30 1,08 3,6

Berdasarkan Tabel 4.3 diatas bobot fraksi N-heksan daun salam yang
didapatkan sebanyak 1,08 g dan nilai rendemen ekstrak sebesar 3,6%. Hasil bobot
fraksi terhadap bobot ekstrak yang diperoleh sangat kecil. Hal ini disebabkan karena
pada saat melakukan fraksinasi terjadi proses emulsi pada saat pengujian, sehingga
senyawa yang dihasilkan tidak maksimal. Senyawa yang terkandung di dalam fraksi

banyak yang menguap dan hilang pada saat dilakukan proses pemisahan.
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4.6 Skrining Fitokimia Fraksi N-heksan Daun Salam

Skrining fitokimia termasuk uji kualitatif guna mendeteksi golongan
senyawa metabolit yang terkandung dalam tanaman yang sedang diteliti. Jika
dilihat pada Tabel 4.4 di bawah, Berdasarkan hasil uji fitokimia fraksi N-heksan

daun salam memberikan hasil positif terhadap senyawa flavonoid, tanin, saponin,

dan alkaloid
Pengujian Reaksi Literatur Hasil Ket.

Flavonoid berwarna Jingga
1 mlekstrak  merah atau
+Mg+HCl  jingga +
pekat

Tanin 1 mlekstrak  Hitam Coklat
+ FeCls kebiruanatau  kehijauan 4

coklat
kehijauan

Saponin ekstrak + Terbentuknya  Berbuih
aquadest buih yang +
panas (kocok) stabil
amati

Alkaloid Ekstrak + 1 Merah atau Merah
ml HCL 2N + jingga. Merah  kecoklatan
9 mlaquadest hingga
(panaskan) kecoklatan N
disaring.
Filtrat +
pereaksi
dragendroff

Tabel 4.4 Hasil Skrining Fitokimia Fraksi N-heksan Daun Salam
Keterangan :
(+) : mengandung golongan senyawa
(-) : tidak mengandung golongan senyawa

Uji flavonoid fraksi N-heksan daun salam dilakukan dengan cara
mengambil 1 ml ekstrak dengan logam (Mg) dan HCI pekat. Hasil positif maka
menunjukan perubahan warna merah atau jingga. Penambahan serbuk logam Mg
dan HCI pada pengujian flavonoid menyebabkan tereduksinya inti benzopiron
senyawa flavonoid sehingga menimbulkan reasi warna merah atau jingga yang

merupakan ciri dari senyawa flavonoid (Hanani, 2015). Tabel 4.4 hasil uji flavonoid
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fraksi N-heksan daun salam memberikan hasil positif dengan terbentuknya warna
hijau, hasil tersebut sesuai dengan literatur. Reaksi uji flavonoid disajikan pada

gambar 4.1
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Gambar 4.1 Reaksi flavonoid dengan logam Mg dan HCI (Pravita & Durhania,
2023).

Uji tanin fraksin N-heksan daun salam dilakukan dengan mengambil 1 ml
ekstrak dan ditambahkan dengan FeCl. Hasil positif menunjukkan perubahan warna
hitam kebiruan atau hijau. Warna hijau tersebut berasal dari terbentuknya kompleks
antara gugus fenol dari senyawa fenolik dengan ion Fe* dari FeCls (Kurang et al.,
2020). Fraksi N-heksan daun salam memberikan hasil positif senyawa tanin, dilihat
dari terbentuknya warna coklat kehijauan setelah penambahan FeCls. Hasil tersebut
sesuai dengan literatur, yaitu fraksi N-heksan daun salam mengandung senyawa

tanin berdasarkan perubahan yang terjadi berupa coklat kehijauan.

+ 3C1 6H

Besi=polifenol
warna hijau

Gambar 4.2 Reaksi Tanin Dengan FeCls (Habibi et al., 2018).
Uji saponin dilakukan dengan mengambil ekstrak dan ditambahkan
aquadest panas kemudian dikocok, hasil yang positif akan terbentuk buih yang

stabil. Saponin memiliki gugus hidrofilik fan hidrofob. Saponin pada saat digojok
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terbentuk buih karena adanya gugus hidrofil yang berikatan dengan air sedangkan
hidrofob akan berikatan dengan udara sehingga dapat menimbulkan busa (Eva
Susanty, 2014). Dari hasil uji diatas fraksi N-heksan daun salam menunjukkan hasil
positif senyawa saponin, dilihat dari terbentuknya buih yang stabil. Hasil tersebut

sesuai dengan literatur.

Gambar 4.3 Reaksi Hidrolisis Saponin (Adjeng et al., 2019).

Uji alkaloid fraksi N-heksan daun salam dilakukan dengan mengambil
Ekstrak ditambahkan dengan 1 ml HCL 2N dan 9 ml aquadest kemudian
dipanaskan dan disaring. selanjutnya Filtrat ditambahkan dengan pereaksi
dragendroff dan membentuk endapan merah atau jingga atau merah hingga
kecoklatan. ldentifikasi senyawa alkaloid pada fraksi N-heksan daun salam
memberikan hasil positif dengan pereaksi dragendorff, diketahui dari adanya
endapan coklat kemerahan setelah penambahan pereaksi tersebut. Pada struktur
alkaloid terkandung atom nitrogen dengan pasangan elektron bebas yang
menyebabkan ikatan kovalen koordinat dapat terbentuk antara alkaloid dan ion
logam, seperti kalium (logam alkali) (Yanti & Vera, 2019). Maka dari itu, ion K
dari pereaksi dan nitrogen pada alkaloid dapat menciptakan kompleks kaliumal
kaloid yang mampu mengendap. Hasil positif tersebut sesuai dengan literatur yaitu
fraksi N-heksan daun salam mengandung senyawa alkaloid berdasarkan perubahan

warna yang terjadi berupa endapan coklat kemerahan.

=
@\/j ¢ K [Bily] —— @j (Bil,)
N

Dragendortt oranye
Kalium- \lLAlmd

endapan

Alkaloid

Gambar 4.4. Perkiraan Reaksi Uji Dragendorff (Yanti & Vera, 2019)
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4.7 Pengujian Aktivitas Antibakteri Fraksi N-heksan Daun Salam

Penelitian antibakteri ini menggunakan media Mueller-Hinton Agar
(MHA). Hal ini karena MHA menjadi media standar untuk uji Kirby-Bauer, media
MHA mendukung pertumbuhan Sebagian besar patogen, rendah menghambat
sulfonamida, trimethoprim dan tetrasiklin, dan memiliki reproduktifitas yang baik.
Tahapan awal yang dilakukan adalah sterilisasi alat seperti peralatan berbahan kaca
disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Alat logam
seperti jarum ose disterilasi menggunakan pemijaran api atau dibakar pada api
Bunsen hingga berwarna kemerahan. Peremajaan bakteri Bacillus subtilis dan
Escherichia coli bertujuan untuk memperbanyak kultur murni. Nutrien Agar (NA)
digunakan sebagai media peremajaan Dimana media ini mengandung banyak
nutrisi yang dapat mendukung pertumbuhan bakteri. Kultur disiapkan dalam agar
miring untuk memperpanjang masa simpan dan menjaga kemurnian isolat.

Selanjutnya pembuatan media uji Mueller Hinton Agar (MHA) dengan
menimbang serbuk sesuai dengan perhitungan ditambahkan dengan 250 ml
aquadest dipanaskan hingga homogen. Kemudian disterilisasi dalam autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit. Media kemudian dituangkan pada masing-masing
cawan petri steril secara aseptis. Standart McFarland dibuat dengan melarutkan
larutan BaCl, 1% sebanyak 0,05 ml dan larutan H2SO4 1% sebanyak 9,95 ml, lalu
di vortex hingga homogen. McFarland sensitif terhadap udara, suhu dan cahaya.
Kondisi ini akan menyebabkan standar McFarland menggumpal. Jika terbentuk
gumpalan, berupa partikel besar yang terlihat pada McFarland, maka standar harus
diganti (Wayne, 2012).

Suspensi bakteri dibuat dengan metode suspensi koloni langsung yaitu
koloni bakteri langsung disuspensikan pada media cair atau larutan garam steril
kemudian kekeruhannya dibandingkan dengan standar Mc Farland. Suspensi
bakteri diinokulasikan menggunakan batang L steril pada permukaan media agar
petri. Inokulasi dilakukan dengan menggoreskan batang L pada media dan memutar
cawan, bertujuan agar tidak adanya celah pada permukaan media yang berarti
distribusi inokulum merata. Setelahnya cawan didiamkan selama 3-5 menit agar
permukaan media kering sebelum dilakukan penempatan cakram. Uji dilakukan

dengan metode difusi cakram menggunakan tiga konsentrasi ekstrak yaitu 1%,
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2,5%, dan 5%. DMSO 1% digunakan sebagai kontrol negatif, karena merupakan
pelarut ekstrak dan tidak memiliki aktivitas antibakteri. Eritromisin digunakan
sebagai kontrol positif. Selanjutnya, kertas cakram steril direndam hingga meresap
pada masing- masing larutan konsentrasi, larutan DMSO 1%, dan antibiotik. Kertas
cakram yang telah siap diletakkan pada media uji yang telah diinokulasikan bakteri
Bacillus subtilis dan Escherichia coli menggunakan pinset steril dengan sedikit
penekanan untuk memastikan cakram benar-benar menempel. Media uji
selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. daya hambat yang terbentuk
berupa zona bening disekitar daerah kertas cakram yang dinyatakan dalam ukuran
mililiter (mm).

Pengujian aktivitas antibakteri fraksi n-heksan daun salam menunjukkan
mampu menghambat pertumbuhan bakteri Bacillus subtilis Hal ini dibuktikan
dengan terbentuknya zona jernih yang mengelilingi daerah kertas cakram Hasil uji
aktivitas antibakteri dengan metode difusi dapat dilihat pada Tabel 4.5. foto hasil
pengujian dapat dilihat pada lampiran

Tabel 4.5. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Bacillus subtilis

Diameter daya hambat

Rata-rata

Replikasi (mm)  ategori
Konsentrasi 1 5 3 4 5
1% 425 558 7 77 625 6 sedang
2:5% 54 535 08 875 3 5 sedang
5% 88 178 5 153 162 13 kuat
kPositif 159 6 185 104 138 15 kuat
k. Negatif 0 0 0 0 0 0 Lemah

Aktivitas antibakteri fraksi n-heksan daun salam mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Escherichia coli Hal ini dibuktikan dengan terbentuknya zona
jernih yang mengelilingi daerah kertas cakram. Hasil uji aktivitas antibakteri
dengan metode difusi dapat dilihat pada Tabel 4.6. foto hasil pengujian dapat dilihat
pada lampiran
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Tabel 4.6. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Escherichia coli

Diameter daya hambat

Rata-
Replikasi rata Kategori
(mm)
Konsentrasi 1 2 3 4 5
1%
045 85 10,6 655 123 8 Sedang
0,
2,5% 18 79 121 445 07 5 Sedang
5%
455 1795 113 64 164 11 Kuat
k.Positif 204 225 211 218 212 21 Kuat
k. Negatif o 0o 0 o0 0 0 Lemah

Hasil uji antibakteri fraksi n-heksan daun salam pada bakteri Bacillus
subtilis memiliki zona hambat paling tinggi dari variasi konsentrasi yaitu pada
konsentrasi 5% dengan nilai zona bening 13 mm. Daerah jernih tersebut
menandakan bahwa tidak terdapat pertumbuhan Bacillus subtilis pada zona
tersebut. Tujuan dari adanya variasi konsentrasi adalah mengetahui perbedaan
kemampuan hambat dari berbagai konsentrasi ekstrak. Fraksi n-heksan daun salam
pada konsentrasi 1% dan 2,5% menunjukkan adanya aktivitas antibakteri pada
Bacillus subtilis dengan ditemukannya zona bening yang mengelilingi daerah kertas
cakram nilai rata-rata 5-6mm dengan kategori sedang Foto hasil pengujian
antibakteri Bacillus subtilis dapat dilihat pada lampiran 6.

Dari nilai diameter zona hambat yang telah diukur, diameter 1-5%
memiliki rentang nilai 5-13 mm. Diameter tersebut bernilai >5 mm, maka kekuatan
antibakteri fraksi n-heksan daun salam konsentrasi 1-5% tergolong sedang-kuat
yang menandakan kemampuan ekstrak menahan pertumbuhan Bacillus subtilis
baik. Hasil diameter zona hambat yang didapat selaras dengan teori yang
menyebutkan bahwa daya antibakteri suatu zat akan semakin tinggi apabila
konsentrasi suatu zat tersebut semakin tinggi, dikarenakan semakin tinggi
konsentrasi berarti kandungan metabolit sekundernya semakin banyak (Wardaniati,
2021). Berdasarkan Tabel 4.6 hasil uji antibakteri fraksi n-heksan daun salam pada
Escherichia coli memperlihatkan bahwa variasi konsentrasi 5% memiliki zona

43



hambat paling tinggi yaitu 11 mm dari variasi konsentrasi yang lain. Nilai diameter
zona hambat yang telah diukur pada konsentrasi 1-5% memiliki rentang nilai 8-11
mm dan termasuk dalam kategori sedang-kuat yang menandakan kemampuan
ekstrak menahan pertumbuhan Escherichia coli baik.

Eritromisin adalah antibiotik golongan makrolida yang bersifat
bakteriostatik dan termasuk antibiotic spektrum luas terhadap bakteri gram positif
dan Sebagian gram negatif. Eritromisin bekerja dengan mengikat subunit 50S
ribosom bakteri, tepatnya di saluran keluar (exit tunnel) dekat pusat peptidil
transferase (PTC). Pengikatan ini menyebabkan penyempitan saluran, sehingga
rantai polipeptida yang baru terbentuk tidak dapat melanjutkan elongasi atau
ditranslokasikan dari A-site ke P-site mengganggu sintesis protein dan menahan
pertumbuhan bakteri (Nguyen et al., 2018). Eritromisin sebagai pilihan utama atau
alternatif untuk infeksi bakteri penyebab penyakit infeksi kulit (acne vulgaris,
S.aureus), bronchitis, pneumonia (S.pneumoniae), difteri, infeksi menular seksual
(Treponema pallidum). kontrol positif eritromisin termasuk kedalam kategori
sedang dengan nilai rata-rata zona hambat pada bakteri Bacillus subtilis sebesar 5
mm dan pada bakteri Escherichia coli sebesar 7 mm. Bila dibandingkan dengan
zona hambat yang terbentuk di sekitar kertas cakram eritromisin, zona hambat
fraksi n-heksan lebih kecil. Dalam penelitian ini tampak bahwa eritromisin masih
lebih efisien dalam menghambat pertumbuhan bakteri bacillus subtilis dan
Escherichia coli. Foto hasil pengujian antibakteri Escherichia coli dapat dilihat
pada lampiran 6.

Dari uji fitokimia, diketahui terdapat senyawa alkaloid, glikosida dan
fenolik, termasuk flavonoid dan tanin pada fraksi daun salam. Aktivitas antibakteri
akan muncul jika metabolit sekunder dari fraksi n-heksan ini sampai ke dalam sel
bakteri. Mekanisme kerja dari alkaloid sebagai antibakteri yaitu dengan cara
mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan
dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel . Keberadaan
gugus hidroksil dalam senyawa fenolik mempengaruhi efisiensi antibakteri mereka.
Gugus hidroksil mengikat dan berinteraksi dengan sisi aktif enzim sehingga
mengubah metabolismenya. Senyawa-senyawa fenolik dapat mengganggu

permeabilitas membran sitoplasma bakteri. Selain itu, juga mendenaturasi dan
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menginaktifkan protein. Terganggunya permeabilitas dinding sel dan membran
sitoplasma ini mengakibatkan ketidakseimbangan makromolekul dan ion dalam sel
alhasil sel pun lisis. Dalam mendenaturasi protein sel, ikatan hidrogen yang tercipta
antara fenol dan protein menimbulkan kerusakan struktur protein. Tanin
mempunyai mekanisme kerja sebagai antibakteri dalam menginktivasi adhesin sel
mikroba (molekul yang menempel pada sel inang) yang terdapat pada permukaan
sel. Tanin memiliki sasaran terhadap polipeptida dinding sel yang menyebabkan
kerusakan pada dinding sel (Sari & Sari 2011).

Data perolehan zona hambat fraksi n-heksan daun salam dengan beberapa
variasi konsentrasi beserta kontrol dilakukan analisa statistik menggunakan
program IBM SPSS statistics 27.0 One Way ANOVA digunakan untuk
membandingkan diameter tiap konsentrasi. Data yang dihasilkan digunakan untuk
membandingkan hubungan antara konsentrasi fraksi n-heksan daun salam untuk
mengetahui ada atau tidaknya perbedaan yang signifikan. Dikarenakan data yang
diuji kurang dari 50 sampel (n < 50), maka normalitas data diuji dengan uji Saphiro-
Wilk. Hasil analisis statistic uji antibakteri fraksi n-heksan daun salam terhadap
bakteri Bacillus subtilis dan Escherichia coli menunjukkan bahwa data terdistribusi
secara normal dengan signifikasi > 0,05 (p > 0,05). Namun Pada uji homogenitas
data memperoleh signifikasi 0,002 pada Bacillus subtilis dan 0,007 pada
Escherichia coli (p < 0,05) yang menandakan data tidak terdistribusi homogen.

Dikarenakan masing-masing kelompok uji mempunyai data berjumlah
sama, uji statistik dengan analisis varian masih memberikan hasil yang akurat
walaupun data tidak terdistribusi homogen. Dengan demikian, uji statistik dapat
dilakukan dengan ANOVA satu arah, Setelah pengujian, muncul nilai signifikansi
yaitu 0.000 (p < 0,05) menandakan HO ditolak dan H1 diterima, berarti terdapat
perbedaan rata-rata yang signifikan dari nilai diameter daerah hambat bakteri
Bacillus subtilis dan Escherichia coli yang berarti adanya variasi konsentrasi
ekstrak akan berpengaruh terhadap ukuran daerah hambat, di mana peningkatan
konsentrasi akan memperbesar ukuran daerah hambat. Pada uji antara kelompok
perlakuan bakteri Bacillus subtilis konsentrasi 1% dan 2,5% dengan kontrol positif
nilai sig 0,01 dan sig 0,00 pada kontrol negatif (p < 0,05) menunjukan adanya

perbedaan rata-rata. Konsenstrasi 5% dan kontrol negatif dengan nilai sig 0,00 (p <
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0,05) menunjukkan adanya perbedaan rata-rata. Pada uji antara kelompok
perlakuan dengan kontrol positif, konsentrasi 1% dan 2,5% Escherichia coli
memiliki nilai signifikansi 0,00 (p < 0,05) mengindikasikan adanya perbedaan yang
signifikan, konsentrasi 5% pada kedua kontrol dengan nilai sig 0,00 (p < 0,05)

menunjukkan adanya perbedaan rata-rata.
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BAB IV
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan pada hasil dan pembahasan penelitian, ditemukan kesimpulan
sebagai berikut :
1. Fraksi n-heksan daun salam (Syzygium polyanthum) mempunyai aktivitas
antibakteri terhadap Bacillus subtilis dan Escherichian coli pada konsentrasi
1%, 2,5% dan 5% diketahui dari yang tampak setelah dilakukan pengukuran
menggunakan jangka sorong.
2. Fraksi n-heksan daun salam (Syzygium polyanthum) konsentrasi 1% dan
2,5% mempunyai kekuatan antibakteri tergolong sedang dengan rentang
diameter zona hambat 5-6 mm. konsentrasi 5% menunjukkan kekuatan
antibakteri yang tergolong kuat dengan nilai rata-rata diameter 11 mm pada
Bacillus subtilis dan 13 mm pada Escherichia coli. Konsentrasi tertinggi
dengan nilai hambat terbaik antar variasi konsentrasi adalah konsentrasi 5%.
5.2 Saran

Perlu dilakukan uji antibakteri dari daun salam (Syzygium polyanthum)
menggunakan pelarut yang lebih efektif Untuk memperoleh hasil yang lebih
optimal. Penelitian selanjutnya dapat menyesuaikan pemilihan antibiotik

berdasarkan penyakit yang disebabkan oleh bakteri uji.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Surat Izin Penelitian
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Lampiran 2. Surat Keterangan Hasil Determinasi Tanaman Salam (Syzygium
polyanthum)

KEMENTERIAN PENDIDIKAN TINGGI, SAINS, DAN TEKNOLOG!
UNIVERSITAS MULAWARMAN FAKULTAS KEHUTANAN DAN
LINGKUNGAN TROPIS
LABORATORIUM EKOLOGE DAN KONSERVAST IMOOTVERSITAS HUTAN TROPIS
Alzenat: kampus Unesul Gunung Kelus, J), Pansjees G B11 11 s-nui-hmn

'rdpmx (0541) 7273726, Emsil: kab.ekobio butas. utesul s 38

Samarinda, 11 Agustus 2025
Nomor : 198/UN17.4.08/LL/2025
Lampiran -
Perihal : Hasil

Kepada Yth
Bpl/IbwSdr(i). Yuris Romba Layuk (211148201166)

Sckolah Tinggi Hmu Kesehatan Dirgahayu Samarinda

di-
Tempat

Dengan Hormas,

Bersama ini kami ssmpaikan hasil identifikasi/determinasi tumbuahan yang sandara kirimkan
ke “Herbarium Mulswarman™, Laboratorium Ekologi dan Konservasi Biodiversitas Hutan
Tropis Fakultas Kehutanan Universitas Mulawarman Samarinda, adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantac

Phyllum : Streptophyta

Class : Equisetopsida

Order 1 Myrtales

Family 1 Myrtaceae

Species : Syzygism polyanthum (Wight) Walp.

Synonyms : Bugenta polyantha Wight., Exgenia atropimetata C.B .Rob., Eugenia

holmanii Elmer, Eugenia funghmhniana Miq., Eugenia lambii Elmer
Common name : Daun Salam
Demikian, semoga berguna bagi ssudara

Tembusan:
Arsip

\& Nw,losapu 1984031001

—
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Lampiran 3. Proses Pengentalan Dan Hasil Ekstrak Etanol Daun Salam

Flavonoid Tanin Alkaloid Saponin
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Lampiran 6. Pengujian Aktivitas Antibakteri

Sterilisasi alat Peremajaan bakteri

Variasi konsentrasi fraksi n-heksan peletakan kertas cakram
diatas permukaan media
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Bacillus subtilis
Replikasi 1 Replikasi 2

' :

i

Replikasi 5

f

{02,5%
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Escherichia coli
Replikasi 1 Replikasi 2

' '
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Lampiran 7. Perhitungan Rendemen Dan Diameter Zona Hambat

1. Perhitungan rendemen ekstrak
Bobot ekstrak 0 94,32 gr
Bobot simplisia 500 gr

Rendemen ekstrak =_bobot ekstrak (g) x 100% = 24.362r x 100% = 18,846 %
bobot simplisia (g) 500 gr

2. Perhitungan rendemen hasil fraksi n-heksan ekstrak daun salam

Bobot fraksi 1,08 gr

Bobot ekstrak 30 gr

Rendamen ekstrak =—bobot fraksi (8 x 100% = L08ar x 100% = 3,6 %
bobot ekstrak(g) 30 gr

3. Perhitungan diameter zona Hambat

A. Bacillus subtilis
(Dv—Dc) + (Dh=Dc) _ (21,5-6) + (223-6) _

Kontrol positif : > > 15,9 mm
(Dv=Dc) + (Dh=De) _ (116-6) + (124-6)_ &
2 2
(Dv=Dc) + (Dh=Dc) _ (252-6) + (239-6)_ 195 o
2 1
(Dv=Dc) + (Dh=De) _ (267-6) + (248-6)_ 19 4 mm
2 2 '
(Dv=Dc) + (Dh=Dc)_ (20,4—6) + (19,2—6) _
5 > 13,8 mm
i Dv=Dc) + (Dh=Dc)_ (10,3—6) +(10,2—6
Konsentrasi 1 % : 2v=2< er( A ( ) +( )= 4 25 mm
(Dv=Dc) + (Dh=De)_ (114-6) + (123-6)_ ¢ g
= .58 mm
2
(Dv=Dc) + (Dh=Dc)_ (12,8—6) + (13,2—6) _
5 > 7 mm
(Dv=De) + (Dh=De)_ (145-6) + (129-6)_ 5 7
2 2 '
(Dv=Dc) + (Dh=Dc) _ (13,7-6) +(108-6) _ ¢ o5 10
2 i)
. Dv—Dc) + (Dh—D 10,5-6) +(12,3—6
Konsentrasi 2,5 % : 2v=29 2( A ( ) 2( )= 54 mm
(Dv=De)+ (Dh=DC)_ (12,1-6) + (106-6)_ ¢ ge -

2
(Dv=Dc) + (Dh=Dc)_ (6,9—6) + (6,7—6) _
2 2

0,8 mm
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(Dv=Dc) + (Dh=Dc) _ (15,7—6) + (13,8—6)_

Konsentrasi 5 % :

B. Escherichia coli

Kontrol positif :

Konsentrasi 1 % :

Konsentrasi 2,5 % :

8, 75mm
2 2
(Dv=Dc) + (Dh=De)_ (102-6) +(78-6)_ 5
2 2
Dv—D Dh—D 15,3—-6 14,4—6
(Dv=Dc) + ( a_( ) +( )_ 8,8 mm
2 2
Dv—D Dh—D 23,6—6 24,1-6
(Dv C)-iz'( C)_( )+ ( ) 17,8 mm
(Dv=De) + (Dh=De)_ (112-6) + (109-6)_ ¢ _
2 2
Dv—Dc) + (Dh—D 20,5—-6) + (22,2—6
Dv—D Dh—D 23,0—6 21,4—6
(Dv—Dc) 42‘( C)_ ( ) +( ) 16,2 mm
(Dv-DO) + DR=DY) _ (27,6-6) + 252-6) _ 5 4 110
2 2
Dv—Dc) + (Dh—=D 29,6—6) +(21,5—-6
Dv—Dc) + (Dh—D 28,2—6) + (26,1-6
Dv—D Dh—D 26,9—6 28,7—6
(Dv C)-IZ-( C)_( )+ ( )—21,8mm
Dv—D Dh—D 21,7—-6 22,5-6
(Dv C)-;( C)_( )+ ( ) 21,2 mm
Dv—Dc) + (Dh—=D 6,7—6) +(6,2—6
Dv—Dc) + (Dh—D 13,6—6) + (15,4—6
(Dv c) ( C)_ ( ) ( )_ 8,5 mm
2 2
Dv—D Dh—D 15,3-6 17,9-6
(Dv c)-iz-( c)_( )+ ( )_ 10,6 mm
Dv—=Dc) + (Dh—D 12,3—-6) + (12,8—6
(Dv=Dc) 2( C)_ ( )+ ( ) 6,55 mm
Dv—Dc) + (Dh—D 18,2—6) +(18,5—6
Dv—D Dh—D 8,4—6 7,3—6
. (Dv=Dc) + ( C)_ ( ) +( ) 1,8 mm
2 2
Dv—=Dc) + (Dh—=D 14,3—6) + (13,6—6
(Dv=Dc) + ( C)_ ( )+ ( ) 7.9 mm
2 2
Dv—Dc) + (Dh—=D 17,8—6) + (18,4—6
Dv—Dc) + (Dh—D 13,3-6) + (14,1-6
(Dv c) ( C)_ ( ) ( )_ 4,45 mm

2

(Dv=Dc) + (Dh=Dc)_ (6,9—6) +(6,5—6) _

2

63

0,7 mm

2



(Dv=Dc) + (Dh=Dc)__ (10,8—6) +(10,3—6) _

Konsentrasi 5 % : 5 4,55 mm
(Dv=Dc) + (Dh—Dc) __ (20,6—6) + (27,3—6) _
5 = > 17,95 mm
(Dv=Dc) + (Dh—Dc)_ (16,4—6) + (18,2—6) __ 11,3 mm
2
(Dv=Dc) + (Dh—Dc)_ (12,3-6) + (12,5-6) _ 6.4 mm
2 2
(Dv=Dc) + (Dh—Dc)_ (21,7-6) +(22,8—6) _ 16,25 mm
2
Lampiran 8. Hasil Analisis Data Statistik Bacillus subtilis
1. Hasil uji normalitas
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
Perlakuan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Diameterzonahambat 1% 137 5 .200" .983 5 .948
2,5% .219 5 .200" .935 5 .628
5% .288 5 .200" .887 5 341
k.Positif 232 5 .200" .881 5 313
k.Negatif 5 5
* This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
2. Uji homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
Diameterzonahambat Based on Mean 5.995 4 20 .002
Based on Median 2.103 4 20 118
Based on Median and with 2.103 4 9.265 161
adjusted df
Based on trimmed mean 5.594 4 20 .003
3. Uji One Way ANOVA
ANOVA
Diameterzonahambat
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 687.402 4 171.851 13.102 .000
Within Groups 262.321 20 13.116
Total 949.723 24
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: Diameterzonahambat

Tukey HSD
Mean Difference 95% Confidence Interval
(1) Perlakuan (J) Perlakuan (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
1% 2,5% .05600 2.29051 1.000 -6.7980 6.9100
5% -6.46400 2.29051 .070 -13.3180 .3900
k.Positif -8.56400" 2.29051 .010 -15.4180 -1.7100
k.Negatif 6.15600 2.29051 .092 -.6980 13.0100
2,5% 1% -.05600 2.29051 1.000 -6.9100 6.7980
5% -6.52000 2.29051 .067 -13.3740 .3340
k.Positif -8.62000 2.29051 .010 -15.4740 -1.7660
k.Negatif 6.10000 2.29051 .096 -.7540 12.9540
5% 1% 6.46400 2.29051 .070 -.3900 13.3180
2,5% 6.52000 2.29051 .067 -.3340 13.3740
k.Positif -2.10000 2.29051 .887 -8.9540 4.7540
k.Negatif 12.62000 2.29051 .000 5.7660 19.4740
k.Positif 1% 8.56400 2.29051 .010 1.7100 15.4180
2,5% 8.62000 2.29051 .010 1.7660 15.4740
5% 2.10000 2.29051 .887 -4.7540 8.9540
k.Negatif 14.72000 2.29051 .000 7.8660 21.5740
k.Negatif 1% -6.15600 2.29051 .092 -13.0100 .6980
2,5% -6.10000 2.29051 .096 -12.9540 .7540
5% -12.62000" 2.29051 .000 -19.4740 -5.7660
k.Positif -14.72000 2.29051 .000 -21.5740 -7.8660
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
Lampiran 9. Hasil Analisis Data Statistik Escherichia coli
1. Uji normalitas
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
perlakuan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Diameterzonahambat 1% .203 5 .200" .932 5 .611
2,5% 173 5 .200" .987 5 .967
5% .201 5 .200" 921 5 .534
K.Positif .200 5 .200" .979 5 931
K.Negatif 5 5

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

a. Lilliefors Significance Correction

65



2. Uji homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.

Diameterzonahambat Based on Mean 4.772 4 20 .007
Based on Median 4.074 4 20 .014
Based on Median and with 4.074 4 11.844 .026
adjusted df
Based on trimmed mean 4.699 4 20 .008

3. Uji One Way ANOVA
ANOVA
Diameterzonahambat
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 1232.265 4 308.066 21.646 .000

Within Groups 284.640 20 14.232

Total 1516.905 24

Dependent Variable:  Diameterzonaham

Tukey HSD

Multiple Comparisons

bat

Mean Difference

95% Confidence Interval

(1) perlakuan (J) perlakuan (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
1% 2,5% 1.03000 2.38596 .992 -6.1097 8.1697
5% -3.61000 2.38596 .566 -10.7497 3.5297
K.Positif -13.72000 2.38596 .000 -20.8597 -6.5803
K.Negatif 7.68000° 2.38596 .031 .5403 14.8197
2,5% 1% -1.03000 2.38596 .992 -8.1697 6.1097
5% -4.64000 2.38596 .327 -11.7797 2.4997
K.Positif -14.75000 2.38596 .000 -21.8897 -7.6103
K.Negatif 6.65000 2.38596 .076 -.4897 13.7897
5% 1% 3.61000 2.38596 .566 -3.5297 10.7497
2,5% 4.64000 2.38596 .327 -2.4997 11.7797
K.Positif -10.11000 2.38596 .003 -17.2497 -2.9703
K.Negatif 11.29000 2.38596 .001 4.1503 18.4297
K.Positif 1% 13.72000° 2.38596 .000 6.5803 20.8597
2,5% 14.75000° 2.38596 .000 7.6103 21.8897
5% 10.11000° 2.38596 .003 2.9703 17.2497
K.Negatif 21.40000° 2.38596 .000 14.2603 28.5397
K.Negatif 1% -7.68000" 2.38596 .031 -14.8197 -.5403
2,5% -6.65000 2.38596 .076 -13.7897 4897
5% -11.29000" 2.38596 .001 -18.4297 -4.1503
K.Positif -21.40000" 2.38596 .000 -28.5397 -14.2603

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran 10. Sertifikat Bakteri

Thermw Fisher Scientific
12076 Santa Fe Trail Drive
S ENTIFIC Leneaa, KS 66215
‘workd Inader in serving scence m.wwmu:?:
WWW,
thermoscientific
Certificate of Analysis - Certified Reference Material
Thermo Scientific™ Trademark™
Product Number R4601221
Product Name B. s} ATCC 6633 PK/5
Usage Deciion Accepred (OK)
':!' Date Imm |§
This product has been s d, | and packaged in d with Quality Systems Regulation, 21 CFR Pan $20.
he results wmdmvad fmnmpmuﬂvuumﬂeoflhcbﬂdlmdmobumdnwl&mofm!m
tefer 1o the enclosed product inscrt for | d use, | y req and storge conditions.
roduct Char Results
Purity Demonstrates pure growih on applicable media
Viability Recovered at acceptable level within test period
Passage 3 (Current preserved state)
Microbiological Testing Results
>85% ldentification on Vitek 2C BCL
>95% Identification on MicroSEQ 100
Microscopic Features Pass

These lests are performed mmoxﬂlmewllhlSOIMSMIma
Thermo Fisher Scientific hus determined cach loop of this reference mmrhl © be mmch:nlly hnmogenm for its intended use.
Individual products are ble to a recognized culture collecti

Amwushlhand;(rM)puudmmmyconvculhmnm the unique environment ofl!wwd.mbmedwuhmuhmumuhnpmnd.
may produce results that differ from published results obtained by other method:
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