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ABSTRAK

Daun sungkai (Peronema canescens Jack.) adalah salah satu bahan alam yang memiliki
kandungan senyawa metabolit sekunder, yaitu senyawa fenolik, tanin, alkaloid, saponin,
steroid, dan flavonoid yang memiliki sifat antibakteri, antioksidan, dan antiinflamasi. Oleh
sebab itu, penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun
sungkai terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus haemolyticus. Penelitian ini dimulai
dengan pengumpulan bahan, pembuatan simplisia, ekstraksi menggunakan metode maserasi
etanol 96%, skrining fitokimia dan pengujian aktivitas antibakteri, kloramfenikol sebagai
kontrol positif, dan DMSO sebagai kontrol negatif, dan beberapa variasi konsentrasi, yaitu
25%, 50%, dan 75% dengan metode difusi cakram. Data dianalisis dengan uji One-way
ANOVA, dan uji Post-Hoc LSD. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pertumbuhan
Staphylococcus haemolyticus dapat dihambat dengan ekstrak etanol daun sungkai dengan
konsentrasi 25%, 50%, dan 75%, yang dibuktikan dengan adanya zona hambat berturut-turut
sebesar 5 mm, 6,38 mm, dan 8,44 mm dengan kategori sedang. Hasil uji secara statistik
menunjukkan nilai p = 0,000 (p <0,05), yang menunjukkan bahwa perlakuan berbeda secara
signifikan dengan kontrol positif yang memiliki rata-rata diameter 30,74 mm dengan kategori
sangat kuat. Berdasarkan hasil penelitian ini ekstrak etanol daun sungkai memiliki aktivitas
antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus haemolyticus.

Kata Kunci : Staphylococcus haemolyticus, Peronema canescens Jack, Antibakteri
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ABSTRACT

Sungkai leaf ( Peronema canescens Jack.) is one of the natural ingredients that contains
secondary metabolites, namely phenolic compounds, tannins, alkaloids, saponins, steroids and
flavonoids which have antibacterial, antioxidant and anti-inflammatory properties. Therefore,
this study aims to determine the antibacterial activity of the ethanol extract of Sungkai leaves
on the growth of Staphylococcus haemolyticus bacteria. This study began with the collection of
materials, manufacture of simplicia, extraction using 96% ethanol maceration method,
phytochemical screening and testing of antibacterial activity, chloramphenicol as a positive
control, and DMSO as a negative control, and several variations in concentration, namely 25%,
50%, and 75% using the disc diffusion method. Data were analyzed by One-way ANOVA test,
and LSD Post-Hoc test . The results showed that the growth of Staphylococcus haemolyticus
could be inhibited by the ethanol extract of Sungkai leaves at concentrations of 25%, 50% and
75%, as evidenced by the presence of inhibition zones of 5 mm, 6.38 mm and 8.44 mm
respectively with medium category. The statistical test results showed a value of p = 0.000 ( p
<0.05), which indicated that the treatment was significantly different from the positive control
which had an average diameter of 30.74 mm and was in the very strong category. Based on the
results of this study, the ethanol extract of Sungkai leaves has antibacterial activity against the
growth of Staphylococcus haemolyticus bacteria.

Keywords : Staphylococcus haemolyticus , Peronema canescens Jack, Antibacterial
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Bakteri Staphylococcus haemolyticus adalah salah satu kelompok Staphylococcus
koagulase-negatif (CoNS) yang menghuni kulit dan selaput lendir sebagai komensal
(Daniel et al., 2014). Staphylococcus haemolyticus menginfeksi terutama pasien
imunodefisien, seperti pasien dengan penyakit hematologis dan bayi dengan sistem
kekebalan tubuh yang belum matang (Eltwisy et al., 2020). Staphylococcus haemolyticus
juga dikenal menyebabkan infeksi berat pada beberapa sistem tubuh termasuk meningitis,
endokarditis, infeksi sendi prostetik (Eltwisy et al., 2020). Saat ini, salah satu faktor
patogen terpenting dari Staphylococcus haemolyticus, yaitu memiliki kemampuan
membentuk biofilm. Pembentukan biofilm oleh bakteri merupakan salah satu strategi
penting untuk resistensi obat (Panda et al, 2018).

Antibiotik hanya menyembuhkan penyakit akibat bakteri, dan penggunaan antibiotik
yang tidak rasional meningkatkan resistensi bakteri terhadap antibiotik (Risca, 2011).
Resistensi antibiotik dapat memberikan dampak negatif yang bertingkat, baik pada tingkat
individu, maupun pada tingkat sarana pelayanan kesehatan dan masyarakat. Pada tingkat
individu, resistensi antibiotik dapat memperpanjang masa infeksi, memperburuk kondisi
Klinis, serta meningkatknya penggunaan antibiotik yang lebih mahal dengan efek samping
dan toksisitas yang lebih besar (Kemenkes RI, 2011). Penggunaan bahan alam dipercaya
secara turun temurun, sehingga pemanfaatan bahan alam sebagai alternatif pengobatan
dapat dijadikan acuan untuk pengembangan obat di masa mendatang (Rijiyanti, 2014).
Salah satu bahan alam dari Kalimantan yang dikenal memiliki banyak khasiat, yaitu daun
sungkai, yang secara empiris banyak dimanfaatkan sebagai obat luka, obat pilek, obat, obat
sakit gigi dan obat demam (Melisa et al., 2022).

Daun Sungkai (Peronema canescens Jack) memiliki kandungan senyawa metabolit
sekunder, yaitu senyawa fenolik, tanin, alkaloid, saponin, steroid, dan flavonoid yang
memiliki sifat antibakteri, antioksidan, dan anti-inflamasi (Pradito dkk., 2022).
Berdasarkan hasil penelitian Kusriani dkk. (2015), ekstrak daun sungkai, fraksi etil-asetat,
fraksi etanol, memiliki Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh
Minimum (KBM) terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan bakteri Escherichia coli.

Penelitian Ningsih dan Ibrahim (2013), ekstrak n-Heksan daun sungkai memiliki aktivitas
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antimikroba, diperoleh empat spot aktif memberikan zona bening terhadap tiga bakteri
gram positif, yaitu Basillus subtilis, Streptococcus mutans, dan Staphylococcus aureus
pada kadar 1 mg/mL. Penelitian Pradito dkk. (2022), sediaan ekstrak etanol daun sungkai
memiliki aktivitas antibakteri yang lebih besar dibandingkan dengan sediaan infus daun
sungkai dengan diameter zona hambat, yaitu 17,72 mm pada beberapa konsentrasi 25%,
50%, 75% dan 100%, terhadap bakteri Staphylococcus aureus. Berdasarkan hasil
penelitian Fransisca dkk. (2020), ekstrak etanol daun sungkai memiliki aktivitas antibakteri
terhadap bakteri gram negatif, yaitu Escherichia coli bakteri penyebab diare, dengan
diameter zona hambat 7,75 mm pada konsentrasi yang lebih tinggi, yaitu 100%. Hasil
tersebut menunjukkan bahwa konsentrasi 100% memiliki zona hambat yang lebih besar.
Daya hambat terhadap bakteri akan semakin besar seiring bertambah tingginya konsentrasi
ekstrak, karena dalam konsentrasi ekstrak yang semakin tinggi maka bahan aktif
antibakteri yang terkandung semakin banyak (Arum et al., 2012).

Berdasarkan latar belakang di atas, beberapa peneliti telah menguji aktivitas
antibakteri menggunakan konsentrasi yang lebih besar, yaitu hingga 100%, maka peneliti
tertarik untuk meneliti aktivitas ekstrak etanol daun sungkai dengan beberapa variasi
konsentrasi, yaitu 25%, 50%, dan 75% untuk mengetahui perbandingan efektivitas masing-
masing dari konsentrasi ekstrak etanol daun sungkai dengan menggunakan metode difusi
cakram. Metode difusi cakram merupakan metode yang sering digunakan, dengan cara
kerjanya, yaitu ekstrak antibakteri yang akan diuji, diserapkan pada kertas cakram dan
ditempelkan pada media agar, kemudian diinkubasi hingga terlihat zona hambat di daerah
sekitar cakram (Novita, 2016).

1.2 ldentifikasi Masalah
Berdasarkan latar belakang masalah, maka dapat ditentukan identifikasi masalah
penelitian sebagai berikut :
1.2.1 Apakah ekstrak etanol daun sungkai (Peronema canescens Jack) memiliki
aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus haemolyticus?
1.2.2 Berapa diameter zona hambat ekstrak etanol daun sungkai (Peronema
canescens Jack) terhadap pertumbuhan bakteri  Staphylococcus

haemolyticus?



1.2.3 Bagaimana kategori daya hambat yang diperoleh dari variasi konsentrasi
ekstrak etanol daun sungkai (Peronema canescens Jack) terhadap
pertumbuhan bakteri Staphylococcus haemolyticus?

1.3 Tujuan Penelitian
Berdasarkan identifikasi masalah, maka dapat ditentukan tujuan penelitian sebagai
berikut:
1.3.1 Tujuan Umum
Mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun sungkai (Peronema
canescens jack) terhadap bakteri Staphylococcus haemolyticus.
1.3.2 Tujuan Khusus
1. Mengetahui diameter zona hambat ekstrak etanol daun sungkai
(Peronema canescens Jack) terhadap pertumbuhan  bakteri
Staphylococcus haemolyticus.
2. Mengetahui kategori daya hambat dari variasi konsentrasi ekstrak etanol
daun sungkai (Peronema canescens jack) terhadap pertumbuhan bakteri

Staphylococcus haemolyticus.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Bagi peneliti

Penelitian ini bermanfaat untuk menambah wawasan dan pengetahuan
peneliti dalam penggunaan bahan alam khususnya daun sungkai (Peronema
canescens Jack) sebagai alternatif pengobatan dalam menghambat serta mencegah
salah satu bakteri penyebab infeksi Staphylococcus haemolyticus.
1.4.2 Bagi masyarakat

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi secara ilmiah tentang
potensi kearifan lokal salah satu bahan alam di Indonesia yaitu daun sungkai
(Peronema canescens Jack) sebagai penghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus haemolyticus.
1.4.3 Bagi Institusi

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi referensi bagi Mahasiswa atau
Institusi dalam pengembangan ilmu farmasi khususnya dibidang bahan alam yang

dapat dikembangkan menjadi sediaan farmasi.
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Ho : Ekstrak etanol daun sungkai (Peronema canescens Jack) tidak memiliki
aktivitas antibakteri terhadap  pertumbuhan bakteri Staphylococcus
haemolyticus.
H1 : Ekstrak etanol daun sungkai (Peronema canescens Jack) memiliki
aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus
haemolyticus.
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BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

Daun Sungkai (Peronema canescens Jack)
2.1.1 Klasifikasi tanaman sungkai
Kingdom : Plantae

Phyllum  : Tracheophyta

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Lamiales
Famili : Lamiaceae
Genus : Peronema

Synonym : Peronema heterophyllum Mig

Spesies . Peronema canescens.

2.1.2 Morfologi tanaman sungkai

Salah satu tumbuhan obat yang banyak tumbuh di Indonesia yang banyak
dimanfaatkan adalah tumbuhan Sungkai (Peronema canescens J). Daerah
penyebarannya di Indonesia mencakup wilayah Sumatera Barat, Jambi, Bengkulu,
Sumatera Selatan, Lampung, Jawa Barat, dan seluruh Kalimantan. Sampai saat ini,
masyarakat masih mempertahankan tradisi dengan memanfaatkan tumbuhan
disekitar untuk pengobatan ataupun perawatan kesehatan lainnya (Carolina, 2022).
Sungkai (Peronema canescens J.) merupakan tumbuhan liar, namun tumbuhan ini
bernilai ekonomis, dan banyak masyarakat membudidayakannya. Biasanya tanaman
sungkai ini dapat dijumpai di hutan, kebun maupun halaman. Sungkai dapat tumbuh
dengan mudah dan tidak perlu perawatan khusus (Ningsih, 2013).

Tanaman sungkai termasuk dalam tanaman kayu-kayuan dengan diameter
mencapai 60 cm yang mampu tumbuh hingga tingginya 20-30 m, dan memiliki
batang bebas cabang sekitar 15 m. Batang sungkai berwarna abu-abu atau sawo
matang dengan bentuk lurus berlekuk kecil, beralur dangkal terkelupas kecil dan
tipis. Kulit luar batangnya memiliki warna kekuningan, merah muda, hingga coklat.
Bulu-bulu halus tersebar pada ranting dan anak daun bagian bawah. Daun bersirip

ganjil dan majemuk yang terletak berpasangan dengan kedudukan malai dan dengan



buah yang kecil-kecil. Perakarannya menyebar dangkal, dan tidak tahan terhadap
kekurangan zat asam lebih dari 10 hari (Kehati, 2017; Ningsih, 2013). Gambaran

daun sungkai dapat dilihat pada Gambar 2.1
e \ o

Gambar 2.1 Daun sungkai

2.1.3 Pemanfaatan tanaman sungkai

Secara empiris, tanaman sungkai terutama pada daun muda, banyak
dimanfaatkan masyarakat sebagai obat pilek, obat cacingan (ringworms), pencegah
sakit gigi dengan cara berkumur, campuran rempah pada air mandi untuk wanita yang
baru melahirkan serta sebagai penurun panas, dengan cara direbus, kemudian air
rebusan dikonsumsi (Ningsih, 2013). Rebusan daun sungkai juga digunakan oleh
suku Lembak Bengkulu untuk mengobati malaria, demam tinggi, dan untuk menjaga
kesehatan (Yani, 2013). Akar dari tanaman sungkai dimanfaatkan oleh Suku Dayak
Tunjung Kalimantan Timur sebagai obat diuretika dan pegal linu (Setyowati, 2010).
Pemberian seduhan daun sungkai, selain dipercaya dapat mengatasi demam, pilek,
dan malaria, diketahui juga dapat meningkatkan imunitas tubuh serta menurunkan
tekanan darah (Latief et al., 2021). Berdasarkan hasil penelitian Carolina dkk. (2022),
bahwa pemberian seduhan daun sungkai efektif untuk menurunkan tekanan darah
pada lansia hipertensi (Carolina dkk., 2022).
2.1.4 Kandungan tanaman sungkai

Senyawa metabolit sekunder merupakan komponen aktif dalam tumbuhan
yang banyak dimanfaatkan dibidang kesehatan maupun dibidang pertanian. Skrining
fitokimia dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa metabolit sekunder di
dalam daun sungkai. Ekstrak etanol daun sungkai diketahui memiliki senyawa

metabolit sekunder yaitu golongan flavonoid, tanin, alkaloid, dan steroid memiliki



aktivitas antibakteri dan inflamasi (Pradito dkk., 2022). Kandungan flavonoid yang
terdapat di dalam daun sungkai juga diketahui berperan sebagai antioksidan sehingga
sangat baik untuk mencegah kanker, serta dapat mencegah terjadinya hipertensi
(Latief dkk., 2021). Berdasarkan hasil penelitian membuktikan uji skring fitokimia
ekstrak etanol daun sungkai, positif mengandung senyawa metabolit sekunder,
seperti yang dimuat pada Tabel 2.1

Tabel 2.1 Hasil skrining fitokimia ekstrak etanol daun sungkai (Latief dkk., 2021)

Jenis Senyawa Hasil
Alkaloid +
Flavonoid +
Saponin +
Steroid +

Triterpenoid -

Fenolik +
Tanin +
Keterangan :

(+) = Positif mengandung metabolit sekunder
(-) = Negatif mengandung metabolit sekunder

2.1.5 Penelitian tanaman sungkai

Beberapa penelitian tentang tanaman sungkai telah banyak dilakukan, untuk
mengetahui potensi dari tanaman sungkai, diantaranya, yaitu uji antibakteri,
antiinflamasi, antioksidan dan lain sebagainya. Merangkum beberapa hasil penelitian

potensi dari daun sungkai tersebut, dimuat dalam Tabel 2.2



Tabel 2.2 Hasil Penelitian Potensi dari Tanaman Sungkai

No Bagian Uji Hasil Literatur
tanaman
1. Daun Uji aktivitas 100% ekstrak etanol (Fransisca dkk.,
antibakteri E.coli sungkai dapat 2020)
menghambat E.coli 7,75
mm
2. Kulitbatang  Uji aktivitas Ekstrak daun sungkai, (Kusriani dkk., 2015)
dan daun antibakteri S. fraksi etil-asetat, fraksi
Aureus dan E.coli etanol, memiliki
konsentrasi hambat
minumun dan
konsentrasi bunuh
minimum terhadap S.
Aureus berturut-turut
1024pg/ml, 1024 pg/ml,
dan 512 pg/ml,
sedangkan E.coli ekstrak
dan fraksi memiliki
KHM dan KBM 512
pg/ml.
3. Daun Uji aktivitas Aktivitas antimikroba (Ningsih & Ibrahim,
antimikroba ekstrak  ekstrak fraksi n-heksan 2013)
fraksi n-Heksan daun sungkai diperoleh 4
daun sungkai spot aktif memberikan
terhadap beberapa zona bening terhadap 3
bakteri jenis bakteri uji : B.
Subtillis, St. mutans dan
S. aureus
4. Daun Uji aktivitas tabir Ekstrak daun sungkai (Fadlilaturrahma
dan antioksidan mengandung dkk., 2021)
ekstrak etanol daun  antrakuinon, flavonoid,
sungkai saponin, tanin dan fenol
sehingga memiliki
aktivitas sebagai
antioksidan dan memiliki
aktivitas tabir surya.
5.  Daun Perbandingan Hasil pemeriksaan zona  (Pradito S.A dkk.,
aktivitas antibakteri  hambat sediaan infus dan  2022)
sediaan infus dan sediaan ekstrak etanol
sediaan ekstrak daun sungkai pada
daun sungkai konsentrasi 25%, 50%,
terhadap 75%, dan 100% berturut-
(Peronema turut sebesar 6,66 mm,
canescen J) 8,45 mm, 10,17 mm, dan
terhadap bakteri 12,16 mm dan 10,19
Staphylococcus mm, 12,89 mm, 14,80
aureus mm, dan 17,72 mm.
6. Kulitbatang Analisis total fenol ~ Ekstrak kulit batang (Rahmadhani dkk.,

dan flavonoid
ekstrak etanol kulit
batang sungkai

sungkai positif fenol,
flavonoid, alkaloid, dan
saponin.

2022)




2.2 Bakteri Staphylococcus haemolyticus

Staphylococcus koagulase-negatif (CoNS) merupakan mikrobiota utama kulit.
Staphylococcus haemolyticus adalah salah satu staphylococci koagulase-negatif (CoNS)
yang merupakan bakteri patogen oportunistik yang ditemukan pada flora kulit normal
(Huang et al., 2011). Staphylococcus haemolyticus adalah patogen yang muncul dari infeksi
nosokomial, dan spesies koagulase-negatif staphylococcal (CoNS) yang paling sering
diisolasi bersama Staphylococcus epidermidis (Pereira et al.,2014). Ini adalah
Staphylococcus koagulase-negatif kedua yang paling sering diisolasi dari sampel klinis yang
terinfeksi, terutama kultur darah pasien dengan sepsis setelah Staphylococcus epidermidis.
Isolat Staphylococcus haemolyticus nosokomial digolongkan sebagai spesies yang paling
resisten terhadap antibiotik di antara Staphylococcus koagulase-negatif (CoNS), dan oleh

karena itu pilihan terapi antibiotik sangat terbatas (Barros et al., 2012).

Ciri khas Staphylococcus haemolyticus adalah kemampuannya untuk membentuk
biofilm, yang memainkan peran penting dalam pembentukan infeksi. Exopolysac charides
yang dihasilkan dapat menghambat pertumbuhan bakteri lain dan juga menurunkan
kemampuannya untuk membentuk biofilm. Spesies ini telah memperoleh peningkatan
signifikansi klinis karena plastisitas genomnya, yang memungkinkan adaptasi yang besar
dan pengembangan resistensi terhadap antibiotik yang berbeda, termasuk methicillin dan
kemampuannya untuk bertahan hidup di lingkungan rumah sakit. Kemampuan luar biasa
Staphylococcus haemolyticus untuk memperoleh resistensi antibiotik, terutama terhadap
oksasilin, membatasi pilihan terapi yang tersedia untuk infeksi terkait kateter yang
disebabkan oleh isolat Staphylococcus haemolyticus yang resisten methicillin dan dapat
menjadi predisposisi sepsis dan meningkatkan morbiditas dan mortalitas pasien (Eltwisya et
al., 2020).

2.3 Metode Pengujian Aktivitas Antibakteri

Antibakteri merupakan senyawa yang berguna mengendalikan pertumbuhan bakteri
yang bersifat merugikan. Uji aktivitas antibakteri dilakukan untuk menentukan kadar
terendah dari suatu zat yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Salah satu cara yang
digunakan untuk mengukur aktivitas antibakteri, yaitu dengan metode difusi cakram. Cara
ini menggunakan kertas cakram atau paper disk yang berfungsi untuk menampung zat
antibakteri. Kertas cakram diletakkan pada lempeng agar yang telah ditanami mikroba uji,

sehingga zat antibakteri berdifusi pada media agar. Zona yang terlihat tidak ditumbuhi oleh
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bakteri disebut sebagai daerah hambatan. Lebar zona hambat ini tergantung dari daya serap
bahan antibakteri yang digunakan dalam media agar dan kepekaan terhadap bahan
antibakteri tersebut (Misnadiarly dan Djajaningrat, 2014). Metode ini dipilih karena
pengerjaannya sederhana, mudah dikerjakan, ketelitian, tidak memerlukan peralatan yang
khusus, metode serbaguna bagi semua bakteri patogen yang tumbuh cepat (Listari, 2009).
Pengujian antibakteri menggunakan metode difusi cakram, dapat dilihat pada Gambar 2.2)

Gambar 2.2 Uji antibakteri menggunakan metode difusi cakram (Tedjo, 2014)

Tabel 2.3 Kategori diameter zona hambat (Hanizar dkk., 2018)

Diamater Kekuatan hambat
<5mm Lemah

5-10 mm Sedang

10-20 mm Kuat

>20 mm Sangat kuat

2.4 Metode Ekstraksi
Ekstraksi adalah salah satu cara untuk memisahkan bahan dari campurannya
menggunakan pelarut yang sesuai. Apabila telah mencapai keseimbangan antara konsentrasi
dalam pelarut dengan konsentrasi dalam bahan tanaman maka proses ekstraksi dihentikan,
kemudian pelarut dari sampel dipisahkan dengan proses penyaringan (Mukrhriani, 2016).
2.4.1 Maserasi
Maserasi merupakan suatu proses ekstraksi yang dilakukan dengan cara
memasukan simplisia dan pelarut ke dalam wadah gelas tertutup rapat pada suhu kamar
25°C (Mukrhriani, 2016). Keuntungan penggunaan metode ekstraksi ini, yaitu
menggunakan alat yang sederhana, dan dapat menghindari rusaknya senyawa-senyawa
yang bersifat termolabil. Beberapa faktor yang perlu diperhatikan dalam ekstraksi
maserasi salah satunya adalah waktu, semakin banyak waktu yang digunakan selama

proses ekstraksi maserasi antara pelarut dengan bahan yang akan diekstraksi akan
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memperbanyak jumlah bahan aktif yang terlarut (Chairunnisa et al., 2019). Waktu
maserasi yang terlalu singkat dapat mengakibatkan tidak semua senyawa terekstraksi
secara optimal. Kerugian dari metode ini yaitu memiliki waktu yang cukup lama (Zhang
etal., 2018).

2.5 Kloramfenikol

Antibiotik merupakan zat kimia yang hasilkan dari suatu mikroba yang memiliki khasiat
sebagai antimikroba. Mekanisme kerja dari antibiotik, yaitu menghambat sintesis dinding sel,
merusak permeanilitas membran sel, menghambat sinstesis RNA (proses transkripsi),
menghambat sintesis protein (proses translasi), dan menghambat replikasi DNA. Kloramfenikol
adalah antibiotik yang meiliki aktivitas bakterisidal. Aktivitasnya dapat menghambat sintesis
protein dengan jalan mengikat ribosom yang merupakan langkah penting dalam pembentukan
ikatan peptida (Dian et al., 2015).
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3.1

3.2

3.3

BAB Il
METODOLOGI PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian
3.1.1 Waktu penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2022 — Juli 2023.
3.1.2 Tempat penelitian

Tempat penelitian dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Sekolah
Tinggi llImu Kesehatan Dirgahayu Samarinda untuk uji antimikroba, dan uji skrining
fitokimia dilaksanakan di Laboratorium Fitokimia Sekolah Tinggi lImu Kesehatan
Dirgahayu Samarinda. Determinasi tumbuhan dilakukan dilakukan di “Herbarium
Mulawarman” Laboratorium Ekologi dan Konservasi Biodiversitas Hutan Tropis
Fakultas Kehutanan, Universitas Mulawarman Samarinda.
Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian, yaitu Laminiar Air Flow (LAF)
autoklaf (GEA®), waterbath, hot plate (DLab®), timbangan analitik (Fujitsu®),
inkubator (Labtech®), blender, spreader glass, ayakan mesh 60, labu ekstraksi,
cawan petri (Pyrex®), pipet volume (Iwaki®), jarum ose, pinset, jangka sorong,
mikropipet, spiritus, dan alat-alat gelas Laboratorium (Pyrex®).
3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian, yaitu daun sungkai (Peronema
canescens J.), bakteri uji (Staphylococcus haemolyticus) ATCC® 29970, media
Nutrient Agar (HiMedia®), media Muller-Hilton Agar (HiMedia®), aquadest, etanol
96%, NaCl 0,9%, Dimethyl sufoxide (DMSO), antibiotik kloramfenikol, HCI 2 N,
serbuk Magnesium, pereaksi mayer, pereaksi bounchardart, pereaksi dragendorff,
FeCl3, kertas saring, dan kertas cakram.
Metode Penelitian
3.3.1 Jenis penelitian

Jenis penelitian ini, yaitu penelitian kuantitatif dengan model rancangan
eksperimental. Penelitian eksperimental merupakan metode sistematis untuk

membangun hubungan mengandung fenomena sebab akibat (Sukardi, 2011). Subjek
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dari penelitian ini adalah bakteri Staphylococcus haemolyticus dan objek dari

penelitian ini adalah daun sungkai. Isolat bakteri diperoleh di PT. Prolabios Mitra

Analitika, ATCC® 29970.

3.3.2 Definisi operasional

Definisi variabel pada penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 3.3

Tabel 3.3 Definisi Operasional Variabel

Variabel Definisi Operasional Hasil ukur

Skala

Daun sungkai Daun sungkai yang utuh Observasional
(Peronema (tidak berlubang) segar
canescens. j) berwarna hijau, daun yang

tumbuh dari tangkai ketiga

hingga kelima dari pucuk

tanaman.

Nominal

Ekstrak etanol Ekstrak etanol daun Gram dan milimeter
daun sungkai sungkai adalah yang

diperoleh dari proses

ekstraksi daun sungkai

menggunakan pelarut

etanol 96% dengan metode

maserasi

Nominal

Konsentrasi Konsentrasi ekstrak Ekstrak etanol daun
ekstrak etanol merupakan variasi sungkai dengan
daun sungkai komposisi campuran DMSO menjadi
ekstrak etanol daun sungkai  konsentrasi 25%,
dengan pelarut DMSO. 50%, dan 75%.
Konsentrasi dibuat dengan
cara mengencerkan ekstrak
etanol daun sungkai dengan
DMSO menjadi
konsentrasi 25%, 50%, dan
75%.

Rasio

Staphylococcus Staphylococcus Observasional
haemolyticus haemolyticus merupakan

bakteri yang bersifat gram

negatif yang terdapat pada

bagian kulit manusia.

Populasi terbesarnya, yaitu

di aksila, perineum, dan

inguinal.

Nominal

Aktivitas Kemampuan ekstrak etanol  Mengukur zona
antibakteri daun sungkai dalam hambat
menghambat pertumbuhan  menggunakan jangka
bakteri uji, yaitu sorong dalam satuan
Staphylococcus milimeter (mm)
haemolyticus. Aktivitas
ditunjukkan dengan zona
bening disekitar cakram
pada permukaan media.

Ordinal
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3.3.3 Fokus penelitian
Fokus dari penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak
etanol daun sungkai terhadap pertumbuhan Staphylococcus haemolyticus yang
ditentukan dari diameter zona hambat, yaitu zona hambat disekitar cakram pada
konsentrasi 25%, 50% dan 75%. Lalu berdasarkan diameter zona hambat tersebut
ditentukan berapa kadar hambat minimum ekstrak etanol daun sungkai terhadap
pertumbuhan bakteri Staphylococcus haemolyticus.
3.3.4 Populasi, sampel, dan teknik sampling
3.4.4.1 Populasi
Populasi pada penelitian ini, yaitu daun sungkai (Peronema canescens
Jack.) yang diambil dari Desa Ritan Baru Kecamatan Tabang dengan pemilihan
daun kriteria baik. Kriteria baik yang dimaksud, yaitu daun muda, segar
berwarna hijau, dan utuh. Waktu panen dilakukan dipagi hari pada pukul
07.00-08.00, karena intensitas cahaya matahari masih rendah, suhu lingkungan
rendah, dan tekanan turgor tanaman menjadi tinggi, yang ditandai dengan
kondisi fisik daun yang segar dan hijau (Dwinatari & Murti, 2015).
3.4.4.2 Sampel
Sampel yang digunakan, yaitu simplisia daun sungkai yang
diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol 96% .
3.4.4.3 Teknik sampling
Teknik sampling yang digunakan pada penelitian ini, yaitu Simple
Random Sampling (SRS), dengan metode penarikan dari sebuah populasi
dengan cara tertentu sehingga setiap anggota populasi memiliki peluang yang
sama untuk terpilih (Kerlinger, 2006).
Cara pengambilan sampel dapat dilakukan secara acak, pemilihan
sampel dan lokasi yang akan digunakan secara acak telah mewakili populasi
dan wilayah secara keseluruhan (Sugiyono, 2012).
Sampel yang dimaksud adalah daun sungkai, yang berlokasi di Desa
Ritan Kecamatan Tabang, yang diambil secara acak, daun tangkai ketiga
sampai kelima dari pucuk.
3.3.5 Teknik pengumpulan data
Teknik pengumpulan data penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak

Lengkap (RAL) pengujian terhadap ekstrak etanol daun sungkai sebagai antibakteri
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terhadap pertumbuhan Staphylococcus haemolyticus. Penelitian ini terdiri dari
beberapa tahap, yaitu sebagai berikut :

3.3.5.1 Pengumpulan bahan

Pengumpulan bahan yang akan digunakan sebagai sampel uji, yaitu
daun sungkai (Peronema canescens Jack) yang diambil dari Desa Ritan Baru,
Kecamatan Tabang, Kalimantan Timur dengan Kriteria, yaitu daun muda, segar
berwarna hijau, dan utuh. Waktu panen erat kaitannya dengan intensitas cahaya
matahari yang diterima oleh daun dalam melakukan fotosintesis. Waktu panen
yang tepat pada saat daun mengandung senyawa aktif dalam jumlah yang
besar. Maka dari itu, pemanenan dilakukan dipagi hari pada pukul 07.00 -
08.00, karena intensitas cahaya matahari masih rendah, suhu lingkungan
rendah, dan tekanan turgor tanaman menjadi tinggi, yang ditandai dengan
kondisi fisik daun yang segar dan hijau (Murti & Dwinatari, 2015). Beberapa
tanaman hasil panen terfermentasi dan metabolitnya rusak jika terkena panas
yang berlebihan sehingga mutu kimia kurang baik (Dedy, 2017).
3.3.5.2 Determinasi tanaman

Determinasi tumbuhan sungkai dilakukan di  “Herbarium
Mulawarman” Laboratorium Ekologi dan Konservasi Biodiversitas Hutan
Tropis Fakultas Kehutanan, Universitas Mulawarman Samarinda.
3.3.56.3 Pembuatan simplisia daun sungkai

Daun sungkai yang telah dipetik dan dipisahkan antara daun dengan
bagian batang serta tangkainya atau bagian lain yang tidak diperlukan. Daun
yang telah dipetik, disortasi basah guna memisahkan dari kotoran atau benda-
benda asing, dan dicuci dengan air yang mengalir hingga bersih. Ditiriskan dan
dilakukan perajangan, kemudian dikeringkan dengan cara dikering-anginkan
atau dikeringkan dalam suhu 25°C tanpa adanya penyinaran matahari langsung,
karena dengan adanya penyinaran matahari langsung, akan merusak dan
menyebabkan terdegradasinya senyawa yang terdapat di dalam sampel. Sampel
daun sungkai yang telah kering, dihaluskan menggunakan blender, serbuk
yang dihasilkan diayak menggunakan ayakan mesh 60 hingga memperoleh
serbuk yang halus. Serbuk simplisia yang diperoleh disimpan dalam wadah

kedap udara dan kering serta terhindar dari sinar matahari langsung untuk
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menghindari rusaknya simplisia. Hasilnya dimasukkan ke dalam wadah gelas
yang tertutup (Sari dkk., 2017).
3.3.5.4 Standarisasi parameter spesifik dan parameter non spesifik

A. Parameter Spesifik

1. Pemeriksaan Organoleptik
Uji organoleptik dilakukan untuk mendeskripsikan bau, warna,
rasa dan tekstur dari simplisia tersebut menggunakan panca
indera, sehingga akan didapat hasil yang objektif (Depkes RI.,
2008).

B. Parameter Non Spesifik

1. Penetapan kadar abu total
Simplisia ditimbang sebanyak 2 g dan dimasukkan ke dalam krus
yang telah dipijar dan ditara, pijarkan perlahan-lahan hingga suhu
yang menyebabkan senyawa organik dan turunannya terdestruksi
dan menguap, hingga tersisa unsur mineral dan anorganik saja
yaitu pada suhu 600 + 25°C, didinginkan dan ditimbang. Kadar
abu total dihitung terhadap berat bahan uji, dinyatakan dalam %
b/b (Depkes RI, 2008).

2. Kadar air ditetapkan dengan cara destilasi toluen. Toluen yang
digunakan, terlebih dahulu dijenuhkan, kemudian simplisia
ditimbang sebanyak 5 g, dan dimasukkan ke dalam labu alas
bulat, dan ditambahkan toluen yang telah dijenuhkan. Labu
dipanaskan selama 15 menit, setelah toluen mulai mendidih,
penyulingan diatur 2 tetes/detik, hingga sebagian air tersuling.
Volume air dibaca pada skala yang tertera pada alat destilasi.
Hasil yang didapatkan, dihitung untuk mengetahui persentase
kadar air yang diperoleh (Depkes, 2008).

3. Simplisia dan ekstrak masing-masing sebanyak 2 g dimasukkan
ke dalam krus porselin bertutup yang sebelumnya telah
dipanaskan pada suhu 105°C selama 30 menit dan telah ditara.
Krus dimasukkan ke dalam oven dalam keadaan tutup krus

terbuka, keringkan pada suhu 105°C hingga bobot tetap,
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dinginkan dalam eksikator. Replikasi dilakukan sebanyak tiga

kali kemudian dihitung presentasenya (Depkes, 2000).
3.3.5.5 Pembuatan ekstrak etanol daun sungkai

Pembuatan ekstrak daun sungkai dengan cara maserasi dengan

menggunakan pelarut etanol 96%. Serbuk simplisia yang diperoleh, ditimbang
sebanyak 100 g, dimasukkan ke dalam wadah gelas tertutup dan direndam
dengan 1000 mL etanol 96%. Rendaman disimpan di tempat yang gelap, agar
terlindung dari sinar matahari langsung, hal ini bertujuan untuk mencegah reaksi
yang dihidrolisis oleh cahaya atau perubahan warna. Selama proses maserasi,
dilakukan pengadukan setiap 1 x 24 jam secara manual. Semua filtrat yang
diperoleh, dikumpulkan dan dipekatkan menggunakan waterbath dengan suhu
70°C hingga memperoleh ekstrak yang kental. Ekstrak kental yang diperoleh,
dibiarkan pada suhu 25°C hingga seluruh pelarut etanol menguap. Kemudian
disimpan dalam wadah tertutup sebelum digunakan untuk pengujian
(Fadlilaturrahmah dkk., 2021). Setelah proses ekstraksi selesai, dihitung
rendemen yang diperoleh, perhitungan dapat dilakukan dengan rumus sebagai
berikut :

Berat ekstrak

Ekstrak Rendeman = —————— x 100%

Berat simplisia

3.3.5.4 Skrining fitokimia ekstrak etanol daun sungkai
Skrining fitokimia dilakukan guna mengetahui metabolit sekunder yang
terkandung di dalam ekstrak etanol 96% daun sungkai. Metabolit sekunder yang
diuji secara kualitatif ini antara lain alkaloid, flavonoid, saponin, fenol, dan
tanin.
1. Uji Alkaloid
Sebanyak 0,05 g sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi lalu
ditambahkan H2SO4, dikocok hingga homogen, kemudian disaring
dan dilakukan penambahan pereaksi Meyer akan terbentuk endapan
putih kekuningan. Penambahan pereaksi Bouchartdart akan

terbentuk endapan coklat (Hasibuan et al., 2022).
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2. Uji Flavonoid
Ekstrak dilarutkan dalam etanol mendidih kemudian ditambahkan
FeCl3. Apabila terbentuk warna hijau atau hitam pekat setelah
penambahan FeCl3, sampel menunjukkan hasil positif mengandung
flavonoid. (Hasibuan et al., 2022).

3. Uji Saponin
Sebanyak 0,05 g sampel dimasukkan tabung reaksi, kemudian
ditambahkan air panas, dan dikocok. Diamkan selama 30 menit dan
tambahkan HCI 2 N sebanyak 1 tetes. Hasil positif uji saponin
ditunjukkan dengan adanya busa yang stabil (Hasibuan et al., 2022).

4. Uji Fenol
Sampel diambil sebanyak 5 mL, dimasukkan ke dalam tabung
reaksi, dan tambahkan 5 ml etanol 96%, disaring dan ditambahkan 1
mL FeCl3. Jika terebntuk warna ungu-biru, maka positif
mengandung senyawa fenolik (Masturi et al., 2020).

5. Uji Tanin
Sampel sebanyak 0,05 g ditambahkan FeCl3, kemudian
dihomogenkan. Sampel positif mengandung tanin jika terbentuk

warna hijau kehitaman atau biru kehitaman (Hasibuan et al., 2022).

3.4 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Sungkai
3.4.1 Tahap persiapan

3.3.4.1 Sterilisasi alat dan bahan

Alat gelas laboratorium, media Nutrient Agar (NA) dan Muller Hilton
Agar (MHA), dan cawan petri yang akan digunakan yaitu, dibungkus dengan
kertas, lalu disterilkan menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama 15
menit. Spatula, jarum ose, dan pinset disterilkan dengan pemijaran
menggunakan nyala bunsen. LAF disterilkan dengan lampu UV selama 15 menit
dan disemprotkan dengan etanol 70%. Sterilisasi LAF ini dilakukan sebelum dan

sesudah bekerja di dalamnya (Putra, 2015).
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3.4.2 Tahap Pelaksanaan
3.4.2.1 Pembuatan larutan uji
Dibuat larutan uji 25%, 50% dan 75% (b/v) dengan cara ditimbang
ekstrak etanol daun sungkai masing-masing 0,25 g; 0,5 g; dan 0,75 g, kemudian
dilarutkan dengan pelarut DMSO hingga volumenya 1 mL (Patrick dkk., 2016).
3.4.2.2 Pembuatan media
1. Nutrient Agar (NA)
Sebanyak 2 g media NA dilarutkan dalam 100 mL aquadest,
dipanaskan menggunakan hot plate pada suhu 80°C sambil diaduk
dengan magnetic stirrer hingga homogen. Disterilkan dengan
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Sebanyak
5 mL media NA yang telah disterilkan dimasukkan ke dalam tabung
reaksi, lalu tabung diletakkan dengan keadaan miring dan dibiarkan
hingga memadat (Muljono, 2016).
2. Muller-Hilton Agar (MHA)
Dilarutkan sebanyak 2,3 g bubuk MHA dengan 100 mL aquadest
dalam erlenmeyer lalu dipanaskan menggunakan hot plate pada suhu
80°C, sambil magnetic stirrer hingga tercampur rata. Jika terbentuk
adanya warna kuning bening, menandakan bahwa MHA telah
homogen dengan aquadest. Sebelum media dipergunakan terlebih
dahulu disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama
15 menit. Media agar didinginkan kemudian dituang ke dalam cawan
petri yang sudah disterilkan, dan biarkan memadat pada suhu ruang
yakni 20-25°C (Rianto dkk., 2015)
Media ini digunakan karena memiliki kandungan nutrisi yang baik
untuk kultur bakteri dan MHA juga bersifat netral sehingga tidak
berpengaruh terhadap prosedur uji antibakteri (Utomo dkk., 2018).
3.4.2.3 Penyiapan mikroorganisme uji
Mikroorganisme uji yang akan dipergunakan direkultur terlebih
dahulu di dalam tabung reaksi, hal ini bertujuan agar memperbanyak populasi
mikroorganisme. Kultur murni dari bakteri Staphylococcus haemolyticus

diambil menggunakan ose steril, digoreskan di permukaan media NA miring
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3.4.3

dengan cara silang (zig-zag) dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C
(Nurcahyani, 2011).

Bakteri uji yang telah diinkubasi, diambil menggunakan ose steril
koloni bakteri asal media NA miring, disuspensikan ke dalam tabung reaksi
berisi larutan NaCl 0,9% hingga memiliki kekeruhan yang sama dengan standar
kekeruhan larutan Mc. Farland 0,5 (Agus, 2015).
3.4.2.4 Pembuatan larutan standar Mc Farland 0,5

Larutan standar Mc. Farland adalah standarisasi perkiraan jumlah
bakteri dalam larutan suspensi dengan cara membandingkan kekeruhan larutan
suspensi uji dengan standar Mc. Farland. Larutan standar Mc. Farland dibuat
dengan mencampurkan 9,95 mL asam sulfat (H2SO4) 1% dan 0,05 mL barium
klorida (BaCl2) 1% (Nor et al., 2018). Standar Mc. Farland yang digunakan
dalam penelitian ini yaitu standar Mc. Farland 0,5 yang artinya perkiraan jumlah
suspensi bakteri adalah 1,5 x 108 CFU/mL. Tujuan digunakan standar Mc.
Farland 0,5 karena standar tersebut umum digunakan dalam penelitian uji
kepekaan terhadap antibiotik dan kinerja media kultur.

Tahap perlakuan
3.4.3.1 Penanaman bakteri

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah metode difusi
cakram. Metode cakram adalah metode yang paling sering digunakan dimana
cara kerjanya yaitu antibakteri yang akan diuji diserapkan pada kertas cakram
dan ditempelkan pada media agar yang telah dihomogenkan. Daerah yang
terlihat tidak ditumbuhi oleh bakteri disebut sebagai daerah hambatan, lebar
hambatan tergantung pada daya serap antibakteri ke dalam agar dan kepekaan
bakteri terhadap bahan antibakteri tersebut (Allo, 2016).

Ekstrak etanol daun sungkai diuji dengan beberapa konsentrasi yang
berbeda, yaitu 25%, 50%, 75%, dan untuk kontrol positif, yaitu antibiotik
kloramfenikol dan kontrol negatif, yaitu DMSO dilakukan terhadap
pertumbuhan bakteri Staphylococcus haemolyticus. Biakan bakteri yang akan
diuji, ditanaman pada media Mueller Hinton Agar (MHA), diinkubasi di dalam
inkubator pada suhu 37°C selama 24 jam. Kertas cakram dengan diameter 6 mm
direndam dalam masing-masing konsentrasi ekstrak etanol daun sungkai

maupun larutan kontrol positif dan negatif selama + 15 menit, di ambil
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menggunakan pinset yang telah disterilkan, diletakkan di atas permukaan media
yang sudah di inokulasi bakteri secara aseptis, lalu diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Dilakukan pengulangan sebanyak lima kali. Adapun rumus
pengulangan dapat dilihat pada Persamaan 3.1

Persamaan 3.1

t-1)(r-1)>15

Keterangan: t = jumlah perlakuan
r = jumlah ulangan
Pada penelitian ini jumlah perlakuan yaitu 5, maka perhitungannya adalah
sebagai berikut:
(t-1) (r-1) > 15
(5-1) (r-1) > 15
4(r-1)>15
4r —4>15

4+15
r = —
4

_ 19
4

= 4,75 ~ 5 ulangan

Jadi jumlah pengulangan perlakuan pada sampel, yaitu 5 ulangan

3.4.3.2 Pengamatan dan pengukuran

Pengamatan dilakukan setelah 1 x 24 jam selama inkubasi. Zona bening
merupakan petunjuk kepekaan bakteri terhadap antibiotik atau bahan antibakteri
lainnya yang digunakan sebagai bahan uji yang dinyatakan dengan lebar
diameter zona hambat (VVandepitte et al, 2005).

Pengulangan dan pengamatan konsentrasi ekstrak etanol daun sungkai,
dapat dilihat pada Gambar 3.4
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Pengulangan pertama

Media Agar
Zona aktivitas antibakteri

Setiap konsentrasi

Pengulangan kedua Pengulangan ketiga

Pengulangan keempat Pengulangan kelima

50%

25%

Gambar 3.4 Pengulangan dengan konsentrasi ekstrak etanol daun sungkai
dengan berbagai konsentrasi.
Keterangan :

K+ = Kontrol positif (kloramfenikol)

K- = Kontrol negatif (DMSO)

Ekstrak etanol daun sungkai 25% = 0,25 g dilarutkan ad 1 mL larutan DMSO
Ekstrak etanol daun sungkai 50% = 0,5 g dilarutkan ad 1 mL larutan DMSO
Ekstrak etanol daun sungkai 75% = 0,75 g dilarutkan ad 1 mL larutan DMSO

Daerah hambat yang terbentuk diamati dan diukur, dapat dilihat daerah
bening yang terbentuk merupakan kepekaan bakteri terhadap antibiotik yang
digunakan sebagai bahan uji yang dinyatakan dengan diameter zona hambat
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yang diukur menggunakan jangka sorong (Amalia, 2018). Adapun rumus untuk
menghitung zona hambat dapat dilihat pada Gambar 3.5 dan jika hasil
perhitungan rata-rata sudah diperoleh, disesuaikan dengan kategori diameter

zona hambat yang tercantum pada Tabel 3.4

/ﬂ_\ (Dv — Dc) + (Dh — Dc)

/" Dv : :
Keterangan:
............ Dv : Diameter vertikal
Dh \'/ Dh : Diameter horizontal
Dc : Diameter cakram

Tabel 3.4 Kategori diameter zona hambat (Hanizar dkk., 2018)

Diamater Kekuatan hambat
<5 mm Lemah

5-10 mm Sedang

10-20 mm Kuat

>20 mm Sangat kuat

3.4.4  Teknik analisis data

Data yang diperoleh dari penelitian berupa data hasil pengukuran diameter
zona hambat ekstrak etanol 96% daun sungkai sebagai antibakteri Staphylococcus
haemolyticus, antibiotik kloramfenikol sebagai kontrol positif dan DMSO 1% sebagai
kontrol negatif. Data yang diperoleh adalah data primer dari hasil pengamatan di
laboratorium. Lalu data tersebut kemudian diuji secara statistik dengan menggunakan
SPSS (Statistical Product of Service Solution) IBM versi 26. Analisis data dimulai
dengan uji normalitas menggunakan Shapiro-Wilk dengan syarat sampel < 50. Apabila
data terdistribusi normal, maka analisis data menggunakan uji statistik parametrik,
yaitu one way ANOVA untuk mengetahui adanya pengaruh setiap perlakuan terhadap
pertumbuhan bakteri. Kemudian dilakukan uji Post-Hoc LSD, uji ini dilakukan untuk
mengetahui lebih lanjut, apakah suatu perlakuan memiliki perbedaan yang signifikan

terhadap perlakuan lainnya.
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3.5 Alur penelitian

Berdasarkan metodologi di atas, maka dirangkum dalam bagan alir yang dapat dilihat

pada Gambar 3.5

Pengumpulan Sampel Daun Sungkai (Peronema
canescens Jack)

e

Determinasi Tanaman Sungkai

Pembuatan Simplisia Daun Sungkai

Il

Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Sungkai

Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Sungkai

Uji Skirining
Fitokimia :
Alkaloid,
flavonoid,

saponin, fenol,
dan tanin

A4

Tahap Persiapan :

1.

2.

Penyiapan alat
dan bahan
Sterilisasi alat
dan bahan

\ 4
Tahap Pelaksanaan :

1. Pembuatan
media NA dan
MHA

2. Penyiapan
mikroorganisme

\4

Tahap Perlakuan :

1.

2.

Penanaman
bakteri
Pengamatan
dan pengukuran

:

Analisis Data

Gambar 3.5 Bagan Alir Prosedur Pengujian Akivitas Antibakteri
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil
4.1.1 Determinasi
Determinasi yang dilakukan di Laboratorium Ekologi dan Konservasi
Biodiversitas Hutan, Fakultas Kehutanan, Universitas Mulawarman Samarinda. Hasil
determinasi menunjukkan bahwa sampel yang digunakan dalam penelitian adalah
benar daun sungkai yang termasuk familia Lamiaceae dengan spesies Peronema
canescens (Lampiran 1).
4.1.2 Pembuatan Simplisia
Daun sungkai yang diperolen merupakan daun sungkai yang berwarna hijau,
segar, dan utuh. Melewati proses sortasi basah yaitu daun dipisahkan dari batang dan
tangkainya, dicuci dengan air yang mengalir, ditiriskan, dan dirajang. Sortasi kering
merupakan proses akhir dari pembuatan simplisia, yaitu setelah melewati proses
pengeringan, dipilih dan dipisahkan dari daun yang rusak akibat proses pengeringan.
Kemudian dihaluskan, diayak menggunakan ayakan mesh 60 hingga menjadi serbuk
halus. Bobot yang diperoleh setiap proses, mulai dari bobot basah, yaitu bobot kering,
hingga menjadi serbuk halus, dapat dilihat pada Tabel 4.1.
Tabel 4.1 Pembuatan Simplisia

Bobot basah (g) Bobot kering (g) Bobot serbuk halus (g)
2000 800 2125

Keterangan :

Bobot basah : bobot daun sungkai sebelum dilakukan proses pengeringan

Bobot kering : bobot daun sungkai sesudah proses perajangan dan pengeringan

Bobot serbuk halus : bobot simplisia daun sungkai yang sudah dihaluskan

4.1.3 Standarisasi parameter spesifik dan parameter non spesifik

Standarisasi dilakukan untuk menjaga stabilitas dan keamanan, serta
mempertahankan konsistensi kandungan senyawa aktif yang terkandung dalam
simplisia. Hasil standarisasi parameter spesifik dan non spesifik simplisia daun

sungkai dapat dilihat pada Tabel 4.2
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Tabel 4.2 Standarisasi simplisia
Parameter Uji Hasil Persayaratan
Depkes R, 2008

Parameter spesifik Organoleptik :
Rasa Pahit
Bentuk Serbuk
Warna Hijau tua
Bau Berbau khas
Parameter non spesifik Kadar abu total 14,6% <16%
Kadar abu tidak larut 7,5% <0,7%
asam
Susut pengering 0,97% <10%
Penetapan kadar air ~ 19% <10%

4.1.4 Ekstraksi maserasi daun sungkai

Ekstraksi maserasi dilakukan untuk menarik senyawa kimia yang terdapat dalam
daun sungkai dengan proses perendaman simplisia dengan pelarut etanol 96%,
kemudian dilakukan proses penguapan, sehingga menghasilkan ekstrak kental dan
nilai rendemen yang tercantum pada Tabel 4.3

Tabel 4.3 Rendemen ekstrak daun sungkai

Bobot serbuk (g) Bobot ekstrak Rendemen (%)
kental ()
100 10,6 10,65%

Keterangan: Memenuhi persyaratan jika nilai rendemen > 10% (Depkes RI, 2008).
4.1.5 Hasil uji bebas etanol

Uji bebas etanol dilakukan untuk membebaskan ekstrak dari kandungan etanol,
sehingga ekstrak yang diperoleh adalah ekstrak murni tanpa kontaminasi, karena
etanol yang masih terdapat dalam ekstrak dapat mempengaruhi zona hambat dalam
proses pengujian antibakteri. Hasil uji bebas etanol dicantumkan pada Tabel 4.4

Tabel 4.4 Hasil uji bebas etanol
Bobot ekstrak (g) Pereaksi Hasil
1 CH3COOH + H2S04 Tidak terdapat bau khas
ester

4.1.6 Hasil uji skrining fitokimia

Uji fitokimia dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa metabolit
sekunder pada ekstrak daun sungkai dengan melihat ada atau tidaknya reaksi
pengendapan atau perubahan warna. Hasil uji fitokimia ekstrak daun sungkai

dicantumkan pada Tabel 4.5.
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Tabel 4.5 Hasil uji skrining fitokimia ekstrak daun sungkai

Uji Fitokimia Pereaksi Hasil Keterangan
Bouchartdart - Tidak terbentuk warna
Uji Alkaloid coklat kehitaman
Meyer - Tidak terbentuk endapan
warna putih
Dragrendorff - Tidak terbentuk endapan
jingga
Uji Flavonoid FeCls + Terbentuk warna hijau
kehitaman
Uji Saponin HCI2 N + Terbentuk buih yang
bertahan selama 10 menit
Uji Fenol FeCls + Terbentuk warna hijau
kehitaman
Uji Tanin FeCls + Terbentuk warna hijau
kehitaman

Keterangan: (+) terdapat metabolit sekunder; (-) tidak terdapat metabolit sekunder

4.1.7 Hasil uji aktivitas antibakteri

Uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun sungkai dengan konsentrasi 25%,
50%, dan 75%, serta kontrol positif terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus
haemolyticus menunjukkan adanya zona hambat yang terbentuk di sekitar kertas
cakram dengan diameter yang berbeda-beda. Rata-rata diameter zona hambat pada
masing-masing konsentrasi yang terbentuk, dapat dilihat pada Gambar 4.1 dan Tabel
4.6.

Gambar 4.1 Zona hambat yang terbentuk

Keterangan: (a) : Konsentrasi ekstrak daun sungkai 25%
(b) : Konsentrasi ekstrak daun sungkai 50%
(c) : Konsentrasi ekstrak daun sungkai 75%
(d) : Kontrol -
(e) : Kontrol +
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Tabel 4.6 Rata-rata diameter zona hambat ekstrak etanol daun sungkai terhadap
pertumbuhan bakteri Staphylococcus haemolyticus

Perlakuan Diameter zona hambat (mm)
Ul U2 U3 U4 U5 Rata-rata S.D Kategori
P1 525 13 6 78 4,65 5 2,38 Sedang
P2 6,2 43 58 9 6,6 6,38 1,70 Sedang
P3 8 81 71 106 84 8,44 1,30 Sedang
P4 31,1 304 343 286 29,3 30,74 2,21 Sangat kuat
P5 0 0 0 0 0 0 0 Tidak ada

Keterangan: P1 : Konsentrasi 25%
P2 : Konsentrasi 50%
P3 : Konsentrasi 75%

P4 : Kontrol +
P5 : Kontrol -

Ul :Ulangan1
U2 :Ulangan 2
U3 :Ulangan 3
U4 :Ulangan 4
U5 :Ulangan5

S.D : Standar Deviasi

Berdasarkan Tabel 4.6 menunjukkan bahwa ekstrak daun sungkai dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus haemolyticus, semakin tinggi
konsentrasi, maka semakin besar zona hambat yang terbentuk. Berikut adalah rata-rata
diameter zona hambat yang dicantumkan dalam bentuk grafik pada Gambar 4.2.

Rata-rata diameter zona hambat perlakuan ekstrak etanol daun
sungkai terhadap bakteri Staphylococcus haemolyticus
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Kelompok perlakuan

Gambar 4.2 Perbandingan diameter zona hambat pada masing-masing konsentrasi
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Keterangan: P1 : Konsentrasi 25%
P2 : Konsentrasi 50%

P3 : Konsentrasi 75%
P4 : Kontrol +
P5 : Kontrol -

4.1.8 Hasil uji statistik

Data hasil yang telah diperoleh, dilakukan uji secara statistik, menggunakan One
way ANOVA. Tahapan sebelum pengujian One way ANOVA, dibutuhkan untuk
melakukan uji normalitas. Uji normalitas dilakukan untuk memastikan apakah data
terdistribusi secara normal atau tidak. Hasil uji normalitas dapat dilihat pada Tabel 4.7.

Tabel 4.7 Hasil Uji normalitas

Konsentrasi p-value
25% 0,739
50% 0,721
75% 0,254

K+ 0,474
K- -

Pada Tabel 4.7 di atas merupakan hasil uji normalitas menggunakan Shapiro
wilk yang menunjukkan data memiliki nilai p>0,05, artinya data tersebut terdistribusi
normal, sehingga dapat dilakukan pengujian menggunakan One way ANOVA dan
diperoleh hasil yang dapat dilihat pada Tabel 4.8.

Tabel 4.8 Hasil uji One way ANOVA
Uji One way ANOVA p-value

Kelompok perlakuan ekstrak daun sungkai 0,000

Tabel 4.8 menunjukkan hasil dari uji One way ANOVA terhadap kelompok
perlakuan ekstrak etanol daun sungkai memiliki nilai p= 0,000, karena nilai p < 0,05,
maka nilai rata-rata antar kelompok perlakuan ekstrak daun sungkai adalah berbeda
signifikan. Dalam hal ini, untuk mengetahui kelompok perlakuan yang memiliki
perbedaan signifikan, maka dilakukan analisis Post-Hoc LSD. Hasil yang diperoleh

dicantumkan pada Tabel 4.9.
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4.2

Tabel 4.9 Hasil uji Post-Hoc LSD

Konsentrasi 25% 50% 75% K+ K-
25% - 0,225 0,005* 0,000* 0,000*
50% 0,225 - 0,076 0,000* 0,000*
75% 0,005* 0,076 - 0,000* 0,000*

K+ 0,000* 0,000* 0,000* - 0,000*
K- 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* -

Keterangan: *: menyatakan terdapat perbedaan signifikan (p<0,05)

Tabel 4.9 di atas merupakan data hasil uji Post-Hoc yang menunjukkan jika
suatu data memiliki nilai p<0,05 berarti data tersebut signifikan atau berbeda makna
dengan konsentrasi lain. Apabila nilai p>0,05, maka data tersebut tidak signifikan atau
tidak berbeda bermakna dengan konsentrasi lain. Uji Post-Hoc menunjukkan bahwa
diameter zona hambat bakteri Staphylococcus haemolyticus pada konsentrasi ekstrak
etanol daun sungkai 25% tidak memiliki perbedaan bermakna dengan konsentrasi 50%,
namun terdapat perbedaan bermakna dengan konsentrasi 75%, kontrol positif, dan
kontrol negatif. Konsentrasi 50% tidak memiliki perbedaan bermakna dengan
konsentrasi 25%, 75%, namun terdapat perbedaan bermakna dengan kontrol positif, dan
kontrol negatif. Konsentrasi 75% tidak memiliki perbedaan bermakna dengan
konsentrasi 50%, namun dengan konsentrasi 25%, kontrol positif dan kontrol negatif
terdapat perbedaan bermakna. Kontrol positif memiliki perbedaan yang bermakna

dengan semua perlakuan ekstrak daun sungkai.

Pembahasan
4.2.1 Determinasi

Hasil determinasi menunjukkan bahwa daun sungkai termasuk familia Lamiaceae
dengan spesies Peronema canescens. Determinasi dilakukan untuk mengetahui
identitas yang akan digunakan dalam penelitian ini, sehingga kesalahan dalam
pengumpulan sampel dapat dihindari.
4.2.2 Standarisasi simplisia daun sungkai

Berdasarkan data yang diperoleh pada Tabel 4.2 bahwa simplisia yang diuji
memiliki kadar abu total 14,6%, kadar abu tidak larut asam 7,5%, susut pengering
0,97% dan penetapan kadar air 19%. Berdasarkan hasil tersebut, yang memenubhi

persyaratan standarisasi simplisia adalah kadar abu total dan susut pengering, karena
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persyaratan kadar abu total adalah kurang dari 16% sedangkan susut pengering yang
baik, yaitu kurang dari 10% (Depkes RI, 2008). Kadar abu tidak larut asam, dan kadar
air menunjukkan hasil yang cukup tinggi. Hasil kadar abu tidak larut asam yang tinggi
disebabkan adanya tanah atau pasir dan pengotor lain yang terdapat dalam sampel
(Guntarti et al., 2015). Penetapan kadar air memperoleh hasil >10% atau tidak
memenuhi persyaratan mutu. Tingginya kadar air disebabkan oleh proses pengeringan
yang kurang optimal (Prasetyo dan Inoriah, 2013).
4.2.3 Ekstraksi daun sungkai

Daun sungkai yang telah diperoleh dengan kriteria, yaitu daun muda, segar
berwarna hijau, dan utuh. Waktu panen dilakukan dipagi hari pada pukul 07.00 — 08.00,
karena intensitas cahaya matahari masih rendah, suhu lingkungan rendah, dan tekanan
turgor tanaman menjadi tinggi, yang ditandai dengan kondisi fisik daun yang segar dan
hijau (Murti & Dwinatari, 2015). Setelah diproses menjadi simplisia, dilakukan proses
ekstraksi dengan metode maserasi. Metode maserasi digunakan karena menggunakan
peralatan yang sederhana, prosedur yang dilakukan lebih mudah dan terjadinya kontak
antar sampel dengan pelarut yang cukup lama memudahkan pelarut untuk mengikat
senyawa yang ada pada sampel, dan selama proses rendaman disimpan di tempat yang
gelap, agar terlindung dari sinar matahari langsung, hal ini bertujuan untuk mencegah
reaksi yang dihidrolisis oleh cahaya serta menghindari kerusakan komponen senyawa
yang tidak tahan panas (Susanty, 2016). Pelarut yang digunakan adalah etanol 96%.
Etanol diketahui dapat melarutkan senyawa fenolik, seperti golongan flavonoid dan
tanin, karena mampu mendegradasi dinding sel untuk membuat senyawa aktif biologis
lebih mudah keluar dari sel tumbuhan Berdasarkan hasil rendemen yang tercantum pada
Tabel 4.3 bahwa ekstrak kental yang diperoleh sebesar 10,6 gram dengan nilai rendemen
10,65%. Rendemen merupakan perbandingan antara hasil metabolit yang diperoleh
setelah proses ekstraksi dengan berat sampel yang digunakan. Hasil rendemen yang
diperoleh memenuhi persyaratan mutu, karena rendemen dikatakan baik jika nilai
rendemen lebih dari 10%. Semakin tinggi nilai rendemen yang dihasilkan menandakan
nilai ekstrak yang dihasilkan semakin banyak (Maryam et al., 2020).

Uji bebas etanol dilakukan untuk mengetahui ada atau tidaknya kandungan etanol
di dalam ekstrak daun sungkai. Berdasarkan hasil uji bebas etanol pada Tabel 4.4,
ekstrak daun sungkai bebas dari kandungan etanol, sehingga diperoleh ekstrak yang

murni tanpa adanya senyawa lain yang dapat menganggu aktivitas antibakteri.
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4.2.4 Uji Skrining Fitokimia

Uji skrining fitokimia pada ekstrak etanol daun sungkai dilakukan untuk
mengidentifikasi kandungan metabolit sekunder yang terkandung di dalam ekstrak
etanol daun sungkai. Diketahui metabolit sekunder memiliki senyawa yang berpotensi
sebagai antibakteri. Berdasarkan Tabel 4.5 hasil identifikasi menunjukkan bahwa
ekstrak etanol daun sungkai positif mengandung senyawa tanin, flavonoid, fenol, dan
saponin, sedangkan untuk senyawa alkaloid dengan perekasi Mayer, Drafgendrof, dan
Bounchardart menunjukkan hasil negatif. Hasil penelitian ini menunjukkkan hasil yang
sama dengan penelian Santoni et al. (2023) bahwa skrining fitokimia ekstrak daun
sungkai mengandung senyawa tanin, flavonoid, fenol, dan saponin, tidak terdapat
senyawa alkaloid (Santoni et al.,2023).

4.2.5 Uji aktivitas antibakteri

Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun sungkai terhadap pertumbuhan
bakteri Staphylococcus haemolyticus ATCC 29970 dengan menggunakan variasi
konsentrasi 25%, 50%, dan 75%, dilakukan perbandingan dengan konsentrasi kontrol
positif dan kontrol negatif. Kontrol positif yang digunakan adalah antibiotik
kloramfenikol. Kloramfenikol merupakan antibakteri yang bersifat spektrum luas, yang
bekerja dengan menghambat sisntesis protein pada sel bakteri. Kontrol negatif yang
digunakan yaitu pelarut DMSO 1%. Metode yang digunakan adalah metode difusi
cakram. Cara kerja dari metode cakram, yaitu ekstrak yang akan diuji diserapkan pada
kertas cakram dan ditempelkan pada media agar yang telah dihomogenkan. Hasil uji
aktivitas antibakteri diketahui terdapat zona bening yang terbentuk di sekitar kertas
cakram pada setiap konsentrasi.

Berdasarkan Tabel 4.6 ekstrak etanol daun sungkai memiliki kemampuan dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus haemolyticus. Terbentuknya zona
hambat pada konsentrasi 25%, diperoleh rata-rata zona hambat 5 mm, konsentrasi 50%
diperoleh zona hambat 6,38 mm, dan konsentrasi 75% diperoleh zona hambat 8,44 mm,
berdasarkan kategori aktivitas antibakteri, hasil rata-rata zona hambat ketiga konsentrasi
tersebut masuk kategori sedang (5-10 mm). Diameter zona hambat yang terbentuk dari
ketiga konsentrasi tersebut tidak lebih besar dibandingkan kontrol positif dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus haemolyticus yaitu 30,74 mm

dengan kategori sangat kuat (>20 mm) karena senyawa yang terkandung dalam kontrol
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positif adalah kloramfenikol yang merupakan antibiotik bakteriostatik berspektrum luas
yang aktif terhadap bakteri aerob maupun anaerob.

Berdasarkan pengukuran diameter hambat dicantumkan pada Gambar 4.2
perbedaan diameter zona hambat masing-masing konsentrasi ekstrak etanol daun
sungkai dalam menghambat pertumbuhan bakteri dari konsentrasi terendah hingga
konsentrasi tertinggi. Diameter zona hambat yang terbentuk berbanding lurus dengan
peningkatan konsentrasi ekstrak yang digunakan, sehingga aktivitas antibakteri juga
semakin besar. Daya hambat terhadap bakteri akan semakin besar seiring bertambah
tingginya konsentrasi sebuah ekstrak, karena dalam konsentrasi ekstrak yang semakin
tinggi, maka bahan aktif antibakteri yang terkandung juga semakin banyak (Arum et al.,
2012). Penelitian Pradito et al. (2022) uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun
sungkai terhadap bakteri Staphylococcus aureus dengan memiliki daya hambat pada
konsentrasi 25%, 50%, 75% dan 100% berturut-turut sebesar 10,19 mm, 12,89 mm,
14,80 mm dan 17,72 mm (Pradito et al., 2022). Selain itu, hasil penelitian ini juga
didukung oleh penelitian Fransisca et al. (2020), yang menunjukkan bahwa ekstrak
etanol daun sungkai dapat menghambat pertumbuhan bakteri pada konsentrasi
minimum, yaitu 25%, dan tertinggi, 100%. Rata-rata diameter zona hambat pada
konsentarsi 25% adalah 3,75 mm dan rata-rata diameter zona hambat 100% yaitu 7,75
mm dengan kategori daya hambat sedang (Fransisca et al., 2020).

Zona hambat yang terbentuk pada setiap konsentrasi merupakan hasil dari
senyawa aktif yang dimiliki oleh daun sungkai seperti flavonoid, saponin dan tanin.
Kandungan-kandungan tersebut memiliki aktivitas yang dapat digunakan sebagai
antibakteri (Ningsih 2013; Kusriani 2014). Flavonoid dapat merusak atau
menghancurkan membran sel bakteri dengan pembentukan senyawa kompleks baru
terhadap protein ekstra sel, sehingga membran sel yang rusak tersebut tidak bisa
diperbaiki kembali. Senyawa saponin sebagai antibakteri, yaitu bekerja dengan cara
merusak porin di membran luar dinding sel bakteri, dengan cara membentuk sebuah
ikatan polimer kuat. Pertumbuhan bakteri terhambat atau mati akibat rusaknya porin
sebagai jembatan untuk jalan keluar masuknya senyawa, sehingga menyebabkan Krisis
nutrisi pada sel bakteri (Ningsih, 2013). Tanin sebagai antibakteri berhubungan dengan
kemampuanya dalam menginaktifkan adhesion sel mikroba serta menginaktifkan enzim
sehingga mengganggu transport protein pada lapisan dalam sel (Ngajow et al., 2013).

Mekanisme kerja tanin yaitu menghambat enzim reverse transcriptase dan DNA
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topoisomerase sehingga sel bakteri tidak dapat terbentuk sempurna (Bangkele et al.,
2015).

Berdasarkan data yang telah dianalisis secara statistik menggunakan SPSS, hasil
dari uji normalitas Shapiro wilk pada Tabel 4.7 menunjukkan data memiliki nilai
p>0,05, sehingga disimpulkan data diameter zona hambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus haemolyticus terdistribusi normal. Tabel 4.8 dilakukan uji parametrik,
yaitu One way ANOVA untuk mengetahui apakah daya hambat yang dihasilkan dari
setiap konsentrasi ekstrak etanol daun sungkai mempunyai perbedaan yang signifikan.
Hasil uji tersebut menunjukkan signifikansi 0,000. Nilai signifikansi p<0,05 maka
disimpulkan terdapat perbedaan yang signifikan dari masing-masing konsentrasi ekstrak
etanol daun sungkai. Tabel 4.9 hasil data dilakukan uji Post-Hoc LSD. Uji ini dilakukan
untuk menilai signifikansi hipotesis, apakah suatu perlakuan memiliki perbedaan yang
signifikan terhadap perlakuan lainnya. Berdasarkan hasil uji, menunjukkan nilai
signifikansi <0,05, terdapat perbedaan diameter zona hambat yang signifikan pada
kontrol positif dengan konsentrasi 25%, 50%, dan 75%. Berdasarkan dari hasil uji secara
statistik, disimpulkan bahwa Ho ditolak, sehingga dikatakan ekstrak etanol daun sungkai
(Peronema canescen Jack) memiliki aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri
Staphylococcus haemolyticus.
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BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan mengenai aktivitas antibakteri ekstrak

etanol daun sungkai terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus haemolyticus, dapat

disimpulkan bahwa :

1. Ekstrak etanol daun sungkai memiliki aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan
bakteri Staphylococcus haemolyticus

2. Ekstrak etanol daun sungkai menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap
pertumbuhan bakteri Staphylococcus haemolyticus pada konsentrasi 25%, 50%,
dan 75% dengan daya hambat berturut-turut sebesar 5 mm, 6,38 mm, 8,44 mm,
dengan kategori sedang.

3. Berdasarkan diameter zona hambat yang terbentuk dari konsentrasi ekstrak etanol
daun sungkai 25%, 50% dan 75%, termasuk dalam kategori sedang.

5.2 Saran

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan variasi konsentrasi yang berbeda,
untuk mengetahui lebih lanjut kemampuan daya hambat ekstrak etanol daun
sungkai jika menggunakan konsentrasi lebih besar.

2. Perlu dilakukan pengujian antibakteri dengan menggunakan bagian-bagian lain dari
tanaman daun sungkai, seperti kulit, batang, dan akar.

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menggunakan pelarut yang berbeda,

untuk mengetahui senyawa apa saja dapat ditarik oleh pelarut.
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LAMPIRAN 1
HASIL DETERMINASI

KEMENTRIAN PENDIDIKAN, KEBUDAYAAN, RISET DAN TEKNOLOGI
UNIVERSITAS MULAWARMAN FAKULTAS KEHUTANAN
LABORATORIUM EKOLOGI DAN KONSERVASI BIODIVERSITAS HUTAN TROPIS
Alamat : Kampus Unmul Gunung Kelua, JI. Penajam Gd. B11 Lt. | Samarinda 75123
Telp./Fax (0541) 7273726, Email: lab.ekobio@fahutan.unmul.ac.id

Samarinda, 21 November 2022
Nomor : 241/UN17.4.08/LL/2022
Lampiran :-
Perihal : Hasil Identifikasi/Determinasi Tumbuhan
Kepada Yth.

Bpk./Ibw/Sdr(i). Bernadet Yunita (191148201071)
Sekolah Tinggi [lmu Kesehatan Dirgahayu Samarinda
di-

Tempat

Dengan hormat,

Bersama ini kami sampaikan hasil identifikasi/determinasi tumbuhan yang saudara kirimkan ke
“Herbarium Mulawarman”, Laboratorium Ekologi dan Konservasi Biodiversitas Hutan Tropis
Fakultas Kehutanan Universitas Mulawarman Samarinda, adalah sebagai berikut:

Kingdom . Plantae
Phyllum . Tracheophyta

Class . Magnoliopsida

Order : Lamiales

Family . Lamiaceae

Genus : Peronema

Species : Peronema canescens Jack
Synonym . Peronema heterophyllum Miq.

Common name : Sungkai
Demikian, semoga berguna bagi saudara.

M

Tembusan:
Arsip
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LAMPIRAN 2
SURAT IZIN PENELITIAN

4 SEKOLAH TINGGI ILMU KESEHATAN DIRGAHAYU SAMARINDA
J1. Pasundan No.21 Telp (0541) 748335, Fax.(0541) 748335
E-mail: stikesdirgahayusamarinda@gmail.com Website: www.stikesdirgahayusamarinda.ac.id
STes owoaary SAMARINDA - 75122 - KALIMANTAN TIMUR

Samarinda, 1 Februari 2023

Nomor : 1S/STIKDS-Far/11/2023
Perihal : Surat Izin Melaksanakan Penelitian
Dengan Hormat,

Yang bertandatangan di bawah ini, Wakil Ketua I d_an Ketua Program Studi Farmasi
STIKES Dirgahayu Samarinda, menyatakan bahwa mahasiswa/l,

Nama : Bernadet Yunita

NIM : 191148201071

Program Studi/Institusi : Farmasi / STIKES Dirgahayu Samarinda

Judul Penelitian : Uji Aktivitas Ekstrak Etanol Daun Sungkai Terhadap
Pertumbuhan Bakteri Staphylococcus haemolyticus

Tempat Penelitian : Laboratorium Fitokimia dan Laboratorium Mikrobiologi
STIKES Dirgahayu Samarinda

: Waktu Penelitian : Februari 2023 — Mei 2023

Telah memenuhi kaidah akademik dan diizinkan untuk melaksanakan penelitian skripsi.

Wakil Ketua I "

Aﬂ - f,\ .
apt. IAMA&Geografi, M.Sc,
NIK. 0419.A4.25
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LAMPIRAN 3
SURAT IZIN PENELITIAN LABORATORIUM

SEKOLAH TINGGI ILMU KESEHATAN DIRGAHAYU SAMARINDA

JL Pasundan No.21 Telp (0541) 748335, Fax,(0541) 748335
E-mail: stikesdirgahayusamarinda@ gmail.com Website: www.stikesdirgahayusamarinda.ac.id
SAMARINDA - 75122 - KALIMANTAN TIMUR

FORM 1

SURAT IZIN PENELITIAN DI LABORATORIUM

Kcpala laboratorium STIKES Dirgahayu Samarinda dengan ini memberikan izin menggunakan
laboratorium Farmasi untuk melaksanakan penclitian, kepada :

Nama : Bornodet  yomila
NIM . 94820103t
Judul Penelitian : Uy Axlvites pobborter Exstiar Elowel Do
Sowaws Terhalag Peclumbila \porle: Shad siocacnac L--...\Jl.'q
Waktu Penelitian . Folwon - Mol
Dosen Pembimbing / Penanggung Jawab  : MAere Elvia Tnesic Bulor-bule ., ™. Farma
Laboratorium : Marsbiotei dow Filowme

..................

Ka. Lab STIKES Dirgahayu Samarinda
Yovita Erin, S., M.Kes
Tembusan :

1. Laboran
2. Mahasiswa
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LAMPIRAN 4
SERTIFIKAT BAKTERI

Liotilchem®

Zona artiglanale, 64026 Roseto degli Abruzzi (TE) Htaly

www.liofilchem.col
Certificate of Analysis

SPECIFICATIONS Expiration Date: 2024/08/01
Microorganism N% Staphylococcus haemolyticus Production Date: 2023/2/16

Lot Number: 23047. RELEASE INFORMATION
Reference Number: ATCC® 29970™ Release Date: 2023/2/27

Recovery: >1000 CFU per pellet
Passage from Reference: 3

PERFORMANCE
Microscopic Features: Gram Positive Cocci

ID System: Microscan Biotype Other Features / Challenges: Results
Crystal Violet Catalase: Positive

Micrococcus Screen

Nitrate

Novobiocin
PNP-B-D-Glucuronide

Indoxyl Phosphatase
Voges-Proskauer

Optochin

Phosphatase

40% Bile Esculin
L-Pyrrolidonyl-B-naphthylamide
Arginine
PNP-B-D-Galactopyranoside
Urea -
Mannitol
Lactose -
Trehalose -
Mannose -

WMMM““MMM
[y}

TR T

Quality Control
(This document has been established
electronically and is valid without signature)

W ¢

Licensed Derivative Emblem, lhoATCCUouuodDorlv-M mark and the ATCC catalog
ATCC Licensed )" stsmmmdAch Liofilchem sd is licensed to use these trademarks and to sell products
\ 0""""') derived from ATCC® cultures.

: — Quality Control Certificate — rev. 0 Date 29/05/2013
Liofilchem® — ref. 89126 — Qua
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LAMPIRAN 5
SURAT PENGUJIAN SAMPEL

YAYASAN KAGAMA KALIMANTAN TIMUR

AM Sekolah Tinggi llmu Kesehatan Samarinda

0541) 7777363 | 0811 557
( ’ it stikessamarinda@gmail.com

https:/Istiksam.ac.id

Nomor : 285 /STIKSAM. WK I/LAB/1/2023
Lampiran -
Perihal : Permohonan Pengujian Sampel
Kepada Yth
Ketua Program Studi S1 Farmasi Stikes Dirgahayu
Di

Samarinda

Dengan hormat,
Menindaklanjuti Surat Ketua Program Studi S1 Farmasi Stikes Dirgahayu No : 14D/STIKDS-
Far/11/2023 tanggal 14 Februari 2023 perihal izin penelitian, pada prinsipnya kami menyetujui

permohonan tersebut atas nama

Nama : Bernadet Yunita
NIM : 191148201071
Judul TA - Uji Aktivitas Ekstrak Etanol Daun Sungkai terhadap Pertumbuhan Bakteri

Staphylococcus haemolyticus

Yang bersangkutan dapat melakukan penelitian di laboratorium STIKSAM pada tanggal 20
Februari 2023 hingga selesai dan biaya akan menyesuaikan dengan pemakaian alat dan bahan.
Sebelum melakukan penclitian di Laboratorium STIKSAM harap membawa sertifikat vaksin
covid-19, cara kerja/prosedur dan mentaati semua tata tertib laboratorium serta melaksanakan

protokol kesehatan.
Terkait teknis pelaksanaan dan administrasi dapat menghubungi kepala UPT Lab STIKSAM.

Demikian surat pemberitahuan ini, atas kerjasamanya kami ucapkan terima kasih.
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LAMPIRAN 6
UJI KADAR ABU TOTAL DAN UJI KADAR ABU TIDAK LARUT
ASAM

Uji kadar abu total
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LAMPIRAN 7
PEMBUATAN EKSTRAK

Simplisia 100 gram Direndam (maserasi) dalam pelarut

etanol 96% sebanyak 1 liter
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LAMPIRAN 8
HASIL UJI SKRINING FITOKIMIA

Uji Saponin (+)

Uji Fenol . Uji Tanin

Uji Flavonoid (+) Uji Fenol (+) Uji Saponin (+) Uji Tanin (+)

Uji Alkaloid: pereaksi Mayer, Bouchardart & Dragendorff (-)
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LAMPIRAN 9
PERHITUNGAN

A. Perhitungan hasil uji kadar abu total

Diketahui:  Bobot sampel =2 gram
Bobot krus = (1) 19,95 gram; (2) 23,05 gram; (3) 20,88 gram
Bobot pengabuan = (1) 20,19 gram; 23,47 gram; (3) 21,13 gram
a) Krus (1)
Bobot sampel (W) =2 gram
Bobot pengabuan (W1) = 20,19 gram
Bobot krus (W2) = 19,95 gram

Kadar abu total - berat abu sisa pijar (W1-W2) x 100%
bobot sampel (W)
— 20,19 gram—19,95 gram x 100%
2gram
= 10,5%
b) Krus (2)
Bobot sampel (W) =2 gram
Bobot pengabuan (W1) = 23,42 gram
Bobot krus (W2) = 23,05 gram
Kadar abu total — berat abu sisa pijar (W1-W2) x 100%
bobot sampel (W)
— 23,47 gram— 23,05 gramx 100%
2 gram
Kadar abu total = 21%
c) Krus (3)
Bobot sampel (W) =2 gram
Bobot pengabuan (W1) = 21,13 gram
Bobot krus (W2) = 20,88 gram
Kadar abu total — berat abu sisa pijar (W1-W2) x 100%
bobot sampel (W)
— 21,13 gram— 23,88 gram x 100%
2 gram
Kadar abu total = 12,5%
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_10,5%+21%+12,5%

Rata-rata (%)

3
= 14,6%
. Perhitungan kadar abu tidak larut asam
Diketahui:  Bobot sampel =2 gram
Bobot krus = (1) 19,95 gram; (2) 23,05 gram; (3) 20,88 gram
Bobot pengabuan = (1) 20,02 gram; 23,31 gram; (3) 21 gram
a) Krus (1)
Bobot sampel (W) =2 gram
Bobot pengabuan (W1) = 20,02 gram
Bobot krus (W2) = 19,95 gram
Kadar abu tidak larut asam = 2eretabusisapijar W1=W2) . 4 gy,
bobot sampel (W)
_ 20,02 grzrz;;igs gram x 100%
Kadar abu tidak larutasam = 3,5%
b) Krus (2)
Bobot sampel (W) =2 gram
Bobot pengabuan (W1) = 23,31 gram
Bobot krus (W2) = 23,05 gram
Kadar abu tidak larut asam = 2eratabusisapijar W1=W2) , 4 gy,
bobot sampel (W)
_ 2331 grc;r;z;j;;os gram 100%
= 13%
c) Krus (3)
Bobot sampel (W) =2 gram
Bobot pengabuan (W1) =21 gram
Bobot krus (W2) = 20,88 gram
Kadar abu tidak larut asam = 2eratabusisapljar W1-W2) , gy,
bobot sampel (W)
_ 21gram-2088 gram , 440,

2 gram
Kadar abu tidak larut asam = 6%

: 3,5%+13%+6%
Rata-rata kadar abu tidak larut asam (%) === . 2

=7,5%
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C. Perhitungan susut pengering
Diketahui :  Simplisia=2g
Berat cawan sebelum dipanaskan = 65,96 g
Berat cawan sesudah dipanaskan = 63,57 ¢
Berat cawan + simplisia (pemanasan 1) = 65,49 g
Berat cawan + simplisia (pemanasan 2) = 65,35 g
Berat cawan + simplisia (pemanasan 3/bobot tetap) = 65,32 g

Rumus susut pengeringan :

berat cawan dan simplisia sebelum pemanasan—berat akhir pemanasan

x 100%

berat cawan dan simplisia sebelum pemanasan

_ 65,96 g—6532g

Susut pengeringan = ~esseg * 100%
=0,97%
D. Perhitungan penetapan kadar air
Diketahui :  Simplisia =5¢g
Toluen =200 ml
Vol. air yang terukur/terpisah = 1,7 ml
Suhu =28°C
BJ =0,99626
Vol =1,00375
Massa air () = BJ x Vol
=0,99626 x 1,00375
=0,99999
%Kadar air = _Masaal _ 4 100%
bobot simplisia
— 0,99999 X 100%
=19%

E. Perhitungan ekstrak rendemen

Rumus rendemen :

Berat ekstrak

Ekstrak Rendeman = ———————— x 100%

Berat simplisia

Diketahui :  Berat ekstrak = 10,655 gram

Berat simplsia = 100 gram

_ 10,655 gram

Ekstrak rendemen (%) x 100%

100 gram

= 0,106 x 100%
=10,655%
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LAMPIRAN 10
HASIL AKTIVITAS ANTIBAKTERI

Pengulangan 4 Pengulangan 5
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LAMPIRAN 11
PERHITUNGAN DIAMETER ZONA HAMBAT

(Dv—Dc)+(Dh-Dc)
2

Rumus :

Keterangan:

Dv : Diameter vertikal
Dh : Diameter horizontal
Dc : Diameter cakram

1) Pengulangan 1
a. Konsentrasi 25%

(11,3 mm-6 mm)+(11,2 mm —6 mm)
2

53mm +5,2 mm
2

=5,25mm

10,5 mm
2

b. Konsentrasi 50%

_ (11,22mm-6 mm)+(12,3 mm —6 mm)
2

_ 62mm+6,3mm
2
12,5 mm

= =6,25 mm
2

c. Konsentrasi 75%

_ (11,7 mm—-6 mm)+(16,3 mm —6 mm)
2

_ 57mm+10,3mm
2

16
= ;"m:8mm

d. Kontrol +

_ (354 mm—6 mm)+(38,8 mm —6 mm)
2

_ 294 mm +32,8mm
2

=31,1 mm

_ 62,2
2
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2)

3)

Pengulangan 2
a. Konsentrasi 25%

(7,3 mm-6 mm)+(7,3mm —6 mm)
2

1,3mm+ 1,3 mm
2

2,6
- = 1,3mm

=3

Konsentrasi 50%

_ (6,5 mm—-6 mm)+(14,2 mm —6 mm)
2

_ 0,5mm+82mm
2

% = 4,35 mm

Konsentrasi 75%

o

(13,6 mm—6 mm)+(14,6 mm —6 mm)

2

7,6 mm+8,6 mm)
2

=162 _ 8,1 mm
2
d. Kontrol +

_ (36 mm—-6 mm)+(36,9 mm —6 mm)
2

_ 30mm+30,9mm
2

= 30,45 mm

_ 609
2

Pengulangan 3
a. Konsentrasi 25%

(11,3mm-6 mm)+(12,8 mm —6 mm)
2

5,3 mm+6,8 mm
2

12,1
T =6 mm

=)

Konsentrasi 50%

(11,8 mm—-6 mm)+(11,9 mm —6 mm)
2

58 mm+5,9mm
2

11,7
= N =5,8 mm
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4)

Konsentrasi 75%

o

(13,2 mm—-6 mm)+(13,1 mm —6 mm)

2

7,2mm+7,1 mm
2

14,3
= - =7,1 mm

d. Kontrol +

_ (39,6 mm—6 mm)+(41 mm —6 mm)
2

_ 33,6 mm+35mm
2

=586 _ 343 mm

===
Pengulangan 4
a. Konsentrasi 25%

_ (15,8 mm—-6 mm)+(17,5 mm—-6 mm
2

_ 98mm+11,5mm
2

:%§:1Q6mm

b. Konsentrasi 50%

_ (14,4 mm—-6 mm)+(13,2 mm —6 mm)

B 2
_84mm+72mm
2
15,6
- = 7,8 mm

Konsentrasi 75%

o

(15 mm—-6 mm)+(15 mm —6 mm)
2

_9mm+9mm
2

18
=—=9mm
2

d. Kontrol K+

_ (31,7 mm—-6 mm)+(37,5 mm —6 mm)

B 2

_ 25,7mm+31,5

I —
57,2

—==28,6 mm
2
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5) Pengulangan 5
a. Konsentrasi 25%

_ (12,7 mm—-6 mm)+(12,6 mm —6 mm)

2

_ 6,7mm+6,6 mm
2

=28,6 mm

_ 133
2

b. Konsentrasi 50%

_ (14,4 mm—-6 mm)+(14,4 mm —6 mm)

B 2
_ 84mm+8,4mm
2

16,8
5 = 8,4 mm

Konsentrasi 75%

o

(12 mm-6 mm)+(10,2 mm —6 mm)
2

_ 6mm+4,2mm
2
10,2
=== 5,1 mm

d. Kontrol +

_ (38,7 mm—6 mm)+(32 mm —6 mm)
2

_32,7mm+26 mm
2
58,7
=== 29,3 mm
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LAMPIRAN 12
HASIL UJI STATISTIK

1. Hasil uji normalitas

Tests of Normality

Kolmogaorov-Smirnov® Shapira-Wilk
Konsentrasi  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Ratarata 25% 242 5 200 950 5 739
b 50% 248 5 200 G948 5 721
75% A2 5 125 867 5 254
K+ 235 5 200 g1 5 474
K- : 5 5
*. This is a lower bound ofthe true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
2. Hasil uji homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic df1 ilf2 Sin.
Fatarata Based on Mean 1732 4 20 a2
Based on Median 1,378 4 20 277
Based on Median and 1,378 4 14,332 291
with adjusted df
Based on trimmed mean 1,662 4 20 J4aa
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3. Hasil uji One-way ANOVA

* Oneway
ANOVA
Fatarata
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups  (Combined) 2853114 4 713,279 235145 0oo
Linear Term  Contrast 103,105 1 103,105 33,990 .0oo
Deviation 750,010 3 916,670 302,197 000
Within Groups 60,667 20 3,033
Total 2913781 24

4. Hasil uji Post-Hoc LSD

Post Hoc Tests

DependentVariable: Ratarata

Multiple Comparisons

LsD
Diffgi?wlle " 95% Confidence Interval
() Konsentrasi  (J) Konsentrasi J) Std. Error 5ig. Lower Bound  Upper Bound
259 50% -1,38000 1,10152 225 _3BTTT B1TT
T5% —3,44-(30[]x 1,10152 005 -5 7377 -1,1423
K+ -25,?’4-(30[]x 1,10152 000 -28,0377 -23,4423
k- 5,0[.'|C|0f.'|x 1,10152 000 27023 7.2977
50% 25% 1,38000 110152 225 -91Fy 36777
T5% -2,06000 1,10152 O7E -4 3577 L2377
K+ -2-‘1,36(]0[]x 1,10152 ,ooo -26,6577 -22,0623
k- 6,38(]0[]x 1,10152 ,ooo 40823 86777
T5% 25% 3,-‘1-‘1(]0[]x 1,10152 005 1,1423 7377
50% 206000 1,10152 076 - 2377 4 3577
K+ -EE,BUUUUX 110152 000 -24 5977 -20,0023
K- 8,44000x 110152 000 61423 10,7377
K+ 25% 25,7"'400[]x 110152 000 23,4423 28,0377
50% 24,36000x 110152 000 22,0623 26,6577
T5% EE,BUUUUX 110152 000 20,0023 24 54877
K- 3[],7"'400[]x 110152 000 28,4423 33,0377
k- 25% —5,[1[]00[]x 110152 000 -7,2977 -2,7023
50% —6,38000x 1,10152 000 -B BTV -4,0823
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