ANALISA EKSTRAK ETANOL DAUN BAJAKAH KAIT-KAIT
(Uncaria acida (Hunt.) Roxb.) TERHADAP BAKTERI Escherichia coli
MENGGUNAKAN METODE KIRBY BAUER

KARYA TULIS ILMIAH

L =
(_BORNE CENDEKANEDKA_

rJ
AnGkaLan BOY

MIA IRAWAN
183.41.0008

PROGRAM STUDI DIPLOMA 111 ANALIS KESEHATAN
SEKOLAH TINGGI ILMU KESEHATAN
BORNEO CENDEKIA MEDIKA
PANGKALAN BUN
2021



ANALISA EKSTRAK ETANOL DAUN BAJAKAH KAIT-KAIT
(Uncaria acida (Hunt.) Roxb.) TERHADAP BAKTERI Escherichia coli
MENGGUNAKAN METODE KIRBY BAUER

Karya Tulis limiah
Diajukan Dalam rangka memenuhi persyaratan
Menyelesaikan studi program Diploma 111 Analis Kesehatan

MIA IRAWAN
183.41.0008

PROGRAM STUDI DIPLOMA 111 ANALIS KESEHATAN
SEKOLAH TINGGI ILMU KESEHATAN
BORNEO CENDEKIA MEDIKA
PANGKALAN BUN
2021



INTISARI

ANALISA EKSTRAK ETANOL DAUN BAJAKAH KAIT-KAIT
(Uncaria acida (Hunt.) Roxb.) TERHADAP BAKTERI Escherichia coli
MENGGUNAKAN METODE KIRBY BAUER

Oleh : Mia Irawan

Hutan Kalimantan merupakan hutan hujan tropis terluas yang menjadi salah satu tempat
dengan keanekaragaman hayati. Dengan keanekaragaman hayati yang sangat besar
berpotensi untuk pengembangan dalam bidang kesehatan. Masyarakat kalimantan
memanfaatkan tumbuhan sebagai obat untuk suatu penyakit salah satunya adalah akar kait-
kait (Uncaria acida (Hunt.) Roxb.). Tumbuhan ini memiliki senyawa alkaloid indol,
triterpen, flavonoid dan fenilpropanoid berperan sebagai antibakteri. Pada penelitian ini
dilakukan uji antibakteri menggunakan metode Kirby Bauer untuk menentukan aktivitas
antibakteri yang ditandai dengan terbentuknya zona hambat disekitar kertas cakram.
Bakteri yang diuji adalah E. coli. E. coli merupakan bakteri gram negatif berbentuk batang
yang dapat menyebabkan diare ringan. Ekstrak yang diuji pada penelitian ini adalah ekstrak
etanol daun U. acida dengan perlakuan 5 variasi konsentrasi (5 mg/ml, 15 mg/ml, 30
mg/ml, 40 mg/ml dan 50 mg/ml). Hasil rata-rata zona hambat ekstrak etanol daun U. acida
dalam konsentrasi 5 mg/ml yaitu 8,1 mm dalam kategori lemah, konsentrasi 15 mg/ml yaitu
8,3 mm dalam kategori lemah, konsentrasi 30 mg/ml yaitu 9,1 mm dalam kategori lemah,
40 mg/ml yaitu 9,2 mm dalam kategori lemah dan 50 mg/ml dalam kategori sedang.
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dan dianalisis menggunakan uji One
Way ANOVA, dengan signifikansi (a > 0.05 ) yang berarti bahwa data zona hambat pada
uji pertumbuhan bakteri E. coli pada ke 5 konsentrasi tersebut berpengaruh terhadap zona
hambat bakteri E. coli.

Kata kunci : Uncaria acida (Hunt.) Roxb, Escherichia coli, metode Kirby Bauer



ABSTRACT

ANALYSIS OF THE ETHANOL EXTRACT OF THE CLOTHING
LEAVES (Uncaria acida (Hunt.) Roxb.) ON Escherichia coli BACTERIA
USING BAUER KIRBY METHOD

By: Mia Irawan

Kalimantan forest is the largest tropical rain forest which is one of the places with
biodiversity. With a very large biodiversity has the potential for development in the
health sector. The people of Kalimantan use plants as medicine for a disease, one
of which is the root of hooks (Uncaria acida (Hunt.) Roxb.). This plant has indole
alkaloid compounds, triterpenes, flavonoids and phenylpropanoids that act as
antibacterials. In this study, an antibacterial test was carried out using the Kirby
Bauer method to determine the antibacterial activity which is indicated by the
formation of an inhibition zone around the disc paper. The bacteria tested were E.
coli. E. coli is a gram-negative rod-shaped bacteria that can cause mild diarrhea.
The extract tested in this study was the ethanol extract of U. acida with 5 variations
of concentration treatment (5 mg / ml, 15 mg / ml, 30 mg / ml, 40 mg / ml and 50
mg / ml). The average yield of the inhibition zone of the ethanol extract of U. acida
leaves in a concentration of 5 mg / ml is 8.1 mm in the weak category, the
concentration of 15 mg / ml is 8.3 mm in the weak category, the concentration of
30 mg/ ml is 9.1 mm in the weak category, 40 mg / ml that is 9.2 mm in the weak
category and 50 mg / ml in the moderate category. This study is an experimental
study and analyzed using the One Way ANOVA test, with significance (o> 0.05),
which means that the inhibition zone data on the E. coli bacterial growth test at these
5 concentrations have an effect on the inhibition zone of E. coli bacteria.

Keywords : Uncaria acida (Hunt.) Roxb, Escherichia coli, Kirby Bauer method
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Hutan Kalimantan merupakan hutan hujan tropis terluas yang menjadi
salah satu tempat dengan keanekaragaman hayati. Dengan keanekaragaman
hayati yang sangat besar berpotensi untuk pengembangan dalam bidang
kesehatan. Keanekaragaman jenis tumbuhan yang dapat dimanfaatkan
masyarakat secara empiris sebagai obat. Menurut Zhang et al., (2015) Genus
Uncaria termasuk Family rubiaceae yang banyak hidup dan tersebar di daerah
Asia Tenggara. U. acida mempunyai batang yang lebih kecil dari jenis Uncaria
lainnya, mempunyai akar yang dapat merambat lebih dari 4-6 meter, panjang
kaitnya 2-3 cm dan akar bajakah inilah yang banyak digunakan masyarakat
Dayak sebagai obat.

Bajakah memiliki batang yang tumbuh dengan cara merambat memiliki
batang yang kuat dan cukup besar. Bagian tumbuhan bajakah yang banyak
digunakan untuk pengobatan dan penelitian adalah bagian batangnya. Belum
ada penelitian tentang daun bajakah, daun merupakan organ penting pada
tumbuh-tumbuhan. Pada umumnya berbentuk pipih, bewarna hijau dan
merupakan tempat utama terjadinya fotosintesis. Daun juga dapat digunakan
untuk penelitian atau pengobatan (Setyaningsih, 2019).

Manfaat yang diperoleh dari tumbuhan tergantung dari kandungan
senyawa yang dimiliki tumbuhan tersebut. Isolasi senyawa dilakukan dengan
mengekstraksi daun U. acida dengan etanol, dilanjutkan dengan proses
remaserasi. U. acida mengandung zat-zat alkaloid indol, triterpen, flavonoid,
fenol, fenilpropanoid (Astuti et al., 2014 dan Zhang et al., 2015).

Hasil ekstrak etanol diujikan sebagai anti bakteri dengan metode difusi
agar cara Kirby Bauer untuk menentukan aktivitas bakteri dengan ditandai zona
hambat terhadap E. coli yang merupakan bakteri gram negatif berbentuk batang,

bakteri ini dapat menyebabkan diare ringan, tetapi berbeda seperti E. coli tipe



0157:H7 dapat mengakibatkan keracunan makanan yang serius pada manusia
(Sutiknowati, 2016).

Adanya senyawa tersebut dapat diuji sebagai zat antibakteri. Salah satu
bakteri E. coli biasanya hidup di usus manusia dan hewan. Kebanyakan E. coli
tidak berbahaya dan sebenarnya merupakan bagian penting dari saluran usus
manusia yang sehat. Beberapa E. coli bersifat pathogen. E. coli adalah bakteri
gram negatif yang menghuni saluran pencernaan (CDC, 2019).

Menurut survei data yang dilakukan kementrian kesehatan Kalimantan
Tengah tahun 2016 angka diare di Kabupaten Kotawaringin Timur dan
Kabupaten Gunung Mas dengan jumlah kematian sebanyak 2 orang. Penderita
Diare yang berobat dan ditangani di fasilitas pelayanan kesehatan dasar pada
tahun 2016 sebanyak 42.988 (78,8%) dari target penemuan penderita. Diare
merupakan penyakit yang potensial menimbulkan kejadian luar biasa (KLB).
Kejadian diare dipengaruhi oleh berbagai faktor, antara lain : faktor lingkungan,
gizi, kependudukan, pendidikan, keadaan sosial ekonomi dan perilaku
masyarakat (DINKES, 2015).

Dengan latar belakang di atas penulis tertarik untuk penelitian tanaman
U. acida terhadap bakteri dengan judul analisa ekstrak daun U. acida dengan
menggunakan pelarut etanol terhadap pertumbuhan bakteri E. coli.

1.2 Rumusan Masalah
Bagaimana pengaruh ekstrak etanol daun U. acida terhadap
pertumbuhan bakteri E. coli ?
1.3 Tujuan Penelitian
Mengetahui pengaruh ekstrak etanol daun U. acida terhadap
pertumbuhan bakteri E. coli.
1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Teoritis
Secara teoritis, dapat menambah informasi baru serta menambah
acuan bahan ajar tentang analisa ekstrak etanol daun U. acida terhadap

pertumbuhan bakteri E. coli.



1.4.2 Manfaat Praktis
1. Bagi Mahasiswa/Mahasiswi
Menambah wawasan baru bagi Mahasiswa untuk memberikan
informasi terkait analisa ekstrak etanol daun U. acida terhadap

pertumbuhan bakteri E. coli.

2. Bagi Praktisi Laboratorium
Menjadi bahan pertimbangan dalam melakukan pekerjaan di
Laboratorium mengenai analisa ekstrak etanol daun U. acida
terhadap pertumbuhan bakteri E. coli.
3. Bagi Instansi Pendidikan
Penelitian ini dapat dijadikan acuan dalam proses belajar
mengajar tentang analisa ekstrak etanol daun U. acida terhadap

pertumbuhan bakteri E. coli.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bajakah Kait-kait (Uncaria acida (Hunt.) Roxb.)

U. acida adalah Genus tumbuhan yang menjalar di pohon kayu yang
berasal dari Family Rubiaceae dan mempunyai 34 spesies yang sebagian besar
tersebar di wilayah tropis, seperti Asia Tenggara. Sebagai kegunaan obat dari
spesies Uncaria, banyak penelitian tentang fitokimia dan farmakologi Uncaria
telah dilakukan. Lebih dari 200 bahan kimia, termasuk alkaloid indol, triterpen,
flavonoid dan fenilpropanoid dan lain-lain, telah diisolasi dari genus Uncaria
(Zhang et al., 2015).

Berdasarkan hasil identifikasi tumbuhan Uncaria acida (Hunt.) Roxb. di
LIPI Purwodadi pada tanggal 27 November 2020 diketahui klasifikasinya

sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Division : Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida

Subclass : Asteridae

Ordo : Fabales

Family : Fabaceae

Genus : Uncaria

Spesies : Uncaria acida ( Hunt.) Roxb.



(©) (d)

Gambar 2.1 Morfologi Tumbuhan Uncaria acida ( Hunt.) Roxb. a. batang b. daun c.
bunga d. tangkai (Dokumen pribadi, 2020)

U. acida mempunyai batang yang lebih kecil dari jenis Uncaria lainnya,
mempunyai akar yang dapat merambat lebih dari 4-6 meter, panjang kaitnya 2-
3 cm dan akar bajakah inilah yang banyak digunakan masyarakat Dayak sebagai
obat (Saputra, 2019). Daun U. acida berbentuk telur hingga elips dengan ukuran
5-9 cm x 2.5-5 cm. Daun yang tipis hingga sebagian tertutup oleh tekstur kasar,
tidak berbulu, memiliki urat-urat halus, stomata ada di permukaan atas, batang
berukuran 10-12 mm dan panjang 4-7 mm. Bunga dari U. acida memiliki
diameter hingga 2 cm dan buahnya lebih dari 5 cm. Tangkainya berukuran
panjang 1,5-2 cm. Bunganya bersifat subsessile dan berwarna putih (Globinmed,
2020).

Menurut Zhang et al., 2015 penelitian tentang fitokimia yang telah

dilakukan mendapatkan lebih dari 200 bahan kimia yang telah diisolasi dari



genus Uncaria termasuk senyawa alkaloid indol, triterpen, flavonoid dan
fenilpropanoid memiliki senyawa aktivitas anti bakteri pada bakteri E. coli.

U. acida tumbuh di lahan gambut pedalaman Kalimantan dan memiliki
bentuk batang bersulur. Sepintas, U. acida hampir mirip dengan tumbuhan
lainnya yang berada di hutan Kalimantan sehingga membutuhkan ketelitian
dalam mencarinya. U. acida tumbuh dengan cara merambat meski batangnya
cukup kuat. Tanaman asal Kalimantan ini dapat tumbuh merambat mencapai
ketinggian lima meter ke puncak pohon lain yang dirambatinya. Akar bajakah
menghujam di dasar aliran air lahan gambut. Tanaman bajakah hanya hidup di
lokasi rimbun dimana sinar matahari tertutup rimbunnya hutan (GDM, 2019).

Penelitian Dia et al., (2015) menunjukan senyawa-senyawa yang
diketahui berperan dalam menghambat pertumbuhan bakteri antara lain
alkoloid, triterpen dan flavonoid.

1. Menurut pendapat Purwaningsih, (2014) mekanisme antibakteri dari
senyawa alkoloid berperan untuk mengganggu komponen penyusun
peptidoglikan pada sel bakteri sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk
secara utuh dan menyebabkan kematian sel tersebut.

2. Riyanto et al., (2013) dalam Dia et al., (2015) menyatakan bahwa senyawa
triterpenoid pada tumbuhan berfungsi sebagai pelindung untuk menolak
serangga dan serangan mikroba.

3. Mekanisme antibakteri dari senyawa flavonoid dapat terjadi akibat reaksi
antara senyawa lipid dan asam amino dengan gugus alkohol, sehingga
dinding sel mengalami kerusakan dan mengakibatkan senyawa tersebut
dapat masuk kedalam inti sel bakteri. Senyawa ini kemudian akan bereaksi
dengan DNA pada inti sel bakteri. Akibat perbedaan kepolaran antara lipid
dan penyusun DNA dengan gugus alkohol pada senyawa flavonoid akan
terjadi reaksi sehingga struktur lipid dari DNA bakteri sebagai inti sel

bakteri akan mengalami kerusakan dan lisis (Juariah et al., 2020).



2.2 Escherichia coli
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Gambar 2.2 Escherichia coli ‘(I’TI'S", 2020)

Klasifikasi Bakteri Escherichia coli (ITIS, 2020)

Kerajaan : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gammaproteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Familia  : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Spesies : Escherichia coli

Bakteri E. coli ditemukan oleh Theodor Escherich pada tahun 1885. E.
coli merupakan bakteri berbentuk batang dengan panjang sekitar 2 micrometer
dan diamater 0.5 micrometer. Volume sel E. coli berkisar 0.6-0.7 m3. Bakteri
ini dapat hidup pada rentang suhu 20-40°C dengan suhu optimumnya pada 37°C
dan tergolong bakteri gram negatif. Bakteri ini hanya bisa dibunuh oleh
antiobiotik, sinar Ultraviolet (UV), atau suhu tinggi >100°C (Sutiknowati,
2016).

E. coli adalah bakteri yang biasanya merupakan bagian penting dari
saluran usus sehat manusia dan hewan. Akan tetapi, ada beberapa jenis E. coli
yang berbahaya dan dapat menyebabkan penyakit. Jenis infeksi E. coli yang
paling umum yang menyebabkan penyakit pada orang adalah E. coli 0157, yang
menghasilkan racun yang dikenal sebagai Shiga-toksin. Shiga-toksin yang
memproduksi E. coli disingkat STEC. Gejala infeksi kuman ini termasuk diare
berair atau berdarah, demam, kram perut, mual dan muntah. Anak kecil lebih

rentan mengalami masalah parah dengan E. coli O157, termasuk gagal ginjal dan



bahkan dapat meninggal akibat infeksi E. coli O157. Hewan yang dapat
menyebarkan E. coli 0157 ke manusia melalui perantara : sapi, kambing, domba,
rusa. E. coli 0157 secara alami ditemukan di saluran usus banyak hewan ternak,
termasuk sapi, domba dan kambing yang sehat. E. coli yang dapat menyebabkan
diare dapat ditularkan melalui air atau makanan yang terkontaminasi, atau
melalui kontak dengan hewan atau manusia (CDC, 2019).

E. coli O157:H7 adalah penyebab penting foodborne disease di banyak
Negara. Infeksi pada manusia oleh bakteri E. coli 0157:H7 sering dihubungkan
dengan konsumsi daging sapi yang kurang matang dan susu mentah. Jumlah
kasus infeksi ini yang dihubungkan dengan mengonsumsi buah, sayuran dan air
yang tercemar feses sapi (Rananda et al., 2016).

Bakteri E. coli tidak mampu mengkonsumsi karbohidrat rantai panjang
dan juga tidak dapat melakukan fotosintesis. Bakteri E. coli membutuhkan
nutrisi yang tidak jauh berbeda dengan nutrisi manusia, yaitu gula, protein, dan
lemak. E. coli memiliki kemampuan lebih karena dapat mencerna asam organik
(asetat) dan garam anorganik (amonium sulfat) sebagai sumber nutrisi karbon
dan nitrogen. Bakteri E. coli juga merupakan makhluk heterotrof yang
tergantung pada molekul-molekul organik sederhana seperti gula, protein, dan
asam organik (Sutiknowati, 2016).

Sebelum dilakukan uji antimikroba, terlebih dahulu disiapkan media
pertumbuhan mikroba. Salah satu media yang digunakan Media NA (nutrient
agar) merupakan media yang berbentuk serbuk berwarna putih kekuningan dan
apabila setelah digunakan akan berbentuk padat karena terdapat kandungan agar
sebagai pemadatnya. Komposisi yang terpenting dalam media ini adalah
karbohidrat dan protein yang terdapat pada ekstrak daging dan pepton sesuai
dengan kebutuhan sebagian besar bakteri (Thohari et al., 2019).



2.3 Teknik Ekstraksi

Untuk memperoleh manfaat dari tumbuhan, perlu dilakukan proses
ekstraksi untuk menarik senyawa yang terkandung dalam tumbuhan. Ekstraksi
merupakan suatu proses pemisahan zat aktif dari suatu padatan maupun cairan,
pemisahan ini dapat terjadi dengan bantuan pelarut sehingga zat terpisah dari
komponen lain yang tidak dapat larut dalam pelarutnya (Prayudo et al., 2015).

Sebelum proses ekstraksi biasanya tumbuhan dibuat menjadi simplisia,
Endarini (2016) menyatakan, simplisia adalah bahan alamiah yang digunakan
sebagai obat tradisional dan belum mengalami pengolahan atau merupakan
bahan yang dikeringkan. Berikut 3 jenis simplisia yaitu :

1. Simplisia nabati yaitu simplisia yang berupa tanarnan utuh, bagian tanaman
atau eksudat tumbuhan. Yang dimaksud dengan eksudat tumbuhan ialah isi
sel yang secara spontan keluar dari tanaman atau yang dengan cara tertentu
dikeluarkan dari selnya, atau zat-zat nabati lainnya yang dengan cara
tertentu dipisahkan dari tanamannya.

2. Simplisia hewani yaitu simplisia yang berupa hewan utuh, bagian hewan
atau zat-zat berguna yang dihasilkan oleh hewan dan belum berupa zat
kimia mumi.

3. Simplisia pelikan atau mineral yaitu simplisia yang berupa bahan pelikan
atau mineral yang belum diolah dengan cara yang sederhana dan belum
berupa zat kimia murni.

Tahap pembuatan simplisia menurut Ningsih (2016) dibagi menjadi
pengumpulan bahan baku, sortasi basah, pencucian, pengubahan bentuk, dan
sortasi kering :

1. Pengumpulan bahan baku sangat menentukan kualitas bahan baku yang
akan digunakan. Pemanenan daun atau herba dilakukan pada saat proses
fotosintesis berlangsung maksimal, yaitu ditandai dengan saat tanaman
mulai berbunga atau buah mulai masak. Untuk pengambilan pucuk daun,
dianjurkan pengambilan pada saat warna pucuk daun berubah menjadi daun

tua.
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2. Sortasi basah adalah pemilahan hasil panen ketika tanaman masih segar.
Sortasi dilakukan terhadap : memisahkan tanah dan kerikil, rumput-
rumputan, bahan tanaman lain atau bagian lain dari tanaman yang tidak
digunakan dan bagian tanaman yang rusak (dimakan ulat dan sebagainya).

3. Pencucian dilakukan untuk menghilangkan tanah dan kotoran lain yang
melekat pada bahan simplisia. Dilakukan dengan menggunakan air bersih
(standar air minum), bisa menggunakan sumber air sumur atau air PAM.

4. Bahan baku/simplisia berupa daun seringkali harus diubah menjadi bentuk
lain, misalnya irisan, potongan untuk memudahkan kegiatan pengeringan
dan pengolahan selanjutnya.

5. Prinsip kegiatan sortasi kering sama dengan sortasi basah, tetapi dilakukan
terhadap simplisia (bahan yang telah dikeringkan) sebelum dikemas. Sortasi
kering bertujuan untuk memisahkan bahan-bahan asing dan simplisia yang
belum kering seutuhnya. Kegiatan sortasi kering dilakukan untuk menjamin
simplisia benar-benar bebas dari bahan asing.

Menurut Endarini et al., (2016) Teknik ekstraksi yang ideal adalah teknik
ekstraksi yang mampu mengekstraksi bahan aktif yang diinginkan sebanyak
mungkin, cepat, mudah dilakukan dan hasil yang diperoleh selalu konsisten jika
dilakukan berulang-ulang. Adapun teknik ekstraksi di bagi menjadi dua bagian
antara lain :

1. Teknik ekstraksi konvensional
a. Infusi

Infusi hanya memerlukan waktu yang pendek untuk proses
maserasi pada bagian tanaman yang direndam dengan air dingin atau air
mendidih. Pemilihan suhu infus tergantung pada ketahanan senyawa
bahan aktif yang selanjutnya segera digunakan sebagai obat cair.

b. Dekoksi

Bagian tanaman yang berupa batang, kulit kayu, cabang, ranting
dan akar di rebus dalam air mendidih dengan volume dan waktu tertentu
kemudian didinginkan dan di saring untuk memisahkan bagian ekstrak

dan ampasnya. Proses ini hanya di sarankan untuk bahan yang dapat
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larut dan tahan terhadap panas. Rasio antara massa bagian tanaman
dengan volume air biasanya 1:4 atau 1:16.
c. Maserasi

Maserasi dilakukan dengan melakukan perendaman bagian
tanaman secara utuh atau yang sudah dihaluskan dan di campur pelarut
dalam bejana tertutup di suhu kamar selama 3 hari dengan pengadukan
berkali-kali sampai semua bagian tanaman yang dapat larut melarut
dalam cairan pelarut.

2. Teknik ekstraksi non-konvensional
a. Ekstraksi berbantu gelombang ultrasonik (Ultrasound Assisted
Extraction/UAE)

Teknik ekstraksi ini dilakukan dengan bantuan gelombang
ultrasonik dengan frekuensi 20-2000 kHz untuk meningkatkan
permeabilitas sel tanaman dan membangkitkan kavitasi. Energi
ultrasonik berperan besar dalam menciptakan pencampuran yang
efektif, perpindahan energi yang cepat, menurunkan gradien termal dan
suhu ekstraksi, sangat selektif dalam mengekstraksi bahan aktif, ukuran
peralatan yang kecil, respon yang lebih cepat pada sistem kendali,
kapasitas ekstraksi yang bisa diperbesar dan dapat dihilangkannya
beberapa tahapan yang tidak perlu.

b. Ekstraksi berbantu enzim (Enzyme Assisted Extraction/EAE)

Senyawa-senyawa yang tidak dapat terjangkau dengan pelarut
selama ekstraksi dengan teknik konvensional, dapat dilakukan hidrolisis
dengan bantuan enzim. Teknik ekstraksi ini pada umumnya digunakan
untuk mengekstraksi minyak yang terdapat di dalam berbagai jenis biji-
bijian. Teknik ini merupakan teknik yang ramah lingkungan. Faktor-
faktor yang memepengaruhi keberhasilan ekstraksi dengan teknik ini
adalah komposisi dan konsentrasi enzim, ukuran partikel bagian
tanaman yang akan diekstraksi, rasio padatan dengan air, waktu

hidrolisis, dan kadar air dalam partikel.
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c. Ekstraksi berbantu medan listrik berdenyut (Pulsed-electric Field
Extraction/PFE)

Efektivitas teknik ekstraksi ini sangat tergantung pada kekuatan
medan listrik, energi listrik yang digunakan, jumlah denyutan, suhu dan
karakteristik bagian tanaman yang diekstraksi. Prinsipnya adalah
bahwa denyutan medan listrik akan masuk ke struktur membran sel
untuk mempermudah keluarnya bahan aktif dan matriks bagian
tanaman. Teknik ini mampu untuk mengurangi terjadinya degradasi

pada senyawa yang tidak tahan panas.

Metode ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini adalah maserasi.
Pendapat Agustini (2018) maserasi adalah proses pengektraksi simplisia
dengan menggunakn pelarut dan pada temperature ruang dilakukan
pengadukan beberapa kali. Dalam meserasi, serbuk halus dari daun U. acida
yang dicampurkan dengan pelarut etanol 70% disimpan dalam botol kaca
tertutup dan disimpan di tempat yang terlindung dari cahaya matahari selama
3 X 24 jam dan sesekali dilakukan pengadukan. Selanjutnya di remaserasi
dengan jumlah pelarut yang sama.

Ekstraksi menggunakan maserasi memiliki beberapa kelebihan, antara
lain :

1. Pengerjaan dan peralatan yang digunakan sederhana dan mudah
diusahakan

2. Dapat digunakan untuk mengekstraksi senyawa yang bersifat termetabolit
karena maserasi dilakukan tanpa pemanasan

3. Biaya oprasional cukup rendah

Selain itu, maserasi juga mempunyai beberapa kelemahan, seperti
prosesnya membutuhkan waktu yang cukup lama dan proses penyaringan tidak
sempurna karena hanya mengekstraksi senyawa aktif sebesar 50% dan jumlah

pelarut yang digunakan banyak (Na’imah et al., 2020).
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Pada ekstraksi dapat digunakan beberapa jenis pelarut. Salah satunya

adalah etanol. Pendapat Najib et al., (2018) etanol memiliki beberapa

keunggulan diantaranya adalah :

1
2
3.
4

. Etanol dapat melarutkan berbagai zat aktif dan meminimalisir terlarutnya

o

. Etanol bersifat netral

Memiliki daya penyerapan yang baik

Panas yang diperlukan untuk pemekatan lebih sedikit

zat pengganggu seperti lemak.
Dapat menghambat pertumbuhan kapang dan kuman
Bersifat tidak beracun

Dapat bercampur dengan air pada berbagai perbandingan

2.4 Uji Anti Mikroba

Menurut (Soleha, 2015) metode pengujian antimikroba dibagi menjadi dua

yaitu metode difusi dan metode dilusi. Uji sensitivitas dengan cara difusi

merupakan cara yang paling banyak digunakan karena teknis pemeriksaan lebih

mudah dilakukan. Beberapa cara pengujian antibakteri adalah sebagai berikut :

1.

Metode difusi agar dibedakan menjadi dua, yaitu :
a. Cara Kirby Bauer / kertas cakram
Metode ini dilakukan dengan meletakkan piringan yang berisi anti
bakteri agar berdifusi kedalam media agar. Area jernih mengindikasikan
adanya hambatan pertumbuhan mikroorganisme oleh agen antimikroba
pada permukaan media agar. Metode kertas cakram bertujuan untuk
menentukan aktivitas agen antibakteri.
b. Cara sumuran
Metode ini dilakukan dengan membuat sumur pada media agar
yang telah ditanami mikroorganisme dan pada sumuran tersebut diberi

agen antibakteri yang akan di uji.
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2. Metode dilusi dibedakan menjadi dua, yaitu :
a. Pengenceran serial dalam tabung
Pengujian dilakukan dengan menggunakan beberapa tabung reaksi
yang diisi dengan inokulum kuman dan larutan antibakteri dalam
berbagai konsentrasi. Zat yang akan diuji aktivitas bakterinya
diencerkan sesuai serial dalam media cair, kemudian diinokulasikan
dengan kuman dan diinkubasi pada waktu dan suhu yang sesuai dengan
mikroba uji. Aktivitas zat ditentukan sebagai kadar hambat minimum
(KHM).
b. Dilusi agar
Zat antibakteri diencerkan dalam media agar dan kemudian
dituangkan kedalam cawan petri. Setelah agar membeku, diinokulasikan
kuman kemudian diinkubasi pada waktu dan suhu tertentu. Konsentrasi
terendah dari larutan zat antibakteri yang masih memberikan hambatan
terhadap pertumbuhan kuman ditetapkan sebagai Konsentrasi Hambat

Minimum.



BAB 111

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS
3.1 Kerangka Konseptual

Daun Uncaria acida (Hunt.) Roxb.

l Ekstraksi tunggal

Metode maserasi menggunakan

pelarut etanol 70%

l

Remaserasi etanol 70% — Ekstrak

Uji difusi

Sumuran : Kertas cakram

e . I

Escherichia coli

I

_ _— Analisa data dengan
: Variable Diteliti uji one way ANOVA

------------- : Variable Tidak Diteliti

Gambar 3.1 Kerangka Konseptual
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3.2 Hipotesis (Tentatif)
Adanya pengaruh ekstrak etanol daun U. acida terhadap
pertumbuhan bakteri E. coli, yang ditandai dengan terbentuknya zona jernih

di sekitar kertas cakram.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian
4.1.1 Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan dari 15 Oktober — 28 Desember 2020.
4.1.2 Tempat Penelitian
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Program
Studi Diploma Ill Analis Kesehatan STIKes Borneo Cendekia Medika

(JI. Sutan Syahrir No.11 Pangkalan Bun, Kotawaringin Barat —
Kalimantan Tengah).

4.2 Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental untuk menganalisa

pertumbuhan bakteri E. coli dengan pemberian ekstrak etanol daun U. acida.

17
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4.3 Kerangka Kerja (Frame Work)

Penyusunan KTI

7

Ekstraksi daun U. acida metode maserasi

menggunakan pelarut etanol 70%

7

Ekstrak etanol daun U. acida

|

Sampel

variasi konsentrasi ekstrak daun U. acida

5 mg/ml, 15 mg/ml, 30 mg/ml, 40 mg/ml, dan 50 mg/ml

1}

Menetapkan jumlah pengulangan sebanyak 5 kali

!

Desain penelitian eksperimental

I

Uji ekstrak etanol daun U. acida terhadap bakteri E. coli menggunakan

metode kertas cakram

|

Pengukuran zona hambat

|

Analisis data ( one way ANOVA )

|

Penyusunan laporan akhir

Gambar 4.3.1 Kerangka Kerja Penelitian (Research Frame Work)
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4.4 Instrumen Penelitian
4.4.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian yaitu autoclave, neraca
analitik, sendok takar, erlemeyer, botol gelap, mikropipet, yellow tip,
batang pengaduk, cawan petri, ose, pembakar spirtus dan bunsen, korek,
gelas ukur / pipet ukur, hot plate dan magnetic stirer, drugalsky,
inkubator dan rotary evaporator.

4.4.2 Bahan

Merupakan bahan yang sifatnya habis pakai. Bahan yang
digunakan dalam penelitian ini yaitu aquadest steril, aluminium foil,
kapas kering, kertas cakram, media Eosin Methylene Blue (EMB), media
Nutrient Broth (NB), NaCl 0,9 %, wrapping, ekstrak daun U. acida,
biakan murni bakteri E. coli, standar McFarland dan pelarut etanol 70 %.

4.5 Prosedur Kerja
4.5.1 Alat-alat non gelas.

Alat-alat non gelas disterilkan terlebih dahulu di dalam autoklaf
pada suhu 121°C selama 15 menit dan alat-alat gelas disterilkan di oven
suhu 160-170°C selama 2 jam. Jarum ose dibakar dengan api bunsen
(Ayuhastuti et al., 2016).

4.5.2 Pembuatan simplisia

Diawali dengan sortasi basah untuk memisahkan kotoran atau
bahan asing dari bahan simplisia. Misalnya simplisia yang dibuat dari
akar tanaman obat, bahan asingnya seperti tanah, kerikil, rumput, batang,
daum akar yang rusak serta kotoran lain yang harus dibuang, dengan
tujuan mengurangi jumlah mikroba awal. Kemudian dilanjutkan
pencucian basah menggunakan air bersih untuk menghilangkan tanah
dan kotoran lain yang melekat pada bahan simplisia. Setelah bersih
dilakukan penjemuran dengan sinar matahari selama satu hari sebelum
perajangan diperlukan untuk mengurangi pewarnaan akibat reaksi antara
bahan dan logam pisau. Perajangan dilakukan untuk mempermudah

proses pengeringan, pengepakan dan penggilingan dengan bantuan pisau
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atau alat perajang khusus sehingga diperoleh irisan tipis dengan ukuran
yang dikehendaki dan dilanjutkan tahap pengeringan untuk mendapatkan
simplisia yang tidak mudah rusak, sehingga dapat disimpan dalam waktu
lama.

Menurut Salmia (2016) dan Pradana et al., (2014) sampel daun U.
acida dipotong kecil-kecil kemudian dikeringkan dengan cara diangin-
anginkan ditempatkan yang tidak terkena sinar matahari langsung untuk
mengurangi penguapan yang mengikutkan senyawa yang terkandung di
dalamnya. Simplisia yang sudah kering tersebut diserbukkan sampai
halus dengan belender selanjutnya dilakukan pengayakan dengan ayakan
ukuran 60 mesh sehingga dihasilkan simplisia yang halus.

4.5.3 Pembuatan ekstrak etanol daun U. acida

Penelitian yang dilakukan Saputera et al., (2019) ekstraksi
dilakukan dengan metode meserasi dan menggunakan pelarut etanol
70%. Sebanyak 250 gram serbuk simplisa dimasukan ke dalam bejana
maserasi. Tambahkan etanol 2,5 L etanol 70% (perbandingan 1:10) atau
hingga terendam. Simpan di tempat yang terlindung dari cahaya matahari
selama 3 x 24 jam, dan sesekali dilakukan pengadukan. Maserat
dipisahkan dengan cara disaring. Dilakukan remaserasi dengan
menambahkan 2 L etanol 70% remaserasi dilakukan 6 x 24 jam. Ekstrak
yang dihasilkan dipisahkan menggunakan rotary evaporator pada suhu
55°C kemudian dikeringkan dan ditimbang. Pada akhir proses ini
didapatkan ekstrak etanol daun bajakah kait-kait yang berwarna
kecoklatan.

4.5.4 Pembuatan variasi konsentrasi ekstrak dan kontrol (perlakuan)

Ekstrak etanol daun U. acida yang telah didapatkan kemudian
diencerkan (b/v) untuk memperoleh larutan stok, kemudian melakukan
proses pengenceran untuk mendapatkan variasi konsentrasi 5 mg/ml, 15
mg/ml, 30 mg/ml, 40 mg/ml, 50 mg/ml dari larutan stok ekstrak. Santoso
(2017) menyatakan konsentrasi yang digunakan diperoleh dengan rumus

pengenceran :
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M1.V1=M2.V2

Keterangan :

M1 = molaritas sebelum pengenceran
M2 = molaritas setelah pengenceran
V1 = volume sebelum pengenceran
V2 = volume setelah pengenceran

Pembuatan larutan kontrol positif (ampisilin) dengan cara
ditimbang 500 mg ampisilin digerus dan dilarutkan dengan 100 ml
aquadest steril sehingga didapat konsentrasi 50 mg/ml (Santoso, 2017).
Saputeraet al., (2019) menyatakan kontrol positif dengan ampicillin 10y,
kontrol negatif yang digunakan adalah aquadest 10u karena tidak
memiliki efek sama sekali terhadap bakteri.

4.5.5 Pengulangan perlakuan

Untuk mendapatkan data yang valid dilakukan pengulangan sesuai
rumus Federer
(n-1) (t-1)> 15
Dimana :

t = banyaknya perlakuan
n = pengulangan
(n-1) (t-1) > 15
(n-1) (4)>15
(n-1)>3,75
n>4,75 =5 (Annisah et al., 2018).

Dalam penelitian ini dilakukan perlakuan sebanyak 5 kali dengan
menggunakan konsentrasi 5 mg/ml, 15 mg/ml, 30 mg/ml, 40 mg/ml, 50
mg/ml.

4.5.6 Pembuatan media Nutrien Agar (NA) (Rundengan et al., 2017)
NA yang tersedia sebanyak 28 gram dalam 1 liter

Vi V2
ml m2
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Media yang digunakan dalam penelitian sebanyak 100 ml maka :

1000 = 100

28 m,

m, =28 X 100 =2,8 gram
1000

Cara pembuatan :

a.
b.

C.

J-

Media NA di timbang sebanyak 28 gram kedalam erlenmeyer
Dilarutkan dalam 100 ml aguadest sambil dihomogenkan
Dipanaskan dan homogenkan menggunakan hot plate dan magnetic
stirrer

Jika sudah homogen, angkat dari hot plate dan magnetic stirrer
Ditutup mulut erlenmeyer dengan kapas dan aluminium foil
Disterilkan dengan autoclave dengan suhu 121°C selama 15 menit,
diangkat dengan lap

Dibuka tutup erlenmeyer dan sterilkan mulut erlemeyer dengan
bunsen

Cawan petri disterilkan pada api bunsen dan dituangkan pada cawan
petri steril £ 20 ml dalam laminator flow untuk mencegah adanya
kontaminasi

Ditutup dan wrapping cawan petri berisi media

Didinginkan pada suhu = 45-50°C hingga memadat

4.5.7 Media Nutrient Broth

Sebanyak 1,3 gram Nutrient Broth dilarutkan ke dalam 100 ml

aqaudes, kemudian dipanaskan hingga larut. Bahan yang telah homogen

kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama

15 menit (Tanuwijaya et al., 2015).
4.5.8 Cara isolasi bakteri E. coli :

a.

Ambil faces 1 ose, isolasi pada media NB. Letakkan media NB ke
dalam inkubator dengan suhu 37°C selama 1 x 24 jam.
Setelah itu ambil 1 ose dari media NB lalu tanam ke media EMB,

inkubasi 1 x 24 jam dengan suhu 37°C di inkubator.
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c. Jika tumbuh E. coli pada media EMB maka akan didapatkan hasil

berupa koloni yang bewarna hijau metalik yang khas, permukaan

koloni cembung dengan pinggiran yang rata.

d. Melakukan pengecatan gram untuk mengidentifikasi bakteri yang

akan diteliti. Fungsi pengecatan bakteri ialah untuk membedakan

bakteri gram positif yang bewarna ungu dan gram negatife yang

bewarna merah.

Pengecatan gram :

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

Meletakkan preparat apus di atas rak pewarnaan.

Menggenangi preparat dengan crystal violet, inkubasi selama 30
detik

Membuang larutan crystal violet pada preparat apus, bilas
dengan air mengalir

Menggenangi preparat apus dengan larutan lugol, inkubasi
selama 30 detik dan bilas dengan air mengalir

Melakukan dekolorisasi dengan menggenangi asam alkohol
pada preparat apus, inkubasi selama 30 detik dan bilas dengan
air mengalir

Menggenangi preparat apus dengan safranin selama 60 detik dan
bilas dengan air mengalir

Mengeringkan preparat apus di suhu ruang dan melakukan
pengamatan preparat apus di bawah mikroskop (Tenriesa dan
Hamid, 2019).

4.5.9 Pembuatan suspensi bakteri E. coli :

a. Mengambil satu ose biakan bakteri yang telah diremajakan pada
media EMB.
b. Suspensi bakteri tersebut diencerkan menggunakan NaCl 0,9% steril

sampai kekeruhannya setara dengan larutan standar 0.5 McFarland

(biakan cair yang kekeruhannya setara dengan 0.5 McFarland

mempunyai populasi 1 x 108 CFU/ml).
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4.5.10 Aktivitas antibakteri dengan motode kirby bauer

a. Suspensi bakteri sebanyak 200 ul dimasukkan kedalam 20 ml media
NA yang telah memadat, mikroba tersebut diratakan dengan
drugalsky.

b. Lalu teteskan 50 pl larutan sampel diteteskan di atas kertas disk, lalu
dibiarkan kertas disk mengering.

c. Kertas disk yang mengandung larutan uji diletakkan di atas
permukaan media agar dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 16-
18 jam.

d. Diidentifikasi hasil dengan pengukuran daerah jernih yang terbentuk
di sekeliling disk, kemudian diukur diameter zona hambat
menggunakan penggaris (Ngazizah et al., 2016).

Tabel 4.5.1 Klasifikasi respon daya Hambatan Pertumbuhan Bakteri
(Rundengan et al., 2017).

Diameter zona bening Respon
<5 mm Kurang efektif
10-15mm Sedang
16 — 20 mm Kuat
>20 Sangat Kuat

4.6 Variabel Penelitian
Variabel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu :
Variabel bebas . Konsentrasi ekstrak atanol daun U. acida.

Variabel terikat : Diameter zona hambat ekstrak etanol daun U. acida
terhadap bakteri E. coli.

4.7 Teknik Pengolahan Data dan Analisa
Rinaldi et al., (2017) menyatakan data penelitian yang telah terkumpul
kemudian di olah menggunakan aplikasi perangkat lunak yang sesuai dan

adapun cara pengolahan data penelitian adalah sebagai berikut :
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. Editing

Pengecekkan atau pengoreksian data yang telah terkumpul, bertujuan
untuk memeriksa kelengkapan data.
. Coding

Coding merupakan tindakan untuk melakukan pemberian kode pada
tiap-tiap data yang termasuk dalam kategori yang sama, baik dalam bentuk
angka maupun huruf yang bertujuan memberikan petunjuk atau identitas
pada suatu informasi atau data yang akan di analisis.
. Entry

Merupakan suatu proses memasukkan data-data yang telah melewati
proses editing dan coding ke dalam alat pengolahan data menggukan
aplikasi perangkat lunak.
. Cleaning

Mengkoreksi data yang sudah diklasifikasikan untuk memastikan
bahwa data tersebut sudah baik dan benar serta siap untuk dilakukan proses

dianalisa data.

. Analisi Data

Kata analysis berasal dari bahasa Greek (Yunani) yang terdiri dari kata
“ana” dan “lysis”, ana berarti atas (above) dan lysis berarti memecahkan
atau menghancurkan. Hal ini berarti bahwa data yang telah diperoleh
dipecah menjadi kecil-kecil terlebih dahulu lalu dihubungkan satu dengan
yang lain untuk mendapatkan pemahaman yang baru. Dalam analisa data
terdapat perbedaan metode yang dapat digunakan dalam penelitian yaitu
secara kualitatif dan kuantitaif. Analisa secara kualitatif digunakan untuk
analisa secara statistikan untuk menjelaskan suatu fenomena, menguji
hipotesis kerja, dan mengangkat sebagai temuan berupa verifikasi terhadap
teori lama dan teori baru. Sedangkan analisa secara kuantitatif merupakan
metode dengan menggunakan data untuk mendukung pemahaman yang

dilakukan dan menghasilkan teori baru (Siyoto et al., 2015).
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Tahapan proses analisis data, yaitu :
a. Uji Normalitas
Uji normalitas adalah uji yang digunakan untuk analisa data lebih
lanjut, dengan menggunakan data yang berdistribusi normal dalam
analisa statistik. Walaupun tidak menuntut data harus berdistribusi
normal, tetapi dapat menggunakan data yang tidak berdistribusi tidak
normal. Kriteria yang digunakan dalam uji normalitas jika nilai
signifikansi > 0,05 maka data tersebut normal dan jika < 0,05 maka
tidak normal. Teknik yang digunakan dalam uji normalitas seperti Chi-
Kuadrat, Kolmogorov-Smirnov dan Shapiro Wilk (Arifin, 2017).
b. Uji Normalitas Shapiro Wilk
Uji Saphiro Wilk digunakan untuk uji normalitas karena sampel
< 50 pada setiap perlakuan yang dilakuakan pada penelitian. Uji
normalitas Shapiro Wilk bertujuan memperlihatkan bahwa data yang
dilakukan memiliki distribusi normal atau tidak perlakuan jika data
terdistribusi normal dan menggunakan Wilcoxon jika data tidak
terdistribusi normal.
Kriteria uji dalam pengambilan keputusan dalam uji normalitas yaitu :
1. Menetapkan taraf signifikansi
Taraf signifikansi yang digunakan adalah 0.05
2. Menetapkan kriteria pengujian
Jika Sig > 0.05 maka data berdistribusi normal
Jika Sig < 0.05 maka data tidak berdistribusi normal (Rini, 2015).
c. Uji Wilcoxon
Uji wilcoxon signed test adalah salah satu uji non parametik untuk
mengetahui perbedaan rata-rata dari objek yang memiliki data
berdistribusi tidak normal. Uji ini juga dikenal dengan nama uji match
pair test. Dasar pengambilan keputusan dalam uji wilcoxon signed test
adalah sebagai berikut :
1) Ketika nilai probabilitas Asym.sig 2 failed < 0,05 maka terdapat

perbedaan rata-rata
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2) Ketika nilai probabilitas Asym.sig 2 failed > 0,05 maka tidak
terdapat perbedaan rata-rata (Artaya, 2018).
. Uji Homogenitas dan Uji One Way ANOVA

Uji homogenitas, bertujuan untuk mengetahui variasi dari
beberapa populasi menunjukan sama atau tidak. Apabila nilai
signifikan pada uji homogenitasnya < 0,05, maka variasi dari dua atau
lebih kelompok populasi data adalah tidak sama. Sebaliknya, apabila
nilai signifikan > 0,05, maka varian dari dua atau lebih kelompok
populasi data adalah sama (Febrianasari, 2018).

Menurut Swan (2018) prinsip uji ANOVA adalah melakukan
analisis variabilitas data menjadi dua sumber variasi yaitu variasi dalam
kelompok (within) dan variasi antar kelompok (between). Apabila
variasi within dan between sama (nilai perbandingan dua varian
mendekati angka satu), artinya tidak ada perbedaan efek dari intervensi
yang dilakukan, dengan kata lain mean yang dibandingkan tidak ada
perbedaan. Sebaliknya bila variasi antar kelompok lebih besar dari
variasi dalam kelompok, artinya mean yang dibandingkan menunjukan
adanya perbedaan. Syarat uji ANOVA harus didistribusikan normal dan
homogen.

1) Jika Sig > 0.05 = Ho ditolak ( Tidak terdapat perbedaan perlakuan
diantara variasi uji )
2) Jika Sig < 0.05 = Hi diterima ( Terdapat perbedaan perlakuan

diantara variasi uji ).



BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Gambaran Lokasi Penelitian dan Pengambilan Sampel
Laboratorium program studi Diploma Il Analis Kesehatan terdiri dari
Laboratorium kimia, medis dan mikrobiologi. Pelaksanaan penelitian analisa
ekstrak etanol daun U. acida terhadap pertumbuhan bakteri E. coli dilakukan
di Laboratorium Mikrobiologi. Tempat pengambilan sampel daun U. acida di
desa Karang Anyar Kalimantan Tengah dan biakan murni E. coli diperoleh dari

Rumah Sakit Umum Sultan Imanuddin Pangkalan Bun.

5.2 Hasil Penelitian
5.2.1 Identifikasi Echerichia coli
Identifikasi Mikroskopis dari koloni yang sudah tumbuh pada
media EMB.

Gambar 5.1 Bakteri Echerichia coli Perbesaran 100x

5.2.2 Data Penelitian
Penelitian analisa ekstrak etanol daun U. acida terhadap
pertumbuhan bakteri E. coli menggunakan metode difusi (kertas
cakram). Pada penelitian ini menggunakan perlakuan dengan 5 variasi
konsentrasi ekstrak etanol daun U. acida yaitu 5 mg/ml, 15mg/ml, 30
mg/ml, 40 mg/ml dan 50 mg/ml dilakukan pengulangan sebanyak 5 kali.

28
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Adanya zona hambat yang terbentuk diukur menggunakan

penggaris pada gambar dibawabh ini :

Gambar 5.2 Zona Hambat Pada Uji Pertumbuhan Bakteri E. coli Pada Beberapa
Konsentrasi 1. 5 mg/mL, 2. 15 mg/mL, 3. 30 mg/mL, 4. 40 mg/mL,
5. 50 mg/mL, Kontrol Positif Ampicilin dan Kontrol Negatif
Agquadest.

m Perlakuan 1 mPerlakuan 2 = Perlakuan 3 mPerlakuan 4 m Perlakuan 5

14
o~ 1 115
2 10 95995 _ N E
= 8BS 85
= 8
p=
< 6
T
<
> 4
O
N 2

5 (mg/ml) 15 (mg/ml) 30 (mg/ml) 40 (mg/ml) 50 (mg/ml)
KONSENTRASI

Gambar 5.3 Grafik Zona Hambat Pada Uji Ekstrak Etanol Daun U. acida
Terhadap Pertumbuhan Bakteri E. coli.

Pada Gambar 5.3 didapatkan zona hambat pada masing-masing
konsentrasi ekstrak etanol daun U. acida yang berbeda-beda, rata-rata
zona hambat pada konsentrasi 5 mg/ml = 8,1 mm, 15 mg/ml = 8,3 mm,

30 mg/ml = 9,1 mm, 40 mg/ml = 9,2 mm dan 50 mg/ml = 10,2 mm.
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5.3 Pembahasan

Sebelum dilakukan uji antibakteri terlebih dahulu dilakukan pembuatan
ekstrak daun U. acida. Sampel daun U. acida dipotong kecil-kecil kemudian
dikeringkan dengan cara diangin-anginkan ditempatkan yang tidak terkena
sinar matahari langsung untuk mencegah rusaknya senyawa yang terkandung
di dalam daun U. acida (Salmia, 2016; Pradana et al., 2014).

Setelah sortasi kering, didapatkan simplisia berupa daun kering.
Kemudian simplisia kering dihaluskan dengan blender. Selanjutnya dilakukan
pengayakan dengan ayakan ukuran 60 mesh sehingga dihasilkan simplisia yang
halus. Tujuan penghalusan yaitu untuk memperluas permukaan partikel
simplisia sehingga semakin besar kontak permukaan partikel simplisia dengan
pelarut etanol 70% dan mempermudah penyerapan pelarut ke dalam simplisia
sehingga dapat menarik senyawa-senyawa yang diduga memiliki aktivitas
antibakteri dari simplisia lebih banyak (Husni et al., 2018).

Secara alamiah, bahan aktif selalu berada bersama-sama dengan senyawa
yang lain di dalam jaringan dan sel tanaman. Cara untuk mendapatkan senyawa
tersebut adalah dengan teknik ekstraksi (Endarini et al., 2016). Menurut
Prayudo et al., (2015), ekstraksi merupakan suatu proses pemisahan zat aktif
dari suatu padatan maupun cairan dengan bantuan pelarut sehingga zat terpisah
dari komponen lain yang tidak dapat larut dalam pelarutnya. Ekstraksi yang
dilakukan pada penelitian ini yaitu ekstraksi dengan menggunakan metode
meserasi. Menurut Wijayanti et al., (2016) maserasi merupakan metode
ekstraksi tanpa pemanasan dimana hasilnya dipengaruhi oleh jenis pelarut serta
waktu maserasi. Menurut Na’imah et al., (2020) kelebihan dari metode ini ialah
pengerjaan dan peralatan yang digunakan sederhana dan mudah diusahakan,
dapat digunakan untuk mengekstraksi senyawa yang bersifat termetabolit
karena maserasi dilakukan tanpa pemanasan dan biaya oprasional cukup
rendah. Pendapat Agustini (2018) maserasi adalah proses pengektraksi
simplisia dengan menggunakan pelarut dan pada temperature ruang dilakukan
pengadukan beberapa kali. Dalam meserasi, serbuk halus dari daun U. acida

yang dicampurkan dengan pelarut etanol 70%.
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Pelarut yang digunakan dalam pembuatan ektrak daun U. acida yaitu
etanol 70%. Menurut Najib et al., (2018) pemilihan etanol sebagai pelarut
pengekstrak dalam penelitian ini karena pelarut etanol bersifat netral, memiliki
daya penyerapan yang baik, panas yang diperlukan untuk pemekatan lebih
sedikit, dapat menghambat pertumbuhan kapang dan kuman dan etanol dapat
melarutkan berbagai zat tertentu pada daun U. acida yang berfungsi sebagai
antibakteri.

Menurut Suryani et al., (2015) larutan pengekstraksi yang digunakan
disesuaikan dengan kepolaran senyawa yang diinginkan. Menurut prinsip like
dissolves like, suatu pelarut akan cenderung melarutkan senyawa yang
mempunyai tingkat kepolaran yang sama. Pelarut polar akan melarutkan
senyawa polar dan sebaliknya.

Ekstrak yang dihasilkan dipisahkan menggunakan rotary evaporator
pada suhu 50°C suhu ini masih di bawah titik didih etanol yaitu 78°C, agar
pelarut etanol 70% dan ekstrak kental U. acida terpisah sehingga yang
didapatkan ialah ekstrak murni dari daun U. acida bebas pelarut (Arimba et al.,
2019).

Ekstrak dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan ditutup rapat dengan
alumunium foil supaya cahaya tidak tembus ke dalam gelas kaca sehingga
ekstrak tidak mudah rusak oleh panas dan di beri lubang udara menggunakan
jarum di semua permukaan alumunium foil bertujuan supaya pelarut yang
masih ada di dalam ektrak dapat menguap (Amelia, 2020).

Pengujian daya hambat pertumbuhan bakteri menggunakan ekstrak
etanol daun U. acida dilakukan dengan menggunakan lima variasi konsentrasi
yaitu 5 mg/ml, 15 mg/ml, 30 mg/ml, 40 mg/ml dan 50 mg/ml menggunakan
aquadest steril sebagai pelarut. Selanjutnya dilakukan uji antibakteri dengan
metode difusi ditunjukan dengan adanya diameter zona hambat di sekitar disk
pada pertumbuhan bakteri E. coli. Keuntungan menggunakan difusi cara Kirby
bauer adalah mudah dilakukan, tidak memerlukan peralatan khusus dan relatif
murah. Saputera et al., (2019) menyatakan kontrol positif dengan ampicillin

10p. Menurut Villianova (2015) ampicilin berfungsi sebagai pembanding
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karena merupakan jenis antibiotik yang memiliki spektrum luas terhadap
bakteri gram negatif. Kontrol negatif yang digunakan adalah aquadest 10
karena tidak memiliki efek sama sekali terhadap bakteri.

Tahap uji antibakteri dimulai dengan penanaman bakteri E. coli pada
media NA, kemudian meletakkan kertas cakram yang sudah berisi ekstrak
dengan 5 konsentrasi tersebut, dilakukan pengulangan sebanyak 5 kali supaya
hasil yang diperoleh lebih akurat. Menurut Ngazizah et al., (2016) selanjutnya
diinkubasi pada inkubator dengan suhu 37°C selama 16-18 jam. Pengamatan
pengukuran diameter zona hambat dari masing-masing ekstrak menggunakan
penggaris. Hasil pengukuran diameter zona hambat disajikan pada Gambar 5.3.

Waktu pengamatan dilakukan pada kurun waktu 16-18 jam setelah
inkubasi karena menurut Riadi (2016) dan Amelia (2020) dalam keadaan
normal, pertumbuhan bakteri E. coli pada masa pertumbuhan selama 24 jam,
fase pertumbuhan bakteri dapat diketahui dengan jelas. Fase pertumbuhan
bakteri merupakan fase pembelahan sel bakteri melalui beberapa fase yaitu fase
penyesuaian bakteri terhadap lingkungan yang baru (media NA) disebut fase
lag. Selanjutnya di tandai dengan terjadinya pertumbuhan bakteri E. coli yang
cepat dalam rentang waktu 10-12 jam fase ini disebut fase logaritma.
Selanjutnya fase stasioner terjadi pada saat laju pertumbuhan bakteri yang
sama dengan laju kematian bakteri dalam rentang waktu 12-20 jam, dan fase
kematian dicapai setelah 20 jam.

Hasil perlakuan pada kontrol positif ampicillin ialah 19,5 mm.
Ampicillin merupakan golongan dari penisilin yang memiliki spektrum
antimikroba yang luas. Ampicillin efektif terhadap mikroba gram positif dan
gram negatif. Mekanisme kerja ampicillin yaitu menghambat sintesis dinding
sel bakteri dengan cara menghambat pembentukan mukopeptida, karena
sintesis dinding sel terganggu maka bakteri tersebut tidak mampu mengatasi
perbedaan tekanan osmosis di luar dan di dalam sel yang mengakibatkan
bakteri mati (Wattimena (1987) dalam E. Sukmawaty et al., (2016)).
Sedangkan zona hambat pada kontrol negatif yang digunakan sebagai pelarut

untuk variasi konsentrasi ektrak etanol daun U. acida tidak terbentuk zona
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hambat. Hal ini berarti zona hambat yang terbentuk dari perlakuan murni
disebabkan senyawa yang terkandung dalam ektrak etanol daun U. acida.

Pada Gambar 5.2 didapat hasil adanya zona hambat terbentuk dengan
ciri-ciri berwarna bening. Adanya zona bening atau zona hambat di sekitar
kertas cakram membuktikan bahwa ekstrak etanol daun U. acida memiliki sifat
antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri E. coli. Menurut Marselia et al.,
(2015) zona hambat yang dihasilkan hanya bersifat menghambat pertumbuhan
bakteri dan tidak bersifat membunuh bakteri. Hal ini ditunjukan dengan
mengecilnya ukuran zona hambat setelah fase logaritmik dari bakteri.

Adanya zona hambat yang terbentuk disebabkan karena adanya senyawa
kimia yang terkandung di dalam ekstrak etanol daun U. acida. Senyawa
tersebut antara lain alkaloid indol, triterpen, flavonoid dan fenilpropanoid yang
memiliki senyawa aktivitas anti bakteri Zhang et al., (2015).

Alkaloid dapat tertarik pada pelarut etanol karena senyawa alkaloid
bersifat polar (Padmasari et al., 2013). Menurut pendapat Purwaningsih, (2014)
mekanisme antibakteri dari senyawa alkoloid berperan untuk mengganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri sehingga lapisan dinding
sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel tersebut.

Penelitian Dia et al., (2015) menyatakan senyawa triterpenoid secara
umum banyak terdapat pada ekstrak etanol yang terdapat di kulit, batang dan
akar tanaman lindur (Bruguiera gymnorrhiza), B. gymnorrhiza merupakan
salah satu tanaman yang berpotensi sebagai sumber senyawa bioaktif yang
banyak ditemukan di wilayah tropis seperti Asia Tenggara. Terdeteksinya
senyawa tritepenoid diduga disebabkan oleh kemampuan pelarut etanol dalam
mengekstrak senyawa yang bersifat polar. Hasil uji positif sangat kuat terhadap
kandungan triterpenoid pada akar lebih tinggi dibandingakan dengan daun.
Sehingga sesuai dengan hasil penelitian Zhang et al., (2015) hasil penelitian
tentang fitokimia yang telah dilakukan pada genus uncaria mendapatkan lebih
dari 200 bahan kimia yang salah satunya ialah triterpenoid yang memiliki

senyawa antibakteri. Riyanto et al., (2013) dalam Dia et al., (2015) menyatakan
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bahwa senyawa triterpenoid pada tumbuhan berfungsi sebagai pelindung untuk
menolak serangga dan serangan mikroba.

Mekanisme antibakteri dari senyawa flavonoid dapat terjadi akibat reaksi
antara senyawa lipid dan asam amino dengan gugus alkohol, sehingga dinding
sel mengalami kerusakan dan mengakibatkan senyawa tersebut dapat masuk
kedalam inti sel bakteri. Senyawa ini kemudian akan bereaksi dengan DNA
pada inti sel bakteri. Akibat perbedaan kepolaran antara lipid dan penyusun
DNA dengan gugus alkohol pada senyawa flavonoid akan terjadi reaksi
sehingga struktur lipid dari DNA bakteri sebagai inti sel bakteri akan
mengalami kerusakan dan lisis (Juariah et al., 2020).

Pada Gambar 5.3 dapat di lihat bahwa zona hambat yang dihasilkan dari
berbagai konsentrasi ekstrak yaitu 5 mg/ml, 15 mg/ml, 30 mg/ml, 40 mg/mi
dan 50 mg/ml terhadap pertumbuhan bakteri E. coli memiliki nilai diameter
yang berbeda zona hambat pada masing-masing konsentrasi ekstrak etanol
daun U. acida terhadap pertumbuhan bakteri E. coli, rata-rata zona hambat
pada konsentrasi 5 mg/ml = 8,1 mm, 15 mg/ml = 8,3 mm, 30 mg/ml = 9,1 mm,
40 mg/ml = 9,2 mm dan 50 mg/ml = 10,2 mm. Menurut Rundengan et al., 2017
mengenai klasifikasi respon daya hambat pertumbuhan bakteri, jika diameter
<5 mm di kategorikan kedalam kriteria kurang efektif, 10-15 mm masuk
kedalam kriteria sedang dan diameter >20 mm masuk kedalam kriteria sangat
kuat. Diameter daerah hambat pertumbuhan bakteri yang terbentuk dari ekstrak
etanol daun U. acida 50 mg/ml = sedang dan 40 mg/ml — 5 mg/ml = lemah.
Hal ini menunjukan bahwa ekstrak etanol daun U. acida mengandung zat
antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri E. coli walaupun
daya hambat yang terbentuk lemah dan sedang.

Hasil penelitian ini tidak jauh berbeda dengan hasil penelitian Amelia
(2020) menyatakan bahwa ekstrak etil asetat U. cordata memiliki aktivitas
daya hambat terhadap pertumbuhan bakteri S. aureus. Diameter rata-rata zona
hambat ekstrak etil asetat dengan konsentrasi 100 mg/ml = 12,7 mm, 200
mg/ml = 14,2, 300 mg/ml = 15,3 mm, 400 mg/ml = 16,3 mm dan 500 mg/ml =
17,7 mm terhadap bakteri S. aureus.



35

Zona hambat yang terbentuk pada ekstrak etanol U. acida termasuk zona
hambat rendah dan sedang dapat disebabkan karena suhu yang digunakan saat
rotary evaporatory lebih dari 45°C. Menurut Sekarsari et al., (2019) suhu dan
waktu yang melebihi kondisi optimum yaitu suhu 45°C akan menyebabkan
senyawa flavonoid pada bahan tidak terekstrak secara maksimal dan mudah
rusak pada suhu tinggi.

Selain itu menurut Zeniusa et al., (2019) ada beberapa faktor yang
mempengaruhi diameter zona hambat pertumbuhan bakteri yaitu kekeruhan
suspensi bakteri. Dalam mengukur kekeruhan suspensi sebaiknya digunakan
suatu alat yaitu nephelometer agar kekeruhan suspensi bakteri lebih akurat saat
dibandingkan dengan kekeruhan Mc Farland 0,5. Pada penelitian ini
pengukuran makroskopis kekeruhan dilakukan hanya secara visual dengan cara
membandingkan kekeruhan suspensi bakteri dengan standart kekeruhan 0,5 Mc
Farland, dikarenakan keterbatasan alat.

Faktor lain yang menyebabkan zona hambat yang terbentuk lemah dan
sedang adalah jenis bakteri yang digunakan. Pada penelitian ini bakteri yang
digunakan yaitu E. coli. E. coli merupakan salah satu bakteri gram negatif,
dimana dinding sel E. coli dilapisi membran luar yang terdapat protein,
fospolipid, dan lipopolisakarida. Dinding luar bakteri E. coli memiliki sifat
permeabilitas tinggi sehingga zat aktif dalam ekstrak etanol U. acida tidak
dapat masuk secara maksimal ke dalam sel bakteri yang mengakibatkan kurang
optimalnya ekstrak dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Dinding bakteri
juga terdiri dari lipoprotein yang mengandung molekul protein yaitu porin dan
lipopolisakarida. Porin inilah yang bersifat hidrofilik, sedangkan ekstrak
bersifat hidrofobik. Karena perbedaan sifat inilah, molekul komponen ekstrak
menjadi lebih sulit masuk ke dalam bakteri (Zeniusa et al., 2019).

Selain itu, dinding luar bakteri E. coli banyak mengandung lapisan lipid
yang bersifat nonpolar, sedangkan ekstrak bersifat polar. Adanya perbedaan
sifat inilah yang menyebabkan molekul komponen ekstrak juga menjadi lebih

sulit masuk ke dalam bakteri (Zeniusa et al., 2019). Oleh karena itu, hal ini
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dapat mempengaruhi aktivitas kerja dari ekstrak etanol U. acida dalam
menghambat pertumbuhan E. coli.

Menurut Widiyanto (2013) uji One Way ANOVA merupakan teknik
statistika parametrik yang digunakan untuk pengujian perbedaan beberapa
kelompok rata-rata, di mana hanya terdapat satu variabel bebas (independen)
yang dibagi dalam beberapa kelompok dan satu variabel terikat (dependen).
Hasil uji statistik dengan uji One Way ANOVA diperoleh p = 0.809 dimana
nilai p > 0.05 yang berarti bahwa data zona hambat pada uji pertumuhan bakteri
E. coli pada beberapa konsentrasi 1. 5 mg/ml, 2. 15 mg/ml, 3. 30 mg/ml, 4. 40
mg/ml dan 5. 50 mg/ml berpengaruh terhadap zona hambat bakteri E. coli.
Semakin tinggi konsentrasi ekstrak etanol daun U. acida semakin tinggi zona

hambat yang terbentuk.



BAB VI
PENUTUP

6.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian tentang analisa ekstrak etanol daun U. acida

terhadap pertumbuhan bakteri E. coli, dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol
daun U. acida memiliki pengaruh terhadap pertumbuhan bakteri E. coli ditandai
dengan terbentuknya zona hambat, dengan konsentrasi 50 mg/ml dengan rata-
rata diameter zona hambat 10,2 mm memiliki kemampuan menghambat

pertumbuhan bakteri E. coli dalam kategori sedang.

6.2 Saran
6.2.1 Bagi Masyarakat
Diharapkan masyarakat dapat menggunakan daun tumbuhan U.
acida sebagai antibakteri yang bersifat herbal dan memiliki efek samping
yang lebih ringan daripada obat kimia.
6.2.2 Bagi Peneliti Selanjutnya
Diharapkan kepada peneliti selanjutnya dapat mengembangkan
variasi konsentrasi lebih tinggi dari penelitian ini dan melanjutkan uji
antibakteri dengan metode lain.
6.2.3 Bagi Instansi Pendidikan
Penelitian ini dapat dijadikan acuan dalam proses belajar mengajar
tentang analisa ekstrak etanol daun U. acida terhadap pertumbuhan

bakteri E. coli.
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Sortasi basah daun U.
acida

0.9 kg daun U. acida

Pengeringan daun U.
acida

Proses Penghalusan daun
U. acida dengan blander
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Proses pengayakan
simplisia daun U. acida

Diperoleh simplisia daun
U. acida yang halus
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Lampiran 2. Tahapan Pembuatan Ekstrak Etanol 70% Daun U. acida

1. Memasukkan  simplisia
kedalam botol hitam

2. Memasukkan pelarut
Etanol 70% dan dilakukan
penggojokan sesekali, dan
dilakukan rameserasi
selama 6 hari.

3. Proses penyaringan

4. Proses rotary evaporator

5. Ekstrak Etanol daun U.
acida




Lampiran 3. Tahapan Pembuatan variasi konsentrasi ekstrak Daun U. acida

M1 V1i=M, V>
Keterangan :

Mz: konsentrasi 1

M2: konsentrasi 2

V1 : volume ekstrak yang ditambahkan
V> : volume yang diinginkan

Perhitungan konsentrasi :

50 mg 1 50.000 mg
X = —
1ml 100 ml
__59
“100ml
a. 40™M9/
V1.|\/|1:|\/|2.V2

, 2500 mas
T 50™I/ o
V2 = 12 ml ekstrak pekat
= 3 ml aquadest
mg
b. 3079/
V1.M1=M2.V,
15.30 "9/ =V250 "I/
y, 150 e
T 50™Iy

V2 = 9 ml ekstrak pekat

= 6 ml aguadest
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c. 59/

Vi.Mi=M,.V;

15.15 ™9/ =V250 ™9/
2259/

V2 = 4,5 ml ekstrak pekat
= 10,5 ml aquadest

mg
d. 5 /ml
V1.M1=M2.V>
15.5™9/ 1 =V,50"9/
. 750 9/ 1
*" 50 LT

V2 = 1,5 ml ekstrak pekat
= 13,5 ml aquadest
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Lampiran 4. Tahapan Membuat Variasi Konsentrasi
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Pengenceran variasi
konsentrasi ekstrak
etanol daun U. acida




Lampiran 5. Tahapan Pembuatan Media NA

50

1.

Penimbangan media NA

Pengenceran media NA

Proses sterilisasi media
NA

Proses penuangan media
pada cawan petri




Lampiran 6. Tahapan Uji Antibakteri

o1

1.

Biakan murni bakteri E.
coli

Pembuatan suspensi
bakteri

Perbandingan suspensi
bakteri dengan standart
Mc Farland

Penyebaran (spread)
suspensi E. coli di atas
media NA
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Tahapan uji antibakteri

Bakteri di inkubasi di
dalam inkubator

Tahapan pengukuran
zona hambat
menggunakan penggaris




Lampiran 7. Output Hasil Analisis Data One Way ANOVA

1.

Buka aplikasi SPSS Statistick 21 dan mengisi variable view

*Untitied1 [DataSet0] - IBM SPSS Statistics Data Editor - o lEN
E‘lﬁl!ﬁﬂﬂﬂmm Graghs _Uiiites _Addons _ Windaw _Help
[ ]
SHLc - BLAC K BUAST.T0®
Mame | Type | With | Decimals Label | Values  Missing \mm-l Align. Measwe | Role

1 _x Humeic 8 2 Konsentrasi 11,00, Peda_ Nane B = Right Uﬂhlﬂvlﬂ . Input

2 Y Humeric L] 2 Hasi Nane Nane B = Right Unknown “ Input

3

1

5

6

; Value Labets

5 vl ] (speang

Labet

1,00 = Pedakian 1
s | |2.00="Pedaiuan 2
3,00 = Perdakuan 3°
SHS05E | 4,00 = Pertakuan 4
Fooes |5.00="Pertakuans®

G (o) (o) o)

1BM SPSS Siatishcs Processor s ready | | [

Mengisi data view

Fle E Vew Data Tansfom snalgs DvedMarkeling _Graghs Uiities Addgns _iWindow _Help

Visible: 2 of 2 Vanables
I I

Uji Normalltas Shapiro-Wilk

Fie Edt View Data Transform Anahze Graphs _Ublies  Addgns  Window _Help
: Rogots TR RN N R TeY
% H % W = s ¥ | [ Erequencies ad %
[e8:x 500 Tavles T — [isinie: 2 of 2 Vanadles
[ x T v ' | 4 Erion [ [ ar [ v [ o | v var ar | [
5 100 B, General Linear Modsl » i‘mnh;‘
6 200 1, Generaliged Linear Models » _
7 200 Bf  Misduodeis , | EEwo
[] 200 30 Comlate y | EEP P
s 200 50 Regression v | BgaPts.
= 250 B4 Loginear 3
i 3.0 WL Newal Natworks b
1z 300 L I— N
1 ::z : Dimension Reduction »
. . e »
| el
400 ny
400 of Forecastmo '
400 X '
Lo 50 MulipeResponse »
410 7.4 Bl Wissing Value Analysis.
500 9 Multiple imputation v
500 9  ComplesSampies 0
500 9.0 [ Simulason
2 500 8, Quatty Cantrol »
% 500 8¢ Eroccuns
26
7
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Data

“Untitled1 [DataSet0] - IBM SPSS Statistics Data Editor

Transform _ pnsize  DweclMaretng  Graghs Utites Addons  Window  Help

- oW

BMe~ Bl hBEEBRLEH 100 %
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Descriptives
Hasil
95% Confidence Interval for
Mean

M Mean Std. Deviation | Std. Error Lower Bound Upper Bound Minimum | Maximum
Perlakuan 1 ] 8,6000 1,08397 48477 7,2541 9,9459 700 9,50
Perlakuan 2 ] 91000 1,14018 50850 7,6843 10,5157 8,00 11,00
Perlakuan 3 ] 9,4000 651492 29155 8,5805 10,2095 8,50 10,00
Perlakuan 4 5 8,9000 1,66724 69642 6,0664 10,8336 7,50 11,50
Perlakuan 5 g 8,9000 41833 18708 §,3806 9,4194 8,50 8,50
Total 25 8,9800 99457 19891 §,5695 9,3905 7,00 11,50

Test of Homogeneity of Variances
Hasil
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
1,181 4 2 349
ANOVA
Hasil
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 1,740 4 435 395 BOG
‘Within Groups 22,000 20 1,100
Total 23,740 24
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Lampiran 8. Surat Keterangan Identifikasi Tumbuhan

LEMBAGA ILMU PENGETAHUAN INDONESIA
(INDONESIAN INSTITUTE OF SCIENCES)
BALAI KONSERVASI TUMBUHAN
KEBUN RAYA PURWODADI

(PURWODADI BOTANIC GARDEN)
L l Pl J1. Raya Surabaya - Malang Km. 65 Purwodadi, Pasuruan, Jawa Timur, Indonesia 67163
Telp. 0341 - 426046, WhatsApp +62 8118612374
E-mail: krpurwodadi@mail.lipi.go.id, http://www.krpurwodadi.lipi.go.id

SURAT KETERANGAN IDENTIFIKASI TUMBUHAN
No: B-405/IPH.6/KS.02/X11/2020

Kepala Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi LIPI dengan ini menerangkan bahwa
material tumbuhan yang dibawa oleh:

Nama :  Mia Irawan

NIM : 183410008

Instansi : STIKes Borneo Cendekia Medika
Tanggal material 1 27 November 2020

diterima

Telah diidentifikasi/determinasi berdasarkan koleksi herbarium dan koleksi kebun serta referensi
ilmiah, dengan hasil sebagai berikut:

Kingdom :  Plantae

Division : Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida

Subclass : Asteridac

Ordo : Rubiales

Family ) :  Rubiaceae

Genus . : Uncaria

Species . Uncaria acida (Hunt.) Roxb.
Referensi:

1. Backer CA & Bakhuizen van den Brink RC. 1965. Flora of Java Vol.Il. NVP NoordhofT,
Groningen, The Netherlands. Hal. 301.
2. Cronquist A. 1981. An Integrated System of Classification of Flowering Plants.Columbia
University Press, New York, USA. Hal. XVIIL.
3. J.L.C.H van Valkenburg dan Bunyapraphatsara. 2002. (esd) PROSEA ( Plants Resources
of South-East Asia ) No 12 (2) ; Medicinal and poisonous plants 2 Hal. 573.
Demikian surat keterangan ini dibuat untuk dapat dipergunakan sebagaimana mestinya.

Purwodadi, 1 Desember 2020
Kepala, .

& TT ELEKTRONIK

Dr. Bayu Adjie, M.Sc.

Dokumen ini ditandatangani
secara elektronik
mo:ggunakan sertifikat dari
BSrE, silahkan lakukan
verfikasi pada dokumen
elektronik yang dapat diunduh
gggg&n melakukan scan QR




Lampiran 9. Kartu Bimbingan
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