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ABSTRAK

Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Tapak Liman Semu (Pseudelephantopus
spicatus) terhadap Bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli

Ratna Puspita Sari, Nur Kusmiyati, Ahmad Barizi

Tumbuhan tapak liman semu (Pseudelephantopus spicatus) merupakan tanaman liar yang
sering dianggap gulma, tetapi mengandung senyawa aktif seperti saponin, flavonoid,
steroid, dan alkaloid yang dapat dimanfaatkan sebagai antibakteri terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Tujuan penelitian ini antara lain untuk
mengetahui potensi ekstrak P. spicatus dalam aktivitas antibakteri, nilai KHM dan KBM
terhadap bakteri S. aureus dan E. coli. Penelitian ini dilakukan dengan metode deskriptif
kualitatif dan kuantitatif yang terbagi menjadi dua tahap. Tahap pertama untuk mengetahui
aktivitas antibakteri ekstrak P. spicatus yang diamati dari diameter zona hambat yang
dihasilkan. Tahap kedua untuk mengetahui konsentrasi terendah dari kelima konsentrasi
(200, 250, 300, 350, 400) mg/mL ekstrak P. spicatus dalam menghambat bakteri S. aureus
dan E. coli dengan menghitung nilai KHM dan KBM. Nilai KHM dilihat dari selisih nilai
OD sebelum dan sesudah inkubasi, sedangkan nilai KBM dilihat dari jumlah koloni bakteri
yang hidup pada media NA. Data yang didapatkan dianalisis statistika, diawali dengan uji
normalitas dan homogenitas. Data yang normal dan homogen dilanjutkan dengan uiji
ANOVA satu arah, sedangkan data yang tidak normal dan homogen dilakukan uji Kruskal
Wallis. Hasil dari penelitian ini antara lain uji antibakteri ekstrak P. spicatus memiliki rata-
rata diameter zona hambat 13,49 mm terhadap bakteri E. coli dan 18,30 mm terhadap
bakteri S. aureus. Pada hasil uji KHM konsentrasi terendah ekstrak P. spicatus yang mampu
menghambat bakteri S. aureus adalah 250 mg/mL dan bakteri E. coli adalah 350 mg/mL.
Hasil uji KBM masih ditemukan koloni bakteri yang hidup pada semua konsentrasi yang
diujikan. Kesimpulannya adalah ekstrak P. spicatus memiliki potensi antibakteri, memiliki
nilai KHM, tetapi nilai KBM belum ditemukan terhadap bakteri S. aureus dan E. coli.

Kata kunci: antibakteri, Pseudelephantopus spicatus, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli



ABSTRACT
Antibacterial Activity Test of Pseudo Tapak Liman (Pseudelephantopus

spicatus) Extract Against Staphylococcus aureus and Escherichia coli
Ratna Puspita Sari, Nur Kusmiyati, Ahmad Barizi

Pseudo Tapak liman (Pseudelephantopus spicatus) plant is wird plant that are often
considered weeds, but has active compounds such as saponins, flavonoids, steroids, and
alkaloids which can be used as antibacterial agents against Staphylococcus aureus and
Escherichia coli bacteria. The objectives of this study were to determine the potential of P.
spicatus extract in antibacterial activity, as well as the MIC and MBC values against S.
aureus and E. coli bacteria. This research was conducted using qualitative and quantitative
descriptive methods which are divided into two stages. The first step was to determine the
antibacterial activity of P. spicatus extract which was observed from the resulting inhibition
zone diameter. The second stage was to determine the lowest concentration of the five
concentrations (200, 250, 300, 350, 400) mg / mL of P. spicatus extract in inhibiting S.
aureus and E. coli bacteria by calculating the MIC and MBC values. The MIC value was
seen from the difference in OD values before and after incubation, while the MBC value
was seen from the number of bacterial colonies living on NA media. The data obtained
were analyzed statistically, beginning with the normality and homogeneity test. Normal
and homogeneous data were followed by one-way ANOVA test, while data that was not
normal and homogeneous were carried out by the Kruskal Wallis test. The results of this
study included the antibacterial test of extract of P. spicatus which had an average
inhibition zone diameter of 13.49 mm against E. coli and 18.30 mm against S. aureus. In
the MIC test results, the lowest concentration of P. spicatus extract which was able to
inhibit S. aureus bacteria was 250 mg / mL and E. coli bacteria was 350 mg / mL. The
results of the KBM test were still found living bacterial colonies at all tested concentrations.
The conclusion is that P. spicatus extract has antibacterial potential, has MIC value, but the
value of MBC has not been found against S. aureus and E. coli.

Key word: antibacterial, Pseudelephantopus spicatus, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Allah menciptakan bumi dengan berbagai komponen kompleks
didalamya, baik berupa komponen tidak hidup (abiotik) maupun komponen
hidup (biotik), komponen biotik misalnya saja tumbuhan. Segala jenis
tumbuhan yang ada di bumi ini diciptakan Allah pasti memberikan kebaikan
bagi para mahkluk-Nya. Sebagaimana yang tersurat dalam QS. Asy- Syuara
[26] : 7 sebagai berikut :

228 755 0K (o L W1 38 (o 5T ) 155 05
Artinya:
“Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya Kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik ?”

Quthb (2004) menjelaskan bahwa sebagai mahkhluk yang mampu
mengamati dan mempelajari alam sekitar, sudah seharusnya manusia mampu
memikirkan tentang Kekuasaan allah, salah satunya dengan mengamati
tumbuhan. Menurut Shihab (2002) Kalimat syl & 50 gﬂj yang artinya
“Apakah mereka tidak memperhatikan bumi...” memiliki maksud bahwa Al-
Quran mampu menyatukan antara kemampuan indra pada manusia, alam
sekitar, serta hati. Indra mampu memperhatikan keindahan tumbuhan sekitar,
hati yang terkunci dapat terbuka dan menyadari akan Kebesaran Kuasa Allah
dalam menciptakan alam dan seisinya. Sehingga penting bagi manusia untuk
mempelajari dan meneliti ciptaan Allah yang ada dibumi termasuk tumbuh-
tumbuhan.

Kata CJJ dalam penggalan ayat tersebut memiliki arti “pasangan”
maksud pasangan dalam ayat ini adalah tumbuhan diciptakan berpasangan,
seperti serbuk sari dengan kepala putik dalam proses penyerbukan. Begitu juga
tumbuhan diciptakan memiliki kelebihan dan kekurangan. Pseudelephantopus
spicatus memiliki kekurangan yaitu hidup liar dan sering dianggap pengganggu,
akan tetapi juga memiliki kelebihan yaitu berpotensi sebagai antibakteri yang



memberikan manfaat bagi manusia. Semua itu hanya dapat dipahami oleh
manusia yang membuka mata dan memperhatikan kekuasaan Allah. Kata ~: S
dalam penggalan ayat tersebut mengambarkan segala sesuatu yang baik bagi
setiap objek yang disifatinya, tumbuhan yang baik yaitu tumbuhan yang subur
dan bermanfaat (Shihab, 2002). Dari penjelasan tafsir para tokoh tersebut, dapat
disimpulkan bahwa setiap tumbuhan yang subur dan bermanfaat itu termasuk
dalam tumbuhan yang baik bagi makhluk Allah, termasuk juga tumbuhan liar
yang sering dianggap tidak berguna karena hidup disembarang tempat, dari ayat
ini dapat diambil pelajaran bahwa tumbuhan liar pun dapat memberikan
kebaikan bagi makhluk Allah lainnya, salah satu contohnya adalah tumbuhan
P. spicatus yang mampu tumbuh subur dan memberikan manfaat bagi makhluk
Allah lainnya termasuk manusia.

Pseudelephantopus spicatus merupakan tumbuhan liar yang sering
ditemukan dipinggir jalan, dipekarangan rumah, dan banyak orang yang
menganggap P. spicatus sebagai tumbuhan pengganggu. Ragasa (1999)
memaparkan bahwa P. spicatus dianggap sebagai salah satu tumbuhan gulma
yang berasal dari Amerika, tersebar sampai Filipina dan negara Asia lainnya
termasuk Indonesia. Pseudelephantopus spicatus yang dianggap sebagai
tumbuhan liar ini ternyata memiliki berbagai macam manfaat bagi manusia,
termasuk dalam bidang pengobatan. Pseudelephantopus spicatus dapat
digunakan sebagai antifungi dan antibakteri (Ragasa, 1999), memiliki aktivitas
melawan leismania amazonensis (Khatun dkk, 2016), dan memiliki potensi anti
jamur terhadap Candida albicans (Jeda, 2014).

Beberapa hasil penelitian diatas mengungkapkan bahwa P. spicatus
memiliki potensi obat yang sangat baik dan masih perlu dikembangkan agar
dapat dimanfaatkan secara optimal. Potensi obat yang dimiliki oleh P. spicatus
tidak terlepas dari adanya senyawa-senyawa aktif yang terdapat dalam P.
spicatus. Beberapa penelitian sebelumnya seperti Khatun, dkk (2016)
menjelaskan bahwa pada P. spicatus memiliki beberapa komponen senyawa
aktif antara lain alkaloid, steroid, tanin, dan flavonoid. Adebayo, dkk (2013)
menyatakan bahwa P. spicatus memiliki senyawa aktif seperti saponin,

triterpen, polifenol. Selain itu Simanjuntak (2015) menjelaskan bahwa sebagian



besar famili Asteraceae memiliki senyawa aktif seperti triterpen, tanin, alkaloid,
dan saponin yang berpotensi sebagai antibakteri. Menurut Rosyidah,dkk (2010)
antibakteri merupakan suatu zat yang dapat menghambat pertumbuhan dan
perkembangan bakteri patogen. Penghambatan bakteri tidak terlepas dari
senyawa aktif yang terdapat di dalam tumbuhan itu sendiri. Senyawa-senyawa
aktif tersebut dapat dikeluarkan dari jaringan tumbuhan dengan menggunakan
teknik ekstraksi.

Ekstraksi merupakan suatu teknik yang dapat memisahkan bagian aktif
dari jaringan tumbuhan atau hewan dengan menggunakan pelarut yang selektif
dalam prosedur ekstraksi yang sesuai (Susanty dan Bachmid, 2016). Ekstraksi
ada beberapa jenis, salah satunya adalah maserasi. Maserasi adalah metode
ekstraksi dengan merendam sampel dengan pelarut dalam wadah kaca pada
suhu ruangan. Metode maserasi banyak digunakan dalam mengekstrak bahan
karena metode maserasi mampu meminimalisir rusaknya senyawa yang tidak
tahan panas (Mukhriani, 2014). Ada beberapa hal yang mempengaruhi
ekstraksi antara lain adalah pelarut yang digunakan (Hidayah dkk, 2016),
pelarut menjadi hal yang penting untuk diperhatikan dalam ekstraksi karena
keberhasilan terlarutnya zat terlarut dalam ekstrak bergantung pada kecocokan
antara pelarut dan zat terlarut (Widarta dkk, 2013).

Pada penelitian ini menggunakan pelarut etanol yang mana memiliki
kemampuan melarutkan beberapa jenis senyawa aktif baik yang bersifat polar
maupun nonpolar (Rahmawati, 2016). Etanol yang dipakai adalah etanol 70%
hal ini berdasarkan penelitian dari Mubarak dkk (2018) mengungkapkan bahwa
etanol 70% pada ekstrak Benincasa hispida Thunb mampu menghasilkan
diameter zona hambat yang lebih besar (25,223 mm) bila dibandingkan dengan
etanol 96% (6,815 mm) dan etanol 50% (tidak terdapat zona hambat). Dengan
menggunakan pelarut 70% dalam ekstraksi diharapkan ekstrak P. Spicatus
mampu menghambat pertumbuhan bakteri dengan optimal, karena dapat

melarutkan senyawa antibakteri yang terdapat didalamnya.

Senyawa antibakteri yang terdapat dalam ekstrak tumbuhan P. spicatus
seperti alkaloid, steroid, tanin, saponin, triterpen, polifenol dan flavonoid

memiliki kemampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dan



E. coli. Keberadaan bakteri sesungguhnya sudah dijelaskan dalam Al-Quran
secara tersirat pada surrah Q.S Yunus [10]: 61 sebagai berikut :

3183 Aule V- I et Ge 30885 V3 0128 (e A 15l a5 ol 3 485 s
Silal ¥ ol 3 V5 )V (850 Jia e 35 (e 50 Ly 38 () il
Artinya:

“Kamu tidak berada dalam suatu keadaan dan tidak membaca suatu ayat dari
Al Quran dan kamu tidak mengerjakan suatu pekerjaan, melainkan Kami
menjadi saksi atasmu di waktu kamu melakukannya. Tidak luput dari
pengetahuan Tuhanmu biarpun sebesar zarrah (atom) di bumi ataupun di
langit. Tidak ada yang lebih kecil dan tidak (pula) yang lebih besar dari itu,
melainkan (semua tercatat) dalam kitab yang nyata (Lauh Mahfuzh)”

Menurut Imam Jalaluddin al-Mabhali dalam Tafsir Jalalain menjelaskan
bahwa, pada lafadz (353 J& (e &5 (e & 53l ) menjelaskan bahwa tidak
terlepas pengetahuan dari Rabbmu hal apapun walau sebesar atau seberat
dzarrah, melainkan semua sudah tercatat di laun mahfuzh (Jalaluddin, 2002).
Lafadz 32 dalam Tafsir Al-Misbah diartikan sebagai bentuk perumpamaan dari
perihal kecil apapun yang telah dilakukan oleh umat manusia, dimana Allah
SWT tidak akan samar dalam melihat serta mengetahui segala sesuatu yang
dilakukan oleh Makhluk-Nya (Shihab, 2002). Dalam Al-Qur’an istilah dzarrah
merupakan wujud zat atau substansi materi terkecil yang disebutkan dalam Al-
Qur’an dan merupakan petunjuk untuk mempelajari hal tersebut, termasuk
dalam mempelajari mikroorganisme. Tumbuhan dan mikroorganisme memiliki
keterkaitan satu sama lain seperti halnya tumbuhan P. spicatus yang memiliki
kemampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dan E. coli.

Kemampuan antibakteri dalam ekstrak P. spicatus dapat dipengaruhi
oleh beberapa faktor, seperti konsentrasi  yang digunakan. Perbedaan
konsentrasi ekstrak P. spicatus maupun tumbuhan Asteraceae dapat
mempengaruhi proses penghambatan bakteri S. aureus dan E. coli berdasarkan
perhitungan zona hambat. Penelitian Quiming dkk (2019) mengungkapkan
bahwa ekstrak P. spicatus pada konsentrasi 300 mg/mL dengan metode kertas

cakram mampu menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dan E. coli,



dengan diameter zona hambat pada bakteri S. aureus 9,33 mm dan pada bakteri
E. coli 11,33 mm. Dalam penelitian ini menggunakan metode sumuran,
menurut Prayoga (2013) diameter zona hambat pada metode sumuran memiliki
rata-rata yang lebih besar bila dibandingkan dengan zona hambat metode kertas
cakram. Untuk konsentrasi dalam penelitian ini menggunakan acuan
konsentrasi 300 mg/mL, dengan beberapa perbandingan konsentrasi dibawah
dan diatas 300 mg/mL yaitu 200, 250, 300, 350, 400 mg/mL. Beragamnya
konsentrasi yang dapat menghambat bakteri S. aureus dan E. coli maka perlu
adanya standar konsentrasi terendah, agar penggunaan antibakteri agar tidak
berlebihan.

Penggunaan zat antibakteri yang berlebihan terhadap bakteri patogen
mampu memberikan dampak resisten. Untuk mengurangi terjadinya resistensi
bakteri maka perlu upaya dalam penetapan standard penggunanaan dosisnya.
Sehingga perlu adanya Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Kadar Bunuh
Minimum (KBM) yang berfungsi untuk mengurangi terjadinya resistensi bakteri
akibat penggunaan dosis antibakteri yang berlebihan (Salni dkk, 2011). Oleh
karena itu, penelitian ini dilakukan untuk menguji aktivitas antibakteri ekstrak
tapak liman semu (P. spicatus) terhadap bakteri S. aureus dan E. coli.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam pembuatan skripsi ini antara lain:
1. Apakah ekstrak tapak liman semu (P. spicatus) memiliki aktivitas
antibakteri terhadap bakteri S. aureus dan E. coli ?
2. Berapakah nilai KHM dan KBM pada ekstrak tapak liman semu

(P. spicatus) terhadap bakteri S. aureus dan E. coli ?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan diadakannya penelian skripsi ini antara lain:
1. Untuk mengetahui ekstrak tapak liman semu (P. spicatus) memiliki
aktivitas antibakteri terhadap bakteri S. aureus dan E. coli.
2. Untuk mengetahui nilai KHM dan KBM pada ekstrak tapak liman semu

(P. spicatus) terhadap bakteri S. aureus dan E. coli.



1.4 Hipotesis

Hipotesis dalam penelitian ini antara lain:

1. Adanya aktivitas antibakteri dalam ekstrak tapak liman semu

(P. spicatus) terhadap bakteri S. aureus dan E. coli.

2. Ada nilai KHM dan KBM pada ekstrak tapak liman semu (P. spicatus)

terhadap bakteri S. aureus dan E. coli.

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat yang didapatkan dalam penelitian ini antara lain:

3 Memberikan informasi ilmiah kepada masyarakat mengenai kemampuan

aktivitas ekstrak P. spicatus sebagai antibakteri sehingga mampu dijadikan

sebagai antibakteri alternatif yang berasal dari tumbuhan.

4 Memberikan informasi ilmiah kepada masyarakat perbedaan nilai KHM

dan KBM pada ekstrak P. spicatus sebagai antibakteri sehingga dapat

membantu pihak farmasi dan kedokteran dalam menetapkan dosisnya.

1.6 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini antara lain:

1.

Sampel tumbuhan tapak liman semu (P. spicatus) yang digunakan berasal
dari sekitar pinggir jalan daerah kecamatan Lowokwaru, Malang.

Bakteri S. aureus dan E. coli didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.

Ekstraksi yang digunakan jenis maserasi dengan menggunakan pelarut
etanol 70% (Mubarak dkk,2018).

Bagian tumbuhan P. spicatus yang digunakan untuk ekstrak adalah bagian
daun (Ragasa, 1999).

Konsentrasi Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) yang digunakan dalam
penelitian ini adalah (200, 250, 300, 350, 400) mg/mL.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pemanfaatan Tumbuhan dalam Al-Quran

Allah menciptakan tumbuhan dibumi ini beranekaragam dan jenisnya.
Penciptaan tumbuhan-tumbuhan tersebut pasti memiliki makna dan memberikan
manfaat bagi makhluk Allah lainnya. Sebagaimana yang dijelaskan dalam Al-
Quran tentang tumbuhan dalam surah Thaaha [20]:53 sebagai berikut:

L1550 4y Gd A 2l L) e 053315 S Lo 81 Bl 5 133 Y1 680 s g3
Artinya:
“(Allah SWT) yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang
telah menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan, dan menurunkan dari langit air
hujan. Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-
tumbuhan yang bermacam-macam.”
Abdullah (2003) menyatakan bahwasanya makna dari (s cid (e 11350 45 Ga oAk
adalah keberagaman jenis pada tumbuh-tumbuhan. Pada ayat tersebut dijelaskan
bahwa Allah SWT menciptakan beragam jenis tumbuhan dengan aneka rasa yang
berbeda-beda pada masing-masing rasanya, yaitu asam, pahit, dan manis serta
dengan manfaat yang sangat beragam pada masing-masing jenis tumbuhan
termasuk Pseudelephantopus spicatus. Al-Quran merupakan kibab Agung yang
sangat kompleks, banyak hal didalamnya yang saling berkaitan satu sama lain,

seperti halnya yang tersirat dalam surrah Ali Imron ayat 191 sebagai berikut

L 5 a3 bl gl Lo 6505 ae th ol g 1t e i 8% il
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Artinya :

“(vaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam
keadaan berbaring dan mereka senantiasa memikirkan tentang penciptaan langit
dan bumi (seraya berkata): Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini
dengan sia-sia. Maha Suci Engkau, Maka peliharalah kami dari siksa neraka”



Lafadz (/8855 memiliki arti “memikirkan” dan lafadz o= 315 <5l 5la 8
yang memiliki arti “dalam penciptaan langit dan bumi” ayat diatas menjelaskan
bahwa tanda orang yang berakal itu senantiasa mengingat Allah dalam setiap
keadaannya baik dalam keadaan berdiri, duduk, bahkan berbaring. Mereka
memikirkan apa yang telah dic iptakan Allah. Menurut Qurtubi (2008) menyatakan
bahwa di dalam ayat tersebut Allah SWT memerintahkan manusia untuk melihat,
menelaah, dan mengagumi segala ciptaan Allah yang mana memberikan manfaat
dan tidak ada yang sia-sia. Dari penjelasan kedua tafsir ayat Al-Quran tersebut
dapat diambil kesimpulan bahwa Allah menciptakan segala sesuatu tidak ada yang
sia-sia termasuk tumbuhan. Setiap tumbuhan memiliki peran dan fungsi masing-
masing dan mampu memberikan kebaikan bagi makhluk Allah lainnya, termasuk
tumbuhan liar seperti P. spicatus. Oleh karena itu perlunya penelitian tentang
P.spicatus agar tumbuhan ini dapat dimanfaatkan secara optimal demi
kemaslahatan masyarakat.

2.2 Tumbuhan Pseudelephantopus spicatus
2.2.1 Deskripsi Pseudelephantopus spicatus
Klasifikasi P. spicatus menurut United Stated Departement of Agriculture
(USDA), 2019

Kingdom : Plantae

Sub Kingdom : Tracheobionta

Super divisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Sub Kelas : Asteridae

Ordo : Asterales

Famili : Asteraceae

Genus : Pseudelephantopus Rohr

Spesies : Pseudelephantopus spicatus



Pseudelephantopus spicatus termasuk dalam kingdom Plantae karena
memiliki ciri seperti tumbuhan, memiliki akar, batang, daun dan bunga.
Tjitrosoepomo (2011) bahwa tumbuhan memiliki tiga bagian pokok yakni akar,
batang, dan daun yang mendukung kelangsungan hidup tumbuhan. USDA
(2019) menyatakan bahwa P. spicatus termasuk dalam sub kingdom
Tracheobionta karena termasuk tumbuhan yang memiliki pembuluh. Superdivisi
yang dimiliki oleh P. spicatus yaitu Spermatophyta karena memiliki biji.
Pseudelephantopus spicatus tergolong divisi Magnoliophyta disebabkan karena
memiliki bunga sebagai alat reproduksinya, warna bunga pada P. spicatus adalah
putih, selain itu termasuk dalam kelas Magnoliopsida yang berisi dari golongan
tumbuhan dengan biji berkeping dua (dikotil). Pseudelephantopus spicatus
tergolong dalam famili Asteraceae, Simanjuntak (2017) menjelaskan bahwa
Asteraceae memiliki beberapa ciri antara lain daun tunggal yang letaknya
tersebar atau berhadapan, bunganya terdapat dua bentuk yaitu bunga tepi
berbentuk pita dan bunga cakram yang berbentuk tabung serta memilikidaun
pembalut, mahkota daun terlepas, biji keras yang bersatu dengan kulit buah.

Pseudelephantopus spicatus termasuk tumbuhan herba. Memiliki
batang yang tegak lurus, bentuknya bulat, teksturnya kaku, permukaannya halus.
Susunan daun berseling, struktur daun tunggal, bentuk daun lonjong, tepi daun
rata, pangkal daun runcing, ujung daun tumpul, pertulangan daun menyirip.
Bunga P. spicatus berupa bunga tunggal yang berbentuk bonggol, terletak pada
bagian terminal dan aksilar. bunganya terdiri atas bunga pita dan bunga tabung
dengan petal berwarna putih (Ardianingsih,2015). Karakteristik P. spicatus
memiliki karakteri seperti kepala 1-6 berkerumun di axils, daun cauline kecil,
sessile, lax, terminal spike, homogamous, bunga hermaprodit, braktea dalam 4
pasang 2 pasangan terluar jauh lebih pendek dari 2 terdalam. wadah kecil,
telanjang, corolla tubular dengan diperluas bagian atas, yang selama anthesis,
diputar ke arah margin kepala, kepala bagian bawah tumpul di puncak, dengan
dasar singkat sagittate, aurikula basal tumpul. gaya lengan fiiform, panjang,
berbulu, lonjong sempit. Bulu pappus beberapa terbesar di dekat puncak, daun
bergantian (paling bawah dalam roset radikal), agak kaku (Backer dan
Brink,1965).
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(iNaturalist, 2019)

Pseudelephantopus spicatus merupakan tumbuhan herba yang banyak
ditemukan didaerah tepian sungai (Monteron dan Tampus, 2016).
Pseudelephantopus spicatus tumbuh liar yang sering ditemukan dipinggir jalan
dan dipekarangan rumah, tak sedikit orang yang menganggap P. spicatus sebagai
tumbuhan pengganggu, menurut Ragasa (1998) P. spicatus dianggap sebagai
salah satu tumbuhan gulma yang berasal dari Amerika dan sekarang
penyebarannya sampai Filipina dan Asia.

2.2.2 Kandungan Kimia P. spicatus

Khatun, dkk (2016) menjelaskan bahwa pada P. spicatus memiliki
beberapa komponen senyawa aktif antara lain asam ursolik dan hirsutinolide.
Pada bagian aerial dari tumbuhan ini mengandung alkaloid, steroid. Tanin, dan
flavonoid. Adebayo, dkk (2013) mengungkapkan bahwa aktivitas antileismanial
pada P. spicatus tidak terlepas dari adanya senyawa aktif seperti saponin,
triterpen, polifenol. Beberapa jenis tanaman famili Asteraceae dapat
dimanfaatkan sebagai obat tradisional, hal ini disebabkan karena famili
Asteraceae memiliki komponen senyawa bioaktif, seperti seskuiterpen, lakton,
triterpen pentasiklik, alkohol, alkaloid, tanin, polifenol, saponin, dan sterol yang
dapat digunakan untuk bahan pengobatan (Simanjuntak, 2017).

Senyawa-senyawa aktif mampu menjadi antibakteri, seperti flavonoid,
alkaloid, saponin, tanin, terpenoid dan lain sebagainya. Hal ini dikarenakan
masing-masing senyawa tersebut memiliki kemampuan untuk mengganggu
maupun merusak komponen yang ada pada bakteri. Senyawa aktif yang

berpotensi sebagai antibakteri memiliki kemampuan untuk merusak dinding sel
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sehingga penyaluran nutrisi bakteri menjadi terganggu dan bakteri kekurangan
nutrisi sehingga menghambat pertumbuhanya (Ernawati, 2015).

Peran flavonoid dalam antibakteri dapat menghambat pertumbuhan
bakteri karena berinteraksi langsung dengan DNA bakteri sehingga mengganggu
beberapa organela sel bakteri seperti lisosom, mikrosom dan dinding bakteri
(Sarfina dkk, 2017). Peranan flavonoid mampu membuat transport nutrisi
bakteri menjadi tidak optimal, hal ini karena gugus hidroksil pada flavonoid bisa
menjadi toksik terhadap bakteri dan membuat perubahan komponen organik
pada bakteri (Fitriah dkk,2017)

Tanin mampu mengganggu pada membran sel terutama pada
pengangkutan protein, mengganggu kerja adhesin sel pada mikroba, serta
menginaktifkan enzim, selain itu tanin jg menggangu pertahanan dinding sel
bakteri sehingga bakteri kurang kuat dalam keseimbangan osmotik (Setiawan
dkk,2017). Tanin dalam antibakteri berperan dalam mengganggu pembentukan
pembentukan peptidoglikan pada dinding sel bakteri sehingga membuat dinding
sel bakteri menjadi kurang bekerja optimal dan pertumbuhan bakteri menjadi
terhambat (Fitriah dkk,2017).

Peran yang dimiliki oleh steroid dalam antibakteri berhubungan dengan
ion-ionpada membran sel, seperti ion Ca?* dan Mg?* yang dapat meningkatkan
permeabilitas pada membran luar sel bakteri (Setiawan dkk,2017). Terpenoid
mudah menembus dinding sel bakteri karena sifatnya yang mudah larut, selain
itu berperan dalam hal mengganggu proses sintesis protein pada bakteri sehingga
pembentukan komponen sel bakteri menjadi terganggu (Sarfina dkk, 2017).
Kerja senyawa antibakteri kebanyakan mengganggu aktivitas yang ada dalam
sel, salah satunya adalah dinding sel bakteri yang dapat rusak akibat adanya
senyawa flavonoid, selain dinding sel sintesis DNA bakteri juga bisa terganggu
akibat adanya senyawa alkaloid, penghambatan ineraksi antara komponen
polisakarida dan dinding sel bakteri juga diakibatkan oleh adanya senyawa
saponin. Semua kerusakan dan gangguan dari adanya senyawa-senyawa tersebut
mampu menjadikan bakteri terhambat pertmbuhannya sehingga mengakibatkan
kematian (Andriani dkk, 2016).

2.2.3 Manfaat P. spicatus
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Pseudelephantopus spicatus memiliki potensi sebagai antileishmanial,
obat sakit perut, nyeri otot, nyeri sendi dan juga kelelahan yang berlebihan
(Adebayo dkk, 2013; Arquion dkk, 2015). Selain itu daun P. spicatus dapat
digunakan sebagai obat anti inflamasi yang sering diterapkan untuk
menyembuhkan luka pada ular, serta berpotensi sebagai antifungi dan antibakteri
(Ragasa, 1999). Khatun, dkk (2016) memaparkan bahwa P. spicatus memiliki
aktivitas melawan Leismania amazonensis serta memiliki aktivitas sitotoksik.
Jeda (2014) memaparkan bahwa pemanfaatan P. spicatus juga diterapkan
diberbagai belahan dunia seperti di India yang memanfaatkan P. spicatus sebagai
obat untuk gigitan ular, negara Jamaika menggunakan P. spicatus sebagai obat
demam, sakit mata, sedangkan di Taiwan dimanfaatkan sebagai obat kudis,
nefritis, edema, pneumonia, dan memiliki anti jamur terhadap Candida albicans

serta aktivitas anti leismanial.

2.3 Ekstraksi
2.3.1 Prinsip Ekstraksi
Ekstraksi merupakan suatu teknik yang dapat memisahkan bagian aktif
dari jaringan tumbuhan atau hewan dari komponen inaktif atau inert dengan
menggunakan pelarut yang selektif dalam prosedur ekstraksi standar (Susanty
dan Bachmid, 2016). Ekstraksi adalah proses pemisahan komponen yang ada
pada bahan yang berupa senyawa aktif , vitamin, zat warna, protein, dan lain-
lain (Mukaromah,dkk, 2010). Prinsip ekstraksi yaitu pada bahan yang
diekstraksi melarutkan senyawa aktif yang terdapat didalam bahan dengan
menggunakan pelarut tertentu dalam kurun waktu tertentu (Septiana dan Asnani,
2012). Ekstraksi adalah suatu proses pemisahan dua atau lebih komponen yang
diinginkan dengan menambahkan suatu pelarut untuk melarutkan komponen
tersebut, prinsip ekstraksi pelarut yaitu berdasarkan kelarutan komponen
tersebut dalam pelarut yang digunakan (Maanaria dkk, 2014). Ekstraksi
memiliki berbagai macam, misalnya saja maserasi.
Maserasi merupakan salah satu metode yang digunakan dalam proses
ekstraksi. Pada metode maserasi pelarut akan berdifusi dalam sel dan senyawa

aktif akan keluar akibat proses osmosis, agar lebih cepat berjalannya proses
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ekstraksi maka dilakukan pengadukan (Maleta, dkk, 2018). Maserasi dilakukan
dengan memasukkan bahan yang sudah dihaluskan bersama dengan pelarut
dalam suatu wadah kaca tertutup dan disimpan dalam suhu ruangan selama
waktu yang telah ditatapkan (Mukhriani,2014). Dalam ekstraksi maserasi
penentuan volume pelarut dan lama perendaman ekstrak yang digunakan juga
perlu diperhatikan, sebab akan mempengaruhi kualitas dari ekstraksi tersebut.

Volume pelarut mempengaruhi senyawa aktif yang dihasilkan dari
proses ekstraksi, hal ini disebabkan karena banyaknya pelarut mempengaruhi
kemampuannya dalam merusak membran plasma dan dinding sel karena
perbedaan tekanan didalam dan diluar sel, akan tetapi penggunaan volume
pelarut yang berlebihan juga tidak efektif karena pergerakan cairan dalam sel
tidak lancar sebab sudah didominasi oleh pelarut. Penelitian dari Yulianingtyas
& Kusmartono (2016) menjelaskan bahwa ekstrak blimbing wuluh 10 gr dengan
volume pelarut etanol 250 mL mampu melarutkan flavonoid terbanyak dengan
berat flavonoid terekstrak 57,93 mg. Hasil ini paling banyak bila dibandingkan
dengan volume pelarut 200 mL dengan berat flavonoid terekstrak 56,09 mg dan
300 mL dengan berat flavonoid terekstrak 49,33 mg. Dari penjelasan tersebut 10
gr ekstrak dengan 250 mL pelarut (1:25), oleh karena itu pada penelitian ini
menggunakan ukuran 3 x lipat dari penelitian Yulianingtyas & Kusmartono
(2016) sehingga yang digunakan adalah 30 gr ekstrak P. spicatus dengan 750
mL pelarut etil asetat.

Pemilihan waktu dalam proses maserasi juga sangat penting, apabila
kurang dari 18 jam akan membuat zat yang terlarut belum terlarut sempurna,
sedangkan apabila waktu maserasi yang terlalu lama juga kurang efektif karena
zat terlarut sudah terlarut semua dan sudah jenuh serta berpotensi untuk
mengguapnya senyawa-senyawa yang terlalut. Yulianingtyas & Kusmartono
(2016) memaparkan bahwa waktu maserasi terbaik untuk menentukan berat
terbanyak flavonoid yang berhasil diekstraksi pada ekstrak daun belimbing
wuluh adalah 48 jam dengan berat flavonoid terekstrak 72,31 mg bila
dibandingkan dengan 24 jam dengan berat flavonoid terekstrak 57,93 mg dan
pada 78 jam berat flavonoid terekstrak 59,96 mg. Amelinda (2018) menyatakan

semakin lama waktu ekstraksi membuat hasilnya semakin menurun, begitu juga
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dengan hasil antioksidannya. Setelah proses pemisahan zat terlarut dan pelarut
selesai maka dibutuhkan rotary evaporator vacuum untuk memisahkan pelarut
dan zat terlarut.

Ekstraksi maserasi pada umumnya menggunakan alat rotary evaporator
vacuum untuk memisahkan antara pelarut dan zat terlarut. Penggunaan alat ini
dipilih karena mampu menguapkan pelarut dibawah titik didih sehingga zat yang
terkandung didalam ekstrak tidak rusak oleh suhu tinggi. Rotary evaporator
vacuum adalah instrumen yang menggunakan prinsip destilasi (pemisahan). Pri
nsip utama dalam instrumen ini terletak pada penurunan tekanan pada labu alas
bulat dan pemutaran labu alas bulat sehingga membuat pelarut dapat menguap
lebih cepat dibawah titik didihnya (Damayanti dan Fitriana,2012). Sehingga
diperoleh ekstrak yang sudah terpisah dari pelarutnya. Setiap metode ekstraksi
pasti memiliki kelebihan dan kekurangannya masing-masing, begitu pula
dengan ekstraksi maserasi.

Kekurangan metode maserasi antara lain, waktu yang dibutuhkan relatif
lama (Maleta, dkk, 2018), selain itu pelarut yang digunakan relatif banyak, dan
besar kemungkinan beberapa senyawa hilang (Mukhriani,2014). Kelebihannya
yaitu biaya yang dibutuhkan murah dan termasuk metode dengan langkah kerja
yang sederhana dan mudah (Maleta, dkk, 2018), meminimalisir rusaknya
senyawa yang bersifat termolabil (Mukhriani,2014). Dalam proses ekstraksi
maserasi terdapat berbagai macam faktor yang berperan dalam keberhasilan
ekstraksi, salah satunya adalah pelarut yang digunakan.

2.3.2 Pelarut Etanol

Pelarut merupakan zat yang dapat melarutkan suatu zat yang terlarut.
Dalam proses ekstraksi adanya pelarut merupakan salah satu faktor yang penting
karena kelarutan suatu zat dalam suatu pelarut sangat ditentukan oleh
keconcokan sifat antara zat terlarut dengan pelarut. Pelarut yang sesuai akan
melarutkan zat dengan optimal sesuai dengan sifat kepolarannya, misalnya saja
zat dengan sifat yang lebih dominan bersifat polar akan optimum terlarut dengan
pelarut yang bersifat polar juga, begitu pula dengan zat yang bersifat semi polar
dan non polar (Widarta dkk, 2013). Setiap tumbuhan memiliki senyawa aktif

masing-masing dan pelarut yang digunakan untuk mengektraksi juga
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menyesuaikan dengan kecocokan pada tiap tumbuhan, termasuk P. spicatus
yang memberikan hasil optimum pada beberapa jenis pelarut yang sesuai dengan
senyawa yang terkandung didalam P. spicatus maupun tumbuhan yang satu
famili dengan P. spicatus.

Penelitian sebelumnya mengenai pelarut yang cocok untuk ekstraksi
tumbuhan P. spicatus maupun yang satu famili dengan P. spicatus ada beberapa
penelitian, seperti penelitian Quiming, dkk (2019) yang menggunakan pelarut
etanol dalam pengujian aktivitas antibakteri dalam ekstrak P. Spicatus yang
mana mampu menghambat bakteri Gram positif seperti S. aureus dan bakteri
Gram negative seperti E. coli yang mana sesuai dengan bakteri yang digunakan
dalam penelitian ini. Selain itu, penelitian satu genus yang mirip dengan
Psudelephantopus adalah Elephantopus scaber atau tapak liman juga bisa
digunakan sebagai acuan, seperti yang dilakukan oleh Prasetyorini, dkk (2019)
mengungkapkan bahwa penggunaan pelarut etanol pada ekstrak E. scaber
mampu menghambat perkembanga bakteri P.aeruginosa, E.coli, Vibrio sp, dan
S. aureus. Elephantopus scaber Linn merupakan tumbuhan yang termasuk satu
famili dengan Pseudelephantopus spicatus sebagaimana yang dijelaskan oleh
Krisna, dkk (2014) menyatakan bahwa berdasarkan pendekatan kekerabatan,
tumbuhan dalam satu genus atau famili memiliki kandungan senyawa yang
hampir sama, dimana seyawa itu tidak terakumulasi pada bagian tertentu
melainkan tersebar pada semua bagian Pelarut etanol memiliki kemampuan
melarutkan beberapa jenis senyawa aktif baik yang bersifat polar maupun
nonpolar (Rahmawati, 2016).

Penelitian ini menggunakan pelarut etanol dengan konsenrasi 70 %
Mubarak dkk (2018) mengungkapkan bahwa etanol 70% pada ekstrak
Benincasa hispida Thunb mampu menghasilkan diameter zona hambat yang
lebih besar (25,223 mm) bila dibandingkan dengan etanol 96% (6,815 mm) dan
etanol 50% (tidak terdapat zona hambat). Dengan menggunakan pelarut 70%
dalam ekstraksi diharapkan ekstrak P. Spicatus mampu menghambat
pertumbuhan bakteri dengan optimal, karena dapat melarutkan senyawa
antibakteri yang terdapat didalamnya.
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2.4 Bakteri Patogen
Bakteri adalah makhluk hidup berukuran mikroskopik berbentuk spiral

(heliks), batang (basilus), bulat dan elips (kokus). termasuk uniseluler, sel
prokariotik, dan tidak mengandung membran pembatas di sitoplasmanya.
Bakteri memiliki diameter berkisar 0,5 — 10 um dan panjang 1,5 — 2,5 um.
Melanjutkan keturunannya dengan cara pembelahan biner. Bakteri dapat
ditemukan pada suhu 0°C sampai 90°C, kemampuan hidupbakteri pada tempat
yang dingin dan panas karena didukung dengan adanya dinding sel yang tebal
sekitar 10nm sampai 35nm. Dinding sel pada bakteri terdapat perbedaan
komposisi dan struktur sehingga bakteri terbagi menjadi 2 golongan yaitu
bakteri Gram negatif dan positif (Pelczar dan Chan, 2013).

Salah satu yang membedakan bakteri gram positif dan gram negatif
adalah pada proses pewarnaan, terjadi hasil akhir yang berbeda pada proses
pewarnaan. Pada bakteri gram positif dinding selnya memiliki peptodoglikan
yang tebal tanpa lapisan lipopolisakarida atau lipoprotein. Sedangkan pada
bakteri gram negatif memiliki peptidoglikan yang tipis dimana terdapat lapisan
liposakarida atau lipoprotein sebagai pembungkusnya (Karimela,2017).

Bakteri memberikan dampak positif maupun negatif pada manusia.
Dampak positif bakteri misalnya saja bakteri memiliki peran pada berbagai
misalnya saja pada bidang pertanian, dimana bakteri mampu menyuburkan
tanah, dalam industri berperan pada pembuatan senyawa-senyawa penting,
dalam bidang makanan dapat membantu fermentasi dan juga merusak
makanan. Bakteri yang memberikan dampak negatif misalnya saja golongan
bakteri patogen, yaitu bakteri yang memiliki potensi untuk menimbulkan
berbagai penyakit bagi hewan maupun manusia. Contoh bakteri patogen yang
menyerang manusia dan hewan antara lain S. aureus dan E. coli (Pelczar &
Chan, 2013; Karlina, dkk., 2013).

2.4.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus termasuk dalam golongan bakteri gram positif,
yang memiliki lapisan peptidoglikan yang tebal. Staphylococcus aureus
terlihat seperti buah anggur, berkoloni, tidak bergerak, tidak membentuk spora,
kadang membentuk rantai pendek. Staphylococcus aureus memiliki diameter
berkisar 0,5 — 10 um (Karimela,2017). Staphylococcus aureus merupakan
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bakteri gram positif memiliki diameter sekitar 0,7 — 1,2 um dan berbentuk
bulat, fakultatif anaerob (Rahmi dkk, 2015). Berikut klasifikasi S. aureus
sebagai berikut (Brooks, 2007):

Filum : Firmicutes

Kelas : Coccli

Ordo : Bacillales

Familia . Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus
Spesies : Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan salah satu bakteri patogen yang
menyebabkan berbagai macam penyakit seperti infeksi saluran kemih,
pneumonia, mastitis, endokarditis, penyebab utama pada sindrom syok toksik,
selain itu juga menginfeksi organ reproduksi, sering mengontaminasi
spermatozoa dan menyebabkan infertil pada manusia dan hewan (Rahmi,dkk,
2015). Staphylococcus aureus dalam jumlah 10° CFU/mL mampu
menghasilkan zat racun (Karlina, dkk., 2013). Staphylococcus aureus salah
satu bakteri patogen penting yang berkaitan dengan virulensi toksin, invasif,
dan ketahanan terhadap antibiotik. Bakteri S. aureus dapat menyebabkan
terjadinya berbagai jenis infeksi mulai dari infeksi kulit ringan, keracunan
makanan sampai dengan infeksi sistemik. Gejala keracunan makanan akibat
Staphylococcus adalah kram perut, muntah-muntah yang kadang-kadang di
ikuti oleh diare (Karimela, 2017).

2.4.2 Escherichia coli

Escherichia coli merupakan bakteri gram negatif dan termasuk dalam
bakteri aerob atau fakultatif anaerob (Wahyuningsih, 2017). Bakteri E. coli
bentuk seperti batang, tidak menghasilkan spora, memiliki peptidoglikan yang
tipis serta dapat menfermentasikan laktosa dan glukosa, serta menghasilkan
gelembung udara (Firdaus, 2018). Bakteri E. coli merupakan salah satu flora
yang memiliki peran dalam pencernaan manusia, termasuk juga penyebab diare
(Afriserawati,dkk, 2016). Berikut Klasifikasi menurut E. coli Brooks (2007):
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Filum : Proteobacteria

Kelas : Gamma Proteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Spesies : Escherichia coli

Bakteri E. coli biasanya hidup disaluran pencernaan salah satunya
pada daerah usus (Nataro dan Kaper, 1998). Escherichia coli merupakan salah
satu flora normal yang biasa ditemukan pada saluran pencernaan manusia dan
hewan. Selain itu juga bisa ditemukan pada daging, unggas, produk olahan
susu, dan konsumsi air yang tanpa melalui proses pemasakan yang baik (Akbar
dan Anal. 2011). Escherichia coli tumbuh dengan baik pada pH 7 — 7,5 dapat
mentoleransi pH maksimum 9,0 dan minimum 4,0. Bakteri ini sangat peka
terhadap suhu, tumbuh dengan baik pada suhu 37°C dan dapat mentoleransi
pada suhu minimum 10°C dan suhu maksimum 40°C (Firdaus, 2018).

Pada kondisi melemahnya imun tubuh dan meningkatnya jumlah E.
coli dapat menyebabkan infeksi, beberapa penyakit yang disebabkan oleh
infeksi bakteri E. coli antara lain adalah infeksi diare, saluran kemih, dan sepsis
atau meningitis (Nataro dan Kaper, 1998). Dalam kondisi normal keberadaan
bakteri E. coli dianggap tidak membahayakan, akan tetapi pada jumlah 10°
CFU/mL mampu menghasilkan zat racun (Karlina, dkk., 2013), selain itu
kelompok tertentu yang dikenal dengan sebutan STEC (Shiga Toxin
Escherichia coli) yang mana berpotensi menyebabkan diare berdarah (Akbar
dan Anal, 2011).

2.5 Uji Konfirmasi Bakteri

Pengujian konfirmasi ini bertujuan untuk memastikan bahwa bakteri
yang digunakan dalam penelitian murni bakteri uji, tidak ada kontaminasi dari
mikroba lainnya. Dalam penelitian ini uji konfirmasi dilakukan dengan 3 jenis
pengujian antara lain uji pewarnaan Gram, uji endospora, dan uji katalase.
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1. Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram bertujuan untuk memisahkan bakteri menjadi
bakteri Gram positif dan negatif. Reagen yang digunakan dalam pewarnaan
Gram ini ada beberapa antara lain, krital violet, lugol, alkohol, safranin dan
aquades. Perbedaan pada dinding sel bakteri Gram positif dan negatif inilah
yang mempengaruhi kemampuan bakteri dalam menyerap reagen. Pada
bakteri Gram positif mampu mempertahankan pewarna kristal violet
sehingga berwarna ungu. Sedangkan bakteri Gram negatif mampu
menyerap pewarna safranin sehingga berwarna merah (Pratita dan Putra,
2012).

Perbedaan respon warna antara bakteri Gram positif dan negatif dalam
uji pewarnaan Gram ini disebabkan karena komponen dinding sel bakteri
Gram positif dan negatif berbeda. Pewarna kristal violet yang diberikan
pada masing-masing bakteri diserap dengan baik didalam sel, baik itu
bakteri Gram positif maupun negatif. Selanjutnya pemberian alkohol
memberikan respon yang berbeda, pada bakteri positif pemberian alkohol
membuat dinding sel bakteri mudah untuk terdehidrasi karena lipid yang
relatif rendah membuat pori-pori mengecil dan permeabilitasnya menjadi
kurang optimal sehingga kristal violet tetap berada dalam sel dan
menyebabkan bakteri Gram positif berwarna ungu (Putri dkk, 2018).

2. Pewarnaan Endospora

Endospora hanya dimiliki oleh bakteri tertentu. Endospora bakteri
memiliki dinding yang tebal, sangat resisten, dan sangat refraktif. Bakteri
yang memiliki endospora mampu bereproduksi dalam beberapa generasi
sebagai sel vegetatif, contoh bakteri yang memiliki endospora antara lain
Bacillus, Clostridium, dan Sporosarcina (Pelczar dan Chan, 2013). Pewarna
yang digunakan dalam pewarnaan endospora khusus, yaitu malachite green.
Bakteri yang memiliki endospora tidak mudah menyerap pewarna, akan
tetapi pewarna malachite green mampu diserap. Dalam pewarnaan ini
pewarna yang digunakan adalah malachite green dan safranin. Pewarna
safranin digunakan sebagai pewarna pembanding untuk bakteri yang tidak

memiliki endospora. Hasil positif bakteri yang memiliki endospora akan
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berwarna hijau karena mempertahankan malachite green, sedangkan bakteri

yang tidak memiliki endospora akan berwarna merah, pewarna malachite

green yang terserap akan luntur saat dibilas dengan safranin dan pewarna

safraninlah yang terserap sebagai hasil akhirnya sehingga berwarna

merah(Pratita dan Putra, 2012).

3. Uji Katalase

Pengujian katalase menggunakan H2O> (Hidrogen Peroksida) dan kerja
enzim katalase. Hidrogen Peroksida bersifat racun dalam sel karena
mampu mengganggu kerja enzim dalam sel. Hidrogen peroksida terbentuk
sewaktu metabolisme aerob, sehingga mikroorganisme yang tumbuh
dalam lingkungan aerob pasti menguraikan bahan tersebut. Enzim katalase
mampu mengurai H202 menjadi H20 dan Oz sehingga aman untuk sel.
Pengujian katalase biasanya dilakukan pada beberapa bakteri yang
berbentuk bulat seperti Staphylococcus dan hampir semua galur

Staphylococcus merupakan katalase positif (Dewi, 2013).

2.6 Aktivitas Antibakteri

Antibakteri adalah kumpulan senyawa yang dapat dimanfaatkan
menanggulangi infeksi terhadap bakteri penyebab infeksi (Wardhani &
Sulistyani, 2012). Antibakteri juga terdapat pada obat-obatan yang berperan
dalam mengobati beberapa penyakit yang diakibatkan oleh bakteri (Adfa,
2008). Antinbakteri juga berperan dalam penghambatan pertumbuhan dan
perkembangan bahkan membunuh bakteri (Wahyuningsih, 2017).

Metode difusi merupakan salah satu metode untuk menguiji
kemampuan aktivitas antibakteri. Metode difusi dapat dilakukan dengan
menggunakan semuran dan kertas cakram, yang diletakkan dalam media
pembiakan, nilai konsentrasi dilihat dari adanya zona jernih disekitar kertas
cakram (Soleha,2015). Perbandingan besar zona hambat pada metode kertas
cakram (disk difusion) dan sumuran berbeda, diameter zona hambat pada
metode sumuran memiliki rata-rata yang lebih besar bila dibandingkan dengan
zona hambat metode kertas cakram. Prayoga (2013) mengungkapkan bahwa

perbandingan uji antibakteri S. aureus pada ekstrak daun sirih hijau antara
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metode sumuran dan kertas cakram. Konsentrasi yang digunakan antara lain
25%, 50%, 75%, dan 100% dan memberikan hasil bahwa diameter metode
sumuran lebih besar daripada kertas cakram, secara berurutan hasil perhitungan
diameter zona hambat sumuran adalah 25,3 mm; 26,6 mm; 28,3 mm; 31 mm.
Sedangkan pada metode kertas cakram hasil diameter zona hambatnya secara
berurutan adalah 15 mm; 17,6 mm; 19,6 mm; 21,3 mm. Metode sumuran
memiliki zna hambat yang lebih besar disebabkan karena ekstrak langsung
bersentuhan dengan media dan bakteri uji, sehingga lebih efektif dalam
pengujian aktivitas antibakteri. Berdasarkan penelitian Prayoga inilah sehingga
uji aktivitas antibakteri pada ekstrak P. spicatus menggunakan metode
sumuran.

Metode difusi sumuran dapat dilakukan dengan beberapa langkah,
yang pertama yaitu dilakukan proses pengenceran, dengan cara menambahkan
1-2 ose bakteri yang akan diuji ke tabung reaksi yang telah berisi larutan NaCl
0,9% lalu dihomogenkan. Kekeruhan disesuaikan dengan standard konsentrasi
0,5 Mc Farland yaitu jumlah bakteri 10° — 108 /mL (Prayoga, 2013). Standard
pembuatan konsentrasi 0,5 Mc Farland dapat dibuat dengan mencampurkan
larutan H2SO4 1% sebanyak 9,95 mL dan larutan BaCl 1,175% sebanyak 0,05
ml lalu dihomogenkan bisa dengan dikocok, larutan yang terbentuk akan setara
dengan kekeruhan bakteri dengan kepadatan 10® CFU/mL. Larutan standard
Mc Farland yang sudah jadi disimpan dalam tempat yang gelap, pada suhu 20-
25°C dan harus stabil selama 6 bulan. Penggunakan standard Mc Farland tidak
cocok untuk ragi dan jamur, tetapi cocok untuk bakteri seperti E. coli (Sutton,
2011). Pembuatan suspensi bakteri yang sesuai standard Mc Farland dengan
cara mengambil 4-10 ose bakteri yang akan diuji kedalam tabung yang sudah
berisi NaCl 0,9% lalu dihomogenkan lalu suspensi disetarakan dengan larutan
Mc Farland. Suspensi bakteri yang sudah sesuai standard Mc Farland kemudian
diencerkan dengan cara mengambil 0,1 mL suspensi bakteri dimasukkan
kedalam tabung yang berisi 9,9 mL NaCl 0,9 % dan didapatkan suspensi
bakteri dengan kepadatan 10° CFU/mL (Zen dkk, 2015).

Pengenceran dapat dilakukan dengan cara manual yaitu dengan

Pertama dilakukan proses pengenceran 10 dengan diambil suspensi bakteri
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sebanyak 0,1 mL lalu dimasukkan kedalam tabung yang berisi 0,9 mL larutan
pepton kemudian larutan dihomogenkan dengan vortex, pengenceran 107
dengan diambil 0,ImL hasil pengenceran 10 lalu dimasukkan kedalam
kedalam tabung yang berisi 0,9 mL larutan pepton steril kemudian larutan
dihomogenkan dengan vortex. Proses pengenceran ini dilakukan kembali
hingga diperoleh hasil pengenceran 10°. Menurut Mubarak, dkk (2016)
mengungkapkan bahwa hasil pengenceran 10° dan 10° pada perhitungan
jumlah koloni Enterococcus faecalis memberikan hasil yang sesuai dengan
syarat jumlah koloni 30-300 CFU/cawan dengan hasil pengenceran 10 dan10
® perturut-turut adalah 222 CFU/cawan dan 74 CFU/cawan. Semakin banyak
proses pengenceran maka semakin sedikit jumlah bakteri yang ada dalam
larutan, sehingga memudahkan dalam proses perhitungan koloni bakteri
(Ariyanti dkk, 2016). Setelah selesai pengenceran kemudian dilakukan
perhitungan absorbansi dengan menggunakan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 625 nm Kekeruhan yang sesuai standart dengan Mc
Farland 0,5 yaitu dengan nilai absorbansi 0,08 — 0,1 (Mubarak dkk, 2016)
Pada ekstrak P. spicatus dilakukan pengenceran pada dengan
konsentrasi (200, 250, 300, 350, 400) mg/mL, hal ini berdasarkan penelitian
Penelitian Quiming dkk (2019) mengungkan bahwa ekstrak P. spicatus pada
konsentrasi 300 mg/mL dengan metode kertas cakram mampu menghambat
pertumbuhan bakteri S. aureus dan E. coli, dengan diameter zona hambat pada
bakteri S. aureus 9,33 mm dan pada bakteri E. coli 11,33 mm. Akan tetapi
dalam penelitian ini menggunakan metode sumuran, menurut Prayoga (2013)
diameter zona hambat pada metode sumuran memiliki rata-rata yang lebih
besar bila dibandingkan dengan zona hambat metode kertas cakram.
Pembuatan sumuran bukan hanya pada kelima perlakuan tetapi ada pula
bagian yang mengontrol sebagai standard dan acuan yang disebut dengan
kontrol. Kontrol dalam uji antibakteri ini ada 2 jenis yaitu kontrol positif dan
kontrol negatif. Kontrol positif berperan sebagai acuan perlakuan antibakteri
yang sudah diketahui mampu untuk menghambat pertumbuhan bakteri uji,
dalam hal ini menggunakan obat antibakteri kloramfenikol. Penelitian Suciari,

dkk (2017) mengungkapkan bahwa kloramfenikol merupakan salah satu zat
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antibakteri yang berperan aktif dalam menghambat pertumbuhan bakteri Gram
positif maupun Gram negatif. Kloramfenikol memiliki kemampuan dalam
menghalangi penggabungan asam amino bakteri sehingga mengganggu
pertumbuhan bakteri. Kloramfenikol efektif dalam menghambat pertumbuhan
bakteri S. aureus yang dilihat dari perhitungan zona hambatnya yaitu 27,3 mm.
Menurut Suryati dkk (2017) mejelaskan bahwa penggunaan antibiotik
kloramfenikol lebih efektif dalam menghambat pertumbuhan bakteri E. coli
dari pada amoksisilin (14 mm), yang dilihat dari hasil perhitungan diameter
zona hambat yaitu kloramfenikol 16,3 mm dan amoksisilin 14 mm.

Setelah bahan dan larutan sudah siap maka pada NA yang sudah
dituangkan pada cawan petri kemudian dibuat sumuran untuk dimasukkan
ekstrak dengan konsentrasi (200, 250, 300, 350, 400) mg/mL dan kontrol
positif dan negatif kemudian diamati zona hambat yang ada dengan jangka

sorong atau penggaris. Rumus perhitungan zona hambat menurut
di+d2

Surjowardojo, dkk (2016) yaitu Zona hambat = — x dengan d; adalah

diameter vertikal zona hambat pada media, d» adalah diameter horizontal zona
hambat pada media, dan x adalah diameter lubang sumuran (6 mm). Dari
perhitungan zona hambat yang diperoleh dapat diketahui ekstrak P. spicatus
pada konsentrasi mana yang memiliki potensi antibakteri paling baik, dengan
mengacu pada standard, Ngajow dkk (2013) menyebutkan kriteria potensi
antibakteri, antara lain:

1. Sangat kuat = daerah hambatan 20 mm atau lebih.
2. Kuat = daerah hambatan 10 — 20 mm

3. Sedang = daerah hambat 5 — 10 mm

4. Lemah = daerah hambatan 5 mm atau kurang

Adanya aktivitas antibakteri terhadap bakteri patogen ini perlu adanya
Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum
(KBM). KHM dan KBM berfungsi untuk mengurangi terjadinya resistensi
bakteri akibat penggunaan dosisi antibakteri yang berlebihan. Konsentrasi
Hambat Minimum (KHM) merupakan suatu konsentrasi terendah yang

mengambarkan potensi antibakteri dalam menghambat pertumbuhan bakteri
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yang dituju. KHM bertujuan untuk meminimalisir adanya resistensi bakteri
akibat penggunaan dosis senyawa antibakteri yang berlebihan serta dapat
meningkatkan efektifitas dari kerja senyawa antibakteri tersebut.

KHM dan KBM merupakan metode yang saling berkaitan satu sama
lain, KBM merupakan lanjutan dari penentuan KHM. Konsentrasi Bunuh
Minimum (KBM) atau Minimun Bacteridal Concentration (MBC) adalah salah
satu metode yang dapat mengambarkan kadar paling rendah yang dapat
membunuh bakteri yang dituju serta pada pengamatan visual dapat
memberikan zona jernih pada media yang menunjukkan bahwa tidak adanya
pertumbuhan bakteri di zona tersebut (Efendi dan Hertiani,2013). KBM adalah
nilai terendah dari antibakteri dalam membunuh 99,9% pada biakan waktu
tertentu, KBM dikatakan efektif ketika tidak terjadi pertumbuhan lagi pada
media (Soleha,2015).

Antibakteri dianggap memenuhi standar KBM apabila pertumbuhan
koloni bakteri kurang dari 0,1 dari jumlah koloni pada awal inokulum
(Bangkele dkk, 2015). Aisy (2016) menjelaskan bahwa satu sel hidup yang
dibiakkan pada media agar akan memunculkan koloni bakteri, cara
menghitungnya, dihitung 1 koloni apabila bentuk koloni tunggal, sejumlah
besar koloni bakteri yang saling terhubung satu sama lain, dan koloni yang
bentuknya seperti rantai. Koloni dianggap 2 koloni apabila bentuknya bersing
gungan dan melebar, koloni yang bertumpukan dan saling berhubungan, dan
koloni yang saling terhubung tapi masih dapat dibedakan. Selain dari
perhitungan koloni yang tumbuh pada media, pengamatan KBM juga
memperhatikan pada konsentrasi terendah berapakah ekstrak mampu
membunuh 99,9 % mikroba biakan dalam waktu tertentu. Penentuan nilai
KBM dilakukan dengan mengamati pertumbuhan koloni bakteri yang diujikan,
cawan petri dengan konsentrasi ektrak terendah yang mampu membunuh
bakteri secara total, dan tidak terdapat bakteri pada media maka konsentrasi
itulah yang ditentukan sebagai KBM (Munfaati dkk, 2015).
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2.7 Analisis Data

Data zona hambat, nilai KHM dan KBM yang telah diperoleh perlu
adanya analisis statistika untuk membantu mengolah data dan menyimpulkan
hasil penelitian. Analisis statistika yangdiawali dengan uji homogenitas dan
normalitas. Febrianasari (2018) mengungkapkan bahwa uji normalitas
dilakukan untuk mengetahui data yang dianalisis memiliki distribusi yang
normal atau tidak. Syarat data dianggap normal apabila sesuai dengan taraf
signifikansi (o = 0,05). Data terdistribusi normal apabila nilai signifikan > o
sedangkan data dianggap tidak terdistribusi normal apabila nilai signifikan <
a. Langkah selanjutnya uji homogenitas yang bertujuan untuk mengetahui
sama atau tidak varian pada beberapa populasi. Data dianggap tidak homogen
apabila nilai signifikan < a sedangkan data dianggap homogen apabila nilai
signifikan > a. Arti o = 0,05 menurut Sulisetijono (2016) adalah peluang atau
kemungkinan untuk menolak Ho padahal Ho benar sebesar 0,05. Maksud dari
pernyataan tersebut adalah dalam 100 kali penolakan Ho terdapat 5 kali
menolak Ho walaupun Ho benar. Hasil dari analisis ini dapat diketahui data
yang diperoleh normal dan homogen atau tidak.

Data yang normal dan homogen akan dilakukan uji ANOVA satu arah,
menurut Sulisetijono (2016) syarat untuk melakukan teknik ANOVA antara
lain data parametrik yang digunakan sudah diuji normalitas dan homogenitas.
Wahyuni, dkk (2016) menggunakan ANOVA satu arah untuk mengetahui ada
tidaknya perubahan jumlah bakteri yang digunakan terhadap setiap perlakuan
yang diberikan. Selain itu menurut Munfaati, dkk (2015) analisis Anava satu
arah dapat digunakan untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh pemberian
berbagai konsentrasi (20%, 40%, 60%, 80%, dan 100%) ekstrak meniran
terhadap bakteri Shigella dysenteriae. Dalam penelitian ini ANOVA satu arah
digunakan untuk mengetahui apakah ada penurunan koloni bakteri S. aureus

dan E. coli pada tiap konsentrasi ekstrak P. spicatus yang diberikan.
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BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan penelitian

Rancangan penelitian ini deskriptif kualitatif dan kuantitatif dengan
menggunakan rancangan acak lengkap (RAL). Penelitian ini terdiri dari dua tahap,
tahap pertama bertujuan untuk mengetahui pengaruh pelarut etil asetat pada ekstrak
P.spicatus terhadap aktivitas antibakteri S. aureus dan E. coli. Tahap kedua untuk
mengetahui nilai KBM dan KHM. Pada tahap KBM dan KHM menggunakan
variasi konsentrasi ekstrak P. spicatus yang terdiri dari 5 konsentrasi, antara lain
(200, 250, 300, 350, 400) mg/mL.

3.2 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September sampai Oktober 2020 di
Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat

Alat-alat yang diperlukan dalam penelitian ini ada beberapa proses antara
lain, proses ekstraksi membutuhkan neraca analitik, gelas arlorji, shaker, gelas ukur,
pipet ukur, pipet tetes, alumunium foil, oven, erlenmeyer, rotary evaporator
vacuum, corong Buchner, toples kaca, ayakan 60 mesh, pengaduk gelas,blender,
plstik wrap, kertas saring.

Uji aktivitas bakteri, dan penghitungan nilai KHM dan KBM membutuhkan
autoklaf, hotplate, shaker, inkubator, gelas ukur, LAF (Lamina Air Flow), kuvet,
korek api, erlenmeyer, koloni counter, tabung reaksi, mikro pipet, jangka sorong,
jarum aose, cawan petri, spatula drigalsky, stirer, plastik wrap, alumunium foil,
kapas, vortex dan bunsen.

3.3.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain,ekstrak

bagian daun dari Pseudelephantopus spicatus yang didapatkan di daerah kecamatan
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Lowokwaru, Malang. Bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli yang
didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi Universitas Brawijaya. Etanol 70 %
(Merck), media nutrient agar (Merck), media Nutrient Broth (Himedia), biakan
murni bakteri S. aureus dan E. coli (koleksi UB), alkohol 70%, NaCl 0,9%,
Chloramphenicol, safranin, kristal violet, lugol,malachite green kertas label, dan

tisu.

3.4 Variabel
Penelitian ini memiliki beberapa macam variabel, antara lain variabel bebas
(mempengaruhi), variabel terikat (dipengaruhi), dan variabel kontrol.
Penjelasannya sebagai berikut:
1. Variabel Bebas
Variabel bebas atau yang mempengaruhi hasil perlakuan dalam penelitian ini
adalah ekstrak P. spicatus yang dibuat dalam beberapa konsentrasi (200, 250, 300,
350, 400) mg/mL.
2. Variabel Terikat
Variabel terikat atau yang dipengaruhi oleh perlakuan dalam penelitian ini adalah
zona hambat yang dihasilkan, nilai KHM dan KBM.
3. Variabel Kontrol
Variabel kontrol yang merupakan variabel yang diperlakukan sama dalam
penelitian ini adalah media yang digunakan, suhu, waktu inkubasi, serta bakteri

yang diujikan.

3.5 Tahapan Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan beberapa tahapan, antara lain:
1. Pembuatan ekstrak P. spicatus
2. Pengujian konfirmasi bakteri uji Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
a) Pewarnaan Gram
b) Pewarnaan endospora
c¢) Uji katalase
3. Peremajaan dan pembuatan inokulum bakteri uji Staphylococcus aureus dan

Escherichia coli.
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a) Pembuatan media
b) Peremajaan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus
c) Pembuatan Inokulum dan pengenceran bakteri Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus.

4. Uji aktivitas antibakteri ekstrak P. spicatus terhadap bakteri patogen S. aureus
dan E. coli.

5. Uji KHM dan KBM ekstrak P. spicatus terhadap bakteri bakteri S. aureus dan E.
coli.

6. Analisis data hasil penelitian.

3.6 Prosedur Penelitian
3.6.1 Pembuatan Ekstrak P. spicatus
3.6.1.1 Preparasi Sampel

Bahan ekstrak yaitu bagian daun tumbuhan P. spicatus, dipisahkan dari
bagian yang tidak digunakan maupun dari tumbuhan pengganggu lainya atau
disebut dengan proses sortasi, kemudian daun P. spicatus dicuci sampai bersih
dengan air mengalir untuk menghilangkan kotoran yang masih menempel pada
sampel. Sampel lalu dipotong kecil-kecil, agar memudahkan proses ekstraksi,
menurut Setiawan dkk (2017) proses penghancuran sampel menjadi bentuk yang
lebih kecil mengakibatkan rusaknya dinding sel, sehingga memudahkan pelarut
untuk masuk ke dalam sel dan melarutkan senyawa aktif yang terdapat dalam sel
keluar, sehingga aktivitas pelarut dan zat terlarut menjadi lebih efektif.
Pseudelephantopus spicatus kemudian dikeringkan dengan dikering anginkan
dalam ruangan sampai layu, lalu dimasukkan ke dalam oven dengan suhu 40°C
selama 2 hari. Proses pengeringan bertujuan agar sampel memiliki kadar air yang
rendah sehingga tidak mudah rusak akibat aktivitas mikroorganisme dan sampel
menjadi lebih tahan lama (Setiawan dkk,2017). Simplisia yang sudah jadi kemudian
dihaluskan dengan menggunakan blender atau grinder sampai berbentuk serbuk.
Setelah itu dilakukan proses ekstraksi maserasi.
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3.6.1.2 Ekstraksi Maserasi

Proses ekstraksi dimulai dengan menimbang serbukan P.spicatus sebanyak
30 gram, untuk dilarutkan pada pelarut yaitu etil asetat. Masing-masing ekstraksi
menggunakan perbandingan 1:25, Ekstraksi terdiri dari 30 gr serbuk P.spicatus dan
750 mL etanol 70%. Ekstraksi menggunakan wadah toples kaca, dan ditutup dengan
alumunium foil atau koran bekas agar terhindar dari cahaya yang dikhawatirkan
dapat mempengaruhi proses ekstraksi. Proses ini dilakukan selama 48 jam dalam
suhu ruang dengan sesekali diaduk agar senyawa terlarut dengan optimal. Setelah
ekstraksi, larutan disaring dengan menggunakan kertas saring dan corong gelas
kemudian filtrat dikumpulkan, kemudian untuk memisahkan pelarut dan zat terlarut

menggunakan rotary evaporator vacuum (Yulianingtyas & Kusmartono, 2016).

3.6.2 Pengujian Konfirmasi Bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia

coli

Uji konfirmasi bakteri dilakukan dengan 3 tahapan, yaitu uji pewarnaan
Gram, uji pewarnaan endospora dan uji katalase. Uji pewarnaan Gram diawali
dengan diambil 1 ose bakteri lalu ditotolkan atau dioleskan pada gelas objek
selanjutnya ditetesi 1-2 tetes aquades dan dihomogenkan. Langkah selanjutnya
difiksasi dengan cara gelas objek digerakkan kekanan dan ke kiri diatas api bunsen
hingga mengering. Setelah itu diberi zat warna kristal violet dan ditunggu selama
60 detik lalu dibilas dengan aquades dan preparat dikeringkan diatas api bunsen.
Kemudian diberi larutan 1-2 tetes larutan iodin selama 30 detik lalu dibilas dengan
aquades dan preparat dikeringkan diatas api bunsen, kemudian dibilas dengan
alkohol selama 15 detik, lalu dibilas dengan aquades. Selanjutnya diberi 1 tetes
larutan safranin (zat warna tanding), diamkan selama 1 menit, bilas dengan aquades
dan dikeringkan (Fhitryani, 2017). Diamati menggunakan mikroskop dengan
perbesaran 1000x, dicatat dan disesuaikan dengan ciri Gram positif dan negatif.
Bakteri Gram positif (S. aureus) akan mempertahankan pewarna kristral violet
sehingga berwarna ungu, bakteri Gram negatif (E. coli) akan mempertahankan
pewarna safranin sehingga berwarna merah (Pratita dan Putra, 2012).

Pewarnaan endospora diawali dengan mengambil 1 ose dan digoreskan pada

permukaan gelas objek. Langkah selanjutnya adalah fiksasi, gelas objek yang telah
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digores bakteri uji kemudian kertas saring dililitkan pada gelas objek, lalu ditetesi
malachite green sebanyak 1 tetes dan didiamkan selama 4 menit. Setelah itu kertas
saring dilepaskan dan gelas objek dibilas dengan air mengalir. Setelah itu gelas
objek dikeringkan di atas api bunsen. Setelah gelas objek kering, diberikan safranin
sebanyak 1 tetes. Gelas objek tersebut kemudian didiamkan selama 5 menit.
Kemudian diamati menggunakan mikroskop dengan perbesaran 1000x. Bakteri
yang memiliki endospora akan berwarna hijau karena mempertahankan pewarna
malachite green, sedangkan bakteri yang tidak memiliki endospora akan berwarna
merah karena mempertahankan pewarna safranin (Pratita dan Putra, 2012).

Pengujian bakteri Gram positif dan negatif selanjutnya adalah uji katalase.
Pengujian ini tergolong mudah dari pada pewarnaan Gram maupun pewarnaan
endosprora, uji katalase dilakukan dengan menyiapkan gelas objek yang sudah
steril kemudian meneteskan H20, 3% kemudian ditambahkan biakan bakteri dan
dihomogenkan secara perlahan. Hasil positif ditandai dengan munculnya
gelembung udara (Dewi, 2013).

3.6.3 Peremajaan dan pembuatan inokulum bakteri uji Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli

3.6.3.1 Pembuatan Media

Pembuatan nutrient agar (NA) dengan melarutkan 2 gr serbuk NA dengan
100 mL aquades kedalam erlenmeyer, bibir erlenmeyer ditutup dengan alumunium
foil. Kemudian dihomogenkan dengan stirer serta dipanaskan diatas hot plat hingga
mendidih. Setelah itu disterilkan menggunakan autoklaf (Rachmawati, 2016).
Pembuatan nutrient broth (NB) dengan melarutkan 0,8 gr media NB (Nutrient
Broth) dengan 100mL aquades kedalam erlenmeyer, lalu ujung erlenmeyer ditutup
dengan alumunium foil. Larutan dalam erlenmeyer dihomogenkan dengan stirer
dan diletakkan diatas hot plate hingga mendidih. Setelah itu disterilkan di autoklaf
pada suhu 121°C tekanan 1 atm selama 15 menit (Dewi, 2010).

3.6.3.2 Peremajaan Biakan Bakteri S. aureus dan E. coli
Alat-alat yang akan digunakan beserta media NA disterilkan dalam autoklaf

selama 15 menit pada suhu 121°C dengan tekanan 15psi, setelah itu media
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didiamkan selama 60 menit dalam keadaan miring. Peremajaan bakteri S. aureus
dan E. coli dilakukan dengan tabung yang berisi media NA didekatkan api pada
ujung tabung dan kemudian digoreskan 1 jarus ose yang berisi bakteri kepermukaan
media. Setelah itu ujung tabung ditutup dengan kapas dan diinkubasi pada 37°C
selama 1 hari (Rachmawati, 2016).

3.6.2.3 Pembuatan Inokulum S. aureus dan E. coli

Tabung berisi media disterilkan dan dimasukkan autoklaf selama 15 menit
pada suhu 121°C dengan tekanan 15 psi. Biakan murni bakteri S. aureus dan E. coli
diambil 2 ose kemudian di masukan pada media NB lalu diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 37°C (Rachmawati, 2016). Setelah pembuatan inokulum selesai
kemudian dilanjutkan dengan proses pengenceran bertingkat. Pengenceran dapat
dilakukan dengan cara manual yaitu dengan dilakukan proses pengenceran 10%
dengan perbandingan 9:1, dimasukkan 9 mL NaCl 0,9% steril kedalam tabung
reaksi yang sudah steril, lalu ditambahkan suspensi bakteri sebanyak 1 mL
kemudian larutan dihomogenkan dengan vortex. Hasil pengenceran tersebut
kemudian dicek nilai absorbansi dengan menggunakan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 625 nm. Kekeruhan yang sesuai standart dengan Mc Farland
0,5 yaitu dengan nilai absorbansi 0,08 — 0,1 (Mubarak dkk, 2016). Hasilnya berupa
tabung berisi bakteri biakan S. aureus dan E. coli yang sesuai standart dan siap
digunakan untuk uji antibakteri, KHM, dan KBM.

3.6.4 Uji Aktivitas Antibakteri

Disiapkan tabung reaksi yang berisi suspensi bakteri S. aureus dan E. coli
yang sudah sesuai dengan konsentrasi 0,5 Mc Farland. Suspensi bakteri tersebut
diinokulasikan kedalam 2 cawan petri yang sudah berisi 15 mL media NA dengan
menggunakan cotton swab steril. Setelah itu dibuat lubang sumuran berdiameter
seperti cakram disk (6 mm), pada cawan petri yang pertama dibuat 2 lubang
sumuran, untuk kontrol positif dan kontrol negatif, sedangkan pada cawan petri
lainnya dibuat 4 lubang sumuran, yang akan diisi 300 mg/mL ekstrak P.spicatus
sebanyak 50 pl dengan menggunakan mikropipet serta diberi tanda pada cawan

petri. Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Lalu diamati zona
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hambat yang terbentuk dan diukur dengan menggunakan penggaris atau jangka
sorong (Prayoga,2013; Zen dkk, 2015). Rumus perhitungan zona hambat menurut

Surjowardojo, dkk (2016) yaitu :

d1+d2

Zona hambat (mm) = > TN (Rumus 1)

di = diameter vertikal zona hambat pada media
d> = diameter horizontal zona hambat pada media
x = diameter lubang sumuran (6 mm).

Hasil pengukuran zona hambat diketahui kemampuan masing-masing
konsentrasi dalam menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dan E. coli. Setelah
dilakukan pengujian aktivitas antibakteri kemudian dilakukan penentuan
konsentrasi paling rendah antibiotik dari ekstrak P. spicatus untuk menghindari
penggunaan antibiotik yang berlebihan yang dapat dilakukan dengan uji KHM dan
KBM.

3.6.5 Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

Pengujian konsentrasi hambat minimum (KHM) dapat dilakukan dengan
menggunakan metode dilusi cair. Pada ekstrak P.spicatus yang akan digunakan
sudah terlebih dahulu diencerkan dengan aquades steril. Selanjutnya disiapkan 2
tabung reaksi sebagai kontrol, tabung ke-1 digunakan sebagai kontrol negatif E. coli
yang diisi dengan 9 mL NB, ditambahkan 0,5 mL aquades dan 0,5 mL suspensi
bakteri E. coli, sedangkan tabung ke-2 digunakan sebagai kontrol negatif S.aureus
yang diisi dengan 9 mL NB, ditambahkan 0,5 mL aquades dan 0,5 mL suspensi
bakteri S.aureus. Kontrol positif, digunakan 2 tabung yaitu tabung ke-3, diisi 9 mL
NB, 0,5 mL klorampenikol dan 0,5 mL suspensi E. coli, tabung ke-4 diisi 9 mL NB,
0,5 mL klorampenikol, dan 0,5 mL suspensi S.aureus (Rachmawati, 2016).

Pengujian KHM pada suspensi bakteri E. coli tabung diisi dengan masing-
masing 9 mL NB steril, ditambahkan 0,5 mL suspensi bakteri E. coli dan 0,5 mL
ekstrak P. spicatus dengan konsentrasi berurutan yaitu 200, 250, 300, 350, 400
mg/mL yang diulang 4 kali. Pengujian KHM pada suspensi bakteri S. aureus
masing-masing tabung diisi dengan 9 mL NB dan 0,5 mL suspensi bakteri S.
aureus, ditambahkan dengan 0,5 mL ekstrak P. spicatus, diulang 4 kali. Setelah itu

dihomogenkan dengan vortex, dan dihitung nilai OD sebelum inkubasi mengguna
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kan spektrofotometer dengan panjang gelombang 600nm. Kemudian diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37°C, setelah itu dihitung nilai OD setelah inkubasi.
(Munfaati dkk, 2015). Rumus perhitungan KHM menurut Rachmawati (2016)
sebagai berikut:
KHM (nm) = OD setelah inkubasi — OD sebelum inkubasi................... (Rumus 2)
Nilai OD mampu memberikan gambaran tentang pertumbuhan bakteri,
karena cahaya yang diserap oleh sel berbanding lurus dengan jumlah sel, sehingga
mampu dijadikan acuan dalam melihat banyaknya sel bakteri dari keruhan
(Munfaati dkk, 2015). Hasil perhitungan KHM dinyatakan positif apabila selisih
nilai OD setelah dan nilai OD sesudah menunjukkan angka negatif (-), hal ini
menunjukkan bahwa nilai OD sebelum inkubasi lebih besar (lebih keruh) daripada
sesudah inkubasi. Setelah diperoleh data dari uji KHM selanjutnya dilakukan
pengujian konsentrasi minimum kemampuan ekstraks P.spicatus dalam membunuh

bakteri S. aureus dan E. coli dalam uji KBM.

3.6.6. Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)

Penentuan uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) merupakan lanjuatan
dari uji KHM, diawali dengan menyiapkan media NA kedalam 40 cawan petri
steril, ditunggu sampai media NA memadat. Media NA yang sudah memadat
kemudian dimasukkan 200 pL larutan hasil uji KHM yang mana telah dipilih
konsentrasi ekstrak P. spicatus yang sesuai Kkriteria yang telah ditentukan, serta
kontrol positif dan negatif, kemudian diratakan secara spread plate menggunakan
spatula drigalsky. Perlakuan ini dilakukan pada bakteri S. aureus dan E. coli,
masing-masing perlakuan diulangi empat kali ulangan. Setelah itu diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37°C. Setelah inkubasi dapat dilihat dan dihitung koloni
bakteri yang ada pada cawan petri. Penentuan nilai KBM dengan cara menghitung
koloni bakteri yang tumbuh pada media, diamati pada konsentrasi terendah yang
mampu membunuh 99,9 % mikroba biakan dengan ditandai media NA bersih tanpa
adanya koloni yang muncul (Munfaati dkk, 2015). Berikut perhitungan jumlah
koloni bakteri menurut Mara dan Horan (2013):

Jumlah bakteri yang hidup (CFU/mL) = (Jumlah koloni x faktor

pengenceran): Volume inOKUIUM....ooviuiiniiiiiiiiiiiiiiiniiniieenennn (Rumus 3)
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Keterangan: jumlah koloni yang lebih dari 300 pada pengenceran maka ditulis
dengan TBUD (terlalu banyak untuk digitung)
Penentuan perhitungan koloni bakteri menurut Aisy (2016)
1 koloni = bentuk koloni tunggal, sejumlah besar koloni bakteri yang saling
terhubung satu sama lain, dan koloni yang bentuknya seperti rantai.
2 koloni = bentuk koloni bersinggungan dan melebar, koloni yang bertumpukan
dan saling berhubungan, dan koloni yang saling terhubung tapi masih
dapat dibedakan

3.6.7 Analisis Data

Data yang diperoleh dari penelitian berupa nilai dari uji antibakteri, KHM,
dan KBM. Data uji antibakteri diperoleh dengan mengukur diameter zona hambat
yang terbentuk disekeliling sumuran. Data yang diperoleh kemudian diuji statistika
menggunakan SPSS versi 22 yang diawali dengan uji normalitas dan homogenitas.
Data yang terdistribusi normal dan homogen dilanjutkan uji ANOVA one way,
kemudian analisis data dilanjutkan dengan uji BNT (Beda Nyata Terkecil) atau
Tukey untuk melihat perbedaan yang bermakna antar sampel uji dengan diameter
zona hambat. Data uji KHM diperoleh dengan menghitung selisih OD sebelum dan
sesudah inkubasi, penurunan kekeruhan sesudah inkubasi menggambarkan adanya
penghambatan pertumbuhan bakteri uji yang disebabkan oleh ekstrak, dan dilihat
konsentrasi terendah yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri uji. Data uji
KBM ditentukan dengan konsentrasi terkecil yang mampu membunuh mikroba
yang dapat diketahui melalui ada tidaknya bakteri yang tumbuh pada media NA,
perhitungan koloni bakteri bisa menggunakan colony counter atau dihitung secara

manual.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Pseudelephantopus spicatus terhadap

Bakteri Staphylococcus aureus dan Eschericia coli

Uji aktivitas antibakteri pada penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
kemampuan ekstrak dalam menghambat pertumbuhan dan perkembangan bakteri
uji termasuk ekstrak Pseudelephantopus spicatus (Wahyuningsih, 2017). Bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli yang digunakan dalam uji antibakteri
terlebih dahulu dipastikan identitasnya dengan menggunakan uji konfirmasi bakteri
yang terdiri dari tiga henis yaitu uji pewarnaan Gram, endospora, dan katalase. Data
hasil uji konfirmasi bakteri S. aureus dan E. coli terdapat pada lampiran 2.4.
Berdasarkan uji konfirmasi bakteri diatas menunjukkan bahwa bakteri yang
diujikan benar-benar S. aureus dan E. coli, oleh karena itu dilanjutkan uji
antibakteri. Penentuan hasil uji antibakteri dilihat dari diameter zona hambat yang
dihasilkan. Hasil uji antibakteri ekstrak P. spicatus ditunjukkan pada tabel 4.1
berikut:

Tabel 4.1 uji aktivitas antibakteri ekstrak P. spicatus terhadap bakteri E. coli dan

S. aureus.
Sampel Uji Diameter zona hambat (mm)
Staphylococcus aureus Escherichia coli
Rata-rata Rata-rata
Ekstrak 300 mg/mL 18,30+ 1,03° 13,49 + 1,78°
Kontrol Positif 28, (3 4 1pl8° 30,73 £ 1,15°
Kontrol Negatif 0+ 0% 0+0?

Keterangan: angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom menunjukkan tidak
adanya perbedaan uji antibakteriekstrak P. spicatus

Tabel 4.1 menunjukkan bahwa ekstrak P. spicatus 300 mg/mL memiliki
kemampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri E. coli dan S. aureus, dengan
diameter zona hambat pada bakteri E. coli 13,49 mm dan pada bakteri S. aureus
berdiameter 18,30 mm. Hal ini didukung oleh penelitian Quiming dkk (2019) yang
menyatakan bahwa ekstrak P. spicatus mampu mengganggu pertumbuhan bakteri
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Gram negatif dan Gram positif seperti E. coli dan S. aureus. Hasil kontrol negatif
tidak menunjukkan adanya zona hambat, dan kontrol positif (kloramfenikol)
memiliki diameter zona hambat 30,73 mm pada bakteri E. coli, dan 28,73 pada
bakteri S. aureus yang mana keduanya tergolong sangat kuat. Menurut Ngajow dkk
(2013) menyatakan bahwa zona hambat pada suatu zat digolongkan kuat apabila
memiliki nilai 10-20 mm.

Hasil perhitungan diameter zona hambat ekstrak P. spicatus 300 mg/mL
terhadap bakteri E. coli dan S. aureus selanjutnya perlu dianalisis statistika untuk
membantu mengolah data dan menyimpulkan hasil uji aktivitas antibakteri pada
ekstrak P. spicatus. Hasil uji normalitas, homogenitas, dan ANOVA oneway
ditunjukkan pada Lampiran 2.8. Langkah selanjutnya untuk mengetahuti ada
tidaknya perbedaan pada masing-masing perlakuan, maka perlu dilakukan uji lanjut
BNT (Beda Nyata Terkecil) atau Tukey. Pada tabel 4.1 memperlihatkan bahwa
adanya notasi yang sama pada hasil zona hambat E. coli dan S. aureus. Hal ini
menunjukkan bahwa adanya persamaan pengaruh pembentukan zona hambat
ekstrak P. spicatus terhadap bakteri E. coli dan S. aureus. Namun apabila dilihat
dari rata-rata diameter zona hambatnya, diameter zona hambat pada S. aureus lebih
besar daripada zona hambat E. coli.

Berdasarkan hasil penelitian ini, menunjukkan bahwa ekstrak P. spicatus
300 mg/mL memberikan pengaruh antibakteri yang lebih tinggi pada bakteri S.
aureus bila dibandingkan dengan bakteri E. coli. Bakteri Gram positif seperti S.
aureus lebih sensitif terhadap senyawa antibakteri, karena struktut dindingnya yang
lebih sederhana bila dibandingkan dengan bakteri Gram negatif. Menurut Lingga,
dkk (2015) menyatakan bahwa struktur dinding bakteri Gram positif lebih
sederhana, sebagian besar terdiri dari lapisan peptidoglikan sedangkan lapisan
lainnya asam teikoat. Menurut Dewi (2010) menjelaskan bahwa asam teikoat
merupakan polimer larut dalam larutan yang polar. Menurut Fitriah, dkk (2017)
mengungkapkan bahwa senyawa-senyawa yang tergolong dalam golongan polar
antra lain flavonoid, alkaloid, saponin, dan tanin. Senyawa-senyawa tersebut
terkandung dalam ekstrak P. spicatus sehingga membuat dinding sel bakteri S.
aureus menjadi mudah rusak.
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Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak Pseudelephantopus
spicatus memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli. Hal ini menunjukkan bahwa tumbuhan P. spicatus
yang dianggap tanaman pengganggu dan liar memiliki manfaat bagi makhluk Allah
lainnya termasuk manusia, yang mana dapat membantu menghambat pertumbuhan
bakteri patogen seperti S. aureus dan E. coli. Al-Quran merupakan kibab Agung
yang sangat kompleks, banyak hal didalamnya yang saling berkaitan satu sama lain,
seperti halnya yang tersirat dalam surrah Al-Mulk [67]:15 sebagai berikut

G 15385 1gaSUin i ) 5iaald ¥ ,10 a Y 280 Jaa o3)) 54

Y58l add) 5% 48

Artinya :

“Dialah yang menjadikan bumi untuk kamu yang mudah dijelakahi, maka
jelajahilah disegala penjurunya dan makanlah Sebagian dari rezeki-Nya dan
hanya kepada-Nya-lah kamu (Kembali setelah) dibangkitkan. ”

Kitab Tafsir Al-Azhar mengartikan kata “Dzalulan” artinya rendah, dibawah
kaki manusia. Maknanya Allah telah menciptakan bumi sebagai pijakan manusia
hendaklah manusia memanfaatkan apa yang telah Allah sediakan. Pada kalimat
“Wa kuluu min rizgihii” artinya dan “makanlah daripada rezeki-Nya” yakni
usahakanlah dengan segala daya upaya yang ada padamu, termasuk akal dan pikiran
(Hamka,1999). Dari penjelasan tafsir ayat Al-Quran tersebut dapat diambil
kesimpulan bahwa Allah telah menyebarkan rezeki-rezeki dimuka bumi ini, untuk
diperhatikan dan dipikirkan oleh manusia, termasuk kandungan zat antibakteri yang
terdapat pada tumbuhan P. spicatus.

Potensi antibakteri pada ekstrak P. spicatus 300 mg/mL memang dapat
dilihat dari diameter zona hambat yang dimiliki, akan tetapi diperlukan konsentrasi
paling rendah untuk diuji KHM (konsentrasi hambat minimum) dari ekstrak P.
spicatus sehingga dalam penelitian ini dilakukan perbandingan beberapa
konsentrasi P. spicatus yaitu 200 mg/mL, 250 mg/mL, 300 mg/mL, 350 mg/mL,
dan 400 mg/mL. Lima konsentrasi tersebut selanjutnya akan diujikan KHM untuk
mengetahui pada konsentrasi minimum yang mampu menghambat pertumbuhan

bakteri S. aureus dan E. coli.
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4.2 Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh
(KBM) Ekstrak Pseudelephantopus spicatus terhadap Bakteri Staphylococcus
aureus dan Eschericia coli
4.2.1 Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) Ekstrak Pseudelephantopus
spicatus terhadap Bakteri Staphylococcus aureus dan Eschericia coli
Uji konsentrasi hambat minimum atau KHM dilakukan dalam penelitian ini
untuk mengetahui konsentrasi terendah dari ekstrak P. spicatus yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dan E. coli. Untuk mendapatkan hasil
dari uji KHM dilakukan dengan cara mengamati pertumbuhan bakteri S. aureus dan
E. coli sebelum maupun sesudah inkubasi yang dilihat dari perbedaan kekeruhan
larutan menggunakan spektrofotometer (Rachmawaty, 2016). Berikut hasil uiji
KHM ditunjukkan pada tabel 4.2 berikut.

Tabel 4.2 Hasil KHM ekstrak P. spicatus, kontrol positif, kontrol negatif terhadap
bakteri S. aureus dan E. coli

Bakteri Uji Perlakuan Hasil

E. coli Konsentrasi 200 mg/mL -
Konsentrasi 250 mg/mL -
Konsentrasi 300 mg/mL -
Konsentrasi 350 mg/mL +

Konsentrasi 400 mg/mL -

Kontrol positif +
Kontrol negatif -
S. aureus Konsentrasi 200 mg/mL -
Konsentrasi 250 mg/mL +
Konsentrasi 300 mg/mL +
Konsentrasi 350 mg/mL +

Konsentrasi 400 mg/mL -

Kontrol positif +
Kontrol negatif -

Hasil pengamatan uji KHM ekstrak P. spicatus pada bakteri S. aureus dan
E. coli ditunjukkan pada table 4.2 Konsentrasi terendah yang memiliki hasil positif

dalam uji KHM pada bakteri E. coli adalah konsentrasi 350 mg/mL, pada bakteri S.
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aureus terdapat pada konsentrasi 250 mg/mL. Sedangkan pada hasil kontrol positif
pada kedua bakteri memberikan hasil positif dan kontrol negatif memiliki hasil
negatif pada kedua bakteri uji. Nilai positif pada table 4.2 menunjukkan bahwa
adanya penurunan nilai selisih OD sebelum dan sesudah inkubasi, penurunan
kekeruhan disebabkan karena adanya akivitas antibakteri yang menghambat
pertumbuhan bakteri uji (Zen dkk, 2013). Sehingga konsentrasi 250 mg/mL sudah
mampu menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dan konsentrasi terendah yang
mampu menghambat pertumbuhan bakteri E. coli yaitu 350 mg/mL. akan tetapi,
pada konsentrai 400 mg/mL nilai uji KHM negatif, kemungkinan ekstrak yang
digunakan terlalu pekat, sehingga kekeruhan yang dihasilkan bukan karena
penambahan jumlah bakteri melainkan terlalu pekat ekstrak. Menurut Rohma
(2020) menyatakan bahwa penggunaan alat spektrofotometer dalam menghasilkan
nilai Optical Density (OD) berdasarkan tingkat kekeruhan suspensi juga memiliki
kekurangan dalam membaca jumlah koloni mikroba, kepekaannya terhadap
kekeruhan suspensi yang dapat disebabkan oleh faktor lain selain sel mikroba,
seperti halnya konsentrasi ekstrak yang terlalu pekat, sehingga kepekatan ekstrak
bisa saja menjadi faktor pengganggu yang dapat terbaca sebagai pertumbuhan
mikroba.

4.2.2 Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) Ekstrak Pseudelephantopus

spicatus terhadap Bakteri Staphylococcus aureus dan Eschericia coli

Uji KBM merupakan uji lanjutan dari uji KHM, konsentrasi ekstrak P.
spicatus yang positif uji KHM (mampu menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus
dan E. coli) yang akan melanjutkan ke tahap uji KBM. Konsentrasi ekstrak P.
spicatus yang positif menghambat S. aureus dan lanjut ke tahap uji KBM antara
lain konsentrasi 250 mg/mL, 300 mg/mL, 350 mg/mL, dan 400 mg/mL. Pada
ekstrak P. Spicatus yang positif menghambat E. coli dan lanjut ke tahap uji KBM
antara lain konsentrasi 350 mg/mL dan 400 mg/mL. Hasil uji KBM diperoleh dari
ada tidaknya koloni bakteri yang tumbuh pada media NA, konsentrasi ekstrak P.
spicatus dianggap positif KBM apabila tidak ditemukan koloni bakteri pada media
NA. Hasil uji KBM ditunjukkan pada tabel 4.3 berikut.
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Tabel 4.3 Hasil uji KBM ekstrak P. spicatus, kontrol positif, kontrol negatif
terhadap bakteri S. aureus dan E. coli

Bakteri uji Perlakuan Jumlah koloni bakteri
(CFU/mL)

S. aureus Ekstrak 250(mg/mL) 6,5 x 10°
Ekstrak 300 (mg/mL) 2,95 x 103
Ekstrak 350 (mg/mL) 5,87 x 10?
Ekstrak 400 (mg/mL) 4 x 102
Kontrol (+) 0
Kontrol (-) 10%

E. coli Ekstrak 350 (mg/mL) 7 x 102

Ekstrak 400 (mg/mL) 3,12 x 10?
Kontrol (+) 0
Kontrol (-) 1,15x 10*

Tabel 4.3 menjelaskan jumlah koloni bakteri S. aureus dan E. coli yang
mampu hidup pada media padat NA. Jumlah koloni bakteri S. aureus pada
konsentrasi 250 mg/mL, 300 mg/mL, 350 mg/mL, dan 400 mg/mL secara berurutan
antara lain 6,5 x 10° CFU/mL, 2,95 x 10® CFU/mL, 5,87 x 10%dan 4 x 102 CFU/mL.
Pada hasil kontrol positif, yang mana diberikan kloramfenikol tidak ada koloni
bakteri S. aureus yang tumbuh dan pada kontrol negatif yang tidak diberikan
kloramfenikol melainkan hanya aquades steril pertumbuhan koloni bakteri S.
aureus mencapai 10* CFU/mL. sedangkan rata-rata jumlah koloni bakteri E. coli
pada konsentrasi 350 mg/mL, dan 400 mg/mL secara berurutan antara lain 7 x 10°
CFU/mL dan 3,12 x 102CFU/mL. Pada hasil kontrol positif, yang mana diberikan
kloramfenikol tidak ada koloni bakteri E.coli yang tumbuh dan pada kontrol negatif
yang tidak diberikan kloramfenikol melainkan hanya aquades steril pertumbuhan
koloni bakteri E. coli mencapai 1,15x 10* CFU/mL Dari penjelasan tersebut dapat
dijelaskan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak maka jumlah koloni bakteri
yang hidup semakin sedikit (Pelczar dan Chan,1986).

Pemanfaatan ekstrak P. spicatus dalam menghambat pertumbuhan bakteri S.
aureus dan E. coli memerlukan konsentrasi terendah yang disebut dengan KHM
(Konsentrasi Hambat Minimum) dan KBM (Konsentrasi Bunuh minimum). KHM
dan KBM berfungsi untuk mengurangi terjadinya resistensi bakteri akibat
penggunaan dosis antibakteri yang berlebihan. Segala sesuatu memiliki takaran dan

ukuran masing-masing termasuk dalam memberikan dosis dalam penggunaan
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ekstrak P. spicatus dalam menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dan E. coli.
Sebagaimana yang telah dijelaskan dalam Al-Quran dalam surah Al- A’raf [7]:31

sebagai berikut.

) gh Lk ¥ 155000515085 aakie 8 die aXEL 1504 A0 a3
Ged il Sad ¥ 43)

Artinya:

“Hai anak Adam, pakailah pakaianmu yang indah di setiap (memasuki) masjid,

makan dan minumlah, dan janganlah berlebih-lebihan. Sesungguhnya Allah tidak

menyukai orang-orang yang berlebih-lebihan.”

Al-Jazairi (2007) mengungkapkan bahwa lafadz “Walaa Tusrifu”artinya
makan dan minumlah secukupnya, jangan berlebihan. Serta lafadz “Israaf”
mengandung arti melebihi batas yang seharusnya. Dari tafsir ini menjelaskan bahwa
Allah SWT tidak menyukai segala sesuatu yang berlebihan dan melebihi batas.
Segala sesuatu ada ukuran dan batasnya. Begitu pula dengan pemakaian antibakteri,
perlu adanya ukuran yang sesuai. Sehingga adanya uji KHM dan KBM penting
untuk dilakukan dalam penelitian ini.

Hasil pengujian KHM dan dilanjutkan dengan uji KBM terlihat bahwa
ekstrak P. spicatus mempunyai aktivitas yang lebih baik dalam menghambat
pertumbuhan bakteri S. aureus daripada bakteri E. coli. Hal ini terlihat dari hasil uji
KHM kedua bakteteri uji, hasil selisih OD sebelum dan sesudah inkubasi lebih
banyak terjadi penurunan nilai OD pada bakteri S. aureus yang tercatat terdapat
pada konsentrasi 250 mg/mL, 300 mg/mL, 350 mg/mL, dan 400 mg/mL.
Sedangkan pada bakteri E. coli hanya satu konsentrasi yang ditemukan terjadi

penurunan nilai OD yaitu konsentrasi 350 mg/mL.
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BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian ini antara lain:

1. Ekstrak tapak liman semu (Pseudelephantopus spicatus) memiliki potensi
antibakteri yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli, dilihat dari diameter zona hambatnya. Rata-rata
diameter zona hambat pada bakteri S. aureus adalah 18,30 mm dan pada bakteri
E. coli adalah 13,49 mm. Kedua hasil tersebut tergolong dalam kriteria kuat
dalam menghambat bakteri uji.

2. Nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) ekstrak P.spicatus terhadap
bakteri S. aureus dan E. coli dilihat dari selisih nilai OD sebelum dan sesudah
inkubasi. Konsentrasi terendah ekstrak P. spicatus yang positif uji KHM pada
bakteri E. coli adalah konsentrasi 350 mg/mL, dan untuk bakteri S. aureus
adalah konsentrasi 250 mg/mL. Nilai Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)
dilihat dari jumlah koloni bakteri yang hidup pada media NA. Pada semua
konsentrasi yang diujikan masih ditemukan koloni bakteri S. aureus dan E. coli
sehingga konsentrasi terendah dari ekstrak P. spicatus yang mampu membunuh
bakteri S. aureus dan E. coli belum ditemukan.

5.2 Saran
Saran yang perlu dilakukan dalam penelitian selanjutnya antara lain:

1. Perlu dilakukan uji kromatografi untuk mengetahui senyawa aktif dalam
ekstrak P. spicatus yang paling dominan dalam menghambat pertumbuhan
bakteri S. aureus dan E. coli.

2. Perlu adanya uji lanjutan untuk mengetahui konsentrasi ekstrak P. spicatus

yang mampu membunuh bakteri S. aureus dan E. coli.
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Lampiran 1. Rancangan penelitian

Ekstrak Pseudelephantopus spicatus
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Mengandung senyawa aktif saponin, tanin,
flavonoid, triterpenoid,alkaloid

Potensi Antibakteri

Pertumbuhan
bakteri terhambat

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Zona hambat

Konsentrasi Hambat

Minimum (KHM)

Konsentrasi Bunuh
Minimum (KBM)
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Lampiran 2. Perhitungan

2.1 Perhitungan Media Nutrient Agar (NA) dan Nutrient Broth NB
Pembuatan stok awal media NA dengan perhitungan 20 gr/ 1000 mL, untuk

membuat 100 mL media NA menggunakan perhitungan berikut :
20 gr A

1000 mL _ 100 mL

_ 20grx100 mL
1000 mL

2000 grmL
1000 mL

A=2gr

Jadi untuk membuat 100 ml media NA dibutuhkan 2 gr serbuk media NA dan
100 mL aquades.

Pembuatan stok awal media NB dengan perhitungan 8 gr/ 1000 mL, untuk
membuat 100 mL media NB menggunakan perhitungan berikut :
8gr B

1000 mL 100 mL

_ 8grx100 mL

~ 1000 mL

800 grmL
~ 1000 mL

B=038gr

Jadi untuk membuat 100 ml media NB dibutuhkan 0,8 gr serbuk media NB dan
100 mL aquades.

2.2 Perhitungan Stok konsentrasi ekstrak Pseudelephantopus spicatus

Konsentrasi yang diperlukan 200, 250, 300, 350, 400 mg/mL. Langkah
awal yang dilakukan adalah membuat larutan stok yaitu dengan perhitungan
berikut:

Larutan stok konsentrasi 4000 mg dalam 10 mL dikarenakan ekstrak yang ada
hanya 2, 3 gr maka perhitungan diperkecil menjadi 400/mL berikut

perhitungannya:

4000 mg ekstrak
10 mL aquades

Larutan Stok = diperkecil dengan masing-masing dibagi 10

menjadi:

Larut tk_4-000mg:10
arutan stok = 10mL : 10
_400mg

T 1mL

Stok 400 mg/mL belum mencukupi kebutuhan sehingga dikalikan 4 berikut
perhitungannya:
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400mgx 4
Larutan stok = o mexs
1mLx4
1600 mg
4 mL

Perhitungan konsentrasi 200, 250, 300, 350, 400 mg/mL sebagai berikut :

a.

Konsentrasi 200 mg/ml
M1 x V1 =Mz X V2
1600x V1 =200x4
Vi =2800: 1600
Vi =05
Jadi dari larutan stok (4 ml) diambil 0,5 ml kemudian ditambah 3,5 ml
aquades steril.
Konsentrasi 250 mg/mi
M1 x V1 =M2x V2
1600x V1 =250x4
Vi =1000: 1600
Vi =0,625
Jadi dari larutan stok (4 ml) diambil 0,625 ml kemudian ditambah 3,375
ml aquades steril.
Konsentrasi 300 mg/ml
M1 x V1 =Mz X V2
1600x V1 =300x4
V1 =1200: 1600
Vi =0,75
Jadi dari larutan stok (4 ml) diambil 0,75 ml kemudian ditambah 3,25 ml
aquades steril.
Konsentrasi 350 mg/ml
M1 x V1 =M2x V2
1600x V1 =350 x4
V1 =1400: 1600
Vi =0,875
Jadi dari larutan stok (4 ml) diambil 0,875 ml kemudian ditambah 3,125
ml aquades steril.
Konsentrasi 400 mg/ml
M1 x V1 =Mz Xx V2
1600 x V1  =400x 4
Vi =1600: 1600

Vi =1
Jadi dari larutan stok (4 ml) diambil 1 ml kemudian ditambah 3 ml aquades
steril.
Keterangan :

M1 = konsentrasi stok

M3 = konsentrasi yang mau dibuat
V1 = volume yang dicari

V2 = volume stok
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2.3 Perhitungan Rumus Ulangan Perlakuan
(t-1) (r-1)> 15
(5-1) (r-1)> 15
4r—-4>15
4r>15+4
4r> 19
r>19:4
r>4,75
jadi ulangan yang digunakan 4 ulangan

2.4 Rumus Perhitungan Zona Hambat

d1+d2

Zona hambat (mm) = > X N (Rumus 1)

2.5 Rumus Perhitungan Uji KHM

KHM (nm) = OD setelah inkubasi — OD sebelum inkubasi................... (Rumus 2)
2.6 Rumus Perhitungan Koloni Bakteri

Jumlah bakteri yang hidup (CFU/mL) = (Jumlah koloni x faktor pengenceran):

Valarme makalum=gsmint. S DR L e (Rumus 3)

2.7 Uji Konfirmasi Bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli

Tabel Data Uji Konfirmasi

Uji Konfirmasi

No Bakteri Uji

Gram Endospora Katalase
1 S. aureus + - +
2 E. coli - - +

2.8 Data Ui Antibakteri Ekstrak P. spicatus terhadap Bakteri E. coli dan S.
aureusTabel 1. Data diameter zona hambat

Ekstrak P. spicatus Zona hambat (mm) Kategori

300 mg/ml S. aureus E. coli
Ualangan 1 19,59 12,98 Kuat
Ualangan 2 18,09 ooy Kuat
Ualangan 3 17,09 15,99 Kuat
Ualangan 4 18,46 13,25 Kuat
Kontrol (-) 0 0 Tidak menghambat

Kontrol (+) 30,73 28,73 Sangat menghambat




Hasil SPSS Escherichia coli

Tests of Normality®
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Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Perlakuan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
zona_hambat kontrol + .307 4 .729 4 .024
Ekstrak 300
.305 4 911 4 485
mg/ml

a. Lilliefors Significance Correction

b. zona_hambat is constant when Perlakuan = kontrol -. It has been

omitted.

Descriptives

zona_hambat
Std. Std. 95% Confidence Interval for Mean
N Mean Deviation Error |Lower Bound Upper Bound Min | Max
kontrol + 4 29.7300 1.15470| .57735 27.8926 31.5674( 28.73| 30.73
kontrol - 4 .0000 .00000| .00000 .0000 .0000 .00 .001
Ekstrak 300
mgfmi 4| 13.4975 1.78193| .89097 10.6620 16.3330| 11.77| 15.99
Total 12| 14.4092 12.74312| 3.67862 6.3126 22.5058 .00| 30.73
Test of Homogeneity of Variances

zona_hambat

Levene Statistic dfl df2 Sig.

4.733 9 .039]
ANOVA
zona_hambat
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 1772.733 2 886.366 589.780 .000}
\Within Groups 13.526 9 1.503
Total 1786.258 11
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Post Hoc Tests
Multiple Comparisons

zona_hambat

Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
(1) Perlakuan (J) Perlakuan Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
kontrol + kontrol - 29.73000" .86685 .000 27.3097 32.1503
Ekstrak 300 mg/ml 16.23250" .86685 .000 13.8122 18.6528
kontrol - kontrol + -29.73000" .86685 .000 -32.1503 -27.3097
Ekstrak 300 mg/ml -13.49750" .86685 .000 -15.9178 -11.0772
Ekstrak 300 mg/ml kontrol + -16.23250" .86685 .000 -18.6528 -13.8122
kontrol - 13.49750" .86685 .000 11.0772 15.9178

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

Homogeneous Subsets

zona_hambat

Tukey HSD

Subset for alpha = 0.05
Perlakuan N 1 2 3
kontrol - 4 .0000
Ekstrak 300 mg/ml 4 13.4975
kontrol + 4 29.7300
Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Hasil SPSS Zona Hambat Bakteri Staphylococcus aureus

Tests of Normality®

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Perlakuan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
zona_hambat kontrol + .307 4 . 729 4 .024
Ekstrak 300 mg/ml 1191 4 . .991 4 .960

a. Lilliefors Significance Correction
b. zona_hambat is constant when Perlakuan = kontrol -. It has been omitted.

Test of Homogeneity of Variances
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Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Perlakuan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
zona_hambat kontrol + .307 4 .729 4 .024
Ekstrak 300 mg/ml 191 4 .991 4 .960
zona_hambat
Levene Statistic dfl df2 Sig.
8.404 2 9 .009]
ANOVA
zona_hambat
Sum of Squares df Mean Square E Sig.
Between Groups 1799.348 2 899.674 1.125E3 .000}
Within Groups 7.198 9 .800
Total 1806.546 11

Post Hoc Tests

zona_hambat

Multiple Comparisons

Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
() Perlakuan (J) Perlakuan Difference (I-J)| Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
kontrol + kontrol - 29.73000" .63235 .000 27.9645 31.4955
Ekstrak 300 mg/ml 11.42250" .63235 .000 9.6570 13.1880
kontrol - kontrol + -29.73000" .63235 .000 -31.4955 -27.9645
Ekstrak 300 mg/ml -18.30750" .63235 .000 -20.0730 -16.5420
Ekstrak 300 mg/ml kontrol + -11.42250" .63235 .000 -13.1880 -9.6570
kontrol - 18.30750" .63235 .000 16.5420 20.0730

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




Homogeneous Subsets

zona_hambat

Tukey HSD

Subset for alpha = 0.05
Perlakuan N 1 2 3
kontrol - 4 .0000
Ekstrak 300 mg/ml 4 18.3075
kontrol + 4 29.7300
Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

2.9 Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)
Data selisih nilai OD
Tabel. 5 perhitungan nilai KHM konsentrasi ekstrak 200 mg/ml

Nilai OD

Perlakuan Bakteri AOD Lanjut
_Sebelurr_l _Sesudah KBM

inkubasi inkubasi
Ulangan 1 S. aureus 0,14 O S +0,41 -0,41
E. coli 0,26 1,18 +0,92 -0,92
Ulangan 2 S. aureus 0,19 0,51 +0,32 -0,32
E. coli 0,25 1,02 +0,77 -0,77
Ulangan 3 S. aureus 0,24 1,07 +0,83 -0,83
E. coli 0,22 1,05 +0,83 -0,83
Ulangan 4 S. aureus 0,13 0,99 +0,86 -0,86
E. coli 0,35 1,17 +0,82 -0,82

Tabel.6 perhitungan nilai KHM konsentrasi ekstrak 250 mg/ml

Nilai OD

Perlakuan Bakteri AOD Lanjut
Sebelum  Sesudah KBM

inkubasi  inkubasi
Ulangan1 S. aureus 0,28 0,27 -0,01 +0,01
E. coli 0,37 0,84 + 0,47 - 0,47
Ulangan 2 S. aureus 0,29 0,33 +0,04 -0,04
E. coli 0,23 0,76 +0,53 -0,53
Ulangan 3 S. aureus 0,27 0,29 +0,02 -0,02
E. coli 0,27 0,76 +0,49 -0,49
Ulangan 4 S. aureus 0,32 0,27 -0,05 +0,05

E. coli 0,28 0,69 +0,41 -0,41




Tabel.6 perhitungan nilai KHM konsentrasi ekstrak 300 mg/ml
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Nilai OD
Perlakuan ———  Bakteri AOD Lanjut
Sebelum  Sesudah KBM
inkubasi  inkubasi
Ulangan 1 S. aureus 0,41 0,32 -0,09 +0,09
E. coli 0,46 0,89 +0,43 -0,43
Ulangan 2 S. aureus 0,52 0,31 -0,21 +0,21
E. coli 0,49 0,80 +0,31 -0,31
Ulangan 3 S. aureus 0,30 0,29 -0,01 +0,01
E. coli 0,29 0,71 +0,42 -0,42
Ulangan 4 S. aureus 0,40 0,30 -0,10 +0,10
E. coli 0,35 0,95 +0,60 -0,60
Tabel.7 perhitungan nilai KHM konsentrasi ekstrak 350 mg/ml
Nilai OD
Perlakuan Bakteri AOD Lanjut
Sebelum  Sesudah KBM
inkubasi  inkubasi
Ulangan1l S. aureus 0,54 0,53 -0, 01 +0,01
E. coli 0,51 0,49 -0, 02 +0,02
Ulangan 2 S. aureus 0,49 0,57 +0,08 -0,08
E. coli 0,69 0,58 -0,11 +0,11
Ulangan 3 S. aureus 0,50 0,53 +0,03 -0,03
E. coli 0,66 0,56 -0,10 +0,10
Ulangan4 S. aureus 0,62 0,57 -0,05 +0,05
E. coli 0,53 0,53 0,00 0,00
Tabel.8 perhitungan nilai KHM konsentrasi ekstrak 400 mg/ml
Nilai OD
Perlakuan Bakteri AOD Lanjut
_Sebelurr_] _Sesudah_ KBM
inkubasi  inkubasi
Ulangan 1 S. aureus 0,39 0,76 +0,37 -0,37
E. coli 0,36 0,82 +0,46 -0,46
Ulangan 2 S. aureus 0,38 0,65 +0,27 -0,27
E. coli 0,43 0,68 +0,25 -0,25
Ulangan 3 S. aureus 0,33 0,58 +0,25 -0,25
E. coli 0,39 0,66 +0,27 -0,27
Ulangan 4 S. aureus 0,38 0,68 +0,30 -0,30
E. coli 0,34 0,76 +0,42 -0,42




2.10 Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)

Tabel. 9 Jumlah koloni bakteri S. aureus dan E. coli
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Bakteri uji Perlakuan Jumlah koloni bakteri(CFU/ml)x 10  Rata-
| ] i \Y/ rata
S.aureus  Ekstrak 250(mag/ml) 142 108 140 130 130
Ekstrak 300 (mg/ml) 43 63 70 60 59
Ekstrak 350 (mg/ml) 10 12 13 12 47
Ekstrak 400 (mg/ml) 5 7 9 11 8
Kontrol (+) 0 0 0 0 0
Kontrol (-) 200 200 200 200 200
E. coli Ekstrak 350 (mg/ml) 8 UL 16 17 14
Ekstrak 400 (mg/ml) 9 1 8 7 6,25
Kontrol (+) 0 0 0 0 0
Kontrol (-) 230 230 230 230 230

Lampiran 3 Keterangan Gambar

1. Persiapan Simplisia

Pengambilan sampel Pseudelephantopus spicatus

—

di halaman rumah di pinggir jalan . di pinggir rumah

di jalan setapa

Pembuatan simplisia Pseudelephantopus spicatus

%

\
& \

3 7 N
EPL TN
Ko

spicatus daun P. spicatus

Penimbangan P. penyucian P. spicatus | penyortiran bagian dijemur dan di oven
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2. Ekstraksi Maserasi

Persiapan Esktraksi Maserasi

persiapan alat dan pengadukan berkala persiapan proses penyaringan

bahan selama 2 hari penyaringan setelah 2 | ekstrak
hari maserasi

& zz
@
U L -
o 1 o0
hasil saringan ekstrak | pemisahan ekstrak pengambilan hasil hasil ekstraksi P.
dan pelarut dengan rotary spicatus
rotary vacuum
evaporator

3. Uji Konfirmasi

Pewarnaan Gram

Pengambilan bakteri | Pengolesan bakteri Pemberian iodium

uji uji ke objek glass Pemberian kristal
violet

Pemberian safranin Pemberian aquades Hasil Pengamatan Hasil pengamatan
bakteri E. coli bakteri S. aureus

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Pengambilan bakteri

Uji Endospora

[0 p VQ‘
Pemberian Malachite

Hasil pengamatan E.

D

Hasil pengamatan S.

li(b h aureus(berwarna
ujt green coli(berwarna merah) merah)
Uji Katalase
.
e

Persiapan alat dan
bahan

= I

Pengambilan bakteri
uji

i o)
Hasil pengamatan E.
coli

,

Hasil pengamatan S.
aureus

4. Uji Aktivitas Antibakteri

Kontrol + dan - Bakteri Staphylococcus aureus

Kontrol + dan - Bakteri Escherichia coli

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Staphylococcus aureus

Escherichia coli

5. Uji KHM dan KBM

a. Uji Konsentrasi Hambat Minimum

Bakteri S. aureus

Perlakuan

Sebelum Inkubasi

Sesudah Inkubasi

200 mg/mL

o
W

‘? \

231 ‘:“.3.:

4 g b
*

R
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250 mg/mL

300 mg/mL
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350 mg/mL

400 mg/mL

Kontrol positif
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Kontrol negatif
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Bakteri E. coli

Perlakuan

Sebelum Inkubasi

Sesudah Inkubasi

200 mg/mL

250 mg/mL

300 mg/mL

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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ONVIVIN 40 ALISHIAINN DINVTISI 31VLS NIHVAHGI MITTVIN VNVINVIA 40 ASVVAEElT TVELNEGD

positif

Kontrol negatif

350 mg/mL
400 mg/mL
Kontrol




b. Uji konsentrasi Bunuh Minimum
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350 mg/mL

Bakteri E. coli

400 mg/mL
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Bakteri S. aureus

300 mg/mL

350 mg/mL

400 mg/ mL

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



70

KEMENTERIAN AGAMA
UNIVERSITAS ISI.AM NEGERI MAULANA MALIK [BRAHIM MALANG
FAKULTAS SAINS DAN TEKNQLOGI
JURUSAN BIOLOGI
naga-msouhgasmwm (0341) 559933
Website: http//biologi vin-malang ac id Enuil: biologi Guin-malasg ac.id
= e —————————————————
BUKTI KONSULTASI SKRIPSI
Nama : Ratna Puspita Sari
NIM 15620064
Program Studi S1 Biologi
Seme
ster - Ganjil / Genap TA. 202012021
Pembimbing : Dr. Nur Kusmiyati, M.Si
Judul Skripsi . UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK
TAPAK LIMAN SEMU (Pseudelephantopus
spicatus) TERHADAP BAKTERI Staphylococcas
aureus DAN Escherichia coli
No | Tanggal Uraian Materi Konsultasi Ttd. Pembimbing
1 [s22019 Konsultasi Judul (I
b |15-22019 Revisi judul (O
b [22.3-2019 Konsultasi Bab 1 (r
b 2342019 Revisi Bab I (om
s 282019 Konsultasi Bab II (0
b 682019 Konsultasi Jumal Pelarut (-
7 |13-8-2019 Konsultasi Penataan tulisan (0
kR |13-9-2010 Konsultasi Bab Il (m
o 2092019 Revisi Bab III (0r
10 |s-10-2019 ACC Proposal seminar (0
11 [2-112019 Konsultasi Pengenceran Bakteri (0m
12 |1422020 Konsultasi hasil uji antibakteri (0
13 |9.10-2020 Konsultasi hasil KHM dan KBM (I
14 |16-112020 Konsultasi Bab IV dan V (-
15 |19-112000 Revisi Bab IV dan V (0
16 |4-12.2020 ACC skripsi P o (M
Malmg, 4 Dcscmher](etua
Pembimbing Skripsi,

. Nur Kusmiyat§, M. Si
NIP. l989081g20 601082061

Pro_g[_am-Smdi]?_@lpgi;..A

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



71

KEMENTERIAN AGAMA
UNIVERSITAS ISLAM NEGERI MAULANA MALIK IBRAHIM MALANG
FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI
PROGRAM STUDI BIOLOGI

JI. Gajayana No. 50 Malang 65144 Telp (0341) 558933, Fax. $03412 558033

KARTU KONSULTAS| AGAMA SKRIPS|
Nama : Ratna Puspita Sari
NIM : 156620064
Program Studi : S1 Biologi
Semester : Ganjil TA 2020/2021
Pembimbing : Dr. Ahmad Barizi, MA
Judul Skripsi : Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Tapak

Liman Semu (Pseudelephantopus

spicatus) terhadap Bakteri Staphyloco
ccus aureus dan Escherichia coli

No Tanggal Uraian Materi Konsultasi Pe mz::;bln g
1 31 Juli 2019 Konsultasi integrasi ayat Al- 1 Z
Quran BAB | =T
o | 4 Oktober 2019 | Revisi integrasi ayat Al-Quran |, 2
BAB |

3 | 6 Oktober 2019 ACC proposal seminar 3. f‘

4 | 9 Desember 2020 | Konsultasi Integrasi BAB IV 4. f

5 10 Desember 2020 ACC siding skripsi 5 <€

Malang;-4. _Desember 2020

So pmeaiel g

/" “Ketua Prodi Biologi,
W/ TN A

i

Pembimbing Agama Skripsi,

-

Dr. Ahmnad Barizi, MA
NIP. 14731212 199803 1 008

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



