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INTISARI

AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK ETANOL HERBA KROKOT
(Portulaca oleraced..) DARI BEBERAPA METODE EKSTRAKSI
TERHADAP BAKTERI Salmonelh typhimurium

Bakteri Salmonella typmmnurium merupakan bakteri yang dapat
menyebabkangastroenteritisdan pertumbuhannyaapat dikendalikandengan
senyawa aktif dathahan alamsalah satunya herba kroKBortulaca oleraced..).
Krokot mengandungsenyawatanin, saponin dan flavonoiggang memiliki
karakterstik berbedaterhadap suhu ekstraksPenelitian ini bertujuan untuk
mengetahui aktivitas antibadt ekstrak etanol herba krokdéari berbagai metode
ekstraksi terhadap bakte8 typhimurium

Ekstraksi herba krokot dilakukan dengan 4 variasi metode garadingin
(maserasi dangwkolasi) darcarapanas (sdkt danrefluks) menggunakan etanol
96%. Keempat jenis kestrak tersebutdiuji aktivitas antibakterinyasecara difusi
cakrampadakonsentrais30%, 3%%6, 40%, 45% dan 5% (b/v). Kontrol positifnya
adalahkloramfenikol 30 pg/disk sedangkan kontrol negatifnya pelarut DMSO
Hasil uji aktivitas antibaldri berupa Diameter DaeraHambat (DDH) yang
dianaligs secara statistifwo Way Anova

Hasil penelitianmenunjukkanadalya aktivitas antibakteri ekstrak etanol
herba krokot dari berbagai jenis metode eksirtdrhadapS. typhimurium Ada
perbedaan aktivitas antibakt ekstrakersebuyyang dihasilkan dari metodefluks
dengan metode laiya (maserasi, perkolasi dan soklethadas. typhimurium

Kata kunci: Ekstrak etanol herba krokdPortulaca oleraceal.), antibakteri,
Salmonella typmurium variasi metode ekstraksi



ABSTRACT

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ETHANOL EXTRACT OF THE
PURSLANE (Portulaca oleracea L.) HERB FROM SEVERAL EXTRACTION
METHODS AGAINST Salmonella typhimurium

Salmonella typhimurium bactereuldcause gastroenteritesnd its growth
could be controlled by the active compounds from natural materials, wkich
purslane (Portulaca oleracedal..) herb. Purslane contains tannin, saponins and
flavonoidscompounds which hawdifferent characteristicsowardstemperature
extraction. This study aims to determine the antibacterial activity of ethanol extract
of the purslaneherb from various extraction methodsagainst S. typhimurium
bacteria

Extraction of purslane herbwas carried outwith four variations method
which arethe cold method (maceration and percolation) amelatmethod(soxHet
and reflux) using 96% ethanadolvent The four types of extract were tested for
their antibacterial activity by disk diffusion at concentratiais3d0%, 35%, 40%,
45% and 50% (lv). The positive cortl was chloramphenicol 30 pdisk, while
the negative control was DMSO solvent. The results of antibacterial activity test in
the form ofzone of inhibition thatvere statistically analyzed by Two Wagova.

The results showetthe ethanol extract of the purslareerb from various
extraction methds had antibacterial activityagainstS. typhimurium Therewasa
difference in the antibacterial activity athanol extractof the purslaneherb
obtainedfrom the reflux method with other methods ¢eration, percolation and
soxhle} against Styphimurium.

Keywords:Ethanol extract of purslan@ortulaca oleraced..) herb, antibacterial,
Salmonella typhimuriunvariousextraction methods
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BAB |. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Infeksi dapat disebabkan karebakteri patogen, salah satungalmonella
typhimurium yang dapat menyebkan gastroenteritis Menurut World Health
OrganizationfWHO) tahun 2013sebanyald milyar kasus gastroenteritisrjadi di
dunia dan sebanyak 2,2 juta penderita menindgaiadansebagian bes&asus
ini terjadi pada balitaBerdasarkan hal tersebgfastroenteritisnasin merupakan
masalah kesehatan masyarakat, baik ditinjau dgkaamorbiditas (kesakitan) dan
angka mortalitas (kematian) serta Kejadian Luar Biasa (K&)IO, 2013)

Infeksi biasanya diobati menggunakan antibidk#penggunaan antibiotik
tidak lepas dari efek samping yang ditimbulkan, misalnya resistensi, reaksi
hipersensitivitaslanreaksi alergi (Davies, 1994)alam rangka mencaaiternatif
pengobatan untuk infeksi, maka dilakukan penelitian untuk mencari sumber
sumber lain utamanya berasal dari bahan aBatah satu bahan alam tersebut
adalah tanaman krokd@Portulaca oleraced..). Krokot dapat digunakan untuk
pengobatan penyakit seperti disentri, sakit pdautdemam (Djauhariya2004).
Tanaman krokot mengandung tanin, sapatan vitamin(A, B dan C)(Hariana,
2005).

Penelitian Karlinadkk. (2013) melaporkanhasil pemeriksaan fitokimia
ekstraketanolherba krokotyang diperoleh secaraaserasi mengandung senyawa
tanin, saponin dan flavonoid. Ekstrak etadalunkrokot hasil ekstrakssolet
mengandung metabolit sekunder seperti alkaloid, saponmn, tdavonoid

diterpendanprotein(Wasnik danfumane 2014).



Metode ekstraksi séét cocok digunakan untuk mengeks$isa senyawa
alkaloid (Harbornel996).Perbedaan metode ekstraksi dari tanaman kiadjoat
mempengaruhkandungarkimia yang tersardi dalamnyaMetodeekstraksi baik
cara panas dan dingin dapat berpengaruh terhadap jumlabnigamdkimia yang
tersari karenpenggunaaipanas pada prosessikksi dapat menyari lebih banyak
senyawa aktif tetapi juga berpengaruh terhadap stabgitag/awasenyawa
tersebut. Beberapa senyawa dalam bahan alam bersifat kurang stabil terhadap
panas.

Penelitian Sudaryatiah Nusandari (2017) melaporkaktivitas antbakteri
terhadapSalmonella typimurium dari ekstrak etanol herba krokot hasil maserasi
terjadi pada konsentrasi 4M0%. Menurut penelitian Londonkar dan Nayaka
(2012), ekstraketanol herba krokot hasil sdt banyak mengandung senyawa
flavonoid yangmemiliki aktivitas antibakteri terhada@almonek typhimurium
Penelitian Nayaka dkk. (2014) melaporkan senyawa apigenin yang diisolasi dari
tanaman krokot mempunyai aktivitas antibakieradagsalmonella typimurium

Berdasarkan latar belakang tersebut, peneltgatangaktivitas antibakteri
ekstrak etanol herba krokdari beberapametode ekstrakgerhadapSalmonella
typhimuriumbelum pernaldilaporkansebelumnya. Penelitian ini dilakukan untuk
memberikan informasi tentang metode ekstraksi paling dali&dm memperoleh
ekstrak etanol herba krokot yang memililaktivitas antibakteripaling besar
terhadapSalmonella typhimuriumPenelitian inijuga dapaimengetahui ada atau
tidaknya perbedaamktivitas antibakteri ekstrak etanol herba krokethadap

Salmonella typhimuriurberdasarkan variasi metode ekstraksi.



B. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut, maka dapat disusun perumusan masalah
sebagai berikut :

1. Apakah ekstrak etanol herba krokot yang dihasilkan dari berbagai metode
ekstraksi (maserasi, perkolasi, dek, dan refluks) mempunyai aktivitas
antibakteri terhadafalmonella typhimuriurd

2. Apakah ada perbedaan aktivitas antibakteri ekstrak etanol herba krokot yang
dihasilkan dari berbagai metode ekstraksi tersebut terh&kmonella

typhimurium?

C. Tujuan Penelitian
Tujuandari penelitianini sebagai berikut
1. Menentukan aktivitas antibakteri ekstrak etanol herba krokot dari berbagai
jenis metode eksiksi (maserasi, perkolasi, $ek dan refluks) terhadap
Salmonella typhimurium.
2. Mengetahui ada atau tidajan perbedaan aktivitas antibakteri ekstrak etanol
herba krokot yang dihasilkan dari berbagai metode ekstraksi tersebut terhadap

Salmonella typhimurium

D. Manfaat Penelitian
Penelitian ini dapat memberikan informasi menggmefil aktivitas antibakteri
ekstrak etanol herba krok@Portulaca oleraced..) dari berbagai jenis metode
ekdraksi (maserasi, perkolasi, $ek dan refluks) terhad&p typhimurium Selain
itu juga mengetahui metode ekstraksi paling baik dalam memsdra krokot yang

memiliki aktivitas antibakteri paling besar terhadapyphimurium



E. Tinjauan Pustaka
1. Krokot (Portulaca oleraced..)

Tanaman krokotRortulaca oleraced..) (Gambar 1) adalah tanaman yang
tumbuh liar dan dapat tumbuh di daerah yang berpasir. Krokot dapat tumbuh meski
kekurangan air dan memiliki sifat adaptasi yang baik terhadap lingkungan. Krokot
termasuk salah satu gudmpada budidaya tanaman semusimolét dapat
dikonsumsi sebagai makanan dan obat herbal dapat digunakan untuk tanaman hias
karena keindahan bungan{iaalimartha, 2009).

Batangdari tanamarkrokot berbentk bulat, beruas, dan berwarna merah
kecoklatan.Bagian @un tunggal, berbentuk bulatlar, ujung dan pangkalnya
tumpul, tepi daun rata, berdaging, panjarg &m, lebar 22 cm, dan berwarna
hijau. Bagian bunganya majemuk, letaknya di ujung cabang, kecil, kelopak
berwarna hijau, mahkota berbentuk jantung, kepala putiknya berj8vBatian
berwarna putih atau kuning. Buahnya berbentuk kotak, berbiji banyak, dan
berwarna hijauBijinya berbentik bulat, kecil, mengkilatberwarna hitanserta
akanyatunggangdan berwarna putih kotgDalimartha, 2009)Tanaman krokot
mempunyai aktivitas antibédei padaStaphylococcus aureus, Escherichia coli dan

Salmonella typhimuriur(Sudaryati dn Nusandari, 2037

O e

Gémbarl. Taﬁaman Krkotlimartha, 2009)



Klasifikasi tanaman krokot menurut Dalimartha (2p@8alah sebagai

berikut :

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Sub Divisi : Angiospermae
Ordo : Caryophyllales
Famili : Portulacaceae
Genus : Portulaca

Spesies : Portulaca oleraced..

Beberapa penelitian melaporkan bahwa krokot mengandung banyak
komponen senyawa aktif. Berbaganyawakimia yang telah dilaporkadari
tanaman krokotdiantaranyaflavonoid, alkaloid, polisakarida, asam lemak,
terpenoid, sterol, vitamin, protein dan mirefahou, dkk., 2015). Flavonoid
yang terkandung dalamanamarkrokot terdiri dari 5 jenisyakni kaempferol,
apigenin, mireetin, kuerstin, dan luteolin (Xugdkk., 2005).

Krokot memiliki kandungan kimia yaitu steroid/triterpenoid, karoten,
vitamin (C, B, B2, By), kalsium, magnesiunglikosida,danglikoretin (Depkes
RI., 199%). Krokot diperkirakan mempunyai kandungan kimia berupa KCI,
K2SQw, KNOs, asam nikotinat, vitamin A, -fioradrenalin, noradrenalin,
dopamin, dan dopa (Djauhariya, 200Bdnaman krokamemiliki banyak fungsi
sebagai obat tradisionghkni untuk pengobatan penyakit kulit, diare, disentri,
radang usus buntu, wasir, diabetes, dan bakterfRdhardjo,2007). Seluruh

bagian tanamandapat digunakan sebagai antibakteri, antiinflamasi, dan



artelmintik. Khasiat lainnya adalahsebagai obat gatal serta memperbaiki
pencernaan (Depkes.R199%).
2. Ekstraksi
Ekstraksi adalalprosespenarikan kandungakimia dari suatu bahan alam
sehingga terpisah dari bahan yang tidak dapat larut dengan pelarut cair. Tujuan
ekstraksi bahan alam adalah untuk menarik komponen kimia yang terdapat
pada bahan alam. Ekstraksi ini didasarkan pada prinsip perpmdahasa
komponen zat ke dalam pelarut, dimana perpindahan mulai terjadi pada lapisan
antar muka kemudian berdifusi masuk ke dalam pelarut (Depkek9R6).
Ekstraksididasarkan pada prinsimelarutkan senyawa polar dalam pelarut
polar dan senyawa non polar dalam pelarut non polar. Serbuk simplisia diekstraksi
berturutturut dengan pelarut yang berbeda polaritasnya (Harborne, 1996). Jenis
ekstraksi yang sering dilakukan adalah ekstraksi canagpdan dingin. Ekstraksi
cara panaslapatdilakukan dengan cara refluks dan bksedangkan ekstraksi
secara dingirdapatdilakukan dengan cara maserasi dan perkolasi (Depkes RI
1986).
a. Maserasi
Metode ekstraksi &serasi merupakan cara penyarian dede.
Simplisia yang akan diekstraksi diserbukkan dengan derajat tertentu lalu
dimasukkan ke dalam bejana maser@sbsedlilakukan dengan cara merendam
serbuk simplisia dalam cairan penyari, setelah itu dalam waktu tertentu sesekali
diaduk. Perlakuan teebut dilakukan selama 5 haHrinsip metode maserasi
adalah cairan penyari akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel

yang mengandung zat aktif. Zat aktif akan larut karena adanya perbedaan



konsentrasi antara larutan zat aktif didalam sel diluar sel, maka larutan yang
didalam akan terdesak keluar. Peristiwa tersebut terulang terus hingga menjadi
keseimbangan konsentrasi antara larutan diluar sel dan didalam sel (Depkes RI
1986).

Maserasi digunakan untuk menyari simplisia yang mengeywht aktif
yang mudah larutlalam cairan penya(Depkes Rl 1986). Keuntungametode
maserasi adalah cara pengerjdam peralatan yang digunakan sederhagga
mudah diusahakan (Depkes.,R1000).Kerugian metode maserasi adalah waktu
ekstraksi yangama dan membutuhkan pelarut dalam jumlah banyak dan adanya
senyawa tertentu yang tidak dapat diekstrak karena kelarutannya yang rendah
pada suhu ruang (Sarker, dkk., 2006).
b. Perkolasi

Metode ekstraksi grkolasi adalaltarapenyarian yang dilakukan dengan
mengalirkan cairan penyari melalui serbuk simplisia yang telah dibaSata.
kerjametodeani adalahserbuk simplisia ditempatkan dalam suatu bejana silinder,
bagian bawahnya diberi sekat berpori. Cairan penyari diald&dratas ke bawah
melalui serbuk tersebut. Cairan penyari akan melarutkan zayaktifberada di
dalamselyang dilaluihinggamencapakeadaan jenufDepkes Rl 1986).

Gerakan kébawah disebabkan oleh kekuatan beratnya sendiri dan cairan
diatasnyadikurangi dengan daya kapiler yang cenderung untuk menahan gerakan
ke bawah (Depkes Rl 1986). Keuntungan metode perkolasi adalah proses
penarikan zat yang berkhasiat dari tumbuhan lebih sempurna, tetapi kerugiannya
adalah membutuhkan waktu yang lama qemalatan yang digunakan mabhal

(Agoes, 2007).



C. Refluks

Metode ekstraksiefluks adalah edtraksi dengan pelarut pada suhu titik
didihnya selama waktu tertentu dengan jumlah pelarut terbatas yang relatif
konstan dengan adanya pendingin balik (Depkes2R0D0).Cara kerja refluks
adalah serbuk simplisia dimasukkan ke dalam labu alas bulat dengan cairan
penyari lalu dipanaskan. Uap cairan pengikanterkondensasi pada kondensor
bola menjadi molekul cairan penyari yang turun kembali ke dalam labu alas bula
Cairan tersebutkan menyari kembali serbuk simplisia yang berada pada labu alas
bulat dan proses ini berlangsung seterusnya secara berkesinambungan.
Penggatian pelarut dilakukan sebanyak 3 kali setiag $am Filtrat yang
diperoleh dikumpulkan dan pitkatkan. Kelebihan metode refluks adalah proses
ekstraksi berlangsung secara kontinu dapat digunakan untuk mengekstraksi
sampel yang memiliki tekstur kasaKelemahan metode refluks adalah
membutuhkan pelarut yang bany@epkes RI., 1986).

d. SokKet

Metode ekstraksi soklet adalah ekstraksi menggunakan pelarut yang selalu
baru yang umumnya dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi terus
menerus dengan jumlah pelarut yang relatif konstan dengan adanya pendingin
balik. Prinsip metode sokleidalahpenyarian yang dilakukan berulanfang
sehingga penyarian lebih sempurna dan pelarut yang digunakan relatif sedikit.
Penyarian dihentikan bila pelarut yang turun melewati pipa kapiler tidak berwarna
(Kristianti, 2008).

Kelebihan metode soklet ddh penyarian dapat diteruskan sesuai dengan

keperluan tanpa menambah volume cairan pergami jumlah pelarut yang



dibutuhkan lebih sedikit. Kelemahan metode soklet adalafaktu yang
dibutuhkan cukup lama dan kurang cocok untuk senyawa yang tidak tahan
terhadap pemanasan (Depkes RI., 1986).
Suatu proses ekstraksi membutuhkan pelarut untuk menarik senyawa aktif
sesuai polaritasnya. Pelarut yang digunakalam penelitian iredalah etanol 96.
Etanol dapat melarutkan alkaloida basa, minyak atsiri, glikod@teflavonoid.
Etanoljuga dapat dipertimbangkan sebagai penyari karena kedligktif, bakteri
sulit tumbuh dalam etanol dengan konsentrasi lebih dari 20%, restridetanol
dapat berampur dengaair pada segala perbandingd@epkes Rl 1986).
Hasil dari proses ekstrakiserupa ekstraklengan konsistengental maupun
cair. Ekstrak adalah sediaan pekat yang diperdégtgan mengekstraksi zat aktif
dari simplisia nabati menggunakangrelt yang sesuai, kemudian pelarut diuapkan
dan serbuk yang tersisa diperlakukan sedemikian hingga memenuhi baku yang telah
ditetapkan (Depkes RI11986).
3. Bakteri Salmonella typhimurium
Salmonella typtmurium (Gambar 2) merupakan bakteri penyebab
gastroenteritisSalmonella typhimuriunadalah bakteriGram negatif, fakultatif
anaerob, berbentuk batardgntidak membentuk spor&almonella typhimurium
juga memiliki flagella peritrikus sehingga bersifat motil. Bakteri ini berdiameter 0,7
hingga 1,5 m; dengan panf@ 2 hingga 5 pm. Suhu aksimumpertumbuhan
adalah 48C, sedangkan suhu pertumbuhan optimumnya adat3i8 ( D’ Aoust ,
2000).
Salmonellajenis ini merupakanfoodborne diseaseyang masuk melalui

makanan ke dalam saluran pencernaan maringéksi dari serotipe golongan ini



menyebabkan gastroenteritis atau enterokolitis (Bra@@65). Gejala tampak
setelah 34 hari yakni demam, diare, keram perut, dan kadang kadang diikuti

dengan muntah (Bhunia, 2008).
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Gambar 2. Tampilan mikroskopis bakteriSalmonella typlmurium dengan pewarnaan Gram
(Microbe-canvas, 2018)

Klasifikasi bakteriSalmonella typimuriumadalah sebagai berikut :

Domain : Bacteria

Divisi : Probacteria

Kelas : Gammaproteobacteria

Bangsa : Enterobacteriales

Suku : Enterobacteriaceae

Marga : Salmonella

Jenis : Salmonella typmurium(Jawetz daiMelnick, 2010.

Gejala infeksiSalmonellatyphimuriumdimulai dari masuknya sejumlah sel
Salmonellayphimuriumke dalam saluran pencernaan lalu masuk ke dalam saluran
usus. Bakteri ini dapat berkembangbiak dengan baik. Bakteri ini melakukan
penetrasi pada saluran usus, terutama pada ileum dan sedikit pada usus besar
sehingga menimbulkan reaksi inflama3akteri inimenembus sistem pertahanan
mukosal dan limfatikBila lebih parahdapat mencapai saluran darah sehingga

menyebabkan bakterimia atau absagp@ardi dan Sukamto, 1999
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4. Antibakteri
Antibakteri merupakan zat yang memiliki sifat membunuh bakteri, terutama
bakteriyangmerugikan manusia ddnasanya menyebabkan infeksi (Jawetz dkk.,
2005). Antibakteri dapat bersifat bakteriostatik maupun bakterisidal. Bakteriostatik
merupakan antimikrab yang bekerja hanya menghambat pertumbuhan
mikroorganisme, sedangkan bakterisidal adalah antimikroba yang bekerja dengan
cara membunuh atau menyebabkan kematian pada mikroorganisme (Ganiswara,
1995).
Antibakteri mempunyai toksisitas yang bersifat relat#itu suatu zat yang

pada konsentrasi tertentu dapat ditoleransi oleh inang namun dapat merusak bakteri
(Jawetz, dkk., 2005)Faktorfaktor yang mempengaruhi aktivitas antibakteri
diantaranyakonsentrasi zat antimikrobgumlah mikroorganisme, suhu, jeni
mikroorganisme, pH, adanya bahan orgafielczar dan Chan, 1983
5. Antibiotik Kloramfenikol

Kloramfenikol digunakan sebagai kontrol positif pada penguiktivitas
antibakteri. Kloramfenikol (GambaB) merupakan antibakteri yang bersifat
bakteiostatik dan berspektrum lua®epkes Rl 199%). Mekanisme kerja
kloramfenikol adalah melalui penghambatanbiosintesis protein pada siklus
pemanjangamantai asamamino yaitu denganmenghambapembentukankatan
peptida. Antibiotik ini mampumengikatsubunit ribosom 50s, akibatnyaterjadi
hambatanpembentukanikatan pegida dan biosintesisprotein Kloramfenikol
umumnyabersifat bakteriostatik,namun pada konsentrasitinggi dapatbersifat

bakterisidterhadapbakteribakteritertentu(Ganiswaa, 1995).
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Indikasi kloramfenikohdalahuntuk pengobatan demam tifoid, meningitis, dan
salmonelosis lainny&loramfenikol memberikan efek dengan cara menghalangi
aktivitas enzim peptidil transferase. Enzim inrfbagsi untuk membentuk ikatan
peptida antara asaagmamino baru yang masih melekat pada tRNA dengan asam
amino terakhir yang sedang berkembang. Sebagai akibatnya, sintesis protein bakteri

akan terhenti seketika (Pratiwi, 2008).

TH T
OZNOC—C—CHQDH
H  NHCOCHC,

Gambar3. StrukturKimia Kloramfenikol(DepkesRI, 195%

6. Uiji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri untuk menentukan kepekaan suatu bakteri patogen
dapat dilakukan dengan dua metode yaitu dilusi dan difusi. Metode dilusi adalah
metode untuk menentukan konsentrasi minimal dari sargtmikroba yang dapat
menghamaht atau membunuh mikroorganisme. Metode dilusi ada dua metode yaitu
dilusi padat dan dilusi ca{Qaiyumi, 2007). Metodaji aktivitasantibakteri yang
digunakan pada penelitian ini adalah metode difusi. Metode difusi adalah
pengukuran dan pengamatan diameter zona bening yang terbentuk di sekitar
cakram setelah didiamkan selama2#8jam dan diukur menggunakan jangka
sorong (Pelczar dan Chan, 1988). Beberapa metode difusi yang sering digunakan
untuk uji aktivitas antibakteridalah tes Kirby Baued(sc diffusion, E-test ditch-

plate cup-platedangradientplate (Pratiwi, 2008).
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Metode difusi cakram merupakan cgemg paling sering digunakamtuk
menentukan kepekaan bakteri terhadap suatu antibiotik. Cara ini menggunakan
suatukertascakram(paper dis¢ yang berfungsi sebagai tempat menampung zat
antimikroba. Kertagsakramtersebut kemudian diletakkan pada lempeng pajag
telah diinokulasimikroba uji, kemudian diinkubasi pada waktu tertentu dan suhu
tertentu, sesuai dengan kondisi optimum dari mikroba uji. Pada umumnya, hasil
yang didapat bisa diamati setelah inkubasi selar241jam dengan suhu J3.

Hasil pengamatan yang diperoleh beraoka atau tidaknya daerah bening yang
terbentuk di sekeliling kertas cakram yang menunjukkan zona hambat pertumbuhan
bakteri (Pelczar dan Chan, 1988).

Zona irradikal merupakan suatu daerah di seldtatas cakrandimana
pertumbuhan bakteri dihambat oleftinakteri tapi tidak dimatikan. Zona radikal
merupakan suatu daerah di sekit@rtas cakramdimana samasekali tidak

ditemukan pertumbuhan bakteri (Pelczar, dkk., 1986).

F. Landasan Teori

Krokot mempunyai kandungan senyawa ydrggpotensimenghambat
pertumbuhan baktedMenurut penelitian Sudaryadian Nusandari (2017¢kstrak
etanolherba krokot hasil maserasiengandung metabolit sekund&pertitanin,
saponin, fenol, alkaloid dan flavonoid. Ekstrak etashelinkrokot hasil ekstraksi
soklet mengandung metabolit sekunder seperti alkaloid, saponin, tanin, flayonoid
diterpendanprotein(Wasnik danfumane 2014).Perbedaan metode ekstraksi dari
suatutanamandapatmempengaruhi kandungan fitokimianydetode ekstraksi

solet cocokdigunakan untuk mengeksksa senyawa alkaloid (Harborn£996).
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Suhupanagpada proses stk dapatmempengaruhi jumlah senyawa fenolik yang
ditarik. Semakin tinggi suhu ekstraksi, maka kelarutan senyawa fenolik semakin
meningkat (SanteBuelga dan Williamson, 2003).

Menurut penelitian Sudaryati dan Nusandari (201@&ktivitas
antibakteri ekstrak etanol herba krokot hasil maserasi terhadap l&dteonella
typhimuriummenghasilkan DDH sebesar 27,4 mm pada konsentrasi ekstrak 100%.
Konsentrasi ekstrakd0% menghasilkan DDH sebes&#5,9 mm sedangkan
konsentrasi ekstrak 80% menghasilkan DDH sebesd3,7 mm. Penelitian
Londonkar dan Nayaka (2012) melaporkan aktivitas antibakteri ekstrak yang kaya
akan flavonoidpada konsentrasi 60 mg/mhiri herba krokot hasil ekstraksi dek
memiliki aktivitas antibakteriterhadapSalmonella typhimurium menghasilkan
DDH sebesar 14,380,28 mm Nayaka dkk. (2014) melaporkan senyawa apigenin
dalam larutan encer (10 ul) yang diisolasi dari tanaman kit ekstrakssolet
mempunyaiaktivitas antibakterterhadapSalmonellatyphimurium dengan DDH

sebesar 17,36 0,18 mm.

G. Hipotesis
Hipotesispenelitian ini antara lain
1. Ekstrak etanol herba krokot yang dihasilkan dari berbagai metctiakek
(maserasi, perkolasi, sek, dan refluks) mempunyai aktivitas antibakteri
terhadaBalmonella typhimurium.
2. Ada perbedaan aktivitas antibakteri ekstrak etanol herba krokot yang
dihasilkan dari berbagai metode ekstraksi tersebut terh&ddponella

typhimurium.
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BAB II. METODE PENELITIAN

A. Bahan danAlat yang Digunakan
1. Bahan
Bahanbahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain:
a. Bahan tanamanadalah herba krokotari Desa Putat Nganten, akupaten
Grobogan, Jawa Tengalan pelarut untuk ekstrakasilalah etanol 96 %.

b. Bahan untuk uji aktivitas antibakteri adalah kultur murakteri Salmonella
typhimurium diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi niversitas
Muhammadiyah Semarangnedianutrient agar(NA) (Merck), medianutrient
broth (NB) (Merck), dimethyl sulfoksida (DMSO}Merck), akuadeskertas
cakram kosongkloramfenikol 30 pgdisk (Oxoid) larutan NaCl 0,9 %dan
larutan standar 0,8lc. FarlandIV.

2. Alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain:

a. Alat pembuatan serbuk simplisia adalalmari pengering, alat penyerbuk
(Fomac) moisture balanc€Ohaus) blender (Philipdantimbangarsimplisia
(Ohaus)

b. Alat untukprosesekstraksi yaittayakan mesh 4@imbangan elektrik (Ohaus)
alatalat gelas(Pyrex), corong buchner pompa vakumseperangkat alat
maserasialat perkolasi, alat refluks, seperangkat aoket, penguap vakum
putar(Heidolph)danbotol gelap.

c. Alat untuk uji aktivitas antibakteri adalalatalat gelas (Pyrex)mikropipet
(Socorex)Laminar Air Flow(LAF) (Airtech), inkubator (Binder)autoclave

(All American), ose bulat, pinset dan jangka sorong (Mitutoyo)
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B. JalannyaPenelitian

1. Pengumpulan Bahan

Tanaman krokot yang digunakan memiliki @ni bunga kuninggdaun krokot
berwarna hijau tua ddmatang krokot berwarna kemerahan. Bagian tanaman yang
digunakan adalah akar, batang, daun dan bunga (Karlina, dkk., 2013).
2. Determinasi Tanaman

Tujuan determinasi tanaman adalah untuk mengetahuitaktatiamaryang
digunakan dalam penelitian. Determinasi tanaman dilakukan di Laboratorium
Ekologi dan Biosistematik Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Iimu
Pengetahuan Alam, Universitas Diponegor@€ara determinasi adalah
mencocokkan circiri tumbuhan denganukcikunci determinasi yang ada di buku
Flora of Java(BackerdanVan DenBrink, 1968.
3. Pembuatan Serbuk Simplisia

Herba krokotsebanyak16,33 kg disortasi basaluntuk memisahkan dari
tanamanain yang menempel, lalu dicuci dengan air mengatitk menghilangkan
pengotor yang menempekemudian diangiktdianginkan. Herba krokodlipilah
berdasarkan bagiateanaman yaitu bunga, daun d&atang Bagian batang
dilakukan perajanjangarkemudian keseluruhan bagian tanamalikeringkan
dergan almari pegering pada suhu58C hingga bahan kering. Simplisia yang
sudah kering kemudian disortasi keringtuk menmsalkan baharyang basah dan
bahan yang sudah keripgda sat pengeringan.

Simplisia ditimbang dan dibuat serbuk dengaesin penyerbulyang telah

dilengkapi ayakamesh 4kkemudian diukur kadar airnyaenggunakamoisture
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balance Persyaratan kadar ainglisia yaitu kurang dari 10 %@erbuk simplisia
disimpan di tempat yang tidak terkena sinar matahari supaya tidak terjadi kerusakan
(Depkes RI., 1986).
4. Pembuatan Ekstrak EtanolHerba Krokot
a. Metode Maserasi
Serbuk simplisia é&rba krokot ditimbang sebanyak@®gram. Pelarut yang
digunakan adalah etanol 96 % sebanyak 75 bagi&@ (mL) dan direndam
selama 3 hari terlindung dari sinaratahari, berada pada suhu ruang dengan
beberapa kali pengadukan. Campuran disaring sehingga diperoleh maserat (1).
Ampas direndam kenalt dengan 25 bagian pelarut (I6énL) selama 2 hari.
Kemudian diaduk dan disaring kembali hingga diperoleh maserd48grat (1)
dan (2) dicampur dan ditaruh di wadah tertutup, pada tempat sejuk serta terlindung
cahaya. Filtrat disimpan selama 24 jam. Filtrat disaring kemudian dipekatkan
menggunakamenguap vakum putgrada suhu %C hingga diperoleh ekmk
kental (Deples RI, 2006). Skema metode maserasi tersaji padamipiran 3.
Perhitungan rendemen ekstrak dapat dihitung menggunakan rumus sebagai
berikut(Harborne, 198)

Bobot ekstrak yang didapat (gram)
Rendemen (%) = _ _ _ x 100%
Bobot serbuk simplisia yang diekstrakgiam)

b. Metode Perkolasi
Serbuk herba krokot sebanyaRO6gram dbasahi dengan pelarut etanol
96% sebanyak 900 mLSerbukyang sudah dibasabdimasukkan ke dalaralat

perkolator dan ditambahkan pelaggbayak 10@ mL, kemudian didiamkan
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selama 2 janPekolat dikeluarkarbersamaan dengan penambapelarut secara
kontinyu Perkolasi dilakukan sampai larutan yang keluar dari perkolator jernih.
Perkolat ditampung dalam erlenmeyer dan dipekatkan menggupakeuap
vakum putapada suhu%C hinggadiperoleh ekstrak kental (Depkes RI., 2000).
Skemametode perkolasi tersaji padarhpiran 4.
c. Metode Refluks
Serbuk herba krokot sebanyaRO6gram dimasukkan ke dalam labu alas

bulat, kenudian ditambahkan pelar@tanol 96% sebanyak 53 mL hingga
simplisiaterendam. Alat refluks dirangkai, sampel diekstraksi pada seswai
titik didih etanol 96%selama jam dan proses ini diulang sebanyak 3 kali. Filtrat
hasil ekstraksi disaring dengan kain kasa dan kertas saring, lalu dimasukkan ke
dalam erlenmeyer. Fiht yang diperoleh dievaporasi mengguralpenguap
vakum putampada suhu ®C sampai diperoleh ekstrak pekat (List dan Schmidt,
2000).Skana metode refluks tersaji padarhpiran 5.
d. Metode Solet

Serbuk herba krokot sebanyab06gram dibungkus dengé&ertas saring dan
diikat pada kedua ujungnya kemudiamédsukkan ke dalam ekstraktor kk
Pelarut etanol dimasukkan ke dalhu alas bulat hingga teri2i3 bagian labu
Ekstraksi dilakukan pada suhu sesuai titik didih etanol 9d&b.solet dirangkai
dengan kondensor dan ekstraksi dilakukan hingga cdiaéam tabungsifron
tidak berwarngjernih). Filtrat yang diperoleh dievaporasi mengguaagenguap
vakum putapada suhu™C sampai diperoleh ekstrak pekat (Voigt, 19%4&kma

metode sokletersaji pada ampiran 6.
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5.  Sterilisasi Alat

Alat dan bahan yang akan digunakan dalam uji aktivitas antibakteri disterilkan
terlebih dahulu. Alatlat gelagtabung reaksbhatang pengadukylenmeyerbeker
glass dan cawarpetri), media pertumbuhan, agdes,blue tip dan yellow tip
disterilkan dengan pemanasdasahmenggunakan autoklaf pada suhu 121
selamal5 menit. Sterilisasi ose dilakukan dengan cara membakar batang ose
dimulai dari pagkal hingga ujung (Lay, 1994).
6. PembuatanMedia

a. Media Nutrien Agar (NA)

Media NA sebanyak 20gram dimasukkan dalanerlenmeyerkemudian
dilarutkan dalam 100 mL aquadds Media dipanaskan sambil terus diaduk
hingga mendidih, dipastikan larut sempurna dalam aquades. Media tersebut
kemudian distelisasi menggunakan autoklaf pada sul1°C selamal5 menit,
lalu ditunggu hingga suhu hangat. MediaNA yang sudah hangt kemudian
dituangkan sekitar 2 mL ke dalam cawapetri steri| selanjutnyadidiamkan
samp@i memadat (Cheesbrough, 2006).

b. Media Nutrient Broth (NB)

Media NB dibuat dengan cara melaruti@&gram serbukiB dalam D00 mL
aquadestdipanaskan dalam erlenmeysambil terus diadukinggamendidih.
Campuran tersebut selanjutnya dimasukkan dalam tabung reaksidstetilp
dengansumbat kapasdan disterilisasi ddalam autoklaf suhu 121°C selama 15
menit. Setelah agak dingin media tersebut disimpan dalam lemari pendingin

hingga waktunya digunakg@heesbrough, 2006).
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7. Peremajaan Bakteri

Biakan murni bakterBalmonellatyphimuriumdiambil menggunakakawat
ose bulat steril, kemudian bakteri digoreskan padalia NA secara aseptis
Selanjutnyaliinkubasi pada suhu 3Z selama 24 jar(Pelczar dan Cha2008.
8. PembuatanSuspensBakteri

Pembuatan suspensi bakteéalmonella typtmmurium dilakukan dengan
mengambil satu ose biakan yang telah diremajakan ke dalam tabung berisi 10 ml
mediaNB dan diinkubasi selama 24 jam pada sufC3Buspensi bakteri tersebut
diencerkan menggunakan NaCl 0,9 % steril hingga kekenyhagtaia dengan
larutan standar 08lc. Farland IV (populasi mikroorganismex10 hingga 1x18
CFU/mI). Komposisi larutan stand@&5 Mc. Farland IV adalah BaCl 0,048 M
sebanyal0,4ml dan HSQ; 0,18 Msebanyal®,6 ml (DalynnBiologicals 2001)).
9.  Uiji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Herba Krokot

Suspensi dkteri Salmonella typhimuriureebanyalkk500 p Ldimasukkarke
dalam22,5 mLmedia (NA) dalam keadaan hangat kemudian dituang padan
petri steri| ditunggu hingga media menjadi padBiap jenis ekstrak dari berbagai
metode ekstrakslerganmasingmasingkonsentrasyaitu 3 %, 35%, 40 %, 45 %
dan50%di t et eskan sebanyak 10 pL ke per mukaa
dan ditunggu 10 menit. Prosedur tersebut juga dilakukan untuk kontrol negatif
berupal 0 p L DPMSIO.a&Kertag cakram yang sudah berisi larutan uji dan
DMSO ditempelkan pada permukaamedia uji. Kontrol positif berupa
kloramfenikol 30p g/ d i s lelkanl pataenmegia uji. Petri tersebut kemudian

diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37MHasil uji diamati dengan melihat
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Diameter Daerah Hambat (DDH) yang terbentuk di sekitar cakram sptzialde
inkubasidan diukur menggunakan jangka sorong. Uji dilakukan dengan tiga kali
pengulangariBanjara dkk., 2012) Skemakerja penelitian tersaji padaampiran
7.
C. Analisis Data

Hasil uji aktivitas antibakteri diamati dengan terbentuknya hamabat yang
ditimbulkan oleh ekstrak etanol herba krokot, ditandai dengan jernihnya sekeliling
cakram dan ditung sebagai DDH (Diameter Daer&tambat).Data DDH dari
berbagai metode ekstraldianalisissecarastatistik menggunakasoftware SPSS
16.0 Data tersebut dilakukan uji homogenitas ujg v e n @ dasuji rtorenalitas
(uji ShapireWilk) diperolehnilai (p>0,09 artinya data terdistribusi normal dan
memiliki varian yanghomogen sehingga diuji dengamo Way AnovaHasil uji
Two Way Aovamenunjukkan signifikansi <0,05 sehingga terdgeabedaanilai
DDH yang dihasilkan dari keempat metode ekstraksi. Selain itu juga terdapat
perbedaan bermakna (p<0,gQ%gda berbagaseri konsentrasi di masingasing
metode ekstraksNilai DDH yang dihadkan ekstrak metode perkolasi dan soklet
dengan berbagai seri konsesi diuji secara statistiOne Way Anov§p<0,05)
dilanjutkanPost Hoc Tukeysedangkan nilddDH yang dihasilkan ekstrak metode
maserasi dan refluks dengan berbagai seri konsediugistatistikKruskall Wallis

(p<0,05) dilanjutkaMann Whitneydengartaraf kepercayaan 95¢@ones, 2010).
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BAB IV. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan
Kesimpulan dari penelitian ini adalah :
Ekstrak etanol herba krokot yang dihasilkan dari berbagai metatfalek
(maserasi, perkolasi, soklet, dan refluks) mempunyai aktivitas antibakteri
terhadaBalmonella typhimurium
Ada perbedaan aktivitas antibekt ekstrak etanol herba krokagtang
dihasilkan dari metodeefluks dengan metode lainny@naserasi, perkolas
dan sokletferhadagalmonella typhimurium
B. Saran
Saran yang dapat diberikan adalah
Perlu dilakukaruji dilusi pada ekstrak etanol herba krokottuk menentukan
nilai Konsentrasi Hambat MinimuniKHM) dan nilai Konsentrasi Bunuh
Minimum (KBM).
Perlu dlakukanuji aktivitasantibakteridari ekstrak etanol herba kroksgcara

in vivountuk memperoleh tambahdatapra klinik.
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