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LAMPIRAN



Lampiran 1. Hasil Determinasi Tanaman Kratom (Mitragyna Speciosa)




Lampiran 2. Proses Pembuatan Simplisia Daun Kratom (Mitragyna Speciosa)



No.

Dokumentasi

Keterangan

Mengumpulkan tanaman daun
Kratom (Mitragyna Speciosa) dari
Kecamatan Barabai, Hulu Sungai

Tengah.

Sortasi basah dilakukan dengan
memisahkan daun dari batang dan

kotoran asing lainya.

Menimbang daun Kratom
(Mitragyna Speciosa) sebanyak

2000g.

Mencuci daun Kratom (Mitragyna
Speciosa) dengan air bersih dan

mengalir.

Dilakukan perajangan daun Kratom
(Mitragyna Speciosa) untuk

memperkecil ukuran daun.




Mengeringan daun Kratom
(Mitragyna Speciosa) secara

diangin anginkan diluar ruangan.

Dilakukan sortasi kering untuk
memisahkan bagian daun yang
tidak baik dan benda asing pada

saat proses pengeringan.

Dilakukan proses penyerbukan
daun Kratom (Mitragyna Speciosa)

dengan blender.

Dilakukan pengayakan serbuk daun
Kratom (Mitragyna Speciosa)

dengan menggunakan mesh 40.

Lampiran 3. Perhitungan Rendemen Simplisia Daun Kratom (Mitragyna Speciosa)

Rendemen simplisia
Diketahui :
Bobot daun segar = 2000 gram

Bobot total serbuk = 200 gram

10



. .. Bobot Total Si isi
%Rendemen Simplisia = ——————"P22_ ¥ 100% =

Bobot Total Daun Segar

_ 200 gram X 100%

~ 2000 gram

=10%

Lampiran 4. Perhitungan Rendemen Ekstrak Metanol Daun Kratom (Mitragyna
Speciosa).
Rendemen Ekstrak
Diketahui :
Bobot Cawan Kosong = 80,9734 gram
Bobot cawan + ekstrak = 105,6501
Bobot total ekstrak = (Bobot cawan + Ekstrak) - (Bobot cawan kosong)
= (105,6501 gram) — (80,9734 gram)
= 24,6767 gram

Bobot serbuk digunakan= 200 gram

24,6767 gram
2000 gram

%Rendemen Ekstrak = X 100%

=12,3383 %

Lampiran 5. Proses Pembuatan Ekstrak Metanol Daun Kratom (Mitragyna Speciosa).

No Dokumentasi Keterangan

Menimbang serbuk daun kratom
(Mitragyna Speciosa) sebanyak 200

gram.

11



12

Masukan serbuk dalam botol dan
ditambahkan Metanol sebanyak 1
liter ke dalam bejana meserasi
200gram serbuk daun kratom

(Mitragyna Speciosa).

Dilakukan pengadukan untuk
mempercepat proses penarikan
senyawa aktif yang ada di daun

kratom (Mitragyna Speciosa).

Dilakukan proses maserasi dengan
merendam serbuk daun kratom
(Mitragyna Speciosa). Dengan

pelarut metanol selama 1x 24 jam.

Proses maserasi dilakukan

remaserasi sebanyak 2 kali.




Dilakukan penyaringan ekstrak
untuk memisahkan filtrat dari

ampasnya.

Menguapan ekstrak metanol daun
kratom(Mitragyna Speciosa).
Menggunakan rotary evavorator
dengan suhu 60 oC dilakukan untuk
memisahkan antara pelarut dengan

ekstrak.

Dilakukan pemekatan ekstrak
diatas waterbath dengan suhu 60°C

hingga diperoleh bobot ekstrak.

Menimbang ekstrak kental dan
diperoleh bobot ekstrak sebesar

24,6767 gram.

10.

Dilakukan penyimpanan ekstrak di
dalam kulkas untuk mencegah

tumbuhnya jamur.

13
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Lampiran 6. Skrining Fitokimia Ekstrak Metanol Daun Kratom (Mitragyna Speciosa).

Golongan  Pereaksi Keterangan Dokumentasi
Pembanding Larutan uji +
(ekstrak+ pereaksi
pelarut)
Alkaloid  HCI 2 N+ Terbentuk
Dragendo endapan
rf berwarna
jingga
kemerahan
HCI 2N+ Terbentuk
Mayer endapan
berwarna
putih
kekuningan
HCI 2N Terbentuk
+ Wagner endapan
berwarna
coklat
Flavonoid  serbuk Terbentuk
Mg + warna
HCI5 N kuning pada
+ amil lapisan amil
alkohol alkohol
Saponin Aquadest Terbentuk
busa stabil
+ selama 10
HCI 1% menit dan
’ tidak hilang
setelah
ditambahka

n HCL1%
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Tanin FeCl3 1% + Terbentuk
warna hijau
kehitaman

Steroid Klorofor + Terbentuk

m+ LB warna hijau

A ml

asam

asetat

anhidrat

dan 1 tts

asam

sulfat)

Triterpen
oid Tidak
terbentuk

warna
merah

kecoklatan




Lampiran 7. Sertifikat Biakan Murni Bakteri P.Acnes
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Lampiran 8. Pengujian Antibakteri Terhadap Bakteri P.Acnes

No. Dokumentasi Keterangan

1. Sterilisasi alat  berbahan  kaca
menggunakan oven selama 2 jam
pada suhu 170°C

2. Sterilisasi  bahan  menggunakan
autoklaf selama 15 menit pada suhu
121°C

4. Dilakukan pewarnaan gram dengan

cara diambil aquadest diteteskan
pada kaca  objek  kemudian
ditambahkan 1 ose biakan sampel.
Lalu difiksasi di atas api Bunsen.
Tetesi pewarnaan dengan Kiristal
violet sebanyak 3 tetes dan biarkan
selama 1 menit, kemudian dicuci
dengan aquadest dan selanjutnya

tetesi dengan lugol sebanyak 3 tetes,

18



biarkan selama 1 menit dan kembali
dicuci dengan aquadest. Selanjutnya
ditetesi  dengan alkohol 96%
sebanyak 3 tetes biarkan selama 20
detik kemudian cuci lagi dengan
aquadest dan tambahkan safranin
biarkan selama 30 detik kemudian
cuci lagi menggunakan aquadest.
Tahap selanjutnya dikeringkan dan
ditambahkan minyak emersi dan
amati  dibawah mikroskop. Hasil
yang didapatkan adalah bakteri gram
positif yang ditandai dengan warna
ungu, dan benar bakteri P. acnes yang

berbentuk batang.

Pembuatan media Nutrien Agar (NA)
yang telah dibuat dan dimiringkan
pada suhu ruang hingga media

memadat.

Peremajaan  bakteri P.  acnes
dilakukan dengan cara menggoreskan
bakteri dari biakan kultur murni pada

media agar miring secara zig-zag.

19



Media diinkubasi dalam inkubator

pada suhu 37°C.

Pembuatan suspensi bakteri dengan
cara mengambil satu ose hasil
peremajaan, lalu di suspensikan ke
dalam 10 ml NaCl 0,9% dalam tabung
reaksi.  Selanjutnya  kekeruhan
dibandingkan dengan larutan standar
Mec. Farland 0,5 (1,5 x 108 CFU/ml)
hingga mencapai kekeruhan yang di

inginkan.

Membuat suspense Na-CMC 0,5%
dengan cara menimbang Na-CMC
sebanyak 0,5 g dilarutkan dalam 100

ml aquadest.

Membuat media  Mueller-Hinton
Agar (MHA) dengan cara
menimbang 9,12 g yang dilarutkan ke
dalam 240 ml aquadest . media dibagi
ke dalam dua belas cawan petri steril

dan dibiarkan hingga memadat.

20
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Lampiran 9. Perhitungan pembuatan media Nutrient Agar (NA) dan Mueller- Hinton Agar
(MHA)

a. Pembuatan media Nutrient Agar (NA) dan Mueller- Hinton Agar (MHA)

Diketahui : 1 tabung £5mlx 3 =15

15ml
1000 ml

3x5ml=

x389g=042¢

b. Pembuatan Media Mueller- Hinton Agar (MHA) untuk 12 cawan petri

Diketahui : 1 cawan + 20 ml, maka 12 x 20 = 240 ml

240 ml
1000ml

12x20ml =

x38g =9,12¢
Sebanyak 9,12 g media Mueller- Hinton Agar (MHA) dilarutkan ke dalam 240 ml

aquadest



Lampiran 10. Pembuatan Seri Konsentrasi Ekstrak Etanol Daun Kratom (Mitragyna
speciosa).

Dokumentasi Keterangan Dokumentasi Keterangan

Konsentrasi 3%

Konsentrasi
30%
Konsentrasi Konsentrasi
15% 45%

Lampiran 11. Perhitungan pengenceran ekstrak metanol daun
a. Perhitungan pengenceran ekstark metanol daun kratom

1. Konsentrasi 3% dalam 5 ml larutan Na-CMC 0,5%
M1.V1=M2V2

100%. V1 = 3%. 5 ml

Viz 22y 5mil = 0,15 ml
100%

0,15 ml ekstrak dilarutkan dalam 4,85 ml larutan Na-CMC 0,5%
2. Konsentrasi 15% dalam 5 ml larutan Na-CMC 0,5%
M1.V1=M2.\V2

100%. V1 = 15%. 5 ml

V1= B%% v 5mi = 0,75 ml
100%

0,75 ml ekstrak dilarutkan dalam 4,25 ml larutan Na-CMC 0,5%

3. Konsentrasi 30% dalam 5 ml larutan Na-CMC 0,5%
M1.V1=M2.V2

100%. V1 = 15%. 5 ml

23



_ 30%%
100%

V1 x5ml=1,5ml

1,5 ml ekstrak dilarutkan dalam 3,5 ml larutan Na-CMC 0,5%
4. Konsentrasi 45% dalam 5 ml larutan Na-CMC 0,5%

M1.V1=M2.V2

100%. V1 = 45%. 5 ml

_ 45%%
100%

V1

x5ml=2,25ml

2,25 ml ekstrak dilarutkan dalam 2,75 ml larutan Na-CMC 0,5%

24
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Lampiran 12. Hasil Pengamatan Pengujian Aktivitas Antibakteri Seri Konsentrasi Ekstrak
Metanol Daun Kratom (Mitragyna speciose).

Replikasi Dokumentasi Hasil
Replikasi |
Diameter Zona Hambat:
3% :0mm
15% : 8,6 mm

30% :13,2 mm
45% : 15,75 mm

Replikasi 11
Diameter Zona Hambat:
3% :0mm

15% : 9 mm

30% :13 mm

45% : 16,3 mm

Replikasi Il
Diameter Zona Hambat:
3% :0mm

15% : 8,5 mm

30% :13,5 mm

45% : 15,9 mm

Diameter Zona Hambat:
3% :0mm

15% : 9,05 mm

30% :13,9 mm

45% : 16,25 mm

Replikasi IV

Lampiran 13. Hasil Pengamatan Pengujian Aktivitas Antibakteri Kontrol Positif dan Kontrol
Negatif

Replikasi Dokumentasi Hasil




Replikasi |
K+ :40,75 mm
K-:0mm
Replikasi 11
K+ :40,95 mm
K-:0mm
Replikasi 11l
K+ : 40,7 mm
K-:0mm
Replikasi IV
K+ : 40,15 mm
K-:0mm

Lampiran 14. Cara mengukur Diameter zona hambat

1. Perhitungan zona hambat konsentrasi 15%
=(8,6-6)+(9,4-6)

_ 2,6+34
2
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2. Perhitungan zona hambat konsentrasi 30%
=(13,5-6) + (12,5-6)

_7,5+65
2

=7

3. Perhitungan zona hambat konsentrasi 45%
= (16,1 -6) + (16,5 - 6)

_10,14+10,5

2
=10,3
Lampiran 15. Hasil Analisis SPSS

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Dosis Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Replikasi 3% ,000 4 4 ,000
15% ,278 4 ,852 4 ,233
30% ,195 4 971 4 ,850
45% 272 4 ,885 4 ,361
Kontrol + ,322 4 ,885 4 ,362

a. Lilliefors Significance Correction

Kesimpulan: Berdasarkan data yang dihasilkan pada tabel Shapiro-Wilk diperoleh nilai Sig.
lebih besar dari 0,05, maka data dianggap berdistribusi normal, dan ada data

yang dibawah 0,05 maka data dianggap tidak terdistribusi normal.

Test of Homogeneity of VVariance

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Replikasi Based on Mean 3,473 4 15 ,034
Based on Median 2,340 4 15 ,102
Based on Median and with 2,340 4 6,290 ,164
adjusted df
Based on trimmed mean 3,307 4 15 ,039

Kesimpulan: Berdasarkan data yang diperoleh pada tabel Test of Homogeneity of Variance
diperoleh nilai Sig. lebih besar dari 0,05 dan dibawah 0,05 yang berarti data ada

yang homogen dan ada data yang tidak homogen, maka dilanjutkan ke uji
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Kruskal-Wallis untuk membandingkan semua kelompok dosis dan Mann-

Whitney untuk membandingkan 2 kelompok.

Kruskal-Wallis Test

Ranks
Dosis N Mean Rank
Replikasi 3% 4 2,50
15% 4 6,50
30% 4 10,50
45% 4 14,50
Kontrol + 4 18,50
Total 20
Test Statistics®?
Replikasi
Kruskal-Wallis H 18,424
Df 4
Asymp. Sig. ,001

a. Kruskal Wallis Test

Kesimpulan: Berdasarkan data yang dihasilkan pada uji Kruskal-Wallis diperoleh nilai
Asymp. Sig kurang dari 0,05 yang berarti terdapat perbedaan yang signifikan

dari beberapa konsentrasi ekstrak terhadap diameter zona hambat yang

dihasilkan.

Mann-Whitney Test
a. Konsentrasi 3% dan 15%

Ranks
Dosis N Mean Rank Sum of Ranks
Replikasi 3% 4 2,50 10,00
15% 4 6,50 26,00

Total 8




Test Statistics®

Replikasi
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 10,000
z -2,460
Asymp. Sig. (2-tailed) ,014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029b

a. Grouping Variable: Dosis

b. Not corrected for ties.

b. Konsentrasi 3% dan 30%

Ranks
Dosis N Mean Rank Sum of Ranks
Replikasi 3% 4 2,50 10,00
30% 4 6,50 26,00
Total 8

Test Statistics®

Replikasi
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 10,000
Z -2,460
Asymp. Sig. (2-tailed) ,014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029°

a. Grouping Variable: Dosis

b. Not corrected for ties.

c. Konsentrasi 3% dan 45%

Ranks
Dosis N Mean Rank Sum of Ranks
Replikasi 3% 4 2,50 10,00
45% 4 6,50 26,00
Total

Test Statistics?

Replikasi
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Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

,000
10,000
-2,460
,014
,029°

a. Grouping Variable: Dosis

b. Not corrected for ties.

d. Konsentrasi 3% dan Kontrol +

Ranks
Dosis Mean Rank Sum of Ranks
Replikasi 3% 4 2,50 10,00
Kontrol + 4 6,50 26,00
Total 8
T est Statistics?®
Replikasi
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 10,000
z -2,460
Asymp. Sig. (2-tailed) ,014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029°
a. Grouping Variable: Dosis
b. Not corrected for ties.
e. Konsentrasi 15% dan 30%
Ranks
Dosis N Mean Rank Sum of Ranks
Replikasi 15% 2,50 10,00
30% 4 6,50 26,00
Total
Test Statistics?
Replikasi
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 10,000
A -2,309
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Asymp. Sig. (2-tailed) ,021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029P
a. Grouping Variable: Dosis
b. Not corrected for ties.
f. Konsentrasi 15% dan 45%
g. Ranks
Dosis N Mean Rank Sum of Ranks
Replikasi 15% 2,50 10,00
45% 4 6,50 26,00
Total
Test Statistics?®
Replikasi
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 10,000
z -2,309
Asymp. Sig. (2-tailed) ,021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029°
a. Grouping Variable: Dosis
g. Konsentrasi 15% dan Kontrol +
Ranks
Dosis N Mean Rank Sum of Ranks
Replikasi 15% 4 2,50 10,00
Kontrol + 4 6,50 26,00
Total 8
Test Statistics?
Replikasi
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 10,000
Z -2,309
Asymp. Sig. (2-tailed) ,021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029P

a. Grouping Variable: Dosis
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b. Not corrected for ties.

h. Konsentrasi 30% dan 45%

Ranks

Dosis N Mean Rank Sum of Ranks
Replikasi 30% 4 2,50 10,00

45% 4 6,50 26,00

Total

Test Statistics?
Replikasi

Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 10,000
z -2,309
Asymp. Sig. (2-tailed) ,021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029°

a. Grouping Variable: Dosis

b. Not corrected for ties.

i. Konsentrasi 30% dan Kontrol +

Ranks
Dosis N Mean Rank Sum of Ranks
Replikasi 30% 4 2,50 10,00
Kontrol + 4 6,50 26,00
Total 8
Test Statistics?
Replikasi
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 10,000
Z -2,309
Asymp. Sig. (2-tailed) ,021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029P

a. Grouping Variable: Dosis

b. Not corrected for ties.

J.  Konsentrasi 45% dan Kontrol +



Ranks
Dosis N Mean Rank Sum of Ranks
Replikasi 45% 4 2,50 10,00
Kontrol + 4 6,50 26,00
Total 8
Test Statistics?®
Replikasi
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 10,000
z -2,309
Asymp. Sig. (2-tailed) ,021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029b

a. Grouping Variable: Dosis

b. Not corrected for ties.
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