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ABSTRAK

Penyakit infeksi terjadi karena interaksi dengan mikroba yang dapat menyebabkan
kerusakan pada tubuh dan menimbulkan berbagai gejala. Terapi infeksi yang
disebabkan oleh Staphylococcus aureus dan Escherichia coli ialah penggunaan
antibiotik, namun pemberian antibiotik dapat menyebabkan resistensi. Potensi
antibiotik dari alam sangat banyak contohnya berasal dari Bunga papaya jantan
(Carica Papaya L). Penelitian dilakukan untuk mengetahui potensi aktivitas
antibiotik yang berasal dari bunga pepaya jantan yang di fraksinasi menggunakan
etil asetat ekstrak etanol terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia
coli dengan metode sumuran serta untuk mengetahui kandungannya menggunakan
GC-MS. Ekstraksi menggunakan maserasi dengan pelarut etanol 70% dan
fraksinasi menggunakan pelarut n-heksan dan etil asetat. Ekstrak kental hasil
fraksinasi diuji menggunakan GC-MS dan KHM (Kadar Hambat Minimum).
Hasil dari pengujian GC-MS diperoleh senyawa E-Citral yang memiliki
persentase kemiripan sebesar 49%, Linalool 87%, 2-Methoxy-4-vinylphenol 87%.
Hasil uji KHM pada konsentrasi 2,5%, 5%, 10%, 20%, dan 40% menunjukkan
tidak ada daya hambat pada bakteri Escherichia coli, namun pada konsentrasi 5%
daya hambat minimum dapat menghambat bakteri Staphylococcus aureus.
Analisis data menggunakan Kruskal-Wallis karena uji prasyarat data tidak
terdistribusi normal sehingga menggunakan uji nonparametrik tes, diperoleh hasil
Asymp.sig 0,011 (0,011<0,05) sehingga disimpulkan bahwa terdapat perbedaan
signifikan diameter zona hambat pada seri konsentrasi dengan kontrol perlakuan.

Kata Kunci : uji kadar Hambat Minimum, Fraksi etil asetat, Bunga pepaya
jantan (Carica Papaya L), GC-MS
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ABSTRACT

Infectious diseases occur due to interactions with microbes that can cause damage
to the body and cause various symptoms. Treatment of infections caused by
Staphylococcus aureus and Escherichia coli is the use of antibiotics, but the
administration of antibiotics can cause resistance. Potential antibiotics from nature
very much for example comes from male papaya flowers (Carica Papaya L). The
study was conducted to determine the potential for antibiotic activity derived from
male papaya flowers fractionated using ethyl acetate ethanol extract against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli bacteria with wells and to determine
their contents using GC-MS. Extraction using maceration with 70% ethanol
solvent and fractionation using n-hexane and ethyl acetate. The fractionated thick
extract was tested using GC-MS and MIC (Minimum Inhibitory Content). The
results of the GC-MS test obtained E-Citral compounds which have a similarity
percentage of 49%, Linalool 87%, 2-Methoxy-4-vinylphenol 87%. The results of
the MIC test at concentrations of 2.5%, 5%, 10%, 20%, and 40% showed no
inhibition on Escherichia coli bacteria, but at a minimum of 5% the inhibitory
concentration could inhibit Staphylococcus aureus bacteria. Data analysis uses
Kruskal-Wallis because the prerequisite test data is not normally distributed so
using the nonparametric test, the Asymp.sig 0.011 (0.011 <0.05) results are
concluded that there are significant differences in inhibition zone diameters in the
concentration series with treatment controls.

Keywords: Minimum Inhibitory test, Ethyl acetate fraction, Male papaya
flower (Carica Papaya L), GC-MS
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BAB |
PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Penyakit infeksi adalah  penyakit yang disebabkan karena
berkembangbiaknya mikroorganisme seperti bakteri, fungi, parasit, dan virus.
Penyakit infeksi terjadi saat interaksi dengan mikroba yang dapat menyebabkan
kerusakan pada tubuh dan dapat menimbulkan berbagai gejala. Infeksi yang
disebabkan oleh bakteri dapat diobati dengan menggunakan antibiotik (Novard,
Suharti, & Rasyid, 2019). Antibiotik dapat menyebabkan resistensi pada bakteri
gram positif salah satunya adalah Staphylococcus aureus (S.Aureus) dan gram
negatif adalah bakteri Escherichia coli  (E.Coli) (Chudlori, Kuswandi, &
Indrayudha, 2012).

Escherichia coli terdapat di usus manusia atau hewan yang akan
dikeluarkan melalui feses. Mikroorganisme patogen yang terkandung dalam feses
dapat menularkan berbagai penyakit pada manusia. Mikroorganisme patogen yang
terkandung dalam feses berupa virus, protozoa, cacing, dan bakteri. Bakteri yang
umum banyak ditemukan ialah jenis bakteri Escherichia coli (Zikra, Amir, &
Putra, 2018). Penyakit yang disebabkan karena infeksi bakteri Escherichia coli
salah satunya adalah diare. Dimana diare diartikan sebagai buang air encer lebih
dari empat kali sehari, baik disertai lendir dan darah maupun tidak. (Bakri, Hatta,

& Massi, 2015).

Staphylococcus aureus adalah bakteri gram positif yang sering ditemukan
sebagai kuman flora pada manusia. Habitat Staphylococcus aureus biasanya

berada di rongga hidung namun dapat berpindah dan menyebar ke kulit (Rahardjo,



Koendhori, & Setiawati, 2017). Terapi infeksi yang disebabkan oleh
Staphylococcus aureus merupakan masalah penting dalam kesehatan. Masalah
yang sama juga dialami oleh infeksi yang disebabkan oleh Escherichia coli yaitu
penggunaan antibiotik, namun pemberian antibiotik dapat menyebabkan resistensi
sehingga dalam penelitian ini menggunakan bunga pepaya jantan (Carica Papaya

L) sebagai antibiotik.

Carica Papaya L atau yang dikenal oleh masyarakat ialah tanaman pepaya
memiliki banyak khasiat sebagai pengobatan. Tanaman pepaya memiliki beberapa
bagian salah satunya ialah bunga pepaya jantan yang mempunyai bahan aktif
sebagai obat herbal. Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh (Prabandaru dkk,
2018) menyatakan bahwa bunga pepaya jantan (Carica Papaya L) memiliki
aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli. Penelitian yang sama yang
dilakukan oleh (Roni, Maesaroh, & Marliani, 2018) menyatakan Carica Papaya L
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus. Hasil dari penelitian menunjukkan bahwa golongan
senyawa flavonoid, polifenol, tanin, saponin, alkaloid, steroid bertanggung jawab
terhadap aktivitas antibakteri. Aktivitas antibakteri pada tanaman herbal terdapat
pada kandungan metabolit sekunder yang terdiri dari flavonoid, tanin, alkaloid,
minyak atasiri, dan beberapa komponen lain (Fratiwi, 2015).

Prinsip Fraksinasi untuk memisahkan senyawa berdasarkan tingkat
kepolaran yang berbeda dalam dua pelarut yang memiliki tingkat kepolaran yang
berbeda pula. Pemisahan jumlah dan jenis senyawa menjadi fraksi yang berbeda

bergantung pada jenis simplisia (Pratiwi, Fudholi, Martien, & Pramono, 2016).



Pelarut yang digunakan untuk fraksinasi pada penelitian ini adalah etil asetat yang
merupakan pelarut semi polar sehingga dapat melarutkan senyawa semi polar
pada dinding sel seperti glikon flavonoid. Etil asetat sering digunakan sebagai
pelarut karena etil asetat dapat menyari senyawa-senyawa yang dapat memberikan
aktivitas antibakteri diantaranya flavonoid pilohidroksi dan fenol (Mulyati, 2009).

Berdasarkan latar belakang ini bahwa penelitian terhadap bunga pepaya
jantan (Carica papaya L.) perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk
mengetahui potensi bunga pepaya jantan sebagai antibakteri. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui adanya aktivitas antibiotik dari bunga pepaya jantan
(Carica Papaya L) dengan menguji aktivitas antibiotik fraksi etil asetat ekstrak

etanol terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

B. Rumusan Masalah
1. Apakah fraksi etil asetat ekstrak etanol bunga pepaya jantan dapat
memberikan daya hambat terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan bakteri
Escherichia Coli?
2. Golongan senyawa apakah yang terkandung dalam fraksi etil asetat ekstrak

etanol bunga pepaya jantan dengan menggunakan instrumen GC-MS?

C. Tujuan Penelitian
1. Untuk mengetahui fraksi etil asetat ekstrak etanol bunga pepaya jantan dapat
memberikan daya hambat terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan

bakteri Escherichia Coli



2. Untuk mengetahui golongan senyawa yang terkandung dalam fraksi etil
asetat ekstrak etanol bunga pepaya jantan dengan menggunakan instrumen
GC-MS.

D. Manfaat Penelitian
1. Bagi Perkembangan ilmu Pengetahuan
Hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai bahan kajian dan tambahan
pustakaan terhadap teori yang telah diperoleh mahasiswa selama melakukan
penelitian tentang potensi antibiotik fraksi etil asetat ekstrak etanol bunga
pepaya jantan (Carica Papaya L) terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan
bakteri Escherichia coli.

2. Bagi Institusi

Hasil dari penelitian ini dapat digunakan sebagai pedoman untuk mengadakan
penelitian di bidang farmasi dan sebagai acuan dalam penelitian selanjutnya.

3. Bagi Masyarakat

Memberikan informasi kepada masyarakat mengenai manfaat bunga
pepaya jantan (Carica papaya L) terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan

bakteri Escherichia Coli.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA
A. Bunga Pepaya Jantan

1. Klasifikasi Tanaman Pepaya
Tanaman pepaya berdasarkan struktur klasifikasi adalah sebagai berikut

(Yogiraj, Goyal, Chauhan, Goyal, & Vyas, 2014):

Domain : Flowering plant
Kingdom : Plantae

Sub Kingdom : Tracheobionta
Class : Magnoliopsida
Subclass : Dilleniidae

Superdivision  : Spermatophyta

Phyllum : Steptophyta
Order : Brassicales
Family : Caricaceae
Genus : Carica

Botanical Name : Carica papaya Linn
2. Deskripsi Tanaman Pepaya
Bunga pepaya jantan adalah bunga yang hanya memiliki benang sari saja
(uniseksual), dimana bunga pada tanaman pepaya berguna sebagai alat
perkembangbiakan yang termasuk pada golongan tumbuhan poligami, karena
terdapat bunga jantan, bunga betina, dan bunga sempurna. Bunga jantan
biasanya terdapat pada pohon jantan. Pohon jantan mudah dikenal karena

memiliki malai, bunga bercabang banyak yang menggantung dengan bunga-



bunga yang lebat. Jenis pohon ini tidak akan menghasilkan buah karena
bunganya tidak mempunyai bakal buah. Bunga pepaya jantan dapat dilihat

pada gambar 1:

Gambar 1. Tumbuhan Bunga Pepaya Jantan (Sumber : Primer)

3. Kandungan
Kaya akan kandungan senyawa bioaktif tidak membuat semua bagian
tanaman pepaya telah termanfaatkan dengan baik salah satunya adalah bunga
pepaya. Bunga pepaya jantan mengandung senyawa Triterpenoid / steroid,
flavonoid, tanin, dan glikosid (Nainggolan & Kasmirul, 2015). Penelitian
(Ukpabi, O, C, & Chizaram, 2015) juga menyatakan bunga pepaya
mengandung saponin, alkaloid, tanin dan flavonoid. Salah satu senyawa aktif
yang memiliki peranan paling efektif sebagai antibakteri adalah flavonoid
yang dapat menghambat bakteri Escherichia coli penyebab diare (Fratiwi,
2015).
4. Khasiat
Tanaman pepaya merupakan tanaman yang kaya akan manfaat diantaranya

memiliki manfaat sebagai antidengue, anticancer, antimicrobiall,



antiparasitic, anti inflammatory, antioxidant, antidiabetic activities dan anti
trombopenik. Presentase dari bunga menjadi buah yang hanya 27,6%
membuat bunga pepaya yang tidak menjadi buah hanya digunakan sebagai
tambahan bahan makanan, dan herba green tea sehingga ini menjadi menarik
untuk dimanfaatkan (Mukhaimin, Latifahnya, & Puspitasari, 2018). Bunga
pepaya jantan memiliki antivitas aktibakteri terhadap bakteri Escherichia coli

(PKM).

B. Bakteri
1. Pengertian Bakteri

Bakteri adalah  mikroba prokariotik yang uniseluler dan
berkembangbiak dengan cara aseksual dengan pembelahan sel. Bakteri tidak
berklorofil namun ada yang bersifat fotosintetik, kemudian bakteri hidup secara
bebas, parasit, saprofit, sebagai patogen pada manusia, hewan dan tumbuhan.
Habitatnya terdapat dimana-mana misalnya di alam, tanah, laut, atmosfer dan
di dalam lumpur. Bentuk tubuhnya ada yang bulat, spiral dan batang. Selain itu
bakteri merupakan struktur sel yang tidak mempunyai membran inti sedangkan
komponen genetiknya terdapat di dalam molekul DNA tunggal yang terdapat
di dalam sitoplasma. Ukuran sel-sel bakteri sangat bervariasi tergantung
masing-masing spesiesnya, namun pada umumnya 0,5-1,0 x 2,0-5 pum. Hal
tersebut sama halnya dengan 10.000 bakteri yang panjang selnya 1 pm dari
satu ujung ke ujung lainnya (Riskawati, 2016).

Setiap bakteri memiliki temperatur optimal dimana mereka dapat

tumbuh sangat cepat dan memiliki rentang temperatur dimana mereka dapat



tumbuh. Berdasarkan rentang temperatur di mana dapat terjadi pertumbuhan,
bakteri dikelompokkan menjadi tiga (Riskawati, 2016):

1) Psikrofilik, -50C sampai 300C, optimum pada 10-200C;

2) Mesofilik, 10-45°C, optimum pada 20-40°C;

3) Termofilik, 25-80°C, optimum pada 50-60°C.

Temperatur optimal biasanya mencerminkan lingkungan normal
mikroorganisme. Bakteri patogen pada manusia biasanya tumbuh baik pada
temperatur 37°C.

2. Kilasifikasi Bakteri Eschericia Coli

Adapun klasifikasi dari bakteri ini sebagai berikut (Riskawati, 2016):

Kingdom : Monera

Phylum : Protophyta

Classis : Schizomycetes

Ordo : Eubacteriales

Familia : Enterobacteriaceae

Genus : Escherichia

Spesies : Escherichia coli (Riskawati, 2016).

3. Ciri-Ciri Bakteri Eschericia Coli
Escherichia coli merupakan bakteri gram negatif enterik
(Enterobactericeae) yaitu kuman flora normal yang ditemukan dalam usus
besar manusia. Sifat dari bakteri ini patogen apabila berada diluar usus dan
melebihi dari jJumlah normalnya. Bakteri E.coli sering menimbulkan infeksi

pada saluran kemih, saluran empedu dan tempat-tempat lain di rongga perut



serta penyebab diare (Suryati, Bahar, & Illmiawati, 2017). Bentuk dari
bakteri E.coli yaitu berupa batang dari pendek sampai kokus, saling terlepas
antara satu dengan yang lainnya tetapi ada juga yang bergandeng dua-dua
(diplobasil) dan ada juga yang bergandeng seperti rantai pendek, tidak
membentuk spora maupun kapsula, berdiameter + 1,1 — 1,5 x 2,0 — 6,0 um,
dapat bertahan hidup di medium sederhana (Riskawati, 2016).

4. Morfologi Bakteri Escherichia Coli

Batang dengan ukuran 1 x 3-4 um, dapat tersusun seperti bamboo,

bentuk batangnya persegi atau cekung ujungnya, sendiri-sendiri,
berpasangan atau membentuk rantai pendek, tidak bergerak, berspora oval
yang letaknya sental, kadang-kadang berkapsul (Riskawati, 2016).

5. Kilasifikasi Bakteri Staphylococcus aureus

Adapun Klasifikasi dari bakteri ini sebagai berikut (Putri, 2016)

Kingdom : Monera

Divisio : Firmicutes

Classis : Bacilli

Ordo : Bacillales

Familia . Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus
Species : Staphylococcus aureus

6. Ciri— Ciri Bakteri Staphylococcus Aureus
Staphylococcus aureus memiliki sifat non-motil, nonspora, anaerob

fakultatif, katalase positif dan oksidase negatif. Staphylococcus aureus
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tumbuh pada suhu 6,5 - 46° C dan pH 4,2 - 9,3. Koloni tumbuh pada waktu
24 jam dan dengan diameter mencapai 4 mm. Koloni memiliki bentuk

bundar, halus, menonjol dan berkilau (Dewi, 2013).

C. Antimikroba
1. Defenisi antimikroba
Antimikroba adalah bahan-bahan atau obat-obat yang digunakan untuk
memberantas infeksi mikroba pada manusia, termasuk golongan ini yang akan
dibicarakan yang berhubungan dengan bidang farmasi antara lain antibiotika,
antiseptika, desinfektansia, preservatif. Antimikroba adalah obat pembasmi
mikroba, khususnya mikroba yang merugikan manusia. Disini, mikroba yang
dimaksud terbatas pada jasad renik yang tidak termasuk kelompok parasit
(Irawan, 2017).
2. Sifat antimikroba
a. Bakteriostatik
Bakteriostatik adalah zat atau bahan yang dapat menghambat atau
menghentikan pertumbuhan mikroba atau bakteri. Keadaan seperti ini
jumlah mikroorganisme menjadi stasioner, tidak dapat lagi multiplikasi atau
berkembang biak.
b. Bakteriosida
Bakteriosida adalah zat atau bahan yang dapat membunuh

mikroorganisme atau bakteri. Jumlah mikroorganisme (bakteri) akan
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berkurang atau bahkan habis, tidak dapat lagi melakukan multiplikasi atau
berkembang biak (Irawan, 2017).
3. Pembagian Antimikroba
Antimikroba berdasarkan spektrum atau kisaran kerja antimikroba dapat

dibedakan menjadi (Irawan, 2017):

a. Spektrum sempit yaitu antimikroba yang hanya mampu menghambat satu
golongan bakteri saja, contohnya hanya mampu membunuh atau
menghambat bakteri dari Gram negatif saja atau Gram positif saja

b. Spektrum luas yaitu antimikroba yang dapat menghambat atau membunuh
bakteri baik gram negatif, maupun gram positif.

4. Prinsip Kerja Antimikroba
Suatu antimikroba memperlihatkan toksisitas yang selektif, dimana
obatnya lebih toksis terhadap mikroorganisme dibandingkan pada sel hospes.

Hal ini dapat terjadi karena pengaruh obat yang selektif terhadap

mikroorganisme atau karena obat pada reaksi-reaksi biokimia penting dalam

sel parasit lebih unggul daripada pengaruhnya terhadap sel hospes. Disamping
itu juga struktur sel mikroorganisme berbeda dengan struktur sel

manusia(hospes, inang) (Irawan, 2017).

5. Uji efektivitas Antimikroba
Pengukuran aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan metode dilusi

(pengenceran) atau dengan metode difusi:
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a. Metode dilusi
Zat antibakteri dengan konsentrasi yang berbeda-beda dimasukkan
pada media cair. Media tersebut langsung diinokulasi dengan bakteri dan
diinkubasi. Tujuan dari percobaan ini adalah menentukan konsentrasi
terkecil suatu zat antibakteri dapat menghambat pertumbuhan atau
membunuh bakteri uji. Metode dilusi agar membutuhkan waktu yang lama
dalam pengerjaannya sehingga jarang digunakan.
b. Metode difusi
Metode yang paling sering digunakan adalah metode difusi agar
dengan menggunakan cakram kertas, cakram kaca, pencetak lubang. Prinsip
metode ini adalah mengukur zona hambatan pertumbuhan bakteri yang
terjadi akibat difusi zat yang bersifat sebagai antibakteri didalam media
padat melalui pencadang. Daerah hambatan pertumbuhan bakteri adalah
daerah jernih disekitar cakram. Luas daerah berbanding lurus dengan
aktivitas antibateri, semakin kuat daya aktivitas antibakteri maka semakin
luas daerah hambatnya.
6. Kekuatan Aktivitas Antimikroba
Diameter adalah hambatan diukur setelah masa inkubasi berakhir. Berikut
ini klasifikasi respon hambatan pertumbuhan bakteri dapat dilihat pada tabel 1 :

Tabel 1. Efektivitas Zat Antibakteri (Utami, 2017)

Diamater zona hambat Respon hambatan
pertumbuhan
>20 mm Sangat Kuat
10 - 20 mm Kuat
5-10 mm Sedang
0-5mm Lemah
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D. Ekstraksi Simplisia

1. Pengertian

Simplisia adalah bahan alam yang digunakan sebagai obat yang belum
mengalami pengolahan apapun juga, kecuali dinyatakan lain, berupa bahan
yang telah dikeringkan. Simplisia nabati adalah simplisia berupa tanaman utuh,
bagian tanaman dan eksudat tanaman, simplisia hewani adalah simplisia berupa
hewan utuh bagian hewan atau zat yang dihasilkan hewan yang masih belum
berupa zat kimia murni, sedangkan simplisia mineral adalah simplisia yang
berasal dari bumi, baik telah diolah ataupun belum, tidak berupa zat kimia
murni (Irawan, 2017).

Ekstrak adalah sediaan pekat yang diperoleh dengan mengekstrasi zat
aktif dari simplisia nabati atau simplisia hewani menggunakan pelarut yang
sesuai, kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan dan massa atau
serbuk yang tersisa diperlakukan sedemikian hingga memenuhi bau yang telah
ditetapkan (Irawan, 2017).

Ekstraksi atau penyarian merupakan peristiwa perpindahan massa zat
aktif, yang semula berada di dalam sel ditarik oleh cairan penyari sehingga zat
aktif larut dalam cairan penyari. Umumnya penyarian akan bertambah baik jika
permukaan serbuk simplisia yang bersentuhan dengan penyari semakin
(Irawan, 2017). Tujuan ekstraksi adalah untuk menyari semua komponen kimia
yang terdapat pada simplisia. Ekstraksi didasarkan pada perpindahan massa
komponen zat padat ke dalam pelarut dimana perpindahan mulai terjadi pada

lapisan antar muka, kemudian berdifusi masuk dalam pelarut.
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Etanol dipertimbangkan sebagai pelarut karena kapang dan kuman sulit
tumbuh dalam etanol 20% ke atas, tidak beracun, netral, absorbsi yang baik,
etanol dapat bercampur dengan air dengan skala perbandingan, suhu panas
yang diperlukan dalam pemekatan lebih sedikit (Maulana, 2018). Etanol yang
digunakan ialah etanol 70% dikarenakan etanol 70% sangat efektif dalam
menghasilkan jumlah bahan aktif yang optimal, dimana bahan pengganggu
hanya skala kecil yang turut ke dalam cairan pengekstraksi (Indraswari dalam
(Azis, Febrizky, & Mario, 2014).

Konstanta dielektrikum beberapa pelarut ditunjukkan pada tabel 2:

Tabel 2. Konstanta Dielektrikum dan Tingkat Kelarutan Beberapa Pelarut

. Konstanta Tingkat e e
Jenis pelarut dielektrikum kelarutqn Titik didih (°C)
dalam air
Heksana 1,9 TL 68,7
Petroleum eter 2,28 TL 60
Benzene 2,38 TL 80,1
Toluene 4,81 TL 111
Klorofom 4,81 S 61,3
Etil asetat 6.02 S 77,1
Metil asetat 6.68 S 57
Metil klorida 9,08 S 39,75
Butanol 15,8 S 117,2
Propanol 20,1 L 97,22
Aseton 20,7 L 56,2
Etanol 24,3 L 78,5
Metanol 33,6 L 64
Air 78,4 L 100

Keterangan, TL = Tidak Larut, S = Sedikit, L = Larut dalam berbagai
proporsi (Rizkia, 2014)
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2. Metode Ekstraksi
a. Maserasi

Maserasi dilakukan dengan melakukan perendaman bagian tanaman
secara utuh atau yang sudah digiling kasar dengan pelarut dalam bejana
tertutup pada suhu kamar selama sekurang-kurangnya 3 hari dengan
pengadukan berkali-kali sampai semua bagian tanaman yang dapat larut
melarut dalam cairan pelarut. Pelarut yang digunakan adalah alkohol atau
kadang-kadang juga air. Campuran ini kemudian disaring dan ampas yang
diperoleh dipress untuk memperoleh bagian cairnya saja. Cairan yang
diperoleh kemudian dijernihkan dengan penyaringan atau dekantasi setelah
dibiarkan selama waktu tertentu.

Keuntungan proses maserasi diantaranya adalah bahwa bagian
tanaman yang akan diekstraksi tidak harus dalam wujud serbuk yang halus,
tidak diperlukan keahlian khusus dan lebih sedikit kehilangan alkohol
sebagai pelarut seperti pada proses perkolasi atau sokhletasi. Kerugian
proses maserasi adalah perlunya dilakukan penggojogan atau pengadukan,
pengepresan dan penyaringan, terjadinya residu pelarut di dalam ampas,
serta mutu produk akhir yang tidak konsisten (Endarini, 2016).

b. Infusa

Infusa adalah ekstraksi dengan pelarut air dingin / air mendidih
dalam jangka waktu yang pendek yaitu dengan temperatur 96-98°C selama
15-20 menit (Sitepu, 2010). Pemilihan suhu infus tergantung pada

ketahanan senyawa bahan aktif yang selanjutnya segera digunakan sebagai
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obat cair. Hasil infus tidak bisa digunakan dalam jangka waktu yang lama
karena tidak menggunakan bahan pengawet. Namun pada beberapa kasus,
hasil infusi (larutan infus) dipekatkan lagi dengan pendidihan untuk
mengurangi kadar airnya dan ditambah sedikit alkohol sebagai pengawet
(Endarini, 2016).
. Perkolasi

Perkolasi merupakan teknik yang paling sering digunakan untuk
mengekstrak bahan aktif dari bagian tanaman dalam penyediaan tinktur dan
ekstrak cair. Sebuah perkolator, biasanya berupa silinder yang sempit dan
panjang dengan kedua ujungnya berbentuk kerucut yang terbuka. Bagian
tanaman yang akan diekstrak dibasahi dengan sejumlah pelarut yang sesuai
dan dibiarkan selama kurang lebih 4 jam dalam tangki tertutup. Langkah
selanjutnya, bagian tanaman ini dimasukkan ke dalam perkolator dan bagian
atas perkolator ditutup. Sejumlah pelarut biasanya ditambahkan hingga
membentuk lapisan tipis di bagian tanaman yang akan dieskstrak. Bagian
tanaman ini dibiarkan mengalami maserasi selama 24 jam dalam perkolator
tertutup, setelah itu cairan hasil perkolasi dibiarkan keluar dari perkolator
dengan membuka bagian pengeluaran (tutup bawah) perkolator. Sejumlah
pelarut ditambahkan lagi (seperti membilas) sesuai dengan kebutuhan
hingga cairan ekstrak yang diperoleh menjadi kurang lebih tiga per empat
dari volume yang diinginkan dalam produk akhir. Ampas ditekan / dipress,
dan cairan yang diperoleh ditambahkan ke dalam cairan ekstrak. Sejumlah

pelarut ditambahkan lagi ke dalam cairan ekstrak untuk memeperoleh
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ekstrak dengan volume yang diinginkan. Campuran ekstrak yang diperoleh
dijernihkan dengan penyaringan atau sedimentasi dengan dilanjutkan
dengan dekantasi (Endarini, 2016).
. Refluk

Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik
didihnya, selama waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas yang relatif
konstan dengan adanya pendingin balik. Umumnya dilakukan pengulangan
proses pada residu pertama sampai 3-5 kali sehingga proses ekstraksi
sempurna (Sitepu, 2010).
. Sokhletasi

Teknik ekstraksi ini, bagian tanaman yang sudah digiling halus
dimasukkan ke dalam kantong berpori (thimble) yang terbuat dari kertas
saring yang kuat dan dimasukkan ke dalam alat sokhlet untuk dilakukan
ekstraksi. Pelarut yang ada dalam labu akan dipanaskan dan uapnya akan
mengembun pada kondenser. Embunan pelarut ini akan merayap turun
menuju kantong berpori yang berisi bagian tanaman yang akan diekstrak.
Kontak antara embunan pelarut dan bagian tanaman ini menyebabkan bahan
aktif terekstraksi. Ketika ketinggian cairan dalam tempat ekstraksi
meningkat hingga mencaapai puncak kapiler maka cairan dalam tempat
ekstraksi akan tersedot mengalir ke labu selanjutnya. Proses ini berlangsung
secara terus-menerus (kontinyu) dan dijalankan sampai tetesan pelarut dari
pipa kapiler tidak lagi meninggalkan residu ketika diuapkan. Keuntungan

dari proses ini jika dibandingkan dengan proses-proses yang telah dijelaskan
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sebelumnya adalah dapat mengekstrak bahan aktif dengan lebih banyak
walaupun menggunakan pelarut yang lebih sedikit. Hal ini sangat
menguntungkan jika ditinjau dari segi kebutuhan energi, waktu dan
ekonomi. Proses sokhletasi ini hanya dijalankan secara batch pada skala
kecil. Namun, proses ini akan lebih ekonomis jika dioperasikan secara
kontinyu dengan skala menengah atau besar (Endarini, 2016).

Pemilihan metode ekstraksi tergantung pada sifat bahan dan senyawa
yang akan di isolasi. Memilih suatu metode, target ekstraksi perlu
ditentukan terlebih dahulu. Ada beberapa target ekstraksi, diantaranya
(Mukhriani, 2014):

1) Senyawa bioaktif yang tidak diketahui

2) Senyawa yang diketahui ada pada suatu organisme

3) Sekelompok senyawa dalam suatu organisme yang berhubungan secara
struktural.

Proses ekstraksi khususnya untuk bahan yang berasal dari tumbuhan
adalah sebagai berikut:

1) Pengelompokan bagian tumbuhan (daun, bunga, dan lain-lain).
Pengeringan dan penggilingan bagian tumbuhan

2) Pemilihan pelarut

3) Pelarut polar (air, etanol, metanol, dan sebagainya)

4) Pelarut semi polar (etil asetat, diklorometan, dan sebagainya)

5) Pelarut non polar (n-heksan, petroleum eter, klorofom, dan sebagainya)
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E. Fraksinasi

Fraksinasi pada prinsipnya adalah proses penarikan senyawa pada suatu
ekstrak dengan menggunakan dua macam pelarut yang tidak saling bercampur.
Pelarut yang umumnya dipakai untuk fraksinasi adalah n-heksan, etil asetat, dan
metanol. Penarik lemak dan senyawa non polar digunakan n-heksan, etil asetat
untuk menarik senyawa semi polar, sedangkan metanol untuk menarik senyawa-
senyawa polar (lrawan, 2017). Tujuan fraksinasi adalah untuk memisahkan
senyawa berdasarkan tingkat kepolaran yang berbeda dalam dua pelarut yang
memiliki tingkat kepolaran yang berbeda pula. Fraksinasi dengan ekstraksi cair-
cair dilakukan dengan pengocokan. Pemisahan jumlah dan jenis senyawa menjadi
fraksi yang berbeda bergantung pada jenis simplisia. Senyawa-senyawa bersifat
polar akan masuk dalam pelarut polar, begitu pula senyawa yang bersifat non-
polar akan masuk kepelarut non-polar (Pratiwi et al., 2016).

Pelarut yang digunakan untuk fraksinasi adalah etil asetat yang merupakan
pelarut semi polar sehingga dapat melarutkan senyawa semi polar pada dinding
sel seperti glikon flavonoid. Etil asetat adalah senyawa organik yang merupakan
ester dari etanol dan asam asetat serta merupakan pelarut polar menengah yang
volatil, tidak beracun, dan tidak higroskokopis. Etil asetat sering digunakan
sebagai pelarut karena etil asetat dapat menyari senyawa-senyawa yang dapat
memberikan aktivitas antibakteri diantaranya flavonoid pilohidroksi dan fenol

yang lain (Mulyati, 2009).
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F. Gas Chromatography Mass Spectrometry (GC-MS)

GC-MS adalah teknik analisis yang menggabungkan dua metode analisis
yaitu kromatografi gas dan spektrometrimassa. Kromatografi gas adalah metode
analisis, di mana sampel terpisahkan secara fisik menjadi bentuk molekul-molekul
yang lebih kecil (hasil pemisahan berupa kromatogram). Spektrometri massa
adalah metode analisis di mana sampel yang akan dianalisis diubah menjadi ion-
ionnya, dan massa dari ion-ion tersebut dapat diukur berupa spektrum massa
(Setiaji, 2014).

1. Prinsip Kerja GC-MS

GC hanya terjadi pemisahan untuk mendapatkan komponen yang
diinginkan, sedangkan bila dilengkapi dengan MS (berfungsi sebagai detektor)
akan dapat mengidentifikasi komponen tersebut, karena bisa mendapat
spektrum bobot molekul pada suatu komponen yang dapat dibandingkan
langsung dengan library (reference) pada software. Proses pemisahan pada GC
terjadi di dalam kolom (kapiler) melibatkan dua fase, yaitu fase diam dan fase
gerak. Fase diam adalah zat yang ada di dalam kolom, dan fase gerak adalah
gas pembawa (helium atau hidrogen) dengan kemurnian tinggi.

Proses pemisahan terjadi karena terdapat perbedaan kecepatan alir tiap
molekul di dalam kolom. Perbedaan tersebut disebabkan oleh perbedaan
afinitas antar molekul dengan fase diam yang ada di dalam kolom. Proses
pendeteksian sampel pada MS diawali dengan diubahnya sampel yang berasal
dari GC menjadi ion-ion gasnya terlebih dahulu. Kemudian ion-ion tersebut

dilewatkan melalui suatu penganalisis massa (mass analyzer) yang berfungsi
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secara selektif untuk memisahkan ion dengan satuan massa atom yang berbeda.
Terakhir ion-ion tersebut dideteksi oleh electron multiplier detector (lebih peka
dari detektor biasa) (Setiaji, 2014).
. Instrument GC-MS

Instrumentasi GC yang menggunakan spektrometer massa (MS)
sebagai detektor dapat digunakan untuk memisahkan campuran komponen
dalam suatu sampel, sekaligus mengidentifikasi komponen-komponen tersebut
pada tingkat molekuler. Senyawa-senyawa yang terpisah dari analisis GC akan
keluar dari kolom dan mengalir ke dalam MS, kemudian senyawa-senyawa
tersebut teridentifikasi berdasarkan bobot molekul. Molekul-molekul analat
yang bersifat netral diubah menjdi ion-ion dalam fase gas. lon-ion yang
dihasilkan kemudian dipisahkan menurut rasio massanya (m/e). Spektrum
massa dari analat yang muncul dibandingkan dengan spektrum pada library
MS sehingga akan diketahui bobot molekul dari analat tersebut (Setiaji, 2014).

Skema GC-MS dapat dilihat pada gambar 2 dibawah ini:

’ 51 Controller, data recorder, data system

== Sampleinjection unit

M = ﬁhm% T |

Column oven k
Detection Mass samr‘mon Ion ation ‘ &
!

Flow rate adjuster

unt

- == - (i =

Ql

Exhaust system

— e ——————— l J Carrier gas

Gambar 2. Skema GC-MS (Kawana & Miyagawa, 2011)

Bagian instrumentasi kromatografi gas-spektrometer massa sebagai

berikut (Setiaji, 2014):
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a Pengatur aliran gas (Gas Flow Controller). Tekanan diatur sekitar 1-4 atm
sedangkan aliran diatur 1-1000 liter gas per menit. Fase bergerak adalah gas
pembawa, yang paling lazim digunakan adalah He, N, H,, Ar, tetapi untuk
detektor konduktivitas termal, He lebih disukai karena konduktivitasnya
yang tinggi. Gas pembawa dialirkan lebih dahulu pada suatu silinder berisi
molecular sieve untuk menyaring adanya kontaminasi pengotor.

b. Tempat injeksi sampel (injector). Sampel diinjeksikan dengan suatu mikro
syringe melalui suatu septum karte silikon ke dalam kotak logam yang
panas. Banyaknya sampel berkisar 0,5-10 pL.

¢ Kolom kromatografi. tempat berlangsungnya proses kromatografi, kolom
memiliki variasi dalam ukuran dan bahan isian. Ukuran yang umum
sepanjang 6 kaki dan berdiameter dalam ¥ inci, terbuat dari tabung tembaga
atau baja tahan karat, berbentuk spiral. Tabung diisi dengan suatu bahan
padat halus dengan luas permukaan besar yang relatif inert. Padatan
tersebut adalah sebuah penyangga mekanik untuk cairan. Sebelum diisi
padatan tersebut diimpregnasi dengan cairan yang diinginkan yang berperan
sebagai fase stasioner. Cairan ini harus stabil dan tidak mudah menguap
pada temperatur ruang dan harus sesuai untuk pemisahan tertentu.

d. Interface, Berfungsi untuk mengirimkan sampel dari GC ke MS dengan
meminimalkan kehilangan sampel saat pengiriman.

e Sumber ion (ion source), tempat terjadinya proses ionisasi dari molekul

yang berupa uap. Molekul tersebut akan kehilangan satu elektron dan
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terbentuk ion molekul bermuatan positif. Proses lain, molekul menangkap
satu elektron bermuatan negatif.

f Pompa vakum (vacuum pump). Pompa vakum tinggi untuk mengurangi dan
mempertahankan tekanan pada MS saat analisis dan pompa vakum rendah
untuk mengurangi tekanan udara luar MS.

g Penganalisis massa (mass analyzer). Susunan alat untuk memisahkan ion-
ion dengan perbandingan massa terhadap muatan yang berbeda.
Penganalisis massa harus dapat membedakan selisih massa yang kecil serta
dapat menghasilkan arus ion yang tinggi.

h Detektor. Peka terhadap komponen-komponen yang terpisahkan di dalam
kolom serta mengubah kepekaannya menjadi sinyal listrik. Kuat lemahnya
sinyal bergantung pada laju aliran massa sampel dan bukan pada konsentrasi

sampel gas penunjang.

G. Hipotesis
1. Fraksi etil asetat dari ekstrak etanol bunga pepaya jantan dapat menghambat
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan bakteri Escherichia coli.
2. Mengetahui golongan senyawa yang terkandung dalam fraksi etil asetat ekstrak

etanol bunga pepaya jantan.



H. Kerangka Teori
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I. Kerangka Konsep
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(Utami, 2017)

Gambar 4. Kerangka Konsep




BAB 111
METODE PENELITI
A. Jenis Penelitian
Penelitian ini adalah penelitian eksperimental untuk mengetahui ekstrak
bunga pepaya jantan dapat menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus

aureus dan bakteri Escherichia coli

B. Variabel dan Definisi Operasional
1. Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi fraksi etil asetat
terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan bakteri escherichia coli.
2. Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah nilai KHM (Kadar Hambat

Minimum).

C. Sampel
Bahan tumbuhan yang digunakan adalah bunga pepaya jantan (Carica

papaya L) diambil dari daerah Kecamatan Sawangan Kabupaten Magelang.

D. Alat dan Bahan Penelitian
1. Alat
Alat yang diguanakan adalah alat maserasi, autoklaf, cawan petri, cawan

porselin, chamber, gelas Erlenmeyer 100 ml, gelas kimia 250 ml, gelas ukur 5
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ml,10 ml dan 50 ml, inkubator, kompor, lampu spiritus, lampu UV 254 nm,
Laminary Air Flow (LAF), mikropipet 1-10 pl ose bulat,ose lurus, oven,
penangas air, rotari evaporator, tabung reaksi, timbangan analitik, water bath,
vial, vortex mixer dan wadah maserasi.
. Bahan

Bahan yang diguanakan pada penelitian ini adalah biakan murni mikroba
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, DMSO (Dimeti | Sulfoksida),
medium Nutrient Agar (NA), sampel ekstrak etanol bunga papaya jantan,

pelarut n-heksan, pelarut etil asetat, pelarut etanol 70%.

E. Cara Penelitian
. Determinasi

Determinasi tanaman pepaya dilakukan di Laboratorium Biologi Farmasi
Universitas Ahmad Dahlan Yogyakarta. Identifikasi ini dilakukan dengan cara
mencocokkan ciri-ciri morfologinya dengan pustaka
. Pengolahan sampel

Sebelum dilakukan penyarian atau maserasi, terlebih dahulu bunga
papaya jantan di sortasi basah. Setelah proses pencucian,kemudian bunga di
angin-anginkan di dalam ruangan yang terlindung oleh cahaya matahari
langsung. Karena dapat merusak kandungan kimia yang terkandung dalam

bunga papaya jantan.
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3. Ekstraksi sampel

Sampel bunga pepaya jantan yang telah kering ditimbang 200 gram dan
dimasukkan ke dalam wadah maserasi, kemudian ditambahkan 1,5 L pelarut
etanol 70% hingga terendam seluruhnya. Wadah maserasi ditutup dan disimpan
3 hari ditempat yang terlindung dari sinar matahari langsung sambil sesekali
diaduk. Selanjutnya disaring, dipisahkan antara ampas dan filtrat. Ampas
diremaserasi dengan 500 mL etanol 70% selama 2 hari . Filtrat etanol yang
diperoleh kemudian dikumpulkan dan diuapkan cairan penyarinya dengan
rotari evaporator sampai diperoleh ekstrak etanol kental (Padmasari, Astuti, &

Warditiani, 2013). Rumus menghitung randemen:

Bobot ekstrak yang dihasilkan

x 100%

0, =
% Rendemen Bobot awal simplisia

4. Fraksinasi

Pekatkan ekstrak etanol bunga pepaya jantan. Selanjutnya dilarutkan
dengan etanol dan aquadest dengan perbandingan 1:1 sebanyak 200 ml.
Lakukan pemisahan menggunakan corong pisah, tambahkan 200 ml n-heksan,
di kocok perlahan lahan (etanol : n-heksan = 1 : 1). Diamkan hingga terjadi
pemisahan antara n-heksan dan etanol-air. Fraksinasi dilanjutkan dengan
menggunakan etil asetat dengan proses yaitu masukkan hasil fraksi yang tidak
larut heksan, lalu ditambahkan etil asetat dngan perbandingan 1:1. Diamkan
hingga terjadi pemisahan antara etil asetat dan n-heksan. Selanjutnya uapkan
hasil dari fraksi etil asetat sehingga mendapatkan fraksi kental. (Salni, Marisa,

& Mukti, 2011).
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2000 gr bunga pepaya jantan

dikeringkan

Simplis

ia kering

diserbuk

200 gr simplisia

Di maserasi dengan 1,5 L etanol 70%,
diamkan 5 hari,sesekali diaduk, saring

Residu

Residu

Filtrat
Remaserasi 500 mL
etanol 70%
\ Di uapkan
Filtrat sampai kental
dan hitung
Ekstrak etanol kental
Dilarutkan, + etanol, air
N (1:1), + n-heksan (1:1)
Fraksi n-heksan Fraksi etanol

+ etil asetat (1:1)

Fraksi etil asetat Fraksi etanol

Di uapkan

Fraksi kental etil asetat

Gambar 5. Proses Fraksinasi
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5. Uji Antibakteri
a. Sterilisasi
Alat — alat yang akan digunakan disterilkan terlebih dahulu harus
dicuci bersih dan kering, untuk alat — alat gelas disterilkan dalam autoklaf
pada suhu 121°C tekanan 15 lbs selama 15 menit. Spatel, jarum ose, dan
kaca objek disterilkan dengan cara melewatkan diatas nyala bunsen selama
30 detik. Ruangan dan lemari kaca aseptis disterilkan dengan larutan
alkohol 70 % sebelum dan sesudah kerja (Yosmar, Suharti, & Rasyid,
2013).
b. Pembuatan Media Agar
Sejumlah 38 gr serbuk media nutrient agar (NA) dilarutkan dalam
aquadest 1000 ml dan di panaskan sampai bahan semua terlarut sempurna.
Selanjutnya media di sterilkan dalam autoklaf dengan suhu 121°C selama 15
menit. Sejumlah 15 ml media NA dimasukkan kedalam cawan petri pada
suhu 37°C dan dibiarkan memadat. (Zakaria, Soekamto, Syah, & Firdaus,
2017).
c. Pembuatan Larutan Uji
Larutan uji dibuat dengan melarutkan fraksi etil asetat bunga pepaya
jantan menggunakan pelarut etil asetat. Larutan yang dibuat dengan
konsentrasi 40%, 20%, 10%, 5%, dan 2,5% (Syarifuddin, Sulistyani, &

Kintoko, 2018).
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d. Uji KHM (Kadar Hambat Minimum)

Fraksi teraktif ditentukan nilai Kadar Hambat Minimum (KHM)
dengan kadar yang digunakan antara lain : 40%, 20%, 10%, 5% dan 2,5%
serta menggunakan kontrol positif kloramfenikol 0,1% dan kontrol negatif
DMSO 10%. Secara aseptis cawan petri yang telah ditambahkan NA akan
digoresi suspensi bakteri menggunakan cutton bud steril, kemudian dibuat
lubang sumuran. Setiap cawan petri yang sudah dilubangi diberi larutan uji
dengan seri kadar, kontrol positif, dan kontrol negatif sebanyak 20 pL lalu
dibiarkan selama 2 jam, kemudian diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu

37°C (Syarifuddin et al., 2018).
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Alat - alat 38 gr media NA
dibungkus + 1L aquadest
Alat-alat siap di sterilkan Media agar cair

Sterilisasi dengan autoklaf, 121°C selama 15 menit

Alat dan bahan steril

Media dituangkan ke
cawan petri, tunggu

Media agar padat

Penggoresan bakteri

Media agar padat dengan bakteri

Buat sumuran, +20puL larutan
uji 40%, 20%, 10%, 5%, 2,5%,
kontrol positif, kontrol negatif

Media agar padat dengan bakteri
dan larutan uji

Inkubasi 24 jam,
hitung zona hambat

Diameter zona hambat

Replikasi 3x

Data diameter zona hambat

Gambar 6. Proses Antibakteri
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6. GC-MS
Analisis kandungan bunga pepaya jantan dengan instrument GC-MS
dilakukan di Laboratorium Farmasi Universitas Ahmad Dahlan Yogyakarta.
GC-MS digunakan untuk mengetahui kandungan senyawa pada fraksi etil
asetat ekstrak etanol bunga pepaya jantan yang berpotensi sebagai antibiotik

untuk diare.

F. Analisis Hasil
Hasil pengukuran diameter zona hambat di analisis dengan SPSS. Uji
dilakukan dengan uji normalitas dan homogenitas terlebih dahulu. Jika data
terdistribusi normal dan homogen, maka dilakukan uji one way Anova dengan

taraf kepercayaan 95%.

G. Tempat dan waktu penelitian
1. Tempat Penelitian
Tempat pengujian di Laboratorium Farmasi Fakultas llmu Kesehatan
Universitas Muhammadiyah Magelang
2. Waktu pelaksanaan
Penelitian akan dilakukan selama satu bulan, pada bulan November

2019 sebagai bahan skripsi.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN
A. KESIMPULAN

Kesimpulan penelitian ini adalah :

1. Fraksi etil asetat ekstrak etanol bunga pepaya jantan tidak memberikan daya
hambat terhadap bakteri Eschericia Coli akan tetapi dapat menghambat pada
bakteri Staphylococcus aureus karena kandungan senyawa fraksi etil asetat
ekstrak etanol bunga pepaya jantan ialah linalool yang merupakan salah satu
komponen minyak atsiri yang mampu menghambat salah satunya bakteri
Staphylococcus aureus.

2. Golongan senyawa yang terkandung dalam fraksi etil asetat ekstrak etanol
bunga pepaya jantan ialah E-Citral yang memiliki persentase kemiripan 49%,

Linalool 87%, 2-Methoxy-4-vinylphenol 87%

B. SARAN
Bagi peneliti selanjutnya perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang
potensi antibiotik pada fraksi etil asetat bunga pepaya jantan terhadap bakteri
Eschericia Coli, tetapi dengan menggunakan pelarut yang berbeda yaitu pelarut
yang bersifat polar dan menggunakan bakteri gram positif. Maka dari itu peluang
untuk berpotensi sebagai antibiotik lebih besar, sehingga mendapatkan hasil yang

optimal.
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