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LAMPIRAN 1 

TANAMAN DAUN KRATOM HIJAU 

 

 

 

 
 

Gambar I.1 Tanaman Daun Kratom Hijau (Mitragyna speciosa Korth.)
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LAMPIRAN 2 

DETERMINASI DAUN KRATOM HIJAU 

 

 
Gambar IV. 1 Hasil Determinasi Daun Kratom Hijau (Mitragyna speciosa Korth.) 
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Filtrat 3 

Ekstrak Kental 

Filtrat 2 

 

 

 

 

 

LAMPIRAN 3 

 

PEMBUATAN EKSTRAK ETANOL DAUN KRATOM HIJAU 

 

 

engan Etanol 96 % selama 24 jam 
 
 

 

 

 
- Diuapkan 

menggunakan 

Rotary 

Evaporator 

- Dipekatkan 

diatas Water 

Bath 

si dengan Etanol 96 % selama 24 jam 
 

 

 

serasi dengan Etanol 96 % selama 24 jam 

ng 
 

 

 

 

 

 
Gambar IV. 2 Skema kerja pembuatan ekstrak kental etanol daun 

kratom (Mitragyna speciosa Korth.) 

Filtrat 1 

Residu 3 

200 gram serbuk simplisia 

 - Dimaserasi d 

- Disaring 

 

Residu 1 
 

 - Dimasera 

- Disaring 

 

Residu 2 

 - Dima 

- Disari 
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LAMPIRAN 4 

 

PEMBUATAN MEDIA MUELLER HINTON AGAR 
 

 

Media MHA 2,3 gram 
 

- Dilarutkan dalam 100 mL aquadest 

- Dipanaskan hingga larut dalam 

erlenmeyer 

 

yer  ditutup  dengan   kapas 

k dan aluminium foil 

kan dengan autoklaf pada 

1oC, selama 15 menit 

 

 

 

 

 
 

Gambar IV. 3 Skema kerja pembuatan media Mueller Hinton Agar 

Larutan media MHA 

 
- Erlenme 

berlema 

- Disteril 

suhu 12 

Larutan media MHA 

steril 
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LAMPIRAN 5 

PEMBUATAN STOK BAKTERI 

 

 

 

 

 
 

 
Gambar IV. 4 Skema kerja pembuatan Inokulum Standar (0,5 McFarland Standard) 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Gambar IV. 5 Skema pembuatan Inokulum Bakteri (108 CFU/mL) 

Spektrofotometri UV-Vis 

pada panjang gelombang 

625 nm 

99,5 mL larutan H2SO4 

0,18 mol/L 
0,5 mL larutan BaCl2 

0,0048 mol/L 

Absorban Inokulum 

Standar 0,08-0,10 

 
Mengambil koloni bakteri 

yang sudah diremajakan 

3-5 koloni dengan kawat 

ose dimasukkan kedalam 4- 

5 mL MHB 

Jika absorban > dari 

Inokulum Standar, maka 

perlu dilakukan 

pengenceran. Jika 

absorban > dari Inokulum 

Standar maka Inokulum 

bakteri tersebut diinkubasi 

setiap jam sekali diukur 

panjang gelombang hingga 

di dapat panjang 

gelombang sama dengan 

Inokulum Standar 

Diukur dengan 

spektrofotometri UV-Vis 

dengan panjang gelombang 

625 nm sampai absorban 

yang di dapat konstan 

dengan Inokulum 
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LAMPIRAN 6 

 

PENGUJIAN AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK ETANOL DAUN 

KRATOM HIJAU DENGAN METODE MIKRODIULSI 
 

 

 

 

- Microplate yang terdiri dari 96 sumur atau 12 kolom dan 8 baris 

- Pada kolom 1-12 diisi dengan media MHB sebanyak 100 µL 

 
 

- Pada kolom 12 diisi dengan ekstrak yang diuji sebanyak 100 µL. 

- Dari kolom 12 diambil sebanyak 100 µL dan masukkan kedalam 

kolom 11, dari kolom 11 diambil 100 µL dan masukkan kedalam 

kolom 10 begitu seterusnya sampai kolom 3. 

- Dari kolom 3 diambil sebanyak 100 µL dan dibuang. 

  

- Pada kolom 1 diisi dengan media MHB dan suspensi bakteri 10 

µL sebagai kontrol positif 

- Pada kolom 3-12 ditambahkan bakteri uji sebanyak 10 µL yang 

diambil dari stok bakteri 

- Pada kolom 2 hanya berisi MHB saja sebagai kontrol negative 

- Kemudian inkubasi microplate pada suhu 37oC selama 18-24 jam. 

Diamati dan dilihat hasilnya apakah terdapat endapan atau 

kekeruhan pada setiap kolom. 

 

Gambar IV. 6 Skema kerja proses pengujian aktivitas antibakteri metode Mikrodilusi 

Mikroplate + Media Ekstrak Etanol Daun 

Kratom 16000 µg/mL 

Mikroplate + Media + Ekstrak Bakteri MRSA 5×106 CFU/mL 

Mikroplate Media MHB 100 µL 

Mikroplate + Media + Ekstrak + Bakteri 
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LAMPIRAN 6 

(LANJUTAN) 
 

Keterangan: 

Kolom 12 A, B dan C : Konsentrasi 8000 µg/mL 

Kolom 11 A, B dan C : Konsentrasi 4000 µg/mL 

Kolom 10 A, B dan C : Konsentrasi 2000 µg/mL 

Kolom 9 A, B dan C : Konsentrasi 1000 µg/mL 

Kolom 8 A, B dan C : Konsentrasi 500 µg/mL 

Kolom 7 A, B dan C : Konsentrasi 250 µg/mL 

Kolom 6 A, B dan C : Konsentrasi 125 µg/mL 

Kolom 5 A, B dan C : Konsentrasi 62,5 µg/mL 

Kolom 4 A, B dan C : Konsentrasi 31,25 µg/mL 

Kolom 3 A, B dan C : Konsentrasi 15,625 µg/mL 

Kolom 2 A, B dan C : Kontrol Negatif (Media Saja) 
Kolom 1 A, B dan C : Kontrol Positif (Media + Bakteri) 

 
Gambar V. 1 Mikrodilusi menggunakan Mikroplate 
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LAMPIRAN 7 

 

PENENTUAN KONSENTRASI HAMBAT MINIMUM DAN 

KONSENTRASI BUNUH MINIMUM EKSTRAK DAUN KRATOM HIJAU 
 

 
 

- Dilakukan droping pada well yang 

tidak menunjukkan kekeruhan atau 

endapan. Lakukan juga droping pada 

control positif sebagai pembanding. 

- Masing-masing well diencerkan 103
 

dengan cara diambil 10 µL dan 

ditambahkan NaCl hingga 1000 µL 

- Lalu didropkan 100 µL ke atas media 

padat (MHA) didalam cawan petri. 

- Inkubasi cawan petri pada suhu 37oC 

selama 18-24 jam. 

- Konsentrasi ekstrak yang masih 

terdapat bakteri dengan jumlah koloni 

<50% bakteri dari kontrol positif 

merupakan MIC50. 

- Konsentrasi ekstrak yang masih 

terdapat bakteri dengan jumlah koloni 

<90% bakteri dari kontrol positif 

merupakan MIC90 

- Konsentrasi ekstrak yang tidak ada 

pertumbuhan merupakan Konsentrasi 

Bunuh Minimum 
 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar IV. 8 Skema penentuan KHM dan KBM 

Mikroplate + Media + Ekstrak + Bakteri 

KHM dan KBM 
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LAMPIRAN 8 

 
HASIL PENGUJIAN KONSENTRASI HAMBAT MINIMUM DAN 

KONSENTRASI BUNUH MINIMUM EKSTRAK ETANOL DAUN 

KRATOM HIJAU (Mitragyna speciose Korth.) TERHADAP BAKTERI 

MRSA 

 
Tabel V. 3 

Tabel Hasil Pengamatan Konsentrasi Bunuh Minimum dan Konsentrasi Bunuh 

Minimum Ekstrak Etanol Daun Kratom Hijau (Mitragyna speciose Korth.) 

terhadap bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus 
 

 
Kolom 

Replikasi 
 
 

 

× 
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 

12 0 0 0 0 

11 1 0 0 0,33 

10 5 4 5 4,66 

9 14 10 8 10,66 

8 21 28 30 26,33 

 

Kontrol Positif: 44 koloni (Jika tumbuh 5-50 koloni, maka = 5×105) 

 

 Kolom 12 
0 

5 × 105 
× 100% = 0% → 100% − 0% = 100% (KBM) 

 Kolom 11 
0,33 

5 × 105 
× 100% = 0,66% → 100% − 0,66% = 99,67% (KHM90) 

 Kolom 10 
4,66 

5 × 105 
× 100% = 9,32% → 100% − 9,32% = 90,68% (KHM90) 

 Kolom 9 
10,66 

5 × 105 
× 100% = 21,32% → 100% − 21,32% = 78,68% (KHM50) 

 Kolom 8 
26,33 

5 × 105 
× 100% = 52,66% → 100% − 52,66% = 47,34%
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LAMPIRAN 8 

(LANJUTAN) 

 
Kolom Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 

 

 

 

 
12 

   

 

 

 

 
11 

   

 

 

 

 
10 

 

 

 

 
Gambar V.2 Hasil Penentuan KHM dan KBM 
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LAMPIRAN 8 

(LANJUTAN) 

 
Kolom Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 

 

 

 

 
9 

 

 

 

 

 

 

 
K (+) 

   

 

Gambar V. 2 Hasil Penentuan KHM dan KBM 
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LAMPIRAN 9 

PENENTUAN KESETARAAN AKTIVITAS ANTIBAKTERI ANTIBIOTIK 

PEMBANDING KARBAPENEM DENGAN EKSTRAK ETANOL DAUN 

KRATOM HIJAU (Mitragyna speciosa Korth.) 

 

 

 

 
Gambar IV. 9 Skema penentuan kesetaraan Antibiotik pembanding Karbapenem 

dengan Ekstrak Etanol Daun Kratom Hijau (Mitragyna speciosa 

Korth.) 

Persamaan yang diperoleh 

digunakan untuk melihat 

kesetaraan antara ekstrak uji 

dengan antibakteri pembanding 

Dibuat persamaan antara 

logaritma konsentrasi (x) dan 

diameter hambat (y) 

Diameter hambat 

Diuji aktivitas antibakteri dengan 

metode cakram difusi agar 

Antibakteri pembanding dan 

Ekstrak Etanol Daun Kratom Hijau 

dibuat dengan berbagai 
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LAMPIRAN 10 

 

HASIL PENENTUAN KESETARAAN AKTIVITAS ANTIBAKTERI 

ANTIBIOTIK PEMBANDING KARBAPENEM DENGAN EKSTRAK 

ETANOL DAUN KRATOM HIJAU (Mitragyna speciosa Korth.) 

 
Tabel V. 4 

Tabel Hasil Penentuan Kesetaraan Aktivitas Antibakteri Antibiotik 

Pembanding Karbapenem dengan Ekstrak Etanol Daun Kratom Hijau 

(Mitragyna speciose Korth.) terhadap bakteri MRSA 
 

 
Konsentrasi Karbapenem 

Log 

Konsentrasi Per 

Cakram 

(µg/mL) 

Diameter Hambat 

Methicillin-resistant 

staphylococcus 

aureus 

Ekstrak 8000 µg/mL 3,9 19,71 mm 

Ekstrak 4000 µg/mL 3,6 14,85 mm 

Karbapenem 2,5 µg/mL 0,4 16,45 mm 

Karbapenem 1,25 µg/mL 0,1 13,75 mm 

Karbapenem 0,625 µg/mL -0,2 11,82 mm 

Karbapenem 0,3125 µg/mL -0,5 9,27 mm 

Karbapenem 0,15625 µg/mL -0,8 7,31 mm 
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LAMPIRAN 10 

(LANJUTAN) 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
Gambar V. 3 Hasil Kesetaraan Aktivitas Antibakteri Antibiotik Pembanding 

Karbapenem dengan Ekstrak Etanol Daun Kratom Hijau (Mitragyna 

speciosa Korth.) terhadap bakteri MRSA 
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LAMPIRAN 10 

(LANJUTAN) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar V. 4 Kurva Potensi Karbapenem terhadap bakteri 

MRSA y = 7.5867x + 13.237, R² = 0.9971 
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LAMPIRAN 10  

(LANJUTAN) 

 

  Perhitungan Kesetaraan Ekstrak Etanol Daun Kratom Hijau dan Karbapenem 

terhadap bakteri MRSA: 

Persamaan Regresi Linier 

𝑦 = 𝑏(𝑥) + 𝑎 

𝑦 = 7,5867(𝑥) + 13,237 

𝑟2 = 0,9971 

 

Penentuan Kesetaraan 

𝑦 = 𝑏(𝑥) + 𝑎 

14,85 = 7,5867(𝑥) + 13,237 

14,85 −  13,237 = 7,5867(𝑥) 

1,613 = 7,5867(𝑥) 

𝑥 =  
1,613

7,5867
 

𝑥 =  0,212 

 

Antilog 0,212 = 1,629 

Jadi, 4000µg/µL ekstrak ≈ 1,629 µg/µL antibiotic 

Konsentrasi 1 mg ekstrak ≈ 
1,629

4000
 ≈ 4,07 x 10−4 

Artinya, 1mg Ekstrak Etanol Daun Kratom Hijau ≈ 4,07 x 10−4 mg Karbapenem 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


