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Lampiran 1

Skema kerja umum

Umbi bawang putih tunggal
(Allium sativum L.)

v

- Dipanaskan  dalam rice
cooker selama 21 hari

- Dikeringkan dalam oven
simplisia

100 g simplisia bawang hitam

- Disaring

v

- Diekstraksi menggunakan
sonikator dengan 1 L etanol
70% (1:10)

- Diatur waktu sonikasi selama
30 menit

dan diuapkan

dengan menggunakan rotary
evaporator dan waterbath

Ekstrak kental

ekstrak
KHM
bawang

v

- Dibuat seri konsentrasi 20;
10; 5; 2,5 mg/mL
- Ditentukan KHM tunggal

bawang hitam dan

kombinasi  ekstrak

hitam dengan

amoksisilin menggunakan
metode mikrodilusi

Nilai KHM tunggal dan
kombinasi ekstrak bawang
hitam dengan amoksisilin

terhadap P.aeruginosa

66

Amoksisilin

- | Dibuat  seri konsentrasi
0,032; 0,016; 0,008; 0,004;
0,002; 0,001; 0,0005 mg/mL
- | Ditentukan KHM tunggal
amoksisilin dan KHM
kombinasi amoksisilin
dengan ekstrak bawang
hitam menggunakan metode
mikrodilusi

v

Nilai KHM tunggal dan
kombinasi amoksisilin dengan
ekstrak bawang hitam
terhadap P.aeruginosa

Nilai Indeks Konsentrasi Hambat

Fraksional (FICI)

!

Pembahasan

!

Kesimpulan
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Lampiran 2

Skema penyiapan sampel dan ekstrak bawang hitam

Umbi bawang putih tunggal (Allium sativum L.)

- Dimasukkan +1kg dalam rice cooker

- Diatur pada mode warm (+ 65°C)

- Didiamkan selama 21 hari hingga diperoleh
bawang hitam

- Disortasi

- Dikeringkan dalam oven simplisia pada suhu
40°C selama 6 hari

Simplisia bawang hitam

- Ditimbang 50 g bawang hitam menggunakan
timbangan analitik

- Ditambahkan 500 mL etanol 70%

- Disonikasi selama 30 menit menggunakan
sonikator

- Disonikasi 50 g bawang hitam lainnya dengan
500 mL etanol 70% selama 30 menit

- Disaring dengan bantuan vacuum pump

- Diuapkan dengan bantuan alat rotary
evaporator (suhu 40°C & kecepatan 70 rpm)
dan waterbath

Ekstrak kental
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Lampiran 3

Skema perhitungan pada ekstraksi bawang hitam

Perbandingan simplisia dan cairan penyari = 1:10 (b/v)

simplisiae  1g  50g
cairan penyari 10 mL 500 mL

Total simplisia bawang hitam =50g+50¢g =100g

Total cairan penyari etanol 70% =500 mL + 500 mL = 1000 mL
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Lampiran 4

Skema pengenceran ekstrak bawang hitam dan amoksisilin

Ekstrak bawang hitam

- Ditimbang 2 g ekstrak bawang hitam
dalam vial menggunakan timbangan
analitik

- Ditambahkan DMSO 10% hingga
homogen

- Dimasukkan dalam labu tentukur

- Dicukupkan dengan air steril hingga
batas 10 mL

\

Larutan stok ekstrak bawang hitam (200 mg/mL)

Larutan Stok
200 mg/mL 100 mg/mL 50 mg/mL 25 mg/mL

J 0 0 0

10 mL 1mL 1mL 1mL

L W A A

0,5mL 0,5mL 0,5mL

Amoksisilin

- Ditimbang 32 mg amoksisilin dalam
vial menggunakan timbangan analitik

- Ditambahkan DMSO 10% hingga
homogen

- Dimasukkan dalam labu tentukur

- Dicukupkan dengan air steril hingga
batas 10 mL

Larutan Stok
0,32 mg/mL

Larutan stok amoksisilin (0,32 ma/mL)
0,16 mg/mL 0,08 mg/mL 0,04 mg/mL 0,02 mg/mL 0,01 mg/mL 0,005 mg/mL

i i - 4 - 4 -
E_'lOmL E_'lmL [-_'1mL [-_'1mL E"lmL E_'lml_ t'lmL

\ 0,5mL}\ 0,5mL g Q0,5 ML g\ 0,5mL g § 0,5mL’\ 0,5mLg
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Lampiran 5

Skema penentuan KHM tunggal ekstrak bawang hitam

Ekstrak bawang hitam
(200, 100, 50, dan 25 mg/mL)

- Dimasukkan 50 uL setiap konsentrasi
ekstrak dalam masing-masing
sumuran

- Dibuat 3 replikasi

- Ditambahkan 445 uL MHB

- Dimasukkan 5 pL suspensi
P.aeruginosa

- Diinkubasi 1 x 24 jam pada suhu
37°C

+5uLTTC 1%

\

- Diinkubasi 30 menit pada suhu
ruang (25°C)
- Diamati perubahan warna

Nilai KHM tunggal ekstrak bawang
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Lampiran 6

Skema penentuan KHM tunggal amoksisilin

Amoksisilin
(0,32; 0,16; 0,08; 0,04; 0,02; 0,01; dan 0,005

- Dimasukkan 50 uL setiap konsentrasi
amoksisilin dalam masing-masing
sumuran

- Dibuat 3 replikasi

- Ditambahkan 445 uL MHB

- Dimasukkan 5 uL suspensi
P.aeruginosa

- Diinkubasi 1 x 24 jam pada suhu
37°C

+5uLTTC 1%

\

- Diinkubasi 30 menit pada suhu
ruang (25°C)
- Diamati perubahan warna

Nilai KHM tunggal amoksisilin




Lampiran 7

Skema penentuan KHM dan FICI kombinasi ekstrak bawang hitam
dengan amoksisilin

Microplate 48 Wells
7N

+ 25 pL ekstrak bawang hitam

¥ X
E1 E2 E3

| | | |
+ 25 pL amoksisilin + 445 yL MHB + 5 pL

v v v v
Al, A2, Al, A2, Al, A2, Al, A2,
A3, A4, A3, A4, A3, A4, A3, A4,
A5, A6, A5, A6, A5, AG, A5, A6,
A7 A7 A7 A7
- Diinkubasi 1 x 24 jam, suhu 37°C
+5uL TTC 1%
- Diinkubasi 30 menit, suhu 25°C
- Diamati perubahan warna
Nilai FICI
Keterangan:
El = Ekstrak Bawang Hitam 20 mg/mL
E2 = Ekstrak Bawang Hitam 10 mg/mL
E3 = Ekstrak Bawang Hitam 5 mg/mL
E4 = Ekstrak Bawang Hitam 2,5 mg/mL
Al = Amoksisilin 0,032 mg/mL
A2 = Amoksisilin 0,016 mg/mL
A3 = Amoksisilin 0,008 mg/mL
A4 = Amoksisilin 0,004 mg/mL
A5 = Amoksisilin 0,002 mg/mL
A6 = Amoksisilin 0,001 mg/mL

A7 = Amoksisilin 0,0005 mg/mL
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Lampiran 8
Komposisi medium
1. Mueller-Hinton Agar
Beef extract 2 gram

Acid hydrolysate of casein 17,5 gram

Starch 1,5 gram
Agar 17 gram
Aquadest 1 Liter

2. Mueller-Hinton Broth

Acid casein pepton 17,5 gram
Beef infusion 2 gram
Corn starch 1,5 gram
Aquadest 1 Liter

3. McFarland No. 5
Sulfuric acid 1 % 9,5 mL

Barium chloride 1% 0,5mL
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Lampiran 9

Denah pengisian pada penentuan nilai KHM tunggal dan kombinasi
ekstrak bawang hitam dengan amoksisilin

1 2 3 4 5 6 7 8

S 1111116l
ea 111X 11
El El E1 E1 El
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7

D (E2 E2 E2 E2 E2 E2 E2 E2
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7

E3 E3 E3 E3 E3 E3 E3
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7

C E1

ETE3

E4 E4 E4 E4 E4 E4 E4

F
£4 Al A2 A3 A4 A5 A6 A7

Gambar 7. Denah pengisian pada setiap sumuran

Keterangan:
Al = Amoksisilin 0,032 mg/mL
A2 = Amoksisilin 0,016 mg/mL
A3 = Amoksisilin 0,008 mg/mL
A4 = Amoksisilin 0,004 mg/mL
A5 = Amoksisilin 0,002 mg/mL
A6 = Amoksisilin 0,001 mg/mL
A7 = Amoksisilin 0,0005mg/mL
El = Ekstrak Bawang Hitam 20 mg/mL
E2 = Ekstrak Bawang Hitam 10 mg/mL
E3 = Ekstrak Bawang Hitam 5 mg/mL
E4 = Ekstrak Bawang Hitam 2,5 mg/mL
KE1 = Kontrol Ekstrak Bawang Hitam 20 mg/mL
KE2 = Kontrol Ekstrak Bawang Hitam 10 mg/mL
KE3 = Kontrol Ekstrak Bawang Hitam 5 mg/mL
KE4 = Kontrol Ekstrak Bawang Hitam 2,5 mg/mL
KA = Kontrol Amoksisilin
KM = Kontrol Medium
KB = Kontrol Medium + Bakteri
KP = Kontrol Pelarut + Bakteri

@ - Penentuan KHM Tunggal Amoksisilin
= Penentuan KHM Ekstrak Bawang Hitam
Penentuan KHM Kombinasi Ekstrak Bawang Hitam dengan Amoksisilin
@ - Penentuan Kontrol
QO = Tidak Berisi Bahan Uiji



Keterangan:

Al = Amoksisilin 0,032 mg/mL El = Ekstrak Bawang Hitam 20 mg/mL

A2 = Amoksisilin 0,016 mg/mL E2 = Ekstrak Bawang Hitam 10 mg/mL

A3 = Amoksisilin 0,008 mg/mL E3 = Ekstrak Bawang Hitam 5 mg/mL

A4 = Amoksisilin 0,004 mg/mL E4 = Ekstrak Bawang Hitam 2,5 mg/mL

A5 = Amoksisilin 0,002 mg/mL KE1 = Kontrol Ekstrak Bawang Hitam 20 mg/mL
A6 = Amoksisilin 0,001 mg/mL KE2 = Kontrol Ekstrak Bawang Hitam 10 mg/mL
A7 = Amoksisilin 0,0005 mg/mL KE3 = Kontrol Ekstrak Bawang Hitam 5 mg/mL
KM = Kontrol Medium KE4 = Kontrol Ekstrak Bawang Hitam 2,5 mg/mL
KB = Kontrol Bakteri + Medium KA = Kontrol Amoksisilin

KP = Kontrol Pelarut + Bakteri + Medium

Bening (tidak ada perubahan warna) = Tidak ada pertumbuhan bakteri

Lampiran 10

Hasil penentuan nilai KHM ekstrak bawang hitam dan amoksisilin
dengan metode microdilution checkerboard assay

KEl KE2 KE3 KE4 KA KM KB

P

Gambar 8. Hasil pengamatan sebelum penambahan TTC 1%

KE1 KE2 KE3 KE4 KA KM KB :

A4 A5

Merah (ada perubahan warna) = Ada pertumbuhan bakteri
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Lampiran 11

Hasil penentuan rata-rata KHM tunggal dan kombinasi ekstrak bawang

hitam dengan amoksisilin

Tabel 7. Rata-rata nilai KHM tunggal dan kombinasi ekstrak etanol bawang hitam
dengan amoksisilin

Amoksisilin
0,032 0,016 0,008 0,004 0,002 0,001 0,0005
Ekstrak
Bawang
Hitam
KM i
KB -
Kontrol KP =
KE +
KA 4+
Keterangan:
+ = Tidak ada pertumbuhan bakteri (tidak berubah warna menjadi merah atau tidak
keruh)
- = Ada pertumbuhan bakteri (berubah warna menjadi merah atau keruh
KM = Kontrol Medium
KB = Kontrol Bakteri + Medium
KP = Kontrol Pelarut + Bakteri + Medium
KE = Kontrol Ekstrak Bawang Hitam
KA = Kontrol Amoksisilin

I = Tunggal Amoksisilin
I - Tunggal Ekstrak Bawang Hitam
Il - Kombinasi

= Kontrol



Lampiran 12

Hasil perhitungan indeks konsentrasi hambat fraksional (FICI)

FIC _ KHM ekstrak bawang hitam kombinasi amoksisilin
HEkstrak) — — KHM ekstrak bawang hitam

_20mg/ml
"~ 20 mg/ml

=1

KHM amoksisilin kombinasi ekstrak bawang hitam
KHM amoksisilin

FICo(amoksisiiny =

_>0,032mg/ml
"~ >0,032 mg/ml

=1
FICI = FICy(ekstrak) + FIC2(amoksisilin)
=1+1

=2
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