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INTISARI

Buah belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L) merupakan salah satu
tumbuhan yang telah dimanfaatkan sebagai obat tradisional. Buah belimbing
wuluh (Averrhoa bilimbi L) memiliki kandungan kimia alami diketahui
mempunyai efek antibakteri yaitu alkaloid, flavonoid, dan tannin. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui kemampuan fraksi etil asetat ekstrak etanol 96% buah
belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) dalam menghambat pertumbuhan
Klebsiella pneumoniae dan untuk mengetahui konsentrasi yang menghasilkan
zona hambat paling besar pada pertumbuhan Klebsiella pneumoniae. Metode yang
digunakan adalah metode disc diffusion (Kirby & Bauer) dengan seri konsentrasi
50%, 75% dan 100%. Hasil zona hambat yang diperoleh dianalisis secara
deskriptif eksperimental. Hasil zona hambat yang ditunjukkan dari masing-masing
ekstrak pada konsentrasi 50%, 75% dan 100% dari fraksi etil asetat buah
belimbing wuluh adalah 19,1 mm, 21,53 mm dan 22,23 mm. Fraksi etil asetat
buah belimbing wuluh mampu mengambat bakteri Klebsiella pneumoniae dan
konsentrasi 100% dapat menghasilkan diameter zona hambat paling besar
terhadap pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumoniae dengan menghasikan zona
hambat sebesar 22,3 mm.

Kata kunci : Uji Antibakteri, Buah Belimbing Wuluh, Fraksi Etil Asetat,
Klebsiella pneumoniae
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ABSTRACT

Averrhoa bilimbi fruit (Averrhoa bilimbi L.) is one of the plants that have
been used as traditional medicine. Averrhoa bilimbi fruit (Averrhoa bilimbi L.)
has antibacterial effects namely alkaloids, flavonoids and tannins. This study aims
to determine the ability of the ethyl acetate fraction Averrhoa bilimbi fruit 96%
ethanol extract to inhibit Klebsiella pneumoniae growth and to determine the
concentration that produces the biggest inhibitory zone on Klebsiella pneumoniae
growth. The method used is disc diffusion (Kirby & Bauer) with a 50%, 75% and
100% concentration series. The inhibition zone results obtained were analyzed
descriptively experimental. Inhibitory zone results shown from each extract at a
concentration of 50%, 75% and 100% of the ethyl acetate fraction Averrhoa
bilimbi fruit 96% ethanol extract were 19.10 mm, 21.53 mm and 22.23 mm. The
ethyl acetate fraction Averrhoa bilimbi fruit 96% ethanol extract is able to inhibit
Klebsiella pneumoniae bacteria and 100% concentration can produce the largest
inhibitory zone diameter against the growth of Klebsiella pneumoniae bacteria by
producing inhibition zone diameter of 22.23 mm.

Keywords : Antibacterial Testing, Averrhoa bilimbi fruit, ethyl acetate
fraction, Klebsiella pneumoniae
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BAB I
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri jenis gram negatif (-),
berbentuk batang pendek, berukuran 0,5-0,5 x 1,2 um, memiliki kapsul, tetapi
tidak membentuk spora. Klebsiella pneumoniae tidak memiliki flagel
sehingga tidak dapat bergerak tetapi mampu memfermentasikan karbohidrat
membentuk suatu asam dan gas. Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri
fakultatif anaerob yaitu bakteri yang membutuhkan oksigen. Klebsiella
pneumoniae ditunjukkan dengan pertumbuhan mucoid, kapsul polisakarida
yang berukuran besar dan tidak motil (Tarina dkk., 2017).

Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri salah satu penyebab
pneumonia. Berdasarkan Survei Demografi Kesehatan Indonesia, prevalensi
Pneumonia Balita di Indonesia mengalami peningkatan dari 7,6% pada tahun
2002 menjadi 11,2% pada tahun 2007. Proporsi kematian balita akibat
pneumonia lebih dari 20% (di Indonesia 30%) angka kematian pneumonia
balita di atas 4 per 1000 kelahiran hidup (di Indonesia diperkirakan masih
diatas 4 per 1000 kelahiran hidup) (Caesar dkk., 2015)

Pada tahun 2002, agen penyebab ISK yang mencakup >95% yang diuji di

laboratorium klinik Mikrobiologi Universitas Indonesia ialah Escherichia coli



(19%) dan yang kedua ialah Klebsiella pneumoniae (13%) (Sumolang dkk.,
2013).

Pada bulan Januari 1997-Agustus 2004 di Departemen IKA
FKUI/RSCM tercatat sebanyak 7 kasus abses hati yang semuanya kasus
rawat inap. Mortalitas abses hati masih tinggi yaitu berkisar antara 10-40%,
5-7 Insiden abses hati jarang, berkisar antara 15-20 kasus per 100.000
populasi. Tiga per empat kasus abses hati di negara maju adalah abses hati
piogenik, sedangkan di negara yang sedang berkembang lebih banyak
ditemukan abses hati amuba (Prianti dkk., 2005).

Berdasarkan Weinstein et al. (2019), beberapa bakteri jenis
Enterobacteriaceae termasuk Klebsiella pneumoniae dapat diobati dengan
obat antibiotik. Antibiotik yang dimaksud diantaranya adalah Meropenem,
Imipenem, Ciprofloxacin, Chloramphenicol dan Tetracycline. Klebsiella
pneumoniae memiliki sensitivitas dengan diameter zona daya hambat > 23
mm terhadap Meropenem, > 23 mm terhadap Imipenem, > 26 mm terhadap
Ciprofloxacin, > 18 mm terhadap Chloramphenicol, dan > 15 mm terhadap
Tetracycline. Saat ini, Klebsiella pneumoniae telah resisten terhadap beberapa
obat antibiotik (Tarina dkk., 2017). Resistensi bakteri terhadap antibiotik
menyebabkan penggunaan antibiotik harus ditekan dan diganti dengan
alternatif pengobatan lain berupa bahan alam (Ningsih dkk., 2013).

Bahan alam yang terdapat di Indonesia sangat banyak, salah satunya
yaitu buah belimbing wuluh. Khasiat yang diberikan belimbing wuluh antara

lain sebagai antidiabetes, antioksidan, antitrombolitik, antijamur dan



antibakteri. Bagian dari pohon yang umum digunakan adalah daun, bunga,
kulit batang dan buah. Kandungan asam sitrat dan flavonoid pada buah
belimbing wuluh yang dibuat ekstrak etanol belimbing wuluh dapat
bermanfaat sebagai antimikroba. Selain itu, ekstrak metanol buah belimbing
wuluh memiliki potensi melawan bakteri Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Bacillus subtilis Sarcina lutea, Salmonella thypi, Shigella
dysentriae, Shigella boydii dan Vibro parahaemolysis (Sukandar dkk., 2015).

Berdasarkan uraian di atas, maka dilakukan penelitian yang bertujuan
untuk mengetahui uji antibakteri fraksi etil asetat ekstrak etanol 96% buah

belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) terhadap Klebsiella pneumoniae.

B. RUMUSAN MASALAH

1. Apakah fraksi etil asetat ekstrak etanol 96% buah belimbing wuluh
(Averrhoa bilimbi L.) mampu menghambat pertumbuhan Klebsiella
pneumoniae ?

2. Berapakah konsentrasi fraksi etil asetat ekstrak etanol 96% buah
belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) yang menghasilkan zona hambat

paling besar terhadap pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumoniae ?

C. TUJUAN PENELITIAN

1. Untuk mengetahui kemampuan fraksi etil asetat ekstrak etanol 96% buah
belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) dalam menghambat pertumbuhan

Klebsiella pneumoniae.



2. Untuk mengetahui konsentrasi fraksi etil asetat ekstrak etanol 96% buah
belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) yang menghasilkan zona hambat

paling besar pada pertumbuhan Klebsiella pneumoniae.

D. MANFAAT PENELITIAN

1. Aspek Teoritis
Penelitian uji antibakteri fraksi etil asetat ekstrak etanol 96% buah
belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) terhadap Klebsiella pneumoniae
diharapkan dapat digunakan untuk meningkatkan ilmu pengetahuan
tentang khasiat dari buah belimbing wuluh.

2. Aspek Praktis
Penelitian uji antibakteri fraksi etil asetat ekstrak etanol 96% buah
belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) terhadap Klebsiella pneumoniae
diharapkan dapat menjadi alternatif pengobatan sebagai pengganti

antibiotik.



BAB Il
METODOLOGI PENELITIAN

A. Desain Penelitian

Karya Tulis llmiah ini merupakan penelitian deskriptif eksperimental,
yang dilakukan untuk mengetahui zona daya hambat fraksi etil asetat ekstrak
etanol 96% buah belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) terhadap Klebsiella

pneumoniae menggunakan variasi konsentrasi tertentu.

B. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Bakteri 2 bagian Mikrobiologi
& Parasitologi dan Laboratorium Obat Tradisional Sekolah Tinggi IImu

Kesehatan Nasional, pada bulan November 2019 — Januari 2020.

C. Populasi dan Sampel

1. Populasi

Populasi adalah keseluruhan objek penelitian yang dilakukan. Dalam
penelitian ini, populasi yang digunakan adalalah buah belimbing wuluh
(Averrhoa bilimbi L.) yang diperolen di Kecamatan Laweyan Kota

Surakarta.
22
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2. Sampel

Sampel adalah sebagian dari populasi yang diambil dari keseluruhan
objek yang akan diteliti dan diharapkan mampu mewakili populasi. Sampel
yang digunakan adalah buah belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) yang
di dapatkan di Kecamatan Laweyan Kota Surakarta, diambil secara
Random Probability Sampling yaitu teknik pengambilan sampel secara

acak.

D. Instrumen Penelitian

1. Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah timbangan analitik,
pisau steril, baskom, loyang, bejana, batang pengaduk, beaker glass 500 ml
(pyrex), kain flanel, kertas saring, corong kaca, rotary evaporator,
waterbath listrik (memmert), cawan porselen, vial, oven (memmert),
penjepit, kertas perkamen, gelas ukur 100 ml steril (pyrex), penangas air,
tabung reaksi besar steril (pyrex), autoclave, magnetic stirer, hot plate,
cawan petri steril (herma), gelas ukur 50 ml steril (pyrex), erlenmeyer steril
(pyrex), ohse bulat steril, inkubator (memmert), tabung reaksi kecil steril
(pyrex), plat tetes, kapas lidi steril, cakram kertas saring 6 mm, penggaris,
gunting, pinset steril, spidol, rak pengecatan, bunsen, korek api, mikroskop
object glass, deck glass, kapas, rak tabung, ohse lurus steril, tabung durham,

pipet tetes steril, jangka sorong, vortex.
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2. Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah buah belimbing wuluh
(Averrhoa bilimbi L.), etanol 96%, bakteri Klebsiella pneumoniae, sabun
cuci antiseptik, spiritus, agquadest, Brain Heart Infusion (BHI), alkohol
mikroskop, kristal violet, iodine, alkohol, safranin, minyak emersi, agar Mac
Conkey (MC), media Triple Sugar Iron Agar (TSIA), SIM, Methyl Red (MR),
Methyl Red 1%, erlich/kovac, Barried, KOH, BTB, Voges Proskauer (VP),
KOH 40%, Citrat, Urea, Phenyl Alanin Deaminase (PAD), HCI 1%, Phenol
Red, FeCl; 10%, fermentasi karbohidrat (glukosa, manitol, maltosa, laktosa
dan sukrosa), agar, nutrien agar, H,SO,4 1%, BACI, 1%, NaCl 0,9%, H,SO,
2N, reagen Wagner, HCI pekat, bubuk Mg, FeCls 5%, FeCl; 1%, larutan

gelatin, disk Ciprofloxacin dan DMSO.

E. Identifikasi VVariabel Penelitian

1. Variabel bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah variasi kosentrasi dari fraksi

etil asetat ekstrak etanol 96% buah belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.).

2. Variabel terikat

Variabel terikat yang digunakan dalam penelitian ini adalah diameter zona
daya hambat fraksi etil asetat ekstrak etanol 96% buah belimbing wuluh

(Averrhoa bilmbi L.) terhadap Klebsiella pneumoniae.
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F. Definisi Operasional Variabel Penelitian

1. Variabel Bebas

Variasi konsentrasi yang digunakan pada penelitian ini adalah
50%, 75% dan 100% dari fraksi etil asetat ekstrak etanol 96% buah
belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) dengan kriteria yang digunakan
adalah buah yang segar, tidak busuk, dan berwarna hijau (panjang +5 cm).
Buah belimbing wuluh diperoleh dari Kecamatan Laweyan Kota

Surakarta.

2. Variabel Terikat

Penelitian ini ditentukan oleh zona daya hambat yang terbentuk
dalam satuan mm (milimeter) fraksi etil asetat ekstrak etanol 96% buah
elimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) terhadap pertumbuhan bakteri

Klebsiella pneumoniae.



G. Alur Penelitian

1. Bagan Penelitian

Isolat Klebsiella
pneumoniae

Konfirmasi isolat
bakteri

A 4

Kultur bakteri
Klebsiella
pneumoniae

\ 4

Penanaman NA
Plate
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Pengumpulan buah belimbing wuluh

A

y

Sortasi basa

h dan kering

y

Ekstraksi

maserasi

A

y

Pembuatan ekstrak etanol 96% buah

belimbing wuluh dengan metode fraksinasi

A

y

Diperole

h ekstrak

/\

Seri konsentrasi
50%, 75% dan
100%

\ 4

Uji aktivitas Kirby

Bauer

Uji fitokimia
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2. Cara kerja

a. Preparasi sampel dan ekstraksi
Belimbing wuluh sebanyak 3 kg diekstraksi dengan metode
maserasi. Belimbing wuluh dicuci bersih dengan air mengalir dan
diangin-anginkan sampai kering, diiris tipis dan direndam etanol 96%
dengan perbandingan 1:2 selama 3 x 24 jam di dalam wadah tertutup.
Kemudian larutan ekstrak buah belimbing wuluh disaring. Filtrat ekstrak
buah belimbing wuluh yang didapatkan kemudian dipekatkan dengan
rotary evaporator pada suhu 70°C dengan kecepatan 100 rpm. Hasil
filtrat yang telah dipekatkan inilah yang akan digunakan (Hamdanah
dkk., 2015)
b. Fraksinasi

1) Partisi dengan n-heksana
Ekstrak etanol yang telah dipekatkan ditimbang sebanyak 100
gram, kemudian dilarutkan dalam 1000 mL aquadest. Larutan
kemudian dimasukkan ke dalam corong pisah 250 mL lalu
ditambahkan 1000 mL n-heksana. Larutan dalam corong pisah
kemudian dikocok dan didiamkan beberapa saat hingga membentuk
dua fasa. Setelah terbentuk larutan dua fasa yang stabil, fasa atas (n-
heksana) dipisahkan dari fasa bawah (air). Pelarut n-heksana
ditambahkan hingga berwarna bening. Fasa n heksana yang diperoleh
dipekatkan menggunakan rotary evaporator, sedangkan fasa air

digunakan untuk partisi dengan pelarut etil asetat (Gaffar dkk., 2018).
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2) Partisi dengan etil asetat

Fraksi air yang dihasilkan pada pemisahan dengan n-heksana
dilakukan partisi kembali dengan menggunakan etil asetat. Fraksi air
yang dihasilkan diukur volumenya kemudian ditambahkan etil asetat
dengan perbandingan volume 1:1 ke dalam corong pisah. Larutan
dalam corong pisah dikocok lalu didiamkan beberapa saat hingga
terbentuk dua fasa. Setelah terbentuk dua fasa, fasa atas (etil asetat)
dipisahkan dari fasa bawah (air). Fraksi etil asetat kemudian
dipekatkan menggunakan rotary evaporator (Gaffar dkk., 2018) pada
suhu 50-60°C, kemudian dikentalkan di atas waterbath pada suhu

60°C untuk uji antibakteri (Muhtadi dkk., 2013).

c. Sterilisasi alat
Alat-alat seperti pisau, tabung Erlenmeyer dan tabung reaksi dicuci
dengan sabun cuci yang mengandung bahan antiseptik kemudian
dikeringkan dan dimasukkan ke dalam oven pada suhu 170°C selama 1
jam. Alat-alat yang terbuat dari gelas disterilkan di dalam oven pada suhu
170°C selama 1 jam (Laia dkk., 2019).
d. Stok bakteri
Bakteri induk didapat dari Laboratorium Bakteri 2 bagian

Mikrobiologi & Parasitologi di Sekolah Tinggi llmu Kesehatan Nasional.
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e. Pembuatan media
1) Pembuatan Media BHI
Bahan pembuatan suspensi bakteri yang digunakan adalah
Brain Heart Infusion (BHI) sebanyak 6,3 g yang dilarutkan dalam 150
ml aquadest di atas penangas. Kemudian disterilkan dalam autoclave
pada suhu 121°C selama 15 menit. Diambil satu ohse kemudian
digoreskan pada media BHI, diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam. Media ini digunakan untuk memperoleh konsentrasi bakteri yang
sesuai untuk pengujian di laboratorium (Singkoh, 2011).
2) Pengecatan
Preparat koloni bakteri ditetesi dengan kristal violet (Gram A),
dibiarkan selama 60 detik dan dibilas dengan air mengalir, kemudian
ditiriskan. Kemudian ditetesi dengan iodine (Gram B), dibiarkan 60
detik dan dibilas dengan air mengalir, lalu ditiriskan. Preparat ditetesi
larutan alkohol (Gram C) dibiarkan selama 15-30 detik dibilas dengan
air mengalir, kemudian ditiriskan. Selanjutnya ditetesi safranin (Gram
D) selama 60 detik kemudian dibilas dan dikeringkan, preparat dilihat
di bawah lensa mikroskop dengan perbesaran 1000x dengan
penambahan minyak imersi (Muhtadi dkk., 2012).
3) Pembuatan media Mac Conkey
Media Mac Conkey Agar (MCA) ditimbang sebanyak 10
gram dan dicampur dengan aquadest sebanyak 200 ml dalam tabung

Erlenmeyer kemudian disterilkan dengan menggunakan autoclave
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pada suhu 121°C selama 15 menit. Tuang ke dalam cawan petri
sebanyak kira-kira 25 ml, tutup cawan petri, dan biarkan mengeras.
Setelah mengeras, stok bakteri Klebsiella pneumoniae diambil
menggunakan ohse dan digoreskan di atas media Mac Conkey Agar
(MCA), kemudian cawan petri diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam (Makalew dkk., 2016).
4) Uji Biokimia
Koloni bakteri Gram negatif yang telah diisolasi dari agar Mac
Conkey di tanam di media :
a) Triple Sugar Iron Agar (TSIA)

Tusuk media menggunakan ohse lurus sampai dasar,
kemudian digoreskan secara zig zag pada kemiringan media.
Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Amati adanya
pembentukan :

- Acid/asam (+) : Warna dasar media TSIA adalah kuning.
Hal ini disebabkan media TSIA mengandung karbohidrat
yang akan difermentasikan oleh bakteri membentuk suasana
asam.

- Alkali/basa (+) : Warna media TSIA tetap merah. Hal ini
disebabkan karena karbohidrat pada media tidak terurai.
Pembacaan adanya pembentukan asam dan basa dengan
cara mengamati bagian yang miring terlebih dahulu,

kemudian bagian yang tegak.
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H,S (+) : ditandai dengan terdapatnya endapan hitam di
dasar media. Proses desimilasi asam amino yang
mengandung belerang (cystine & methionin) oleh bakteri
akan melepaskan H,S. Untuk mengetahui
adanya/terbentuknya H,S  tersebut, pada medium
ditambahkan garam-garam logam berat (Pb, Fe, Ni, Co,
dsb). Adanya warna : hitam pada medium menunjukkan
adanya H,S.

Gas (+) : ditandai dengan terangkatnya media sehingga
terdapat bagian yang kosong pada media (Wahyudi dan

Silviani, 2015).

Tusuk media menggunakan ohse lurus sampai dasar media.

Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Amati adanya

pembentukan :

H.S (+): ditandai dengan adanya warna hitam pada media.
Motil (+): bakteri menunjukkan pertumbuhan menyebar di
sekitar tempat penusukan.

Indol (+): Ditandai dengan terbentuknya cincin warna
merah pada garis pemisah setelah penambahan 5 tetes
reagen Erlich/Kovac. Indol merupakan zat berbau busuk

yang dihasilkan dari pemecahan asam amino triptophan
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yang terkandung dalam media oleh bakteri (Wahyudi dan
Silviani, 2015).
Methyl Red (MR)

Koloni bakteri diinokulasikan ke dalam media. Diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Hasil positif ditunjukkan dengan
adanya perubahan warna media menjadi merah setelah setelah
ditambahkan methyl red 1%, sedangkan hasil negatif
ditunnjukkan dengan tidak adanya perubahan warna media
seteah penambahan methyl red 1% (Wahyudi dan Silviani,

2015).

d) Voges Proskauer (VP)

Koloni bakteri diinokulasikan ke dalam media. Diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Setelah diinkubasi, pada media
ditambahkan 10 tetes reagen Barried dan 4 tetes reagen KOH
40% dan ditunggu selama 10 menit. Jika setelah ditambahkan
reagen Barried dan KOH 40% terjadi perubahan warna media
menjadi merah, bearti glukosa pada media akan diubah menjadi
asam pyrufat yang diuraikan lagi menjadi acetoin. Acetoin akan
bereaksi dengan inti guanidin dari reagen Barried membentuk
warna merah (Wahyudi dan Silviani, 2015).

Citrat
Tusuk media menggunakan ohse lurus sampai dasar,

kemudian goreskan secara zig zag pada kemiringan media.
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Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Hasil positif akan
ditunjukkan dengan adanya perubahan warna media dari hijau
menjadi biru. Hal ini disebabkan karena bakteri yang ditanam
menggunakan garam citrat sebagai sumber karbon, maka citrat
akan diurai dan menghasilkan ion OH. lon ini bersifat basa,
sehingga dengan adanya indikator BTB media akan berubah
menjadi berwarna biru (Wahyudi dan Silviani, 2015).
Urea

Tusuk media menggunakan ohse lurus sampai dasar media.
Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Hasil positif
ditunjukkan dengan adanya perubahan warna media dari warna
kuning menjadi merah muda. Hal ini terjadi karena bakteri
memfermentasikan kristal urea dalam media menjadi amoniak
yang membuat suasana media menjadi basa. Adanya indikator
Phenol Red dalam media menyebabkan media menjadi berwarna
merah. Reaksi : CO(NH,), + H,O U%N Hs; + CO,

NH; + Phenol Red —— merah (Wahyudi

dan Silviani, 2015).

g) Phenyl Alanin Deaminase (PAD)

Koloni bakteri diinokulasikan ke dalam media. Diinkubasi
pada 37°C selam 24 jam. Hasil positif ditandai dengan warna
hijau pada media saat ditambahkan HCI 0,1 N untuk

mendapatkan pH asam (kuning). Kemudian tambahkan 5 tetes
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FeCl; 10%. Phenyl Alanin pada media akan dideaminasi oleh
bakteri menjadi Phenyl piruvat yang akan bereaksi dengan FeCl;

membentuk warna hijau (Wahyudi dan Silviani, 2015).

h) Gula- gula (glukosa, manitol, maltosa, laktosa dan sukrosa)

Koloni bakteri diinokulasikan ke dalam media. Diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Hasil positif ditandai dengan
adanya warna kuning pada media dan apabila dalam tabung
durham terdapat gelembung, berarti fermentasi tersebut
menghasilkan gas (CO,) positif. Karbohidrat/gula yang terdapat
dalam media akan difermentasikan oleh bakteri menjadi asam
dan gas. Adanya indikator Phenol Red akan menyebabkan

media menjadi kuning (Wahyudi dan Silviani, 2015).

5) Pembuatan NA Miring

Bahan yang digunakan dalam pembuatan NA miring ini yaitu
agar 2 g dan nutrien agar 3,2 g dilarutkan dalam 120 ml aquadest di
atas penangas kemudian media dituang ke dalam tabung reaksi.
Selanjutnya disterilkan dalam autoclave pada suhu 121°C selama 15
menit. Setelah proses sterilisasi, media diangkat dan dimiringkan
dengan posisi 15° dan dibiarkan mengeras. Media ini berfungsi
sebagai tempat untuk peremajaan bakteri. Diambil satu ohse dari
TSIA, kemudian tusuk dan goreskan secara zig zag pada media NA
miring kemudian inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam (Singkoh,

2011).
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6) Pembuatan Standar Kekeruhan (Turbidity Standart/Mac Farland)
Sebanyak 9,95 ml H,SO, 1% dimasukkan ke dalam tabung
reaksi ditambah 0,05 ml BaCl, 1%. Kemudian diaduk sampai
homogen. Apabila kekeruhan suspensi bakteri uji adalah sama dengan
kekeruhan suspensi standart, berarti konsentrasi suspensi bakteri
adalah 1,5 X 108 CFU/ml (Ningsih dkk., 2013).
7) Pembuatan Suspensi Bakteri Uji
Bakteri uji pada media NA miring diambil dengan kawat ohse
steril lalu disuspensikan ke dalam tabung yang berisi 2 mL larutan
NaCl 0,9% hingga diperoleh kekeruhan yang sama dengan standar
kekeruhan larutan Mc. Farland (Ngajow dkk., 2013).
8) Metode Kirby & Bauer
Metode pengujian efek antimikroba yang digunakan dalam
penelitian ini yaitu metode Kirby & Bauer (difusi cakram). Pengujian
ini digunakan media NA Plate yang pembuatannya yaitu NA
ditimbang sebanyak 20 gram dan dilarutkan dalam aquadest sebanyak
1 liter. Larutan tersebut kemudian dipanaskan di atas hot plate dan
diaduk dengan magnetic stirer hingga homogen. Media disterilisasi
dengan autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121°C. Kemudian
media dituang ke dalam cawan petri masing-masing +10 ml. Media
dibiarkan memadat. Sebanyak 1 cawan petri, yang didalamnya berisi 3
seri konsentrasi yaitu 50%, 75% dan 100%. Kontrol positif yang

digunakan adalah disk Ciprofloxacin serta untuk kontrol negatif yang
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digunakan adalah DMSO. Replikasi yang dilakukan sebanyak 3 kali.
Masing-masing cawan petri diberi kode menggunakan spidol pada

bagian belakang yaitu dengan membagi daerah/zona agar sama rata.

9) Skrining fitokimia
1) Uji alkaloid
Masukkan ekstrak etanol buah belimbing wuluh masing-
masing sebanyak 1 mL ke dalam 2 buah tabung reaksi. Setelah itu,
masing-masing tabung ditambahkan 10 tetes H,SO, 2N dan
dikocok kuat. Pada tabung pertama ditambahkan reagen Wagner.
Sampel kemudian diamati. Hasil positif ditandai dengan adanya
endapan kecoklatan pada tabung (perubahan reagen Wagner)
(Munte dkk., 2015).
2) Uji Flavonoid
Sebanyak 2 g ekstrak dilarutkan dengan 5 ml etanol,
dipanaskan selama lima menit di dalam tabung reaksi. Selanjutnya
ditambah beberapa tetes HCI pekat. Kemudian ditambahkan 0,2 g
bubuk Mg. Hasil positif ditunjukkan dengan timbulnya warna
merah tua dalam waktu 3 menit (Ngajow dkk., 2013).
3) Uji Fenolik
Ekstrak dipipet lalu diteteskan ke dalam plat tetes sebanyak 3
tetes kemudian ditambahkan 2 tetes larutan (FeCl;) 5%. Hasil
positif ditandai dengan terbentuknya warna hijau, hitam kebiruan

atau hitam kuat (Prestianti dkk., 2018).
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4) Uji Tanin

10)

Ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan direaksikan
dengan larutan FeClsz 1 %, jika ekstrak mengandung tanin akan
terbentuk warna hijau kehitaman atau biru tua. Ekstrak
ditambahkan dengan larutan gelatin, jika terbentuk endapan putih

maka positif mengandung tanin (Sari dkk., 2015).

Pembuatan seri konsentrasi
Stok konsentrasi ekstrak etanol buah belimbing wuluh
(Averrhoa bilimbi L.) yang akan divariasikan mulai dari
konsentrasi 50%, 75% dan 100% dengan menggunakan pelarut
DMSO vyang juga sebagai kontrol negatif, serta kontrol positif
menggunakan disk Ciprofloxacin dengan diameter 6 mm. Untuk
pembuatan larutan uji :
1) Konsentrasi 100%
Timbang 10 gram ekstrak kental buah belimbing wuluh
kemudian larutkan dengan DMSO hingga 10 ml.
2) Konsentrasi 75%
Timbang 3,75 gram kemudian dilarutkan dengan DMSO
hingga 5 ml.
3) Konsentrasi 50%
Timbang 2,5 gram dari kemudian dilarutkan dengan

DMSO hingga 5 ml.
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4) Kontrol negatif menggunakan DMSO

5) Kontrol positif menggunakan disk Ciprofloxacin

H. Analisis Data

Pengumpulan data yang dilakukan secara deskriptif yaitu dengan
menganalisa daya hambat uji antibakteri fraksi etil asetat ekstrak etanol 96%
buah belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) terhadap Klebsiella pneumoniae.
Pengumpulan data dilakukan dengan membuat varian konsentrasi dari fraksi
etil asetat ekstrak etanol 96% buah belimbing wuluh (50%, 75% dan 100%).
Masing-masing konsentrasi diuji daya hambat terhadap bakteri Klebsiella

pneumoniae.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

1. Fraksi etil asetat ekstrak etanol buah belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi
L.) mampu menghambat pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumoniae
dengan diameter zona hambat pada konsentrasi 50% sebesar 19,10 mm,
konsentrasi 75% sebesar 21,53 mm dan konsentrasi 100% sebesar 22,23
mm.

2. Fraksi etil asetat ekstrak etanol buah belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi
L.) pada konsentrasi 100% dapat menghasilkan diameter zona hambat

paling besar terhadap pertumbuhan bakteri Klebsiella pneumoniae.

B. Saran

Bagi penelitian selanjutnya :

1. Sebaiknya digunakan kultur bakteri Klebsiella pneumoniae yang berusia

24 jam.

2. Banyaknya ekstrak yang dimasukkan ke dalam blanc disk sebaiknya

terukur dengan menggunakan bantuan mikropipet.
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