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MOTTO

Stop Thinking Start Doing

“Sesuatu yang belum dikerjakan seringkali tampak mustahil, kita baru
yakin kalau kita telah berhasil melakukannya dengan baik”

“Barang siapa merintis jalan mencari ilmu maka Allah akan memudahkan
baginya jalan ke surga”. (HR. Muslim)

“Barang siapa yang keluar untuk mencari ilmu maka ia berada di jalan
Allah hingga ia pulang”. (HR. Turmudzi)
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INTISARI

Tanaman yang memiliki manfaat untuk diare adalah tannaman sawo
manila (Manilkara zapota L). Tanaman sawo memiliki kandungan flavonoid,
saponin dan tanin. Saponin banyak terdapat pada bunga dan biji tanaman sawo,
sedangkan tanin dan flavonoid banyak terdapat pada buah muda, kulit batang
dan daun. Extended Spectrum B-Lactamases (ESBL) adalah enzim plasmid yang
dapat menghidrolisis dan menonaktifkan beberapa antibiotik beta laktam, seperti
generasi ketiga sefalosprin, penisilin dan aztreonam.Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui kemampuan daya hambat yang lebih efektif dari ekstrak etanol 70%
dan 96% daun sawo manila (Manilkara zapota L) dalam menghambat
pertumbuhan Escherichia coli penghasil Extended Spectrum B-Lactamase (ESBL)
yang memberikan zona radikal pada konsentrasi tertinggi. Penelitian ini
menggunakan metode analitik dengan melakukan eksperimental menggunakan
metode kualitatif dan metode disk diffusion. Konsentrasi ekstrak 70% dan 96%
daun sawo manila yang digunakan yaitu 100.000 ppm, 200.000 ppm, 300.000
ppm, 400.000 ppm dan 500.000 ppm dengan 4 kali pengulangan pada setiap
konsentrasi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak daun sawo belum
mampu menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli ESBL pada ekstrak
etanol 70% dan pada ekstrak etanol 96% mampu menghambat mampu
menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli ESBL pada konsentrasi
500.000 ppm. Hal ini kemungkinan terjadi karena senyawa fitokimia yang
terdenaturasi yaitu flavonoid dan saponin.

Kata kunci: Manilkara zapota L, diare, anti bakteri, Escherichis coli ESBL
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ABSTRACT

Plants that have benefits for diarrhea are manila sapodilla plants
(Manilkara zapota L). Sapodilla plants contain flavonoids, saponins and tannins.
Saponins are abundant in flowers and seeds of sapodilla plants, while tannins and
flavonoids are abundant in young fruit, bark and leaves. Extended Spectrum -
Lactamases (ESBL) are plasmid enzymes that can hydrolyze and inactivate
several beta-lactam antibiotics, such as third generation cephalosporins,
penicillins and aztreonam. brown manila (Manilkara zapota L) in inhibiting the
growth of Escherichia coli producing Extended Spectrum B-Lactamase (ESBL)
which provides a radical zone at the highest concentration. This research uses
analytic method by doing experimental using qualitative method and disk
diffusion method. Extract concentrations of 70% and 96% of sapodilla manila
leaves used were 100,000 ppm, 200,000 ppm, 300,000 ppm, 400,000 ppm and
500,000 ppm with 4 repetitions at each concentration. The results showed that
sapodilla leaf extract had not been able to inhibit the growth of Escherichia coli
ESBL bacteria in 70% ethanol extract and 96% ethanol extract was able to inhibit
the growth of Escherichia coli ESBL bacteria at a concentration of 500,000 ppm.
This is probably due to the denatured phytochemical compounds, namely
flavonoids and saponins.

Keywords: Manilkara zapota L, diarrhea, anti-bacterial, Escherichis
coli ESBL
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PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Diare atau mencret didefinisikan sebagai buang air besar dengan feses
tidak berbentuk (unformed stools) atau cair dengan frekuensi lebih dari 3 kali
dalam 24 jam (Lukman, 2015 ). Salah satu penyebab dari diare adalah bakteri.
Bakteri yang menginfeksi contohnya Escherichia coli. Bakteri Escherichia
coli merupakan bakteri flora normal yang terdapat dalam saluran pencernaan
manusia. Escherichia coli akan menjadi patogenis apabila jumlah dlam
saluran pencernaan meningkat dalam tubuh seperti mengkonsumsi makanan
atau minuman yang terkontaminasi oleh bakteri ini (Muft dkk, 2017).

Salah satu tanaman yang dapat memiliki manfaat untuk diare adalah
tannaman sawo manila (Manilkara zapota L). sawo manila (Manilkara
zapota L) merupakan anggota sapotaceae yang banyak dibudidayakan
terlebih dibudidayakan di pekarangan rumah ini memiliki banyak manfaat
seperti umumnya sebagai peneduh, getahnya sebagai pembuatan permen karet,
daunnya sebagai obat diare, batuk, demam, antimikroba, dan antibiotic.
Kayunya bermanfaat untuk bahan bangunan. Bunganya juga dapat sebagai
bahan pemuatan kosmetik dan yang paling umum buahnya dapat di konsumsi

dan sebagai bahan makanan olahan (Chanda dan Nagani, 2010).



Mekanisme senyawa antibakteri secara umum dilakukan dengan
cara merusak dinding sel, mengubah permeabilitas membran,
mengganggu sintesis protein, dan menghambat kerja enzim.

Tanaman sawo memiliki kandungan flavonoid, saponin dan tanin.
Saponin banyak terdapat pada bunga dan biji tanaman sawo, sedangkan tanin
dan flavonoid banyak terdapat pada buah muda, kulit batang dan daun.
(Yunika dkk, 2017).

Extended Spectrum B-Lactamases (ESBL) adalah enzim plasmid yang
dapat menghidrolisis dan menonaktifkan beberapa antibiotik beta laktam,
seperti generasi ketiga sefalosprin, penisilin dan aztreonam. Enzim ini
merupakan hasil mutasi dari TEM dan SHV yang merupakan enzim beta
laktamase yang dapat ditemukan pada Enterobacteriaceae (Pramesthi dkk,
2020).

Menurut  penelitian yang dilakukan Muft dkk (2017). Penelitian
menggunakan ekstrak daun sawo terhadap bakteri Escherichia coli
mendapatkan hasil bahwa ekstrak daun sawo mempunyai daya hambat
terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli. Hal ini di buktikan dari hasil
yang di peroleh pada penelitian yang dilakukan bahwa didapatkan diameter
zona hambat disekitar cakram yang mengandung ekstrak daun sawo.

Berdasarkan uraian diatas dipandang perlu melakukan penelitian untuk
mengetahui daya hambat ekstrak daun sawo sebagai antibakteri untuk bakteri

Escherichia coli penghasil Extended Spectrum B-Lactamase (ESBL).



B. Pembatasan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas, pembatasan masalah dalam penelitian ini
adalah adanya perbedaan daya hambat bakteri Escherichia coli ESBL
menggunakan ekstrak etanol 70% dan etanol 96% daun sawo manila
(Manilkara zapota L) dengan berbagai konsentrasi, yakni 100.000 ppm,

200.000 ppm, 300.000 ppm, 400.000 ppm, 500.000 ppm.

C. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang terdapat beberapa rumusan masalah
sebagai berikut :

1. Apakah ekstrak etanol 70% dan 96% daun sawo (Manilkara zapota L)
mampu membentuk zona radikal pada pertumbuhan bakteri Escherichia
coli penghasil Extended Spectrum B-Lactamase (ESBL) ?

2. Konsentrasi pelarut etanol manakah yang lebih efektif dalam menghambat
pertumbuhan Escherichia coli penghasil Extended Spectrum B-Lactamase
(ESBL)?

3. Apakah konsentrasi tertinggi dari ekstrak etanol 70% dan 96% daun sawo
(Manilkara zapota L) dapat menghasilkan zona radikal setara dengan
kriteria sensitif terhadap antibiotik Ciprofloxacin berdasarkan CLSI 2020

pada pertumbuhan bakteri Escherichia coli ESBL ?



D. Tujuan Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah diatas, maka tujuan dari penelitian ini
adalah :

1. Untuk mengetahui ekstrak daun sawo manila (Manilkara zapota L)
terhadap pertumbuhan Escherichia coli penghasil Extended Spectrum
B-Lactamase (ESBL).

2. Untuk mengetahui pelarut manakah yang memiliki daya hambat yang
lebih efektif dari ekstrak etanol daun sawo (Manilkara zapota L) 70%
dan 96% terhadap pertumbuhan Escherichia coli penghasil Extended
Spectrum B-Lactamase (ESBL)

3. Untuk mengetahui zona radikal dari konsentrasi tertinggi dari ekstrak
etanol daun sawo (Manilkara zapota L) 70% dan 96% mampu
menghasilkan zona radikal setara dengan kriteria sensitif terhadap
antibiotik Ciprofloxacin berdasarkan CLSI 2020 pada pertumbuhan

bakteri Escherichia coli ESBL ?

E. Manfaat Penelitian
Dengan melakukan penelitian ini, hasil penelitian diharapkan dapat
memberikan manfaat untuk :
1. Aspek Teoritis
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi yang

bermanfaat bagi para pembaca tentang perbandingan daya hambat estrak



2.

etanol 70% dan etanol 96% daun sawo manila (Manilkara zapota L) serta
memperoleh ilmu pengetahuan yang lebih luas dalam bidang bakteriologi.
Aspek Praktis

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai bukti ilmiah untuk
mengetahui ekstrak daun sawo manila (Manilkara zapota L) mampu
menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli penghasil Extended
Spectrum B-Lactamase (ESBL) dan diharapkan dapat memberikan
informasi  tambahan untuk khalayak pembaca. Serta diharapkan dapat
menjadi pertimbangan untuk menentukan bahan pelarut yang terbaik untuk

bahan alami tersebut.
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METODE PENELITIAN

A. Desain Penelitian
Penelitian ini menggunakan metode analitik dengan melakukan eksperimental
menggunakan metode kualitatif dan metode disc diffusion. Ekstraksi dengan
cara perkolasi serta parameter yang diamati adalah diameter zona hambat
yang ditimbulkan oleh masing-masing konsentrasi ekstrak yaitu 70% dan

96% % Manilkara zapota L terhadap pertumbuhan Escherichia coli ESBL.

B. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian perbandingan luas zona hambat ekstrak etanol 70% dan etanol
96% Manilkara zapota L terhadap pertumbuhan Escherichia coli ESBL
dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi STIKES Nasional Surakarta.

Waktu penelitian dilaksanakan dibulan Mei-Juni 2021.

C. Subyek dan Obyek Penelitian
1. Subyek penelitian
Subyek didalam penelitian ini adalah ekstrak etanol 70 % dan
ekstrak etanol 96% daun sawo (Manilkara zapota L) yang akan diujikan
pada bakteri Escherichia coli ESBL lalu akan diketahui perbandingan dari

ekstrak tersebut.

21
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2. Obyek penelitian
Obyek dari penelitian ini yaitu melihat daya hambat ekstrak etanol
70% dan 96% daun sawo (Manilkara zapota L) dengan beberapa
konsentrasi yang berbeda dan dilakukan pula uji kualitatif pada ekstrak
bahan alam lalu kemudian akan diujikan pada bakteri Escherichia coli

ESBL.

D. Populasi dan Sampel Penelitian

1. Populasi sampel
Populasi sampel didalam penelitian ini adalah adanya sample yang akan
digunakan penelitian dengan ekstraksi daun sawo (Manilkara zapota L)
yang akan didapat dari pohon Manilkara zapota L di Karanganyar, yang
telah dideterminasi di laboratorium biologi FMIPA UNS

2. Sampel penelitian
Sampel yang digunakan didalam penelitian ini adalah daun sawo
(Manilkara zapota L) yang diperoleh dari pohon sawo (Manilkara zapota
L) yang telah dideterminas di laboratorium biologi FMIPA UNS dan
sampel bakteri Escherichia coli ESBL yang diperoleh dari laboratorium

mikrobiologi Rumah Sakit Umum Daerah Dr. Moewardi.

E. Definisi Operasional Variabel Penelitian
1. Variabel bebas
Variabel bebas atau Variabel independen dalam penelitian ini
adalah pelarut yang di gunakan etanol 70% dan 96% etanol ekstrak daun

sawo (Manilkara zapota L) dengan konsentrasi 100.000 ppm, 200.000
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ppm, 300.000 ppm, 400.000 ppm dan 500.000 ppm, serta uji kualitatif

ekstrak (Manilkara zapota L)

. Variabel terikat

Variabel terikat yaitu pertumbuhan bakteri yang terbentuk dengan
zona yang dihasilkan oleh masing-masing pelarut yang digunakan dan
konsentrasi ekstrak daun sawo (Manilkara zapota L) pada media Meuller

Hinton Agar (MHA) yang kemudian dilaporkan dengan satuan milimeter.

. Variabel kontrol
Variabel kontrol didalam penelitian ini adalah adanya kontaminasi

dari bakteri lain, sterilisasi alat dan ruangan, ketepatan media, suspensi
bakteri, suhu dan waktu inkubasi, karakteristik sampel yang akan
digunakan. Kemudian variabel kontrol yang merupakan variabel
penganggu tersebut akan dikendalikan atau dikontrol dengan cara berikut,
yaitu :

a. Kontaminasi dari bakteri lain akan dikontrol dengan cara melakukan
sterilisasi alat, media dan ruangan yang akan digunakan dilakukan
penelitian. Alat dapat dilakukan dengan cara meng oven alat dalam
suhu 160°C selama 60 menit dengan dibungkus kertas. Sterilisasi
media dapat dilakukan dengan cara mengautoclave media dalam suhu
121°C selama 15. Sterilisasi ruangan dapat dikontrol dengan cara
yang aseptis dalam biosafety cabinet yang disinari dengan lampu
ultraviolet selama 30 menit dan desinfeksi area kerja dengan alkohol

70%.
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Ketepatan media dapat dikontrol dengan cara memilih media yang
tepat untuk penelitian, memastikan media itu kering sebelum
digunakan, memastikan media dalam keadaan baik sebelum
digunakan. Ketebalan media dapat disesuaikan dengan ukuran yang
sama dengan cara menuang media dengan volume yang sama.
Suspensi bakteri dibandingkan kekeruhan suspensi yang dibuat
dengan standar 0,5 McFarland.

Suhu dan waktu inkubasi dapat disesuaikan dengan suhu optimum
pertumbuhan bakteri pada inkubator pada suhu 37°C dengan waktu
1x24 jam.

Karakteristik sampel yang digunakan adalah sampel daun sawo

manila yang sudah tua tidak berjamur dan dengan kadar air yang rendah.

4. Definisi Operasional

Tabel 3.1 Definisi Operasional Variabel Penelitian

No

Variabel Definisi Skala

1. Ekstrak daun Ekstrak daun sawo mengandung Nominal
sawo manila  flavonoid, tannin, alkaloid, dan
saponin yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Escherichia
coli ESBL
2. Konsentrasi ~ Konsentrasi ekstrak etanol daun Rasio
ekstrak Manilkara zapota L adalah variasi
etanol daun ~ komposisi campuran ekstrak etanol
sawo manila 70% dan etanol 96% daun
Manilkara  zapota L  yang

berkonsentrasi 100%. Kemudian
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dibuat seri konsentrasi dengan
mengencerkan ekstrak etanol 70%
dan etanol 96% daun Manilkara
zapota L dengan pelarut dimethyl
sulfoxide (DMSO) menjadi
konsentrasi 100.000 ppm, 200.000
ppm, 300.000 ppm, 400.000 ppm

dan 500.00 ppm (b/v)
3. Daya Pertumbuhan bakteri yang
hambat terbentuk setelah diberikan variabel ~ Nominal

pertumbuhan independen, kontrol positif berupa

bakteri antibiotik ~ Ciprofloxacin ~ dan

Escherichia  kontrol negatif dengan

coli ESBL menggunakan dengan dimethyl
sulfoxide (DMSO)

F. Teknik Sampling
Teknik pengambilan sampel dalam penelitian ini yaitu dengan teknik
purposive sampling Daun Sawo (Manilkara zapota L) yang di ambil adalah
Daun yang memiliki kriteria saun sawo (Manilkara zapota L) yang sudah tua

tidak berjamur serta menggunakan cara ekstraksi dengan metode perkolasi.

G. Sumber Data Penelitian
Sumber data yang digunakan didalam penelitian ini adalah data primer
yang diperoleh langsung melalui penelitian yang dilakukan oleh peneliti

dengan mendapatkan refrensi dari jurnal dan buku.
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H. Instrumen Penelitian
1. Alat Penelitian
Alat yang digunakan didalam penelitian ini diantaranya yaitu set
alat ekstraksi perkolasi, cawan petri, neraca analitik, blender, ayakan,
tabung reaksi, inkubator, penggaris, jangka sorong, lampu spirtus, laminar
air flow, kompor, gelas ukur, pipet volume, dan erlenmeyer, ose bulat, ose
jarum, korek api, rotary evaporator, becker glass, autoclave, cottonbud
steril
2. Bahan
Bahan yang digunakan didalam penelitian ini adalah daun sawo
(Manilkara zapota L) sesuai dengan kriteria inklusi dimana Kriteria ini
dapat diambil sebagai sampel denngan bahan pelarut etanol 70% dan
etanol 96%, kontrol positif ciprofloxacin, media MC (Mac Conkey), media
MHA (Mueller Hinton Agar), media BHI (Brain Heart Infution), media
NA, larutan NaCl 0,9 %, Mac Farland 0,5 dan Aquadest dan Antibiotik

ciprofloxacin.



Alur Penelitian

1. Bagan

Daun sawo Manilkara
zapota L yang dipetik
dari pohon dicuci
bersih dan dikeringkan
lalu dihaluskan

A 4

Melakukan Pembuatan
Ekstrak etanol 70%
dan 96% daun sawo

dengan metode
perkolasi

|

membuatan
konsentrasi ekstrak
yang telah ditentukan

A 4

Melakukan uji
kualitatif fitokimia

A 4

Membuat media yang
dibutuhkan (MHA,
MC, NA, BHI, Nacl

0,9%

A 4

Penyuburab bakteri

Escherichia coli ESBL |

Uji skrening Escherichia coli

v

ESBL

l

Identifikasi bakteri
Escherichia coli ESBL

A4

Uji ekstraksi terhadap bakteri
Escherichia coli ESBL

A 4

Mengukur zona hambat yang
terbentuk dari masing-masing
perlakuan

Hasil uji daya hambat dari
masing-masing perlakuan

y

Analisis data dengan uji
statistik data yang telah
dikumpulkan

A\ 4

Penarikan kesimpulan

Gambar 3.1. Bagan Alur Penelitian
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2. CaraKerja
a. Persiapan sampel
Daun Manilkara zapota L di petik dari tangkainya kemudian
dijemur dalam kondisi tanpa terkena sinar matahari langsung, setelah
kering lalu daun sawo manila tersebut dihaluskan menggunakan
blender atau lumpang dan mortal hingga menjadi serbuk lalu dilakukan
pengayakan dengan ayakan untuk kemudian dilakukan proses
perkolasi.
b. Pembuatan ekstrak
Perkolasi umumnya digunakan untuk serbuk kering simplisia
terutama untuk bahan yang keras seperti kulit batang, kulit buah, biji,
kayu dan akar. Daun Sawo (Manilkara zapota L) direndam serbuk
simplisia dengan penyari, proses ini dilakukan di dalam perkolator.
Tutup perkolator dan biarkan selama 24 jam. Setelah itu buka keran
perkolator, biarkan cairan menetes dengan kecepatan tertentu,
tambahkan berulang - ulang cairan penyari secukupnya sehingga
bahan selalu terendam dan ekstrak yang dihsilkan sampai berwarna
bening di hentikan penambahan pelarut (BPOM, 2012).
c. Uji kualitatif fitokimia
1) Flavonoid
Untuk mendeteksi adanya flavonoid dalam ekstrak daun sawo
manila maka dilakukan uji dengan melarutkan 1 ml ekstrak

kedalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 2 tetes asam klorida
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(HCI) pekat serta serbuk magnesium (Mg) kemudian dikocok.
Hasil uji akan menunjukkan warna merah atau coklat jika positif
terdapat flavoid.

Saponin

Untuk mendeteksi kandungan saponin maka dilakukan dengan
memasukkan 2 ml ekstrak daun sawo manila kedalam tabung
reaksi kemudian ditambahkan aquadest panas dan dikocok kuat
selama 10 menit setelah itu diamkan 1-3 menit tambahkan 2 tetes
HCI 2N, jika terdapat saponin buih buih akan stabil.

Tanin

Ekstrak daun sawo manila sebanyak 3 ml direaksikan dengan 3
tetes larutan FeCl; dan akan terjadi biru tua atau hitam kehijauan
menandakan ada kandungan tannin didalam ekstrak daun sawo.
Alkaloid

2 ml ekstrak daun sawo dicampurkan 3 tetes kloroform dan 2 tetes
ammonia kemudian dipanaskan selama 2 menit dan disaring
pisahkan menjadi 2 tabung dan tabung pertama diberi 1 tetes HCI
2N kemudian pada tabung pertama diteteskan ke kertas saring dan
semprotkan reagen dragendorf, pada tabung kedua teteskan reagen
dragendorf. Ekstrak yang terdapat alkaloid akan menunjukkan

warna merah atau jingga.
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d. Pembuatan larutan uji

Dari ekstrak yang telah didapat dengan proses ekstraksi perkolasi

dengan pelarut etanol 70% dan etanol 96% kemudian dibuat larutan

uji dengan konsentrasi masing - masing 100.000 ppm, 200.000 ppm,

300.000 ppm, 400.000 ppm dan 500.000 ppm dengan pengenceran

menggunakan dimethyl sulfoxide (DMSO) dengan kelompok perlakuan

sebagai berikut :

1)

2)

3)

4)

5)

Kelompok 1 (Ekstrak etanol 70 % daun sawo dengan konsentrasi
100.000 ppm) : 1 gr ekstrak etanol 70 % daun sawo dalam 1 ml
dimethyl sulfoxide (DMSO).

Kelompok 2 (Ekstrak etanol 70 % daun sawo dengan konsentrasi
200.000 ppm) : 2 gr ekstrak etanol 70 % daun sawo dalam 1 ml
dimethyl sulfoxide (DMSO)

Kelompok 3 (Ekstrak etanol 70 % daun sawo dengan konsentrasi
300.000 ppm) : 3 gr ekstrak etanol 70 % daun sawo dalam 1 mi
dimethyl sulfoxide (DMSO)

Kelompok 4 (Ekstrak etanol 70 % daun sawo dengan konsentrasi
400.000 ppm) : 4 gr ekstrak etanol 70 % daun sawo dalam 1 ml
dimethyl sulfoxide (DMSO)

Kelompok 5 (Ekstrak etanol 70 % daun sawo dengan konsentrasi
500.000 ppm) : 5 gr ekstrak etanol 70 % daun sawo dalam 1 ml

dimethyl sulfoxide (DMSO)
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Kelompok 6 (Ekstrak etanol 96 % daun sawo dengan konsentrasi
100.000 ppm) : 1 gr ekstrak etanol 96 % daun sawo dalam 1 ml
dimethy! sulfoxide (DMSO)

Kelompok 7 (Ekstrak etanol 96 % daun sawo dengan konsentrasi
200.000 ppm) : 2 gr ekstrak etanol 96 % daun sawo dalam 1 mi
dimethyl sulfoxide (DMSO)

Kelompok 8 (Ekstrak etanol 96 % daun sawo dengan konsentrasi
300.000 ppm) : 3 gr ekstrak etanol 96 % daun sawo dalam 1 ml
dimethy! sulfoxide (DMSO)

Kelompok 9 (Ekstrak etanol 96 % daun sawo dengan konsentrasi
400.000 ppm) 4 gr ekstrak etanol 96 % daun sawo dalam 1 ml
dimethy! sulfoxide (DMSO)

Kelompok 10 (Ekstrak etanol 96 % daun sawo dengan
konsentrasi 500.000 ppm) : 5 gr ekstrak etanol 96 % daun sawo
dalam 1 ml dimethyl sulfoxide (DMSQ)

Kontrol positif : Ciproflaxacin

Kontrol negatif : dimethyl sulfoxide (DMSO) murni

Pembuatan media

1) Pembuatan Media Muller Hinton Agar

Serbuk MHA ditimbang sebanyak 38 gram, dimasukkan
kedalam erlenmeyer lalu ditambahkan aquades sebanyak 1000 ml,
kemudian ditutup menggunakan kapas dan sterilisasi menggunakan
autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121°C, kemudian dituang ke

petridisk steril (Fatimah, 2016).
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Media MC

Timbang 5 gram bubuk media Mac-Conkey dan larutkan
dengan 100 ml aquadest. Panaskan media sampai mendidih dan
larut. Sterilkan dalam autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit..
Escherichia coli yang tumbuh dalam media Mac-Conkey agar
memiliki karakteristik koloni yang berwarna merah muda (Wanger
dkk., 2017)
Media NA

Larutkan 2,4 gram Nutrien Agar kedalam aquades 120 ml.
Masukkan larutan kedalam tabung reaksi dan tutup tabung dengan
alumunium foil dan sterilkan dengan autoclave dalam suhu 121°C
selama 13 menit (Lukluyah, 2019).
Media BHI

Larutkan 4,7 gram BHI dan 100 ml aquades steril
dicampurkan dalam tabung Erlenmeyer, diaduk sampai homogen
dan di sterilkan dalam autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit
(Lukluyah, 2019).
NaCl 0,9 %

Pembuatan NaCl 0,9 % dimulai dengan menimbang sodium
chloride sebanyak 9 gram/ 1 Liter aquadest atau 0,9 gram/ 100 mL
aquadest. Kemudian dilarutkan dalam aquadest dan disterilkan

dengan autoclave pada suhu 121°C (Lukluyah, 2019).
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Persiapan bakteri uji

Bakteri Escherichia coli ESBL yang telah murni lalu di
suburkan dengan suspensi pada media BHI (Brain Heart Infusion)
sebanyak 5 mL kemudian dimasukkan kedalam tabung reaksi dan
diinkubasi selama 24 jam dalam suhu 37°C. Suspensi tersebut
diinokulasi pada media MC (Mac Conkey) dan diinkubasi dalam suhu
37°C selama 24 jam. Koloni yang tumbuh didalam media MC
dilakukan identifikasi dengan melakukan pengecatan gram untuk
memastikan koloni tersebut merupakan koloni bakteri gram negatif
batang. Koloni yang sudah dipastikan kemudian dibuat sediaan dengan
mengambil satu koloni murni Escherichia coli ESBL dan ditanam
kedalam media NA miring kemudian di inkubasi dalam suhu 37°C
selama 24 jam. Bakteri yang tumbuh didalam media NA miring
kemudian dibuat suspensi dengan NaCl 0,9 % steril dan distandarisasi
kekeruhannya menggunakan larutan Mac Farland 0,5 kemudian
dilakukan uji skreening ESBL seebelum dilakukan perlakuan uji pada
bahan alam setelah didapatkan hasil skreening bakteri siap untuk

dilakukan uji antibakteri dengan bahan alam.

g. Uji Antibakteri

1. Disiapkan semua peralatan dan bahan yang diperlukan. Pastikan
lingkungan kerja steril dan bekerja dengan cara aseptis.

2. Disiapkan media MHA yang telah dibuat.
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3. Masukkan 100 ul suspensi bakteri Escherichia coli ESBL yang
telah disamakan kekeruhannya dengan standar Mac Farland 0,5
dan ratakan menggunakan cottonbud steril.

4. Ratakan secara aseptis pada mediia MHA (Muller Hinton Agar)

5. Masing masing bagian diberi label dan beri dengan ekstrak etanol
70% dan etanol 96% daun sawo sesuai label konsentrasi yang
tertera yaitu 100.000 ppm, 200.000 ppm, 300.000 ppm, 400.000
ppm dan 500.000 ppm.

6. Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam kemudian diamati
adanya zona hambat yang terbentuk. Daya hambat diketahui
dengan mengukur zona bening yang terbentuk disekitar lubang
sumuran menggunakan jangka sorong/ penggaris.

7. Dilakukan pengumpulan data.

Teknis Analisa Data Penelitian

Data diameter zona hambat yang telah diperoleh melalui

eksperimen pengujian perbedaan luas zona hambat ekstrak etanol 70%

dan etanol 96% daun sawo manila terhadap pertumbuhan Escherichia

coli ESBL yang kemudian dinyatakan dalam satuan milimeter (mm)

diolah menggunakan ditampilkan menggunakan diagram batang. Tidak

dilakukan uji one way anova atau uji lanjut pasca anova (uji post hoc)
dikarenakan berdasarkan hasil penelitian data yang didapatkan bersifat

homogen (sama) sehingga tidak dapat dilakukan uji statistik.
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No. _ 2020 202_1 _ _ _
Kegiatan | Nov | Des | Jan | Feb | Mar | April | Mei | Juni | Juli
1. | Penyusunan
Proposal
2. | Ujian
Proposal
3. | Penelitian
4. | Penyusunan
Laporan
5. | Ujian
Pendadaran
6. | Seminar
Hasil




BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian uji antibakteri ekstrak etanol 70% dan 96% pada
daun sawo manila (Manilkara zapota L) didapatkan kesimpulan:

1. ekstrak etanol 70% pada daun sawo manila (Manilkara zapota L)
belum mampu membentuk zona radikal pada pertumbuhan bakteri
Escherichia coli ESBL.

2. Pelarut etanol 96% lebih efektif dalam menghambat pertumbuhan
bakteri Escherichia coli ESBL pada konsentrasi 500.000 ppm.

3. Pada Pelarut etanol 96% dengan konsentrasi 500.000 ppm membentuk
zona radikal yang terbentuk menunjukkan zona radikal setara dengan
kriteria sensitif terhadap antibiotik Ciprofloxacin.

B. SARAN
Bagi peneliti selanjutnya :
1. Diharapkan jumlah ekstrak yang diteteskan pada disc sebaiknya dikurangi
agar tidak menyebar pada media sehingga sulit dalam pembacaan zona
bening.

2. Dilakukan uji kuantitatif metabolit sekunder.
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