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INTISARI 

 Daun salam mengandung alkaloid, flavonoid, saponin dan tanin yang 

mempunyai aktivitas antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 

potensi antibakteri ekstrak dan fraksi daun salam terhadap pertumbuhan bakteri 

Salmonella typhi dan membandingkan kemampuan aktivitas antibakteri dari 

ekstrak dan fraksi daun salam terhadap kontrol positif Ciprofloxacin.  

 Daun salam dimaserasi dengan etanol 70% kemudian dilarutkan dengan air 

hangat dan difraksinasi dengan menggunakan pelarut n-heksan dan etil asetat. 

Hasil ekstraksi dan fraksinasi dilakukan pada konsentrasi 25%, 50%, 75% dan 

100% pada uji aktivitas antibakteri terhadap Salmonella typhi menggunakan 

metode difusi disk. Kontrol positif yang digunakan Ciprofloxacin sedangkan 

kontrol negatif yang digunakan DMSO 10%. Hasil dari diameter zona hambat 

radikal dianalisis dengan menggunakan Kruskal Wallis. 

 Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol dan fraksi daun salam 

mampu menghambat bakteri Salmonella typhi. Zona hambat radikal paling besar 

pada fraksi etil asetat dengan konsentrasi 75% yaitu sebesar 21,57 mm termasuk 

kategori sensitif namun nilai berbeda bermakna (p≤ 0,05) dengan kontrol positif 

Ciprofloxacin sebesar 42,08 mm. Hasil perbandingan aktivitas antibakteri ekstrak 

dan fraksi daun salam dengan kontrol positif secara statistik menggunakan Uji 

Mann Whitney menunjukan nilai asymp sig ≤ 0,05 yang berarti terdapat 

perbedaan bermakna.    

 

Kata kunci : Daun salam, antibakteri, Salmonella  typhi 
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ABSTRACT 

 Bay leaves contain alkaloids, flavonoids, saponins and tannins which have 

antibacterial activity. This study aims to determine the antibacterial potential of 

bay leaf extract and fraction against the growth of Salmonella typhi bacteria and 

compare the antibacterial activity of bay leaf extract and fraction against 

Ciprofloxacin positive control. 

 Bay leaves were macerated with 70% ethanol then dissolved in warm water 

and fractionated using n-hexane and ethyl acetate as solvents. The results of 

extraction and fractionation were carried out at concentrations of 25%, 50%, 75% 

and 100% on the antibacterial activity test against Salmonella typhi using the disk 

diffusion method. The positive control used Ciprofloxacin while the negative 

control used 10% DMSO. The results of the diameter of the radical inhibition 

zone were analyzed using Kruskal Wallis.  

 The results showed that the ethanol extract and bay leaf fraction were able 

to inhibit Salmonella typhi bacteria. The largest radical inhibition zone was in the 

ethyl acetate fraction with a concentration of 75%, which was 21.57 mm, 

including the sensitive category but the value was significantly different (p≤ 0.05) 

with the positive control Ciprofloxacin 42.08 mm. The results of the comparison 

of antibacterial activity of bay leaf extract and fraction with positive control 

statistically using the Mann Whitney test showed a value of asymp sig 0.05, 

which means there is a significant difference. 

 

Key words: bay leaf, antibacterial, Salmonella typhi. 
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BAB I 

   PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang 

 Penyakit infeksi merupakan penyebab utama kematian dan kecacatan di 

dunia. Berdasarkan data World Health Organization (WHO) Surveillance 

Preventable Disease Typhoid and Other Invasive Salmonellosis, diperkirakan ada 

11-21 juta kasus demam tifoid dan sekitar 128.000-161.000 kematian setiap 

tahun, dibandingkan dengan perkiraan 6 juta kasus demam paratifoid dan 54.000 

kematian setiap tahun. Mayoritas kasus terjadi di Asia Selatan, Tenggara dan 

Afrika sub-Sahara (WHO, 2018).   

 Demam tifoid merupakan penyakit infeksi akut pada saluran pencernaan 

yang disebabkan oleh bakteri Salmonella typhi. Salmonella typhi merupakan 

bakteri gram negatif yang masuk ke dalam tubuh melalui mulut dari makanan dan 

minuman yang terkontaminasi (Mutua, dkk., 2015). Bakteri ini menginfeksi usus 

halus dan terkadang pada aliran darah. Selain itu, juga dapat menyebabkan 

gastroenteroritis (radang lambung) dan diare yang disertai tifoid.  

 Kloramfenikol adalah drug of choice pada pengobatan demam tifoid karena 

efektif, harganya murah, mudah didapatkan dan dapat diberikan secara oral 

(WHO, 2015). Pemberian kloramfenikol sudah menimbulkan resistensi yang 

disebut Multidrug Resistant Salmonella typhii (MDRST). Selain itu kloramfenikol 

dapat menyebabkan kerusakan pada sumsum tulang belakang yang dapat 

menyebabkan sel-sel darah merah terganggu (Rampengan, 2013). Obat 
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amoksisilin, siprofloksasin, dan kotrimoksazol dianjurkan untuk demam tifoid 

karena relatif murah, lebih cepat menimbulkan efek yang baik pada pasien demam 

tifoid, namun resistensi di kemudian hari masih dapat terjadi pada obat-obat 

tersebut.  

 Tahun 2014 angka kematian akibat infeksi bakteri resisten terhadap 

antibiotik mencapai 700 000 kasus (WHO, 2018). Diperkirakan bahwa secara 

global 93.800.000 kasus dan 155.000 kematian berhubungan dengan 

gastroenteritis karena spesies Salmonella spp. per tahun dan diperkirakan 85.6% 

dari kasus tersebut adalah foodborne diseases (Eguale, dkk.,.2016).   

 Kejadian resistensi ini dapat diatasi dengan menggunakan tanaman obat 

sebagai alternatif antibiotik (Buhner, 2012). Upaya pengembangan bahan alam 

terus dilakukan. Salah satu tanaman yang berpotensi dikembangkan sebagai 

antibakteri adalah daun salam. 

 Daun salam (Syzygium polyanthum [Wight.] Walp) merupakan tanaman 

obat yang mengandung alkaloid, flavonoid, saponin, dan tanin yang mempunyai 

aktivitas sebagai antibakteri (Pancawati, 2019). Penghambatan ekstrak etanol 

daun salam terhadap bakteri Salmonella typhi memperlihatkan adanya zona 

hambat pada konsentrasi 400 µg/well sebesar 14,67 mm (Evendi, 2017). 

 Berdasarkan uraian tersebut perlu dikembangkan penelitian dengan 

menggunakan fraksi-fraksi (n-heksan, etil asetat, dan air) untuk memperoleh zat 

aktif yang lebih spesifik dan diharapkan memberikan potensi antibiotik yang lebih 

kuat daripada ekstrak. Hal ini mendasari dilakukannya uji aktivitas antibakteri 

fraksi n-heksana, etil asetat, dan air dari ekstrak etanol daun salam (Syzygium 
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polyanthum [Wight.] Walp) terhadap bakteri Salmonella typhi menggunakan 

metode difusi cakram.  

 

B. Rumusan Masalah 

1. Apakah ekstrak dan fraksi n-heksan, etil asetat, dan air dari daun salam 

(Syzygium polyanthum [Wight.] Walp) berpotensi menghambat pertumbuhan 

bakteri Salmonella typhi? 

2. Apakah kemampuan ekstrak dan fraksi n-heksan, etil asetat, dan air dari daun 

salam (Syzygium polyanthum [Wight.] Walp) penghambatannya setara dengan 

kontrol positif Ciprofloxacin secara statistik? 

 

C. Tujuan Penelitian 

Tujuan yang ingin dicapai berdasarkan rumusan masalah tersebut yaitu: 

1. Untuk mengetahui potensi antibakteri ekstrak dan fraksi daun salam terhadap 

pertumbuhan bakteri Salmonella typhi. 

2. Untuk membandingkan kemampuan aktivitas antibakteri dari ekstrak etanol, 

fraksi n-heksan, etil asetat, dan air daun salam (Syzygium polyanthum [Wight.] 

Walp) terhadap kontrol positif Ciprofloxacin.  

 

D. Manfaat Penelitian 

Manfaat yang diharapkan dari hasil penelitian ini di antaranya yaitu: 

1. Bagi masyarakat 
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Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah 

kepada masyarakat mengenai potensi daun salam (Syzygium polyanthum 

[Wight.] Walp) dalam menghambat pertumbuhan bakteri Salmonella typhi 

penyebab tifus. 

2. Bagi peneliti  

Dapat menambah pengetahuan dan wawasan peneliti khususnya untuk 

mengetahui aktivitas ekstrak dan fraksi daun salam menghambat bakteri 

Salmonella typhi. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

A. Desain Penelitian 

 Desain ini merupakan penelitian eksperimental. Uji aktivitas antibakteri dari 

ekstrak dan fraksinasi (n-heksan, etil asetat, dan air) daun salam terhadap bakteri 

Salmonella typhi dilakukan dengan menggunakan difusi cakram dengan 

penentuan diameter zona hambat.  

 Pengujian antibakteri dari ekstrak dan fraksi daun salam dilakukan pada 

konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100% masing-masing dilarutkan dalam larutan 

DMSO 10%. Kontrol positif dengan menggunakan disk Ciprofloxacin 5µg dan 

kontrol negatif dengan menggunakan DMSO 10%. Analisis data dilakukan 

dengan menggunakan software SPSS.  

 

B. Populasi dan Sampel 

1. Populasi 

 Populasi yang digunakan pada penelitian ini adalah daun salam yang 

diperoleh dari Polokarto, Sukoharjo, Jawa Tengah. 

2. Sampel 

 Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun salam yang 

diperoleh dari  Polokarto, Sukoharjo, Jawa Tengah. Daun salam yang 

digunakan sebagai sampel dipilih yang berwarna hijau gelap, karena daun yang 

berwarna hijau gelap memiliki kandungan senyawa flavonoid lebih tinggi 
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dibanding daun yang berwarna hijau muda  (Ramadhan, dkk., 2016). Waktu 

pemanenan dilakukan pada sore hari karena proses fotosintesis sudah selesai 

sehingga kandungan senyawa aktif yang dihasilkan lebih tinggi serta 

menghasilkan simplisia yang berkhasiat secara optimal dibandingkan waktu 

pagi hari. Pada waktu pagi hari tanaman mengalami proses fotosintesis karena 

adanya cahaya matahari. Hal ini mampu meningkatkan kandungan flavonoid 

yang ada dalam daun sedangkan pada sore hari intensitas cahaya matahari 

sudah menurun sehingga proses fotosintesis sudah selesai dan kandungan 

senyawa aktif yang dihasilkan lebih optimal (Dwinatari dan Murti, 2015). 

 

C. Alat dan Bahan 

1. Alat 

Oven (Memmert), blender (Philips), mesh no 60, timbangan analitik 

(Acis BC 500), moisture balances (MAC-50), cawan porselin, botol 

maserat, kain, rotary evaporator (IKA HB 10 basic), beker glass (pyrex), 

batang pengaduk (Iwaki ®), corong pisah (pyrex), statif, gelas ukur (pyrex), 

waterbath, tabung reaksi, tabung durham, rak tabung reaksi, corong kaca 

(pyrex), api bunsen, ose, cawan petri, paper disc (± 6mm), mikropipet, 

inkubator, jangka sorong (tricle brand), labu takar, pinset, penjepit, botol 

vial, alumunium foil, kapas lidi.  

2. Bahan  

 Daun salam, etanol 70% (teknis), n-heksan (teknis), etil asetat 

(teknis), air, kloroform(teknis), H2SO4(teknis), amoniak (teknis),, pereaksi 
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dragendroff, pereaksi mayer, serbuk Mg (E, Merck), HCL pekat (E, Merck), 

FeCl3 (E, Merck), aquadest, asam asetat anhidrat (pa), asam asetat (teknis), 

media MHA (Mueller Hinton Agar), biakan Salmonella typhii, NaCl 

(teknis), BaCl2 1%, DMSO, CaSO, BHI, reagen kovack, media SIM, media 

MR, reagen MR, media VP, reagen barried, KOH (teknis), media TSIA, 

media citrat, media urea, media PAD, media fermentasi karbohidrat, 

Indikator Phenol Red, disk antibiotik Ciprofloxacin 5µg, spiritus, blank 

paper disk. 

 

D. Variabel Penelitian 

1. Klasifikasi variabel  

a. Variabel bebas. Variabel bebas yang dihasilkan dari penelitian ini adalah 

konsentrasi dari ekstrak dan fraksi daun salam.  

b. Variabel terikat. Aktivitas antibakteri yang dihasilkan dari ekstrak dan 

fraksi (n-heksan, etil asetat dan air) daun salam terhadap bakteri Salmonella 

typhi.  

c. Variabel terkendali. Proses ekstraksi maserasi, media pertumbuhan 

bakteri, Salmonella typhi, lama inkubasi, suhu inkubasi, waktu panen dan 

metode penelitian.  

 

E. Definisi Operasional 

a. Ekstrak etanol daun salam adalah hasil ekstraksi dari daun salam dengan 

metode maserasi menggunakan pelarut etanol 70% lalu dipekatkan 
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menggunakan rotary evaporator. Ekstrak diuapkan diatas waterbath hingga 

diperoleh ekstrak yang lebih kental.  

b. Fraksinasi merupakan suatu metode cair-cair di mana pemisahan didasarkan 

pada tingkat kepolaran. Fraksi daun salam (Syzygium polyanthum [Wight.] 

Walp) merupakan hasil fraksinasi menggunakan pelarut n-heksan, etil asetat, 

dan air, lalu dipekatkan menggunakan rotary evaporator. Filtrat diuapkan di 

atas waterbath hingga diperoleh fraksi pekat.  

c. Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah Salmonella typhi yang 

telah diuji sebelumnya dengan menggunakan disk Ciprofloxacin 5µg di mana 

obat tersebut termasuk kategori sensitif terhadap antibiotik Ciprofloxacin ≥21 

mm.  

d. Diameter zona hambat pertumbuhan bakteri Salmonella typhi adalah diameter 

zona radikal di mana bakteri tersebut sama sekali tidak tumbuh disekitar 

cakram yang ditandai dengan adanya daerah zona bening yang artinya 

pertumbuhan bakteri dihambat seluruhnya.  

e. Penghambatan ekstrak dan fraksi-fraksi daun salam dikatakan setara dengan 

Ciprofloxain jika memiliki nilai signifikan lebih dari 0,05 yang artinya tidak 

memiliki perbedaan yang bermakna. Selanjutnya zona hambat dikelompokkan 

berdasarkan CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) dari antibiotik 

Ciprofloxacin (CLSI, 2018). 
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F. Jalannya Penelitian 

1. Determinasi tanaman  

Determinasi tanaman salam yang bertujuan untuk menghindari 

kemungkinan tercampurnya bahan dan untuk mengidentifikasi apakah bahan 

yang diambil benar-benar tanaman salam, dengan mencocokkan ciri morfologi 

yang ada pada tanaman salam dengan acuan buku. Determinasi sampel 

dilakukan di Laboratorium Biologi Universitas Muhammadiyah Surakarta.  

2. Penyiapan bahan  

 Daun Salam (Syzygium polyanthum [Wight.] Walp) yang telah 

dikumpulkan dibersihkan dari pengotor, selanjutnya dicuci di bawah air 

mengalir sampai bersih, ditiriskan. Daun salam selanjutnya dikeringkan dalam 

oven pada suhu 40
°
C. Daun yang telah dikeringkan kemudian dihaluskan 

dengan blender kemudian diayak dengan menggunakan saringan berukuran 60 

mesh (Hasim, 2019). 

3. Pembuatan ekstrak etanol daun salam 

Serbuk daun salam direndam dengan pelarut etanol 70% dengan 

perbandingan 1:10. Serbuk daun salam sebanyak 1 kg ditambahkan dengan 

etanol 70% 7,5 liter (1:7,5) di dalam bejana maserasi yang tertutup rapat dan 

dibiarkan selama 3 hari pada temperatur kamar, terlindung dari sinar matahari 

langsung sambil sesekali diaduk setiap hari, setelah 3 hari disaring sehingga 

diperoleh filtrat dan ditampung dalam wadah penampung (botol maserasi). 

Ampas direndam kembali dengan etanol 70% sebanyak 2,5 liter (1:2,5) 

dibiarkan selama 2 hari sambil sesekali diaduk dan disaring kembali. Seluruh 
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% Rendemen Ekstrak = 
𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑘𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙

𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑒𝑟𝑏𝑢𝑘 𝑑𝑎𝑢𝑛 𝑠𝑎𝑙𝑎𝑚 
 x 100% 

% Rendemen Fraksi  = 
𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑓𝑟𝑎𝑘𝑠𝑖 𝑘𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙

𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑑𝑎𝑢𝑛 𝑠𝑎𝑙𝑎𝑚 
 x 100%  

filtrat yang diperoleh dijadikan satu dipekatkan dengan rotary evaporator pada 

suhu 40°C, kemudian dilanjutkan di atas waterbath pada suhu yang sama 

hingga diperoleh ekstrak kental (Sugiarti dan Andriyani, 2020).  

4. Penetapan rendemen 

Persen rendemen diperoleh dari menimbang hasil ekstrak kemudian 

dibagi berat serbuk daun salam kering dan dikalikan 100%. 

 

 

 

 

 

 

5. Uji bebas etanol ekstrak daun salam 

Uji bebas etanol daun salam dilakukan dengan cara dimasukkan sampel 

ke dalam tabung reaksi, tambahkan asam asetat dan asam sulfat pekat 

kemudian dipanaskan, bila tidak ada bau ester berarti sudah tidak terdapat 

etanol (Tenda, dkk., 2017).    

6. Fraksinasi ekstrak daun salam 

a. Pembuatan fraksi n-heksan  

 Ekstrak etanol daun salam yang telah dipekatkan ditimbang seksama 

20,0 gram, dilarutkan dengan air hangat 100,0 mL sampai larut dan 

difraksinasi dengan n-heksan sebanyak 100,0 mL, fraksinasi dilakukan 

sebanyak 3 kali menggunakan corong pisah. Filtrat n-heksan dikumpulkan 
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kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator kecepatan 200 rpm dengan 

suhu 40°C, filtrat diuapkan diatas waterbath. Filtrat n-heksan yang sudah 

dipekatkan disebut fraksi n-heksan (Astana, 2018).  

b. Pembuatan fraksi etil asetat 

Residu fraksinasi n-heksan ditambahkan etil asetat dengan 

perbandingan (1:1) menggunakan corong pisah, fraksinasi dilakukan 

sebanyak 3 kali. Filtrat etil asetat dikumpulkan kemudian dipekatkan 

dengan rotary evaporator kecepatan 200 rpm dengan suhu 40°C, filtrat 

diuapkan diatas waterbath. Filtrat etil asetat yang sudah dipekatkan disebut 

sebagai fraksi etil asetat. Residu fraksinasi etil asetat disebut dengan fraksi 

air (Astana, 2018). 

7. Skrining fitokimia  

a. Identifikasi alkaloid. Ekstrak etanol dan fraksi ditimbang 1,0 mg  

dimasukan ke dalam tabung reaksi kemudian dicampur dengan 2 mL 

kloroform dan 2,5 mL amoniak kemudian dipanaskan, dikocok dan disaring. 

Ditambahkan 2 tetes asam sulfat pada masing-masing filtrat, kemudian 

kocok dan didiamkan. Bagian atas dari masing-masing filtrat diambil dan 

diuji dengan pereaksi Mayer dan Dragendroff. Terbentuk endapan putih 

pada pereaksi Mayer, dan endapan orange atau jingga pada pereaksi 

Dragendroff (Yusliana, dkk., 2019). 

b. Identifikasi flavonoid. Ekstrak etanol dan fraksi daun salam ditimbang 0,1 

gram kemudian dilarutkan dalam etanol panas dan ditambahkan 0,1 gram 

serbuk Mg dan 5 tetes HCL pekat. Hasil positif ditunjukkan dengan 
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terbentuk warna kuning, orange dan merah (Setyowati, dkk., 2014). Warna 

merah hingga merah lembayung menunjukkan adanya senyawa flavonol, 

flavonon, flavonolol dan dihidroflavonol (Hanani, 2017).  

c. Identifikasi tanin. Ekstrak etanol dan fraksi daun salam ditimbang 

sebanyak 0,1 gram ditambahkan aquadest sampai terendam dan dipanaskan 

selama 3 sampai 5 menit lalu direaksikan dengan menambahkan FeCl3. 

Perubahan warna hijau kehitaman atau biru kehitaman menunjukkan adanya 

kandungan tanin (Ramyashree, dkk,. 2012). 

d. Identifikasi saponin. Ekstrak etanol dan fraksi daun salam ditimbang  

sebanyak 0,5 g ditambahkan aquadest 1 ml, kemudian dipanaskan selama 2 

sampai 3 menit. Setelah dipanaskan ditunggu sampai dingin lalu dikocok 

dengan kuat. Adanya busa yang stabil ±1 cm (Ramyashree, dkk., 2012). 

Selanjutnya didiamkan selama 10 menit dan diamati buih atau busa yang 

terbentuk kemudian ditambahkan HCl 1N. Buih yang terbentuk selama 10 

menit dengan tinggi 1-3 cm maka menandakan adanya kandungan saponin.   

e. Identifikasi terpenoid. Ekstrak etanol dan fraksi daun salam ditimbang 1,0 

mg ekstrak ditambahkan 2 ml kloroform dan 1 ml H2SO4. Jika teramati 

warna coklat kemerahan maka menunjukkan adanya terpenoid (Gowri dan 

Vasantha, 2010). 

8. Sterilisasi alat 

Sterilisasi alat yang dilakukan dalam penelitian ini adalah cawan petri, 

tabung reaksi dibungkus dengan kertas payung dan plastik kemudian 

dimasukkan ke dalam autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C. Sterilisasi 
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peralatan yang lain adalah jarum ose, disterilkan dengan dibakar langsung pada 

api bunsen. Media pertumbuhan bakteri disterilkan dengan cara dimasukkan ke 

dalam autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C (Mpila, dkk., 2012). 

9. Karakterisasi bakteri Salmonella typhi 

a. Identifikasi bakteri  

1. Bakteri ditambahkan pada media BHI cair menggunakan ose bulat 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.  

2. Bakteri digoreskan pada media Mac Conkey Agar (MCA) diinkubasi 

    pada suhu 37°C selama 24 jam.   

3. Diamati pertumbuhan koloni pada media. 

b. Uji Biokimia  

1. Uji SIM (Sulfide Indole Motility) ( Dwinna, dkk., 2016).  

a. Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri dari media ke tryptophan 

broth, diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.  

b. Indol : ditambah 3-4 tetes reagen kovack melalui dinding tabung 

reaksi. Uji indol positif, ditandai dengan terbentuknya cincin merah.  

c. Motil : hasil positif jika terdapat pertumbuhan yang menyebar 

disekitar tusukan atau pada permukaan media atau media menjadi 

keruh.  

d. H2S  : hasil positif ditandai  dengan terbentuknya warna hitam pada 

media.   

2. Uji MR (Metil Red) ( Dwinna, dkk., 2016). 
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a. Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri ke media MR, 

diinokulasikan pada suhu 37°C selama 24 jam.    

b. Ditambah 2-3 tetes reagen MR. MR positif, jika terbentuk warna 

merah pada media, artinya terbentuk asam.  

3. Uji VP (Voges Proskauer) ( Dwinna, dkk., 2016).  

a. Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri ke media VP, diinkubasi 

pada suhu 37°C selama 24 jam.   

b. Ditambah 10 tetes reagen Barried dan 3-4 tetes KOH 40%.  

c. Uji VP positif, jika terbentuk warna pada media.  

4. Uji KIA/TSIA (Kligers Iron Agar/Triple Sugar Iron Agar)  

Isolat bakteri diinokulasikan pada media TSIA dengan cara ditusuk 

tegak lurus pada bagian butt (dasar) dan cara zig-zag pada bagian slant 

(miring). Kemudian biakan diinkubasi pada suhu 37ºC selama 24 jam 

dan diamati perubahan warna media. Apabila pada bagian slant media 

berwarna merah dan butt berwarna kuning, maka bakteri mampu 

memfermentasi glukosa. Apabila pada bagian slant dan butt media 

berwarna kuning, maka bakteri mampu memfermentasi glukosa, laktosa 

dan sukrosa (Cappuccino dan Sherman, 2014) 

5. Citrat  (Dwinna, dkk., 2016)  

 Biakan bakteri diinokulasi pada media dengan cara inokulasi 

tusukan dan gores kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. 

Hasil positif ditandai dengan terbentuknya warna dari hijau menjadi biru 

pada media.  
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6. Urea ( Dwinna, dkk., 2016).  

 Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri ke media, diinkubasi 

pada suhu 37°C selama 24 jam. Hasil uji urease fermen positif ditandai 

dengan berubahnya warna media dari kuning menjadi merah keunguan.   

7. Uji PAD (Phenil Alanin Diaminase) ( Dwinna, dkk., 2016).  

  Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri ke media, diinkubasi 

pada suhu 37°C selama 24 jam. Hasil positif ditandai dengan warna hijau 

pada media setelah ditambah HCL 0,1 N sampai media berwarna kuning 

dan ditambahkan 5 tetes FeCl3 10%.  

8. Fermentasi Karbohidrat ( Dwinna, dkk., 2016).  

  Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri ke media, diinkubasi 

pada suhu 37°C selama 24 jam. Gula-gula positif ditandai dengan media 

berwarna kuning. Adanya indikator Phenol Red akan menyebabkan 

media menjadi kuning. Gas (+) ditandai dengan kosongnya tabung 

durham.  

10. Pembuatan media Mueller Hinton Agar (MHA) 

 Pembuatan Mueller Hinton Agar (MHA) dilakukan dengan melarutkan 

bahan sebanyak 37 g medium ke dalam 1L. Medium dipanaskan sampai  

mendidih agar tercampur dengan sempurna selama 1 menit. Medium 

dimasukkan ke dalam tabung atau botol untuk disterilisasi di dalam autoklaf 

selama 15 menit, pada suhu 121°C tekanan 1 atm. Medium ditunggu hingga 

agak dingin sekitar suhu 40-45°C kemudian dituang ke cawan petri atau 

tabung reaksi (Safitri dan Sinta, 2010).  
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11. Kultur bakteri/peremajaan biakan bakteri 

  Disterilkan ose dengan cara dipanaskan diatas api bunsen selama 10 

detik. Lalu ose digoreskan pada biakan murni bakteri sampai terlihat bakteri 

menempel pada ose. Proses ini dilakukan didekat api bunsen agar tidak 

terkontaminasi. Kemudian ose digoreskan pada media CaSO miring yang 

telah membeku secara terpisah dan aseptis dengan meletakkan jarum ose 

yang mengandung biakan pada dasar kemiringan agar dan ditarik dengan 

gerakan zigzag (metode streak), setelah itu diinkubasi dalam inkubator 

dengan suhu 36
°
C selama 18-24 jam.  

12. Pembuatan biakan bakteri aktif   

Bakteri Salmonella typhi diambil dengan satu ose steril lalu 

disuspensikan ke dalam tabung yang berisi 5 mL larutan NaCl 0,9% hingga 

diperoleh kekeruhan yang sama dengan standar kekeruhan larutan Mc. 

Farland (Tangkuman, dkk., 2017). 

13. Pembuatan larutan uji 

    Ekstrak dan fraksi daun salam ditimbang 1 gram dalam 1 ml DMSO 

10% digunakan sebagai konsentrasi 100%. Dibuat beberapa seri konsentrasi 

dari ekstrak dan fraksi yang telah diencerkan dengan DMSO 10%. Diperoleh 

beberapa konsentrasi ekstrak dan fraksi yakni secara berturut-turut 25%, 50%, 

75%  dan 100% kemudian di vortex. 

14. Pembuatan larutan kontrol negatif  

Kontrol negatif DMSO 10% dibuat dengan cara memasukkan 1 ml 

DMSO ke dalam gelas ukur, kemudian ditambahkan akuades hingga 
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volumenya 10 ml. Kontrol positif menggunakan disk antibiotik Ciprofloxacin 

5µg.  

15. Uji kepekaan kontrol positif ciprofloxacin 

Pengujian bakteri Salmonella typhi dilakukan dengan menggunakan 

metode difusi cakram dengen menggunakan disk. Suspensi bakteri disebarkan 

menggunakan kapas lidi steril dengan menggunakan metode spread plate 

didiamkan selama 10 menit agar suspensi terserap pada media. Bakteri yang 

telah terserap dalam media diletakkan antibiotik Ciprofloxacin 5µg dan 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam (CLSI, 2018).  

16. Uji antibakteri secara difusi cakram  

Metode difusi dilakukan secara spread plate dilakukan secara aseptis. 1 

ml suspensi bakteri Salmonella typhi dan disebarkan menggunakan kapas lidi 

steril agar suspensi tersebar secara merata pada media dan didiamkan selama 

10 menit agar suspensi bakteri terserap pada media (Nor, dkk., 2018). Setelah 

itu blank disk steril dipipet dengan menggunakan mikropipet dalam ekstrak 

dan fraksi daun salam dengan konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100% 

sebanyak 5 µl yang terdapat 4 cakram dengan jarak yang berbeda-beda. 

Metode ini menggunakan paper disc atau cakram yang disterilkan. Selain itu 

disiapkan pula cawan petri untuk kontrol negatif DMSO 10% dan kontrol 

positif Ciprofloxacin 5 µl dimasukkan ke dalam media yang sudah di 

inokulum menggunakan pinset. Selanjutnya media diinkubasi dalam 

inkubator pada suhu 37
°
C selama 24 jam. Setelah diinkubasi, zona hambat 
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diamati, diukur dengan penggaris diameter zona hambat disekitar paper disc, 

dan difoto (Cappucino, dkk., 2008). 

 

G. Analisis Data 

1. Analisis data rendemen 

Persen rendemen diperoleh dari menimbang hasil ekstrak kemudian dibagi 

berat serbuk daun salam kering dan dikalikan 100%. 

                          % Rendemen = 
                    

                        
 x 100%  

 

2. Analisis data pengukuran zona hambat 

Zona hambat yang merupakan aktivitas antibakteri diukur menggunakan 

jangka sorong sebanyak tiga kali seperti pada gambar pada posisi yang berbeda 

dan dirata-ratakan nilainya (Ricko, 2011).  

Radikal  =    
                                     

 
 

 

 
Gambar 4. Pengukuran Zona Hambat 
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3. Analisis data diameter zona hambat  

Data yang diperoleh dari penelitian ini berupa diameter zona hambat 

ekstrak etanol dan fraksi n-heksan, etil asetat, dan air dari daun salam 

(Syzygium polyanthum [Wight.] Walp) terhadap bakteri Salmonella typhi 

dengan menggunakan metode difusi cakram disk yang dinyatakan dengan 

adanya diameter zona hambar (zona bening) yang terbentuk disekeliling 

cakram. Data zona hambat dianalisis berdasarkan beberapa konsentrasi yang 

dibandingkan dengan kontrol negatif DMSO 10% dan kontrol positif disk 

ciprofloxacin 5µg yang dapat dilihat dengan hasil uji statistik Kruskal Wallis 

menggunakan software SPSS.  
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H. Alur Penelitian 
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Penetapan susut pengeringan daun salam 

Pembuatan ekstrak etanol 70% daun salam  
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Pembuatan media MHA 
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Fraksi n-heksan Fraksi etil asetat Fraksi air 

Gambar 5. Alur Penelitian 
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BAB V 

SIMPULAN DAN SARAN 

 

A. Simpulan 

1. Ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air dari daun salam 

(Syzygium polyanthum [Wight.] Walp) memiliki aktivitas antibakteri terhadap 

pertumbuhan bakteri Salmonella typhi. 

2. Kemampuan ekstrak dan fraksi n-heksan, etil asetat, dan air dari daun salam 

(Syzygium polyanthum [Wight.] Walp) dalam menghambat pertumbuhan 

bakteri Salmonella typhi tidak setara dengan penghambatan kontrol positif 

Ciprofloxacin secara statistik menggunakan uji Mann Whitney 

menunjukkan nilai (p≤0,05) yang berarti terdapat berbeda bermakna 

aktivitas antibakteri antara ekstrak dan fraksi daun salam terhadap kontrol 

positif. 

 

B. Saran 

 Perlu dilakukan sub fraksinasi, isolasi, serta purifikasi pada fraksi etil 

asetat daun salam untuk mengembangkan obat baru yang berpotensi sebagai 

antibakteri dari bahan alam.  
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