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INTISARI

Uji Daya Hambat Ekstrak Etanol 96% Daun Srikaya (Anonna squamosa L.) Terhadap
Bakteri Pseudomonas Aeruginosa
Oleh :
ROSSA WIJAYANTI SUTANTO
NIM.2182063

Bakteri Pseudomonas aeruginosa merupakaan bakteri penyebab utama infeksi
nosokomial pada saluran kemih, infeksi luka pasca operasi, infeksi pembuluh darah dan
meningitis khususnya pasien dengan sistem imun rendah. Bakteri Pseudomonas aeruginosa
dapat sebagai co-infection dari Covid-19. Daun Srikaya termasuk dalam tanaman obat
tradisional, yang mengandung senyawa flavonoid. Pada penelitian kali ini digunakan varian
konsentrasi ekstrak 25%, 50%, 75%, dan 100% yang akan digunakan untuk melakukan uji
antibakteri. Pada peneletian kali ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan dari ekstrak
etanol 96% daun Srikaya (Anonna squamosa L.) dalam menghambat pertumbuhan bakteri
Pseudomonas aeruginosa. Untuk mengetahui pada varian konsentrasi 100% ekstrak etanol
96% daun Srikaya menghasilkan zona hambat paling besar padapertumbuhan bakteri
Psedomonas aeruginosa. Penelitian ini dilakukan menggunakan jenis penelitian eksperimen
yang menggunakan metode Kirby&Bauer dan menggunakan Blank disk dan dicelupkan
kedalam ekstrak dan media Nutriet agar. Pada penelitian ini didapatkan hasil dari kontrol
positif menggunakan antibiotik ciprofloxacin dari 4 kali replikasi dan didapatkan rata-rata
sebesar 40,875mm, pada 4 varian konsentrasi tidak ditemukan adanya zona hambat.
Kesimpulan untuk penelitian ini adalah ekstrak etanol 96% daun Srikaya (Anonna squamosa
L.) tidak mampu untuk menghambat pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa. Pada
seri konsentrasi 100% daun Srikaya tidak mampumenghambat bakteri Pseudomonas
aeruginosa, begitu juga pada seri konsentrasi 25%,50%, dan 75% juga tidak mampu untuk
menghambat pertumbuhan bakteri Pseeudomonas aeruginosa.

Kata kunci : Pseudomonas aeruginosa, Daun Srikaya (Anonna squamosa L.) ,
Ciprofloxacin, Kirby & Bauer, flavonoid



ABSTRACT

INHIBITION TEST OF THE ETHANOL 96% EXTRACT OF SRIKAYA

LEAVES (Anonna squamosa L.) AGAINST Pseudomonas aeruginosa
BACTERIA
By:

ROSSA WIJAYANTI SUTANTO
NIM.2182063

Pseudomonas aeruginosa bacteria are the main cause of nosocomial infections of the
urinary tract, postoperative wound infections, blood vessel infections and meningitis,
especially in patients with low immune systems. Pseudomonas aeruginosa bacteria can be a
co-infection from Covid-19. Srikaya leaves are included in traditional medicinal plants,
which contain flavonoidscompounds. In this research, extract concentration variants of 25%,
50%, 75%, and 100% were used which will be used to carry out the antibacterial test.This
research aims to determine the ability of the ethanol extract of 96% Srikaya leaves (Anonna
squamosa L.) in inhibiting the growth of Pseudomonas aeruginosa bacteria. To find out, the
100% concentration variant of the 96% ethanol extract of Srikaya leaves produced the largest
inhibition zone in the growth of the bacterium Psedomonas aeruginosa.This research was
conducted using a type of experimental research using the Kirby & Bauer method and using a
blank disk and immersed in the extract and Nutriet agar media.ln this study, the results of
positive control using the antibiotic ciprofloxacin were obtained from 4 replications and an
average of 40.875mm was obtained, in 4 concentration variants there was no inhibition zone
found. The conclusion for this study was that the ethanol extract of 96% Srikaya leaves
(Anonna squamosa L.) was unable to inhibit the growth of Pseudomonas aeruginosa bacteria.
In the 100% concentration series, Srikaya leaves were unable to inhibit Pseudomonas
aeruginosa bacteria, as well as the concentration series of 25%, 50%, and 75% were also
unable to inhibit the growth of Pseeudomonas aeruginosa bacteria.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Srikaya leaves (Anonna squamosa L.),
Ciprofloxacin, Kirby & Bauer,flavonoids



BAB |
PENDAHULUAN

A. LATAR BELAKANG

Pseudomonas aeruginosa merupakan penyebab infeksi, salah satunya infeksi
saluran pernafasan akut (Depkes RI., 2009). Saxena dkk., (2015) menyatakan bahwa
dari 270 sampel penderita infeksi saluran pernafasan akut menunjukkan 29,6%
disebabkan oleh bakteri Pseudomonas aeruginosa. Bakteri Pseudomonas aeruginosa
merupakan bakteri gram negatif yang sifatnya patogen opportunistik. Bakteri
Pseudomonas aeruginosa bisa ditemukan di tanah, air, tanaman, atau di lingkungan
rumah sakit. Bakteri ini juga bisa ditemukan di peralatan terapi pernafasan, shower
dan wastafel. Bakteri Pseudomonas aeruginosa dapat sebagai coinfection dari Covid-
19 atau SARS-Cov 2. Infeksi bakteri Pseudomonas aeruginosa mempunyai gejala
yang sama dengan Covid-19 yaitu demam, batuk dan kesulitan bernapas (PDPI,
2020).

Pengobatan terhadap infeksi bakteri Pseudomonas aeruginosa umumnya
menggunakan antibiotik. Antibiotik yang digunakan yaitu ciprofloksasin yang
merupakan antibiotik golongan fluoroquinolon dengan spektrum luas. Ciprofloksasin
berguna untuk mengobati infeksi yang disebabkan oleh enterobakteriaceae.
Ciprofloksasin digunakan untuk mengobati infeksi akibat bakteri gram negatif seperti
Pseudomonas aeruginosa,Salmonella ,Campylobacter dan Klebsiella sp (Sudigdoadi,
2007).

Penggunaan antiobiotik yang berlebih akan menyebabkan munculnya

mikroorganisme yang resisten terhadap antibiotik, potensi efek resisten terhadap



mikroba akan semakin meningkat seiring banyaknya mengkonsumsi antibiotik
tersebut. Bakteri Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri golongan resisten,
selain menghasilkan enzim B-laktamase yang dapat menghidrolisis cincin B-laktam
atau antibiotik, juga dapat mengeluarkan antibiotik dalam sel secara efflux-pump
sehingga menyebabkan bakteri resisten terhadap beberapa obat golongan antibiotik
(Agustina dkk., 2016).

Berdasarkan uraian diatas menjelaskan jika mengkonsumsi antibiotik yang
berlebih menyebabkan resistensi terhadap antibiotik. Pemanfaatan tumbuhan sebagai
obat tradisional di Indonesia telah dilakukan sejak lama. Salah satu tanaman yang
dimanfaatkan sebagai obat tradisional adalah tanaman Srikaya (Anonna squamosa L.).
Tanaman masuk dalam spesies famili Anonnacea, berasal dari Hindia Barat sering
ditanam di pekarangan, dibudidayakan, atau tumbuh liar, dan bisa ditemukan sampai
ketinggian 800 m dpi (Yuliarti,2010).

Daun Srikaya mengandung tanin, fenolik, polifenol, glikosida, saponin,
karbohidrat, protein, fitosterol, asam amino, alkaloid dan terpenoid. Dimana
terpenoid, flavonoid, fenolik dan alkaloid dikenal memiliki aktivitas sebagai
antibakteri (Tansil,2016). Akarnya banyak mengandung saponin, tanin, dan polifenol.
Biji mengandung minyak, resin dan bahan beracun yang bersifat iritan. Buahnya
mengandung asam amino, gula buah, dan mucilago. Buah muda mengandung tanin
(Yuliarti, 2011).

Berdasarkan latar belakang di atas, dilakukan penelitian tentang Uji Daya
Hambat Ekstrak Etanol 96% Daun Srikaya (Anonna squamosa L.) Terhadap Bakteri
Pseudomonas aeruginosa. Diharapkan dari hasil penelitian mengetahui pengaruh

daun Srikaya terhadap pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa dan



mengetahui kandungan senyawa dalam daun Srikaya yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri yang lebih baik.
B. Rumusan Masalah
1. Apakah ekstrak etanol 96% daun Srikaya (Anonna squamosa) dapat menghambat
pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa?
2. Pada konsentrasi berapa ekstrak etanol 96% daun Srikaya (Anonna squamosa)
dapat menghasilkan zona hambat paling besar pada pertumbuhan bakteri

Pseudomonas aeruginosa?

C. Tujuan Penelitian
1. Mengetahui kemampuan ekstrak etanol 96% daun Srikaya (Anonna squamosa)
dalam menghambat pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa.
2. Untuk mengetahui konsentrasi ekstrak etanol 96% daun Srikaya (Anonna
squamosa) yang mampu menghasilkan zona hambat paling besar pada

petumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa.

D. Manfaat Penelitian
1. Manfaat Teoritis
Menambah pengetahuan tentang daya hambat ekstrak etanol 96% daun Srikaya
terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa.
2. Manfaat Praktis
a. Bagi penulis
Menambah pengalaman dan pengetahuan bagi penulis dalam membuat Karya
Tulis lImiah. Menambah wawasan dan pengetahuan penulis dalam melakukan

penelitian daya hambat ekstrak etanol 96% daun srikaya ( Anonna squamosa)



b. Bagi masyarakat
Memberi informasi kepada masyarakat tentang alternatif daun srikaya (Anonna

sguamosa) sebagai pencegah infeksi bakteri Pseudomonas aeruginosa.



BAB Il

METODE PENELITIAN

A. Desain Penelitian

Karya Tulis llmiah ini menggunakan jenis penelitian eksperimental deskriptif ,
yaitu dengan  melihat zona hambat ekkstrak etanol daun Srikaya terhadap
pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa dengan  menggunakan  seri

konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100%.

B. Tempat dan Waktu Penelitian
Tempat penelitian dilakukan pada Laboratorium Mikrobiologi dan
Parasitologi, dan Laboratorium Obat Tradisional di Sekolah Tinggi IImu Kesehatan

Nasional di Surakarta

C. Instrumen Penelitian

1. Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah erlenmeyer,gelas ukur 10 mL
(pyrex), pipet tetes, batang pengaduk, corong, kaca arloji, tabung reaksi (pyrex),
cawan petri, botol maserasi, ohse bulat, dan ohse lurus, vacum rotary evaporator,
pinset , inkubator, oven, label, kapas, kasa steril, timbangan analitik, mikroskop
cahata, jangka sorong, micro pipet, dan tip, kaca objek, kertas cakram, bunsen,
autoklaf, pipet ukur, kapas lidi steril, pinset , cawan petri steril, pipet steril, botol jar,

spidol, tabung reaksi, dan korek api.

15
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2. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah ekstrak daun Srikaya,
bakteri murni pseudomonas aeruginosa, spiritus, media NA (Nutrient Agar),
Aquadest, kain kasa steril, KIA, SIM, Urea, Citrat, MR, VP, PAD, KH, (glukosa,
maltosa, laktosa, sakarosa), Blank disk, etanol 96%, DMSO 10%, cat gram A,B,C,D,
Reagen Mayer, Dragendroff,Antibiotik Ciprofloksasin Spug, NaCl 0,9%, HCI pekat,
minyak emersi, alkohohol, Na miring, Na plate, larutan standar Mc-Farland, media
fermetasi karbohidrat. Reagen Uji biokimia : Indikator phenol red , reagen erlich,
reagen methyl red, reagen barried , Reagenn KOH 40%, FeCl 10%, Media

MC/ENDO, media BHI ( Brain Heart Infusion).

D. Populasi dan Sampel

1. Populasi sampel

Populasi penelitian kali ini adalah daun srikaya (Anonna squamosan L.) yang

didapatkan dari Tanjungsari,Kabupaten Sukoharjo, Kecamatan Sukoharjo.

2. Sampel penelitian

Sampel penelitian yaitu ekstrak etanol daun Srikaya (Anonna squamosan L.)

dengan konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100%.

E. Besar Sampel
Sampel penelitian kali ini adalah daun srikaya (Anonna sguamosan L.)
penentuan jumlah replikasi sampel pada penelitian kali ini adalah menggunakan

rumus federer, yaitu :
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(t-1)(r-1)>15
Jadi (t-1)(r-1)>15
T = Jumlah Perlakuan
R= Replikasi
Perhitungan :
6-1)(r-1)>15
5(-1)>15
or—-5>15

5r>20

r=20:5

r=4

F. ldentifikasi Variabel Penelitian

1. Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah variabel konsentrasi ekstrak etanol
96% daun Srikaya (Anonna squamosa L.)

2. Variabel terikat

Variabel terikat dalam penelitian kali ini adalah diameter zona hambat ekstrak
etanol 96% daun Srikaya (Anonna squamosa L..) terhadap bakteri Pseudomonas
aeruginosa.
G. Definisi Operasional Variabel Penelitian
1. Variabel Bebas
Konsentrasi yang digunakan untuk penelitian ini yaitu 25%, 50%, 75%,

dan 100% ekstrak etanol daun srikaya ( Anonna squamosa L). Daun Srikaya yang
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digunakan untuk penelitian kali ini di peroleh dari desa Tanjungsari, Kabupaten
Sukoharjo, Kecamatan Sukoharjo. Yang digunakan adalah daun Srikaya yang di
ambil dari ujung nomor 2 dan 3, masih berwarna hijau tidak menguning, dan

tidak dimakan oleh hama (Soedarso,2012)

. Variabel Terikat

Penelitian kali ini ditentukan oleh zona radikal yang terbentuk dalam
satuan (mm) ekstrak etanol daun Srikaya ( Anonna squamosa L.) terhadap
pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa, yang diperoleh dari Laboratorium

Mikrobiologi Sekolah Tinggi llmu Kesehatan Nasional Sukoharjo.



H. Alur Penelitian

Bagan Penelitian

Isolat bakteri
Pseudomonas
aeruginosa

A 4

Konfirmasi isolasi bakteri
Pseudomonas aeruginosa

Persiapan sampel diambil dari ujung daun nomor
2 dan 3, yang masih berwarna hiju dan tidak
menguning dan tidak dimakan oleh hama

|

Pembuatan simplisia srikaya ( Anonna
squamosa L.)

A 4
Pembuatan ekstrak daun srikaya (
Anonna squamosa L.)

A 4

Identifikasi senyawa yang menghambat bakteri

19

a. alkaloid
b. tanin d. fenolik
c. flavonoid e. terpenoid

\ 4

v

Uji daya hambat ekstrak etanol 96% daun srikaya
(Anonna squamosa .) terhadap bakteri
Pseudomonas Aeruginosa

Analisis data

l

kesimpulan

Gambar 4.. Bagan penelitian
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1. Carakerja

a. Pembuatan ekstrak etanol 96% daun Srikaya
Timbang serbuk daun sebanyak 200 gram. Kemudian masukkan kedalam
bejana maserasi lalu tambahkan etanol 96%. Kemudian dimaserasi dengan 2,5
liter etanol 96% selama 2-5 hari. Proses maserasi setelah selesai selama 5 hari,
kemudian disaring dengan kalin flanel dan kertas saring. Ekstrak cair yang
diperoleh kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator dan waterbath listrik
pada suhu 40°C-60°C sehingga dihasilkan ekstrak kental daun srikaya.

(Nugraheni Putri,2019)

b. Pembuatan stok variabel konsentrasi ekstrak
Penelitian kali ini menggunakan ekstrak etanol 96% daun Srikaya (Anonna
squamosa L.. Stok konsentrasi yang akan divariasikan pelarut DMSO, serta

menggunakan kontrol negatif DMSO.

Pembuatan konsentrasi ekstrak etanol:

V1.M1 = V2.M2

Keterangan :
V1 = Volume awal sebelum pengenceran

V2 = Volume setelah pengenceran
M1 = Konsentrasi sebelum pengenceran

M2 = Konsentrasi setelah pengenceran.
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Perhitungan ekstrak untuk pembuatan larutan uji :

1. Konsentrasi 100%
Sebanyak 5 gram ekstrak kental diencerkan dengan DMSO sampai 5 ml dalam labu
ukur 5 ml.

2. Konsentrasi 75%
Sebanyak 3,75 gram ekstrak kental diencerkan dengan DMSO sampai 5 ml dalam
labu ukur 5 ml.

3. Konsentrasi 50%
Sebanyak 2,5 gram ekstrak kental diencerkan dengan DMSO sampai 5 ml dalam labu
ukur 5 ml.

4. Konsentrasi 25%
1,25 gram ekstrak kental di encerkan dengan DMSO sampai 5 ml dalam labu ukur 5
ml.

5. Kontrol negatif yang digunakan yaitu DMSO

6. Kontrol positif yang digunakan yaitu antibiotik ciprofloxacin.

c. Skrining Fitokimia
Dilakukan untuk mengetahui senyawa kimia yang tterkandung dalam daun

srikaya yaitu :
1) Flavonoid
Uji flavonoid dilakukan dengan penambahan serbuk magnesium dan HCL
pekat , sehingga memunculkan senyawa kompleks berwarna merah muda atau
jingga yang menunjukkan adanya senyawa flavonoid pada daun srikaya .

(Zhao,dkk., 2014).
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2) Alkaloid

3)

4)

5)

Ekstrak daun srikaya dilarutkan dengan 5 mL HCI 2N. Larutan yang
didapat kemudian dibagi 3 tabung reaksi. Tabung pertama digunakan sebagai
blanko, tabung kedua ditambahkan pereaksi Dragendroff sebanyak 3 tetes, dan
tabung ketiga ditambahkan pereaksi Mayer sebanyak 3 tetes. Terbentuknya
endapan jingga pada tabung kedua dan endapan putih hingga kekuningan pada

tabung ketiga menunjukkan adanya alkaloid (Jones dan Kinghorn, 2006).

Terpenoid

Ekstrak dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform, ditambahkan dengan 0,5
mL asam asetat anhidrida. Selanjutnya campuran ini ditetesi dengan 2 mL
asam sulfat pekat melalui dinding tabung tersebut. Bila terbentuk warna hijau
kebiruan menunjukkan adanya sterol. Bila cincin kecokletan atau violet

menunjukkan adanya triterpenoid (Jones dan Kinghorn, 2006; Evans, 2009).

Fenolik

Ekstrak daun Srikaya (Anonna squamosa L.) ditimbang 10 mg,
ditambahkan 20 mL air panas dan 5 tetes larutan NaCl 10%. Campuran dibagi
menjadi 2 tabung reaksi, tabung pertama sebagai kontrol dan tabung kedua
ditambahkan larutan FeClI3 1% 3 tetes. Hasil positif apabila terbentuk warna
biru atau biru hitam (Tarigan et al, 2008).
Tanin

Uji tannin dilakukan dengan mereaksikan ekstrak dengan FeCl3. Hasil

uji menunjukkan positif dengan perubahan warna menjadi hijau kecoklatan.
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Tanin merupakan senyawa yang mengandung grup OH yang diketahui sangat

baik digunakan sebagaianti oksidan (Zhao, dkk., 2014).

Pembuatan stok bakteri

Siapkan media BHI. Inokulasikan suspensi bakteri ke media BHI
menggunakan ohse bulat secara aseptis. Kemudian homogenkan media BHI yang
telah di inokulasikan dengan suspensi bakteri. Inkubasi pada suhu 37°C selama 24

jam.

Identifikasi bakteri Pseudomonas aeruginosa
1. Pengecatan Gram bakteri Pseudomonas aeruginosa

Pada object glass bersih kering dan bebas lemak disiapkan. Sempel diambil 1-
2 ohse secara aseptis dari media BHI, kemudian ratakan pada object glass. Object
glass dikeringkan dengan cara dianginkan dan di fiksasi di atas nyala api bunsen.
Obiject glass dikering anginkan. Object glass kering digenangi dengan cairan cat
Gram A selama 2-5 menit, buang sisa cat. Object glass tanpa harus dibilas
langsung digenangi dengan cat Gram B selama 30-40 detik, cuci dengan air
mengalir, lakukan decolorisasi dengan cat Gram C sampai luntur. Object glass
dicuci dengan air mengalir, genangi dengan cat Gram D selama 2 menit. Buang
sisa cat, cuci dengan air mengalir, kering anginkan. Periksa di bawah mikroskop

dengan lensa objektif 100x dengan ditambahkan minyak emersi 1 tetes.
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2. Inokulasi Pseudomonas aeruginosa pada media MC (Mac Konkey)
Sempel bakteri Pseudomonas aeruginosa diinokulasikan pada media MC
(Mac Monkey) secara goresan menggunakan ohse bulat secara aseptis, kemudian
inkubasi dengan suhu 37°C selama 24 jam. Amati koloni yang tumbuh pada media
MC dan pengecatan, inokulasikan 1 koloni yang terpisah dalam media deret lengkap
dan gula-gula menggunakan ohse lurus dan ohse bulat secara aseptis, kemudian
inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Amati hasil uji biokimia dan fermentasi

karbohidrat.

Uji biokimia Bakteri Gram Negatif Pseudomonas aeruginosa
1) KIA/TSIA
Tusuk media menggunakan ohse lurus sampai dasar, kemudian goreskan sezara zig

zag pada kemiringan media, kemudian inkubasi pada suhu 37° C selama 24 jam.

Amati adanya pembentukan :
a. Fermentasi
Fermentasi asam/asam hasil positif fitandai dengan media berwarna kuning,
sedangkan untuk alkali/basa hasil positif ditandai dengan media tetap berwarna
merah.
b. Gas
Hasil positif ditandai dengan adanya bagian yang kosong pada media atau media
terangkat ke atas.
c. H,S
Hasil positif ditandai dengan terbentuknya waena orange ke warna hitam pada

media.
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2) SIM
Tusuk media menggunakan ohse lurus sampai dasar media, kemudian inkubasi

pada suhu 37°C.

Amati adanya pembentukan :

a. HyS

Hasil positif ditandai dengan terbentuknya warna hitam pada media

b. Motil

Hasil positif jika terdapat pertumbuhan yang menyebar disekitar tusukan/ pada
permukaan media atau media menjadi keruh.

c. Indol

Hasil positif ditandai dengan terbentuknya warna merah setelah ditambahkan 5
tetes reagen ferlich/ kovac.

3) UREA

Tusuk media menggunakan ohse lurus sampai dasar media, kemudian inkubasi
pada suhu 37°C. Hasil positif ditandai dengan berubahnya warna media
menjadi warna merah.

4) CITRAT
Tusuk media menggunakan ohse lurus sampai dasar, kemudian goreskan
sezara zig zag pada kemiringan media, kemudian inkubasi pada suhu 37° C
selama 24 jam. Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya warna dari biru
pada media.

5) VP/MR
Isolat di inokulasikan ke dalam media kemudian inkubasi pada suhu 37° C

selama 24 jam.



26

Amati adanya pembentukan :

a. VP
Hasil positif ditandai dengan terbentuknya warna merah setelah media
ditambahkan 10 tetes reagen Barried dan 4 tetes reagen KOH 40% serta
tunggu selama 10 menit.

b. MR
Hasil positif ditandai dengan warna merah stelah menambahkan 3 tetes reagen
methyl red kedalam media.

6) PAD
Isolat di inokulasikan kedalam media, kemudian inkubasi pada suhu 37° C
selama 24 jam. Hasil positif ditunjukkan dengan warna hijau pada media
setelah ditambahkan media HCL 0,1 N sampai pada media berwarna kuning
dan ditambahkan 5 tetes reagen FeCl3 10% .

7) Media fermentasi Karbohidrat
Isolat di inokulasikan kedalam media, kemudian inkubasi pada suhu 37° C
selama 24 jam . hasil positif gula-gula ditandai dengan media dari warna biru
menjadi warna kuning dan positif gas ditandai dengan kosongnya tabung

durham.

g. Pemurnian bakteri Pseudomonas aeruginosa

Biakan bakteri Pseudomonas aeruginosa di ambil sebanyak 1 ohse, di
inokulasikan ke dalam media agar miring NA yang telah membeku secara aseptis
dengan meletakkan jarum ohse yang mengandung biakan pada dasar kemiringan agar
dan ditarik dengan gerakan zig-zag. Selanjutnya tabung di tutup dengan kapas dan di

inkubasi dalam inkubator pada suhu inkubasi pada suhu 37° C selama 24 jam.
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h. Sterilisasi alat dan bahan

J-

Alat yang digunakan disterilkan terlebih dahulu. Dicuci bersih menggunakan
sabun dan dikeringkan, untuk alat gelas di sterilkan menggunakan autoklaf pada
suhu 170°C selama 15 menit. Pinset, jarum, dan ohse disterilkan dengan cara

pemijaran dengan melewatkan pada api bunsen yang menyala selama 20 menit.

Pembuatan media

Media Nutrien Agar (NA) dibuat dengan cara timbang media Nutrien Agar
(NA) 2,8 gr dan larutkan dalam 100 ml akuades kemudian panaskan di atas
hotplate hinggahomogen, kemudian sterilkan pada autoklafe suhu 121°C selama 1
jam guna menghindari tumbuhnya mikroorganisme yang tidak diinginkan. Setelah
sterilisasi, media dapat dituang secara aseptis pada cawan petri steril untuk
penggunaan. Sebelum menuang media, tunggu hingga suam-suam kuku (£ 40°C)
lalu dibiarkan pada suhu ruang hingga media memadat dengan sempurna (Oxoid,
2006).
Pembuatan suspensi bakteri

Langkah awal yang harus dilakukan adalah mengambil biakan bakteri

dan dilarutkan dalam larutan salin (0,9% NaCl) secara aseptik. Tingkat
kekeruhan suspensi dibandingkan dengan standard 0,5 McFarland secara
visual . Suspensi bakteri ini yang selanjutnya digunakan untuk uji aktivitas, dan
harus digunakan tidak lebih dari 30 menit setelah pembuatan (Andrews,

2006).
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k. Uji daya hambat ekstrak etanol 96% daun Srikaya (Anonna squamosa L)
Metode pengujian daya hambat menggunakan metode kirby & bauer

yaitu dengan menggunakan media nutrient agar. Digunakan media nutrient agar
supaya bagian belakang cawan petri dibagi menjadi enam dan diberi tanda
menggunakan spidol. Kemudian inokulasi dengan kapas lidi steril dicelupkan
kedalam suspensi bakteri yang sudah setara dengan neflometer MC farland di
inokulasikan secara pertataan pada media na plate dan inkubasi pada suhu 37° C
selama 15 menit. Blank disk dicelupkan ke dalam larutan ekstrak daun Srikaya
pada masing-masing konsentrasi selama 1 menit, kemudian diletakkan dimedia NA
dan inkubasi pada suhu 37° C.

Diameter zona bening atau radikal yaitu daerah disekitar disk dimana
sama sekali tidak ditemukan adanya pertumbuhan bakteri, kemudian diukur
menggunakan jangka sorong. Pembacaan jangka sorong dapat dilihat dari angka
yang ditunjukkan pada skala utama yang tepat terletak sebelum angka nol skala
nonius atau segaris dengan skala utama, lalu kalikan dengan angka ketelitian
jangka sorong yang dipakai, kemudian jumlah angka yang didapat dari skala utama

dan nonius.

I. Analisis data penelitian
Hasil penelitian aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun srikaya
(Anonna squamosa) terhadap pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa
dianalisis menggunakan metode diskriptif yaitu melihat perbandingan masing-

masing cakram uji yang mengandung kontrol negatif dan masing-masing seri
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konsentrasi ekstrak etanol daun Srikaya (Anonna squamosa L.) yang berbeda dalam

menghambat bakteri Pseudomonas aeruginosa.

J. Rencana Jadwal Penelitian

Tabel 2. Rencana Jadwal Penelitian

Tahap Penelitian Urian Kegiatan Waktu
Persiapan Seminar proposal Oktober 2020 — November
2020

Studi pustaka
Optimasi alat

Pengambilan data

Pelaksanaan Orientasi penelitian November 2020 — Januari

2021
Pengumpulan data

Penyelesaian Analisis data Februari 2021 — Maret 2021
Pengumpulan laporan

Ujian tertutup



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN
A. SIMPULAN

1. Ekstrak etanol 96% daun Srikaya (Anonna squamosa L. ) tidak mampu
menghambat pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa.
2. Konsentrasi ekstrak etanol 96% daun Srikaya (Anonna squamosa L. ) tidak dapat

menghasilkan zona hambat pada pertumbuhan bakteri Pseduomonas aeruginosa.

B. SARAN
1. Bagi peneliti
Selanjutnya untuk dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai kemampuan ekstrak

daun Srikaya untuk menghambat pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa.

2. Bagi akademik
a. Menambah referensi buku di perpustakaan agar mempermudah mahasiswa dalam
melakukan Karya Tulis lImiah.
b. Menambah referensi perpustakaan online dalam mencari jurnal atau mengakses

jurnal sebagai dasar atau acuan untuk melakukan penelitian.
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