UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK ETANOL, FRAKSI N-
HEKSANA, ETIL ASETAT, DAN AIR DAUN BIT (Beta vulgaris L.)
TERHADAP BAKTERI Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)

TEST ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ETHANOL EXTRACT,
FRACTION N-HEXANE, ETHYL ACETATE, AND WATER BEET LEAF
(Beta vulgaris L.) AGAINST Methicillin Resistant Staphylococcus aureus
(MRSA)

SKRIPSI

Oleh :
ANGGIT DIAN APRILIA
4171003

PROGRAM STUDI S1 FARMASI
SEKOLAH TINGGI ILMU KESEHATAN NASIONAL
SURAKARTA
2021



UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK ETANOL, FRAKSI N-
HEKSANA, ETIL ASETAT, DAN AIR DAUN BIT (Beta vulgaris L.)
TERHADAP BAKTERI Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)

TEST ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ETHANOL EXTRACT,
FRACTION N-HEXANE, ETHYL ACETATE, AND WATER BEET LEAF
(Beta vulgaris L.) AGAINST Methicillin Resistant Staphylococcus aureus
(MRSA)

SKRIPSI

Diajukan untuk memenuhi salah satu syarat mencapai derajat Sarjana
Farmasi (S.Farm) pada program Studi S1 Farmasi

Sekolah Tinggi Ilmu Kesehatan Nasional di Surakarta

Oleh :
ANGGIT DIAN APRILIA
4171003

PROGRAM STUDI S1 FARMASI
SEKOLAH TINGGI ILMU KESEHATAN NASIONAL
SURAKARTA
2021



SKRIPSI

SKRIPSI

UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK ETANOL, FRAKSI N~
HEKSANA, ETIL ASETAT, DAN AIR DAUN BIT (Beta vulgaris L.)
TERHADAP BAKTERI Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)

TEST ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ETHANOL EXTRACT,
FRACTION N-HEXANE, ETHYL ACETATE, AND WATER BEET LEAF
(Beta vulgaris ..) AGAINST Methicillin Resistant Staphylococcus aureus
(MRSA)

Oleh:
ANGGIT DIAN APRILIA
4171003
Dipertahankan di hadapan Penguji Skripsi Program Studi S1 Farmasi Sekolah

Tinggi [lmu Kesehatan Nasional Pada Tanggal : 8 September 2021

Pembimbing Utama Pembimbing Pendamping

Apt. Diah Pratimasari, M.Farm. Ardy Prian Nirwana¥S.Pd.Bio., M.Si.
5‘1" \ Mgnget@hili
Ketua Program Studi S1 Farmasi
Sekolah Tinggi Rx’n‘u I¢ésehatan Nasional
N
| @ 7\

Apt. Lusia Murtisiwi, S.Farm., M.sc.

Tim Penguji W
Apt. Novena Yety Lindawati, S.Farm., M.Sc Ketua Penguji 1.

Dr. Didik Wahyudi, M. Si. Anggota penguji Qyﬁ\—’—'
Apt. Diah Pratimasari, M.Farm. Anggota Penguji 3
Ardy Prian Nirwana, S.Pd Bio., M.Si Anggota Penguji i ( l

ol

jii



HALAMAN PERSEMBAHAN

Maka sesungguhnya beserta
kesulitan ada kemudahan,
sesungguhnya beserta kesulitan
ada kemudahan

(Al Insyirah : 5-6)

Manusia takkan tau kekuatan
Maksimalnya sampai ia berada
Dalam kondisi dimana ia dipaksa
Kuat untuk bertahan-

Merry Riana

Dengan kerendahan hati dan suka cita karya ini saya persembahkan kepada :
Allah SWT yang telah memberi nikmat-Nya, kedua orang tua dan keluarga
yang selalu memotivasi dan mendukung saya. Dosen pembimbing yang
senantiasa selalu sabar dalam membimbing saya dengan sepenuh hati dan
bersedia meluangkan waktunya. Sahabat dan teman-teman saya yang bersedia
membantu serta memberi saya semangat selama proses pengerjaan skripsi
Dewi, Faththur, Fitriana, Hana, Agnes, Risyad dan Ahmad serta teman-teman
seperjuangan S1 Farmasi, dan mereka yang dulu pernah meremehkan kedua
orang tua saya.



HALAMAN PERNYATAAN

HALAMAN PERNYATAAN

Dengan ini saya menyatakan bahwa dalam skripsi ini tidak terdapat karya
yang pernah diajukan untuk memperoleh gelar kesarjanaan di suatu Perguruan
tinggi, dan sepanjang pengetahuan saya juga tidak terdapat karya atau pendapat
yang pernah ditulis atau diterbitkan oleh orang lain, kecuali yang secara tertulis

diacu dalam naskah ini dan disebutkan dalam daftar pustaka.

Surakarta, 30 Agustus 2021

Peneliti

A6026AX 385766128

(Anggit Dian Aprilia)



PRAKATA

Puji syukur kepada tuhan yang Maha Pengasih dan Penyayang atas segala

karunia dan rahmat-Nya sehingga penulis dapat menyelesaikan penelitian dengan

judul “Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol, Fraksi N-Heksan, Etil Asetat, dn Air

Daun Bit (Beta vulgaris L.) terhadap bakteri Methicilin Resistant Staphylococcus

aureus (MRSA)” sebagai salah satu syarat menyandang gelar Sarjana Farmasi di

Program Studi S1 Farmasi Sekolah Tinggi lImu Kesehatan Nasional Surakarta.

Dalam penyusunan skripsi ini tidak terlepas dari bantuan berbagai pihak. Untuk

itu penulis mengucapkan terimakasih kepada :

1.

Apt. Lusia Murtisiwi, S.Farm., M.Sc., selaku Ketua Program Studi S1
Farmasi Aekolah Tinggi IImu Kesehatan Nasional.

Apt. Diah Pratimasari, M.Farm., selaku pembimbing utama yang telah
memberikan bimbingan, pengarahan, nasehat, serta bantuan dalam
penyelesaian skripsi.

Ardy Prian Nirwana, S.Pd.Bio., M,Si., selaku pembimbing pendamping yang
selalu memberukan motivasi, pengarahan, bimbingan nasehat serta teladan
selama penyelesaian skripsi.

Apt. Novena Yety Lindawati, S.Farm., M.Sc. selaku dosen penguji atas saran
dan masukan yan diberikan.

Dr. Didik Wahyudi, M. Si., selaku dosen penguji atas saran dan masukan
yang diberikan.

Kedua orang tua dan keluarga yang selalu mendoakan, memberikan nasehat
dan memberikan semangat dalam proses penelitian dan penyusunan skripsi.
Teman-teman S1 Farmasi angkatan 2017 yang memberikan bantuan dan

semangat dalam menyelesaikan penelitian.

Vi



8. Staf dan karyawan Program Studi S1 Farmasi STIKES Nasional, Bagian
Kimia Farmasi STIKES Nasional, Bagian Obat Tradisional Farmasi STIKES
Nasional dan Bagian Mikrobiologi Farmasi STIKES Nasional.

9. Pihak-pihak yang telah memberikan dukungan dan bantuan, baik moral
maupun material.

Akhir kata penulis berharap skripsi ini dapat memberikan manfaat bagi
pengembangan penelitian, ilmu pengetahuan maupun dunia medis. Penulis
menyadari skripsi ini masih jauh dari kata sempurna sehingga kritik dan saran

yang membangun sangat penulis harapkan.

Surakarta, 30 Agustus 2021

Penulis

Anggit Dian Aprilia

vii



DAFTAR ISI

SKKRIPSI e ii
HALAMAN PERSEMBAHAN ..o 1\
HALAMAN PERNYATAAN ...t %
PRAK AT A et r e nne e nis Vi
DAFTAR ISH .. viii
DAFTAR GAMBAR ... IX
DAFTAR TABEL ..ottt Xi
DAFTAR LAMPIRAN ...ttt Xii
INTISARI ettt beennee s xiii
ABSTRACT Lt Xiv
BAB | PENDAHULUAN .....ooii ettt 1
A. Latar Belakang Masalah............ccocooiiiiiiiiiii s 1
B.  Perumusan Masalah ...........ccooiiiiiiiiii 3
C. TUJUAN PENEIITIAN ...t 3
D.  Manfaat PENElItIan .........cccoiiiiiiiiiiicie e 4
BAB Il TINJAUAN PUSTAKA . ... et 5
A.  Daun Bit (Beta VUIGAriS L.)....c.coiiiieiiiieiicese et 5

O 1 13 = SRR 5

2. Morfologi daun Dit.........c.coooiiiiiecce e e 5

3. Kandungan kimia pada daun Dif............cccoeiiiiiiiiii e 6

4. Manfaat Buah DIt .........ccoiiiiii 9

B. METODE PENYARIAN ..ottt e 10

Lo EKSIAKSE.c.eevieeeeeees e 10

2. IMIBSEIASH c.vivreieite ettt et nreera et 10

K o 1 [ ] OSSR 11

C. ANTIBAKTERI ..ot ne e 12

O AN 41 (] o 1 =T o ST 12

2. Mekanisme kerja antiDakEeri..........cocooiiiiiiieie e 12

3. Metode pengujian aktivitas antibakteri............ccceoeriiiiiiniieee 14

4. Klasifikasi bakteri StaphylOCOCCUS QUIRUS..........ccceiveiiieee e 16

5. Morfologi bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ....... 17

D.  LANdASAN TEOM ....ecvieeiieiieiiiiiete sttt 18
E.  HIPOESIS ...viiiciiite ittt sttt re s 19
F.  Kerangka KONSEPLUAL...........cccveuiiiiicic ittt 20
BAB 111l METODE PENELITIAN ... 21

viii



B.  Alat dan Bahan...........ccoooiiiiiiie s 21
Lo BANAN s 21
AN I | USSR 21
C. Variabel PeNeltian..........cccooiiiiiiiieiic e 22
1. Kilasifikasi variabel Utama.............ccoviiiiiiiiiicc s 22
D. Definisi OPErasional .............coiiiiiieiieieieesise s 23
E. Jalannya Penelitian...........cccooooiiiiii it 24
1. DEEEIMMINAST ..ttt et ere s 24

2. Pembuatan SErbUK ... 24

3. Pembuatan ekstrak etanol............ccooviiiiiiiniieeee s 25

4. Pengujian kandungan Kimia..........ccoccevieiiiiiiiciicee e 25
5. FTAKSINAST ...ttt 27

B.  STEITISASI...uitieiiciitc e 27

7. Peremajaan DaKteri........cccovi i e 28

8. PembUALAN SUSPENST .......civiiieieieieieese s 28

9. Ujisensitivitas antibiotiK ...........cccooeiiiiiiii e 28
10. Pengujian aktivitas antibakteri dengan metode difusi disc cakram............... 29

F. ANALISIS DALA......c.oeiiitiiieciicee s 29
G.  AIUN PENEITIAN ..o 30
BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN .....ccoiiie e 31
A.  Determinasi TANAMAN .........coiiirieiieinei et 31
B.  Preparasi SAMPEL ..o s 31
C.  SKriniNg FITOKIMIA .....ccvviiiiiiitiiiiieiee e 34
D. Pengujian sensitivitas antibiotik............ccocooeiiiiiiii e 40

E. Pengujian aktivitas antibakteri ekstrak dan fraksi n-heksan, etil asetat dan air .... 41

BAB V KESIMPULAN DAN SARAN ......ooiii e 46
AL KESIMPUIAN .ttt ee s 46
B.  SAIAN et 46

DAFTAR PUSTAKA et 47

LAMPIRAN . ...ttt ettt b e n e e 52



DAFTAR GAMBAR

Gambar 1. Tanaman Buah Bit ..o 5

Gambar 2. MRSA (Methicili-Resistant Staphylococcus aureus)..................... 16
Gambar 3. Koloni MRSA pada media blood agar, Na miring dan MSA ........ 18
Gambar 4. Kerangka konsep penelitian ..........ccooovvvieieiinnineneeeee, 20
Gambar 5. AIUr PeNElItIAN .........cooviiiiii e 30
Gambar 6. Reaksi flavonoid dengan logam Mg dan HCl ..............ccocoeneenen, 36
Gambar 7. Reaksi uji alkaloid dengan pereaksi dragendroff.......................... 37
Gambar 8. Reaksi uji alkaloid dengan pereaksi Wagner ............c.ccoovvveveeennen. 38
Gambar 9. Reaksi steroid dengan pereaksi Lieberman-Burchard.................... 39
Gambar 10. Reaksi Uji SAPONIN ......ccociviiiiiieiecie e 40



Tabel 1.
Tabel 2.

Tabel 3.
Tabel 4.
Tabel 5.
Tabel 6.
Tabel 7.

DAFTAR TABEL

Komponen Kimia daun Dit............cccooveiiiiiie e, 6
Kategori respon hambatan pertumbuhan berdasarkan diameter zona
RAMDAL........eeie e 13
Standar uji sensibilitas antibiotiK............cc.cccooeviiiiiiici 28
Hasil rendemen ekstrak dan fraksi daun Dit..........ccccocoveniiiiiininnnnn, 34
Hasil skrining fitokimia ekstrak dan fraksi daun bit.......................... 35
Hasil uji sensitivitas antibiotiK..............ccocoviiiiiiie, 41
Diameter zona hambat radikal ekstrak dan fraksi daun bit................ 42

Xi



Lampiran 1.

Lampiran 2.

DAFTAR LAMPIRAN

Surat keterangan determinasi tanaman...........c.cccccveveiieereenene 53

Pembuatan simplisia dan penetapan kadar moisture content ... 54

Lampiran 3. EKkstrak dan frakSinasi............ccocveiiriiiiiiiieiciese s 55
Lampiran 4. Perhitungan rendemen ekstrak dan fraksi............ccccoevrininnnn. 56
Lampiran 5. Uji fitomkimia ekstrak dan fraksi daun bit..............c.ccccooeien. 57
Lampiran 6. Perhitungan larutan sampel ...........ccccccoveieiiiiievn e 60
Lampiran 7. Surat uji identifikasi Staphylococcus aureus............c.ccecvevenene. 64
Lampiran 8. Surat uji identifikasi (MRSA).......c.ccooiiiiiiiiiie e 65
Lampiran 9. Hasil uji sensitivitas antibiotiK ...........c.cccccevevieviriciiieneeen, 66
Lampiran 10. Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak dan fraksi daun bit ......... 67
Lampiran 11. KOmMpPOoSiSi MEAIA ........c.cccoveieeiieiieiecic e 69

Xii



INTISARI

Bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan
salah satu strain resistan bakteri Staphylococcus aureus yang resistan terhadap
antibiotik jenis metisilin, penisilin, kotrimoksazol, rifampisin, kloramfenikol dan
gentamisin. Resistensi MRSA terhadap antibiotik golongan beta-laktam
dikarenakan adanya perubahan pada penicillin-binding protein 2a (PBP2a).
Berdasarkan informasi tersebut perlunya dilakukan penemuan pengobatan
alternatif dengan memanfaatkan senyawa aktif pada tanaman yaitu daun bit.

Daun bit diekstraksi menggunakan metode maserasi dengan etanol 96%
selanjutnya, ekstrak difraksinasi menggunakan pelarut n-heksan, etil asetat dan
air. Ekstrak dan fraksi yang dihasilkan kemudian dilakukan uji antibakteri
menggunakan metode difusi cakram dengan konsentrasi 1000ppm, 500ppm,
250ppm, 125ppm, dan 62,5ppm terhadap bakteri MRSA. Diameter zona hambat
yang didapat kemudian dianalisis secara deskriptif dengan CLSI 2020.

Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat memiliki aktivitas antibakteri pada
konsentrasi 1000ppm, 500ppm, 250ppm, 125ppm, dan 62,5ppm dengan rata-rata
range zona hambat 15,06 mm-7,26 mm. Fraksi air memiliki aktivitas antibakteri
pada konsentrasi 1000ppm, 500ppm, 250ppm, dan 125 ppm dengan rata-rata zona
hambat 11,40 mm-6,90 mm, sedangkan pada konsentrasi 62,5ppm tidak
menunjukkan adanya aktivitas antibakteri. Fraksi N-heksan tidak menujukkan
adanya aktivitas antibakteri. Hasil perbandingan dengan kontrol positif yaitu
ciprofloxacin menurut CLSI antara ekstrak dan fraksi dari daun bit memiliki
aktivitas yang tidak setara dengan kontrol positif ciprofloxacin yang memiliki
zona hambat 17,4 mm.

Kata kunci : daun bit, ekstrak, fraksi antibakteri
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ABSTRACT

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is one of the
resistant strains of Staphylococcus aureus bacteria that are resistant to antibiotics
such as methicillin, penicillin, cotrimoxazole, rifampin, chloramphenicol and
gentamicin. MRSA resistance to beta-lactam antibiotics is due to changes in
penicillin-binding protein 2a (PBP2a). Based on this information, it is necessary
to find alternative medicine by utilizing active compounds in plants, namely beet
leaves.

Beet leaves were extracted using the maceration method with 96% ethanol,
then the extract was fractionated using n-hexane, ethyl acetate and water as
solvents. The resulting extracts and fractions were then tested for antibacterial
using the disc diffusion method with concentrations of 1000ppm, 500ppm,
250ppm, 125ppm, and 62.5ppm against MRSA bacteria. The diameter of the
inhibition zone obtained was then analyzed descriptively with CLSI 2020.

Ethanol extract and ethyl acetate fraction had antibacterial activity at
concentrations of 1000ppm, 500ppm, 250ppm, 125ppm, and 62.5ppm with an
average range of inhibition zone 15.06 mm-7.26 mm. The water fraction had
antibacterial activity at concentrations of 1000ppm, 500ppm, 250ppm, and 125
ppm with an average inhibition zone of 11.40 mm-6.90 mm, while at a
concentration of 62.5 ppm it did not show any antibacterial activity. N-hexane
fraction did not show any antibacterial activity, The results of the comparison with
the positive control, namely ciprofloxacin according to the CLSI, between the
extract and the fraction of beetroot leaf extract had an activity that was not
equivalent to the positive control ciprofoxacin which has a zone inhibition 17,4
mm.

Keywords: beet leaf, extract, fraction, antibacterial.
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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Diare merupakan salah satu penyakit infeksi yang menjadi masalah
kesehatan di dunia. Data informasi profil kesehatan Indonesia tahun 2017 dari
kemenkes RI, jumlah kasus diare seluruh Indonesia sekitar 7 juta kasus.
Staphylococcus aureus juga dapat menyebabkan diare (Kotler dan Sordilo, 2010).
Argudin  dkk (2010) menambahkan bahwa enterotoksin Staphylococcus
merupakan penyebab utama keracunan makanan yang disertai diare. Pengobatan
terhadap infeksi S. aureus sering dilakukan dengan terapi penisilin yang
dinyatakan berhasil untuk mengatasi penyebarannya tetapi pada enam bulan
penggunaan penisilin muncul strain resistensi penisilin. Sejauh ini yang paling
banyak terjadi adalah resistensi terhadap metisilin, yaitu Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) (Zaunit dkk, 2019).

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) adalah penyebab
utama infeksi nosokomial, yaitu infeksi yang diperoleh di rumah sakit yang
berupa infeksi pasca tindakan operasi, infeksi saluran kemih sampai saluran
pernafasan (Kemalaputri dkk, 2017). Penelitian lain menunjukkan bahwa MRSA
resistant terhadap penisilin, kotrimoksazol, rifampisin, amoksisilin-klavimat,
tetrasiklin, eritromisin, kloramfenikol, gentamisin, tobramisin, sefotoksim dan
oksasilin (Erlin dkk, 2020). Resistensi ini menyebabkan perlunya penemuan
pengobatan alternatif. Pengobatan yang memungkinkan untuk mengatasi infeksi
bakteri resisten antibiotik ini adalah dengan memanfaatkan senyawa aktif
fitokimia. Banyak tanaman yang sudah terbukti secara ilmiah mempunyai

aktivitas antimikroba (Nursidika dkk, 2014).



Antimikroba herbal dianggap efektif dan lebih sesuai karena efek
sampingnya lebih sedikit. Senyawa-senyawa yang telah diteliti memiliki aktivitas
antimikroba adalah terpenoid, flavonoid, fenol, alkaloid, saponin dan steroid.
Mekanisme masing-masing metabolit sekunder sebagai antimikroba terletak pada
struktur kimia di masing-masing senyawa. Bit adalah sumber potensial pigmen
nitrogen larut air, yang disebut betalain, yang terdiri dari dua kelompok utama,
betacyanins merah dan betaxanthins kuning. Selain warna merahnya, betalain
memiliki beberapa aktivitas biologis yang diinginkan, termasuk sifat antioksidan,
antiinflamasi, hepatoprotektif, antitumor dan antibakteri (Aleksandra dkk. 2011).

Penelitian sebelumnya dari aktivitas antimikroba ekstrak daun bit (Beta
vulgaris L.) menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap bakteri K. pneumonia, S.
thypi, S. aureus, B. subtilis pada ekstrak kasar sebanyak 6 pl masing-masing
membentuk zona hambat dengan range 4,0 mm sampai 9,0 mm dan pada 12 pL
yaitu 9,0 mm sampai 19,0 mm. Fraksi kloroform daun bit memiliki aktivitas
antibakteri dengan zona hambat pada 6 pL yaitu 9,0mm sampai 12,0 mm dan
pada 12 pL yaitu 10,0 mm sampai 15,0 mm. Fraksi n-heksana dan etil asetat dari
daun bit tidak memberikan aktivitas anti bakteri baik pada 6 puL maupun 12 pL
(Hussain dkk, 2011).

Berdasarkan informasi tersebut perlunya dilakukan penelitian ini untuk
mengetahui potensi daun bit terhadap aktivitas bakteri Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). Fraksinasi dilakukan dengan tiga pelarut yang
berbeda vyaitu n-heksan, etil asetat dan air. Fraksinasi dilakukan untuk
memisahkan senyawa berdasarkan sifat kepolarannya, fraksinasi dilakukan
menggunakan Bioassay Guided Fractination vyaitu metode yang dapat
menghasilkan produk yang spesifik memiliki aktivitas yang dicari. Pelarut yang
digunakan untuk fraksinasi adalah n-heksan dan etil asetat karena lebih aman

dibanding kloroform dengan paparan jumlah per hari yang diperbolehkan dalam



Surat Edaran BPOM No0.HK.04.02.42.421.12.17.1673 yaitu 2,9mg/kg untuk n-
heksan dan 50mg/kg untuk etil asetat dan paparan per hari untuk kloroform yang
diperbolehkan adalah 0,6mg/kg.

Uji antibakteri yang digunakan adalah metode difusi sebagai skrinning.
Metode difusi dilakukan dengan mengamati terbentuk atau tidaknya zona hambat
pertumbuhan bakteri pada sekeliling cakram yang bersifat antimikroba (Harmita,

2004).

B. Perumusan Masalah
1. Apakah ekstrak etanol, fraksi n-heksan, etil asetat dan air daun bit (Beta
vulgaris L.) mempunyai aktivitas antibakteri terhadap Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA)?
2. Apakah kemampuan ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat dan
fraksi air daun buah bit (Beta vulgaris L.) penghambatannya setara dengan

kontrol positif ciprofloxacin?

C. Tujuan Penelitian
1. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanol,
fraksi n-heksan, etil asetat dan air daun bit (Beta vulgaris L.) terhadarp
bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA).
2. Penelitian ini dilakukan untuk membandingkan kemampuan penghambatan
ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat dan fraksi air daun bit (Beta
vulgaris L.) dengan antibiotik ciprofloxacin terhadap pertumbuhan bakteri

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA).



D. Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi dalam
upaya pengembangan obat tradisional khususnya dalam bidang farmasi untuk

pemanfaatan daun buah bit (Beta vulgaris L.) yang berkhasiat sebagai antibakteri.



BAB Il

METODE PENELITIAN

A. Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan
melakukan analisis pada aktivitas antibakteri dari berbagai konsentrasi
ekstrak dan fraksi daun bit (Beta vulgaris) terhadap Methicillin Resistant

Staphylococcus aureus (MRSA).

B. Alat dan Bahan
1. Bahan

Bahan utama yang digunakan adalah daun bit (Beta vulgaris) yang
diambil dari Selo, Boyolali, Jawa Tengah.

Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini adalah etanol
96%, aquades, DMSO 100%, etil asetat, n-heksana, Gram A (Kristal
violet), Gram B (garam iodine), Gram C, Gram D (Safraninn), minyak
emersi, HCI pekat, HCI 2N, pereaksi meyer, dragendrof, wagner,
asam asetat anhidrat, H,SO, pekat, FeCls, ciprofloxacin 5ug.

Bakteri uji yang digunakan adalah Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) yang diperoleh dari Rumah Sakit
Umum Daerah Surakarta.

Media yang digunakan adalah Blood agar plate (BAP), Nutrient

Agar,Muller Hinton Agar (MHA), Manitol salt agar (MSA). .

2. Alat
Alat yang digunakan dalam penelitian ini oven (Memmert),

autoklaf, blender (Philips), cawan petri, corong kaca, deck glass,

21
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rotary evaporator (IKA HB 10 basic), cakram disk (diameter + 6mm),
gelas ukur (Pyrex), bekker glass (Pyrex), jarum ose, kapas lidi steril,
kaki tiga, labu Erlenmeyer (Pyrex), labu takar, mikroskop, objek glass,
pembakar spirtus, pinset, pipet ukur 1 ml, rak tabung, penangas air,

mikropipet, tabung reaksi, dan timbangan analitik (Ohaus Pioneer).

C. Variabel Penelitian

Klasifikasi variabel utama

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah konsentrasi 1000ppm,
500ppm, 250ppm, 125ppm dan 62,5ppm ekstrak etanolik, fraksi
metanol, fraksi etil asetat, fraksi n-heksan daun buah bit (Beta vulgaris
L.) yang diuji pada bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) dengan metode uji difusi. Variabel tergantung dalam
penelitian ini adalah pertumbuhan bakteri Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) yang dipengaruhi oleh ekstrak etanol
daun buah bit secara maserasi, fraksi metanol, fraksi etil asetat, dan
fraksi n-heksan yang dilihat dari zona hambatnya.

Variabel terkendali adalah kemurnian bakteri Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA), kondisi laboratorium meliputi inkasi,
alat, bahan, dan bahan yang harus steril, media yang digunakan dalam
penelitian, dan metode penelitian, tempat tumbuh tanaman, waktu
panen yang dilakukan pada umur tanaman 3 bln, metode ekstraksi

maserasi.
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D. Definisi operasional
Daun buah bit (Beta vulgaris L.) adalah daun hijau yang berumue 3
bIn diambil dari tanaman bit yang ada di Selo, Cepogo Boyolali.
. Ekstrak etanolik adalah hasil ekstraksi dari daun buah bit (Beta
vulgaris L.) yang diperoleh dengan metode maserasi menggunakan

pelarut 96%.

. Fraksi n-heksan adalah fraksi dari ekstrak etanol 96% daun buah

bit (Beta vulgaris L.) yang difraksinasi dengan pelarut n-heksan
sebagai pelarut nonpolar, kemudian dipekatkan dengan evaporator.
Filtrat diuapkan diatas waterbath hingga didapat fraksi pekat n-
heksan.

. Fraksi etil asetat adalah fraksinasi residu n-heksan dengan
menggunakan etil asetat sebagai pelarut semipolar, kemudian
dipekatkan dengan evaporator, filtrat diuapkan diatas waterbath

hingga diperoleh fraksi pekat etil asetat.

. Fraksi air adalah fraksinasi residu dari fraksi etil asetat

menggunakan air sebagai pelarut polar, kemudian dipekatkan
dengan evaporator, filtrat diuapkan diatas waterbath hingga
didapat fraksi pekat air.

Bakteri Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
adalah bakteri gram positif yang didapat dari Rumah Sakit Umum
Daerah Surakarta.

Diameter zona hambat pertumbuhan bakteri Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) adalah diameter zona radikal
dimana bakteri tersebut tidak dapat tumbuh disekitar cakram yang
ditandai dengan adanya daerah bening yang diukur dengan satuan

millimeter. Hasil dilihat setelah diinkubasi selama 24-48 jam pada
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suhu 37°C, dapat dikatakan memiliki aktivitas antibakteri ketika
memiliki zona hambat yang lebih besar dibandingkan dengan
kontrol negatif DMSO 100%.

8. Zona radikal adalah zona dimana sama sekali tidak ditemukan
adanya pertumbuhan bakteri, artinya pertumbuhan bakteri
dihambat seluruhnya atau bakteri cenderung sensitif terhadap
bahan uji.

9. Penghambatan ekstrak dan fraksi-fraksi daun bit (Beta vulgaris L.)
dikatakan setara dengan kontrol positif ciprofloxacin jika
penghambatan sampel memiliki zona hambat yang sama atau lebih

besar dari ciprofloxacin.

E. Jalannya Penelitian

Determinasi
Determinasi tanaman buah bit dilakukan di UPT Laboratorium

Herbal Materia Medika Batu, Malang.

Pembuatan serbuk

Bahan yang digunakan adalah daun bit (Beta vulgaris L.) yang
berumur 3 bulan dan masih segar, tidak terkena hama yang
dikumpulkan dalam wadah bersih. Pembuatan serbuk daun buah bit
(Beta vulgaris L.) yaitu dengan mengeringkan daun buah bit
menggunakan oven pada suhu 40°C sampai kering atau sampai kadar
kelembabannya <15%. setelah itu, diblender atau dihancurkan dan
diayak dengan ayakan no. 40 sehingga didapat serbuk daun buah bit
(Beta vulgaris L.) yang memiliki derajat kehalusan relatif homogen.

Hasil serbuk disimpan dalam wadah tertutup rapat.
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3. Pembuatan ekstrak etanol

Ekstraksi daun bit dilakukan dengan menggunakan metode
maserasi. Sebanyak 250 g serbuk dimasukkan ke dalam wadah dan
direndam dalam pelarut etanol 96% sebanyak 2000 mL (1:8).
Rendaman ditutup dan dibiarkan selama 4 hari sambil sesekali diaduk.
Setelah 4 hari, rendaman disaring sehingga menghasilkan filtrat 1 dan
residu 1. Residu 1 yang ada kemudian direndam lagi dengan etanol
96% sebanyak 1000 mL. Rendaman kemudian ditutup dan dibiarkan
selama 2 hari sambil sesekali diaduk. Setelah 2 hari rendaman disaring
sehingga menghasilkan filtrat 2 dan residu 2. Filtrat 1 dan filtrat 2
dicampurkan menjadi satu. Campuran filtrat lalu dievaporasi
menggunakan rotary evaporator pada suhu 50°C dengan tekanan 15-
20 psi sampai tidak terdapat tetesan pelarut. Ekstrak diuapkan
menggunakan waterbath dengan suhu 50°C hingga diperoleh ekstrak
kental. Ekstrak kental yang telah dihasilkan disimpan dalam wadah
tertutup dan disimpan dalam lemari pendingin sebelum digunakan
untuk pengujian agar mengurangi fotodegradasi senyawa fitokimia

akibat paparan cahaya (Aryahidayani, 2020).

4. Pengujian kandungan kimia
Identifikasi kandungan kimia dimaksudkan untuk menetapkan
kebenaran kandungan kimia yang terkandung dalam daun bit (Beta
vulgaris L.). identifikasi senyawa flavonoid, fenol, alkaloid dan tanin
dibuktikan di Laboratorium Obat Tradisional STIKES Nasional
Surakarta.

a. ldentifikasi flavonoid



b.

C.

d.

26

1 gram ekstrak sampel dimasukkan kedalam tabung reaksi
kemudian ditambahkan HCI Pekat lalu dipanaskan dengan waktu
15 menit di atas penangas air. Apabila terbentuk warna merah atau
kuning berarti positif flavonoid (flavon, kalkon dan auron).
Identifikasi alkaloid

2 gram ekstrak sampel dimasukkan kedalam tabung reaksi
paditetesi dengan 5 mL HCI 2 N dipanaskan kemudian
didinginkan lalu dibagi dalam 3 tabung reaksi, masing-masing 1
mL. Tiap tabung ditambahkan dengan masing-masing pereaksi.
Pada penambahan pereaksi Mayer, positif mengandung alkaloid
jika membentuk endapan putih atau kuning. Pada penambahan
pereaksi Wagner, positif mengandung alkaloid jika terbentuk
endapan coklat. Pada penambahan pereaksi Dragendrof,
mengandung alkaloid jika terbentuk endapan jingga.

Identifikasi tannin

1 gram ekstrak dimasukkan kedalam tabung reaksi
ditambahkan 10mL air panas kemudian dididihkan selama 5 menit
kemudian filtratnya ditambahkan FeCl3 3-4 tetes, jika berwarna
hijau biru (hijau-hitam) berarti positif adanya tanin katekol
sedangkan jika berwarna biru hitam berarti positif adanya tanin
pirogalol
Identifikasi triterpen dan steroid

2 gram ekstrak sampel dimasukkan dalam tabung reaksi,
lalu ditambahkan dengan 2 mL etil asetat dan dikocok. Lapisan
etil asetat diambil lalu ditetesi pada plat tetes dibiarkan sampai
kering. Setelah kering, ditambahkan 2 tetes asam asetat anhidrat

dan 1 tetes asam sulfat pekat. Apabila terbentuk warna merah atau
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kuning berarti positif terpenoid. Apabila terbentuk warna hijau

berarti positif steroid.

Fraksinasi

Ekstrak kental daun bit 20gram dilarutkan dalam air panas 75ml,
kemudian dimasukan ke dalam corong pisah dan ditambahkan n-
heksan 75ml dengan ekstraksi cair-cair sampai fraksi n-heksan
berwarna jernih. Fraksi n-heksan merupakan filtrat yang terletak
diatas, sedangkan fraksi air merupakan filtrat yang terletak dibawah.
Fraksi n-heksan dan air dipisahkan. Fraksi n-heksan yang didapat
kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu 40 °C dan
diuapkan dengan waterbath sampai pekat lalu ditimbang.

Residu kemudian difraksinasi kembali menggunakan eti asetat
75ml dilakukan sampai fraksi etil asetat berwarna jernih. Fraksi etil
asetat akan berada diatas sedangkan fraksi air akan berada dibawah.
Kemudian hasil fraksi etil asetat dipekatkan dengan rotary evaporator
pada suhu 40 °C dan diuapkan dengan waterbath sampai pekat lalu

ditimbang.

6. Sterilisasi

Bahan atau peralatan yang digunakan dalam pratikum harus dalam
keadaan steril. Cawan petri, pipet tabung reaksi, labu erlenmeyer,
beaker glass, dan gelas ukur disterilkan dengan menggunakan oven
pada suhu 150-170°C selama 30-60 menit. Alat penanam bakteri (ose)
disterilkan dengan pemanasan api langsung, yaitu dengan melewatkan
ose beberapa kali pada lampu spritus. Medium disterilkan

menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15-30 menit.
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7. Peremajaan bakteri
Peremajaan dilakukan dengan bakteri Methicilin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) diambil satu ohse dari biakan murni,
lalu ditanamkan pada media agar miring dengan cara menghapuskan.

Kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C

8. Pembuatan suspensi
Suspens bakteri dilakukan dengan mengambil suatu biakan murni
bakteri Methicilin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) diambil
dari biakan murni pada media kurnang lebih 1 ose dan membuat
suspense dalam tabung berisi Nacl 0,9% yang kekeruhannya

menyesuaikan standart MC Farland 0,5.

9. Uji sensitivitas antibiotik

Uji sensitivitas dilakukan dengan menggunakan difusi cakram. Uji
ini bertujuan untuk memastikan bahwa antibiotik yang digunakan
sebagai kontrol positif sensitif menghambat pertumbuhan bakteri
Methicilin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Cakram
antibiotik yang digunakan ciprofloxacin 5ug dan kloramfenikol 30pug.
bakteri digoreskan pada nutrient agar (NA), kertas cakram yang berisi
antibiotik diletakkan di atas NA dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Zona hambat yang terbentuk diukur dan hasil
dianalisis dengan Clininal and Laboratory Standar Institute (CLSI).

Tabel 3. Standar uji sensitibilitas antibiotik

Antibiotik Ukuran Intepretasi Sensibilitas (mm)

Sensitif Intermediet  Resistant

Chloramphenicol 30ug >18 13-17 <12
ciprofloxacin Sug >21 16-20 <15
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10. Pengujian aktivitas antibakteri dengan metode difusi disc cakram
Suspensi bakteri dimasukkan ke dalam media NA, diratakan
hingga homogen. Metode perataan dan medium didiamkan selama 10
menit pada suhu kamar agar suspensi biakan terdifusi ke dalam media.
Media tersebut terdapat 6 cakram dengan jarak yang sama. Setiap
cakram ditetesi sebanyak 20 pl ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi
etil asetat, fraksi air, dan ciprofloxacin sebagai kontrol positif dan
DMSO 100% sebagai kontrol negatif. Konsentrasi ekstrak dan fraksi
tiap petri dengan konsentrasi 1000ppm, 500ppm 250ppm, 125ppm,
dan 62,5ppm ditambah DMSO sampai dengan 5 ml. Masa inkubasi
selama 24 jam pada suhu 37°C dan diamati hasilnya, setelah itu diukur
diameter zona hambat sekitar disk yang dinyatakan dalam satuan mm.
Daerah yang tidak ditumbuhi bakteri disekitar disk menandakan
bahwa kandungan daun bit memiliki daya hambat terhadap Methicilin
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Metode difusi digunakan

untuk menentukan diameter zona hambat terhadap bakteri uji.

F. Analisis Data

Hasil uji aktivitas antibakteri fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan air dari
ekstrak etanol daun buah bit (Beta vulgaris L.) terhadap bakteri Methicilin
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) dengan menggunakan metode difusi
cakram disc yang dinyatakan dengan diameter zona hambat (zona bening) yang
terbentuk di sekeliling cakram. Diameter zona hambat dianalisis secara deskriptif
menggunakan Clinic and Laboratory Standars Institute (CLSI, 2020) berdasarkan
konsentrasi terendah yang dibandingan dengan kontrol negatif yang digunakan

yaitu DMSO 100% dan kontrol positif yaitu ciprofloxacin.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

1. Ekstrak etanol, fraksi etil asetat dan fraksi air mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Methicilin Resistant Staphylococcus aureus
(MRSA).

2. Penghambatan ekstrak etanol, fraksi etil asetat dan fraksi air tidak

setara dengan kontrol positif yaitu ciprofloksasin.

B. Saran

1. Berdasarkan hasil dari penelitian ini ekstrak etanol, fraksi etil asetat
dan fraksi air mampu menghambat aktivitas bakteri Methicilin
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), sehingga kedepannya dapat
dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai senyawa apa yang mampu
menghambat aktivitas Methicilin Resistant Staphylococcus aureus
(MRSA).

2. Penelitian selanjutnya dapat melakukan pengujian antibakteri dengan

bakteri lain untuk mengembangkan potensi dari daun bit.
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