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INTISARI 
 

Penggunaan antibiotik yang tidak tepat dapat menyebabkan timbulnya 

masalah resistensi. Salah satu kontribusi terhadap terjadinya resistensi adalah 

keberadaan bakteri penghasil ESBL (Extended Spectrum Beta lactamase). 

Berdasarkan hal tersebut maka perlunya penemuan pengobatan alternatif dengan 

memanfaatkan senyawa aktif pada tanaman yaitu daun bit.   

Daun bit diekstraksi menggunakan metode maserasi dengan etanol 96%. 

Ekstrak kemudian difraksinasi menggunakan pelarut n-heksan, etil asetat, dan air. 

Ekstrak dan fraksi yang dihasilkan kemudian dilakukan uji fitokimia dan uji 

antibakteri menggunakan metode difusi cakram dengan konsentrasi 25%, 50%, 

dan 100% terhadap bakteri Escherichia coli ESBL. Diameter zona hambat yang 

didapatkan selanjutnya dianalisis secara statistik.  

Ekstrak dan fraksi etil asetat daun bit memiliki aktivitas antibakteri pada 

setiap konsentrasi. Fraksi air memiliki aktivitas pada konsentrasi 50%, dan 100%. 

Fraksi air pada konsentrasi 25% tidak menunjukan adanya aktivitas antibakteri. 

Fraksi n-heksan tidak menunjukan adanya aktivitas antibakteri pada setiap 

konsentrasi. Hasil perbandingan aktivitas antibakteri ekstrak dan fraksi daun bit 

dengan kontrol positif secara statistik menggunakan Uji Mann Whitney 

menunjukan nilai asymp sig < 0,05 yang berarti terdapat perbedaan yang 

signifikan aktivitas antibakteri antara ekstrak dan fraksi daun bit terhadap kontrol 

positif. Namun, fraksi etil asetat 100% memiliki penghambatan yang setara 

dengan kloramfenikol yaitu 20,58 mm (≥ 18 mm) berdasarkan CLSI 2020.  

 

Kata kunci: daun bit, ekstrak, fraksi, antibakteri  
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ABSTRACT 

 

 Inappropriate use of antibiotics can lead to resistance problems. One 

contribution to the occurrence of resistance is the presence of bacteria that 

produce ESBL (Extended Spectrum Beta lactamase). Based on this, it is necessary 

to find alternative medicine by utilizing active compounds in plants, namely beet 

leaves. 

 Beet leaves were extracted using maceration method with 96% ethanol. 

The extract was then fractionated using n-hexane, ethyl acetate, and water as 

solvent. The resulting extracts and fractions were then tested for phytochemical 

and antibacterial tests using the disc diffusion method with concentrations of 25%, 

50%, and 100% against Escherichia coli ESBL bacteria. The diameter of the 

inhibition zone obtained was then analyzed statistically. 

 Beet leaf extract and ethyl acetate fraction had antibacterial activity at 

each concentration. The water fraction has activity at concentrations of 50%, and 

100%. Water fraction at concentration 25% did not show any antibacterial 

activity. The n-hexane fraction did not show any antibacterial activity at any 

concentration. The results of the comparison of the antibacterial activity of the 

extract and the beet leaf fraction with a statistically positive control using the 

Mann Whitney test showed an asymp sig value <0.05, which means that there was 

a significant difference in antibacterial activity between the extract and the beet 

leaf fraction against the positive control. However, the 100% ethyl acetate fraction 

had the same inhibition as chloramphenicol which was 20.58 mm (≥ 18 mm) 

based on the CLSI 2020. 

 

Keyword: Beet leaves, extract, fraction, antibacterial  
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BAB I 

PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang 

Penyakit infeksi merupakan salah satu masalah kesehatan yang 

terjadi bukan hanya di Indonesia tetapi di seluruh dunia. Penyakit infeksi 

dapat disebabkan karena iklim maupun bakteri patogen. Indonesia 

merupakan salah satu negara yang memiliki iklim yang dapat menjadi 

penyebab timbulnya penyakit akibat infeksi bakteri (Nursidika et al., 

2014). Pengobatan terhadap infeksi bakteri adalah antibiotik. Penggunaan 

antibiotik yang tidak tepat dapat menyebabkan masalah resistensi.   

Timbulnya resistensi bakteri patogen terhadap berbagai antibiotik 

dapat menjadi ancaman serius terhadap kesehatan masyarakat karena akan 

semakin sedikit atau bahkan tidak ada antibiotik yang efektif untuk 

pengobatan infeksi yang disebabkan oleh bakteri tersebut (Aminah, 2015). 

Keberadaan bakteri penghasil extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) 

menjadi salah satu kontribusi terhadap terjadinya infeksi multidrug-

resistant organism (MDRO) yang resisten terhadap satu atau lebih 

golongan obat antimikroba. Saat ini, infeksi MDRO semakin meningkat 

dan semakin signifikan menjadi masalah pada kesehatan masyarakat 

(Nazmi et al., 2017). Salah satu jenis bakteri yang telah dilaporkan terjadi 

resistensi adalah Escherichia coli. Antibiotik ampicillin dan cefixime E. 

coli bersifat resisten (Radji, 2011). Penelitian lainnya menunjukkan bahwa 



2 

 

 

E. coli resisten terhadap Ceftriaxone, Levofloxacin, Doxycycline dan 

Ciprofloxacin (Sumampouw, 2018).  

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 et al., 2014). Salah satu tanaman yang 

dapat digunakan sebagai alternatif adalah daun bit (Beta vulgaris L.). 

Daun bit mengandung senyawa kimia antara lain glikosida, saponin, 

flavonoid, fenolik dan tanin pada ekstrak air dan metanol (Maraie et al., 

2014). Selain itu, penelitian ini juga sebagai bentuk pemanfaatan daun bit 

yang selama ini belum banyak dieksplorasi potensinya.  

Daun bit (Beta vulgaris L.) telah diteliti memiliki aktivitas 

antibakteri terhadap bakteri K. pneumonia, E. coli, S. thypi, S. aureus, B. 

subtilis pada ekstrak etanol, fraksi kloroform, fraksi n-heksana, dan fraksi 

etil asetat. Aktivitas antibakteri ekstrak etanol dan fraksi kloroform dari 

daun bit terhadap bakteri E. coli yaitu pada 6 µL dan 12 µL membentuk 

zona hambat 8,0 mm dan 9,0 mm. Fraksi kloroform daun bit memiliki 

aktivitas antibakteri dengan zona hambat pada 6 µL dan 12 µL masing-

masing 10,0 mm dan 16,0 mm. Fraksi n-heksana dan etil asetat dari daun 

bit tidak memberikan aktivitas antibakteri baik pada 6 µL maupun 12 µL 

karena tidak terbentuk zona hambat (Hussain et al., 2011). Berdasarkan 

laporan penelitian diatas, daun bit (Beta vulgaris L.)  memiliki senyawa 
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yang berpotensi sebagai antibakteri yang dilaporkan pada bakteri 

Escherichia coli. Perlu dilakukan penelitian ini yaitu untuk membuktikan 

aktivitas antibakteri ekstrak dan fraksi daun bit terhadap bakteri 

Escherichia coli ESBL. Fraksinasi dilakukan dengan tiga pelarut yang 

berbeda yaitu n-heksana, etil asetat, dan air. Fraksinasi dilakukan untuk 

memisahkan senyawa berdasarkan sifat kepolarannya. Fraksinasi yang 

dilakukan dengan menggunakan Bioassay Guided Fractination yaitu 

metode yang dapat menghasilkan produk yang spesifik memiliki aktivitas 

yang dicari. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Hussain, et al 

(2011) fraksi kloroform daun bit memiliki aktivitas antibakteri dengan 

terbentuknya zona hambat pada 6 µL dan 12 µL masing-masing 10,0 mm 

dan 16,0 mm. Namun, pada penelitian ini pelarut kloroform diganti 

dengan etil asetat karena lebih aman berdasarkan Surat Edaran BPOM No. 

HK.04.02.42.421.12.17.1673 paparan per hari untuk etil asetat 50 mg/kg 

sedangkan,  paparan per hari yang diperbolehkan untuk kloroform adalah 

0,6 mg/kg.  

Uji aktivitas antibakteri yang digunakan adalah metode difusi. 

Metode difusi dilakukan dengan mengamati terbentuk atau tidaknya zona 

hambat pertumbuhan bakteri pada sekeliling cakram yang bersifat 

antimikroba (Harmita, 2004).  
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B. Rumusan Masalah 

1. Apakah ekstrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi 

air dari daun bit (Beta vulgaris L.) berpotensi menghambat 

pertumbuhan bakteri Escherichia coli ESBL?  

2. Apakah kemampuan ekstrak etanol dan fraksi-fraksi daun bit (Beta 

vulgaris L.) penghambatannya setara dengan kontrol positif 

kloramfenikol secara statistik menggunakan software SPSS? 

3. Apakah kemampuan ekstrak etanol dan fraksi-fraksi daun bit (Beta 

vulgaris L.) penghambatannya setara dengan kontrol positif 

kloramfenikol secara deskriptif berdasarkan CLSI 2020? 

 

C. Tujuan Penelitian 

1. Penelitian ini dilakukan untuk membuktikan ekstrak etanol, fraksi n-

heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi air daun bit (Beta vulgaris) 

mampu menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli ESBL.  

2. Penelitian ini dilakukan untuk membandingkan kemampuan 

penghambatan ekstrak etanol dan fraksi-fraksi daun bit (Beta vulgaris 

L.) terhadap bakteri Escherichia coli ESBL secara statistik 

menggunakan software SPSS.  

3. Penelitian ini dilakukan untuk membandingkan kemampuan 

penghambatan ekstrak etanol dan fraksi-fraksi daun bit (Beta vulgaris 

L.) terhadap bakteri Escherichia coli ESBL secara deskriptif 

berdasarkan CLSI 2020. 
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D. Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi 

dalam upaya pengembangan obat tradisional khususnya dalam bidang 

farmasi dalam pemanfaatan daun bit (Beta vulgaris L.) yang berkhasiat 

sebagai antibakteri.  
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BAB III 

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 L.) terhadap Escherichia coli 

ESBL. 

 

B. Populasi Sampel 

1. Populasi  

Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman bit (Beta 

vulgaris L.) yang tumbuh di daerah Selo, Boyolali, Jawa Tengah.  

2. Sampel  

Sampel yang digunakan pada penelitian adalah daun bit (Beta vulgaris 

L.). Daun bit yang diambil secara acak berumur seragam yaitu 90 hari, 

memilih daun yang masih segar, tidak rusak dan bebas dari kotoran 

yang diperoleh dari Selo, Boyolali, Jawa Tengah. 

 

C. Variable Penelitian 

1. Variabel bebas dalam penelitian ini adalah konsentrasi 100%, 50%, 

dan 25% ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat, air dari daun bit 

(Beta vulgaris L.) yang diuji pada bakteri Escherichia coli ESBL 

dengan metode difusi.  
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2. Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah pertumbuhan bakteri 

Escherichia coli ESBL yang dipengaruhi oleh ekstrak etanol daun bit 

secara maserasi, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, fraksi air yang 

dilihat dari zona hambat.  

3. Vaiabel terkendali dalam penelitian ini adalah kemurnian bakteri 

Escherichia coli ESBL, kondisi laboratorium (meliputi inkasi, alat, dan 

bahan yang harus steril), media yang digunakan dalam penelitian, dan 

metode penelitian, tempat tumbuh tanaman, waktu panen, metode 

ekstraksi maserasi.  

 

D. Definisi Operasional 

1. Ekstrak etanol adalah hasil ektraksi dari daun bit (Beta vulgaris) yang 

diperoleh dengan metode maserasi menggunakan etanol 96% lalu 

dipekatkan dengan rotary evaporator. Ekstrak diuapkan di atas 

waterbath hingga diperoleh ekstrak yang lebih kental. 

2. Fraksinasi merupakan proses pemisahan senyawa berdasarkan tingkat 

kepolaran. Fraksi daun bit (Beta vulgaris L.) merupakan hasil 

fraksinasi terhadap ekstrak etanol daun bit (Beta vulgaris L.) 

menggunakan pelarut n-heksana, etil asetat, dan air, lalu dipekatkan 

dengan rotary evaporator. Filtrat diuapkan diatas waterbath hingga 

diperoleh fraksi pekat.  

3. Diameter zona hambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli ESBL 

adalah diameter zona radikal dimana bakteri tersebut tidak dapat 
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tumbuh disekitar cakram yang ditandai dengan adanya daerah bening 

yang diukur dengan satuan millimeter. Hasil dilihat setelah diinkubasi 

selama 24-48 jam pada suhu 37
o
C, dapat dikatakan memiliki aktivitas 

antibakteri ketika memiliki zona hambat yang lebih besar 

dibandingkan dengan kontrol negatif DMSO 100% dan setara dengan 

kontrol positif kloramfenikol. 

4. Zona irradikal menunjukkan pertumbuhan bakteri tidak terhambat 

seluruhnya, sehingga pada zona tersebut masih terdapat beberapa 

koloni bakteri yang dapat bertahan atau resisten. 

5. Zona radikal adalah zona dimana sama sekali tidak ditemukan adanya 

pertumbuhan bakteri, artinya pertumbuhan bakteri dihambat 

seluruhnya atau bakteri cenderung sensitif terhadap bahan uji. 

6. Penghambatan ekstrak dan fraksi-fraksi daun bit (Beta vulgaris L.) 

dikatakan setara dengan kontrol kloramfenikol secara statistik jika 

memiliki nilai sig lebih dari 0,05 yang artinya tidak memiliki 

perbedaan yang bermakna.  

7. Penghambatan ekstrak dan fraksi-fraksi daun bit (Beta vulgaris L.) 

dikatakan setara dengan kontrol kloramfenikol secara deskriptif jika 

memiliki nilai zona hambat yang sama dalam zona hambat sensitif 

kloramfenikol (≥ 18 mm) berdasarkan CLSI 2020.  
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E. 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, HCl pekat, HCl 

2N, pereaksi meyer, dragendrof, wagner, asam asetat anhidrat, H2SO4 

pekat, FeCl3, chloramphenicol 30 µg, cefotaxim 30 µg, ceftazidime 30 

µg, pereaksi indol, methyl red, α-naftol, dan KOH 40%    

Bakteri uji yang digunakan adalah Escherichia coli ESBL yang 

diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi STIKES Nasional 

Surakarta. Media yang digunakan adalah Nutrient Agar, BHI, SIM, 

MR-VP, Simmons Citrat, TSIA, dan Muller Hinton Agar (MHA), Mac 

Conkey, PAD, glukosa, maltosa, manitol, sukrosa, dan laktosa . 

2. Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini oven (Memmert), 

autoklaf, blender (Philips), cawan petri, corong kaca, deck glass, 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 (Acis BC 500). 
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F. Cara Kerja 

1. Determinasi  

Determinasi tanaman bit dilakukan di UPT Laboratorium Herbal 

Materia Medica Batu. 

2. Pembuatan Simplisia  

Bahan yang digunakan adalah daun bit (Beta vulgaris) yang segar 

dan tidak terkena hama yang dikumpulkan dalam wadah bersih daun 

bit dicuci hingga bersih dikering anginkan sampai air berkurang. 

Kemudian, daun bit di oven pada suhu 40
o
C sampai kering. Setelah 

daun bit kering dilakukan uji penetapan kadar moisture content.   

3. Pembuatan Serbuk Simplisia  

Simplisia daun bit yang sudah kering kemudian dihaluskan dengan 

blender dan diayak dengan ayakan no. 40. Proses pembuatan serbuk 

bertujuan agar luas permukaan partikel bahan yang kontak dengan 

pelarut dapat diperluas sehingga penyarian dapat berlangsung efektif.  

4. 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 (remaserasi) 

dengan etanol 96% sebanyak 1000 mL. Rendaman kemudian ditutup 
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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 dicamprkan menjadi satu. Campuran filtrat lalu 

dievaporasi menggunakan rotary evaporator pada suhu 50
o
C dengan 

tekanan 15-20 psi sampai tidak terdapat tetesan pelarut. Ekstrak 

diuapkan menggunakan waterbath hingga diperoleh ekstrak kental. 

Ekstrak kental yang telah dihasilkan disimpan dalam botol kaca gelap 

tertutup dan disimpan dalam lemari pendingin sebelum digunakan 

untuk pengujian agar mengurangi fotodegradasi senyawa fitokimia 

akibat paparan cahaya (Aryahidayani, 2020).  

5. Fraksinasi  

Fraksi dari ekstrak etanol daun bit dilakukan dengan menimbang 

10 g ekstrak kental daun bit ditambahkan dengan 75 ml pelarut air (air 

hangat) dan n-heksana dengan perbandingan 1:1 di dalam corong 

pisah, kemudian dikocok dan didiamkan hingga tepat memisah 

menjadi dua fase yaitu fraksi air dan n-heksan. Fraksi n-heksan berada 

diatas dan fraksi air di bawah. Fraksi n-heksan yang didapat 

dipekatkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 40
o
C dan fase 

air difraksinasi kembali menggunakan pelarut etil asetat dengan 

perbandingan 1:1. Hasil yang didapat adalah fraksi etil asetat dan 

fraksi air kemudian dipekatkan. Hitung rendemen (Astana, 2018).  

6. Pengujian Kandungan Kimia  
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Identifikasi kandungan kimia dimaksudkan untuk menetapkan 

kebenaran kandungan kimia yang terkandung dalam daun bit (Beta 

vulgaris). Uji fitokimia menurut (Muthmainnah, 2017) sebagai berikut 

a. Identifikasi Flavonoid  

Sampel ditambahkan beberapa tetes HCl pekat, kemudian 

ditambahkan serbuk Magnesium. Reaksi positif jika terjadi 

perubahan warna kuning (Ikalinus et al., 2015).  

b. Identifikasi Alkaloid  

Sampel dimasukkan kedalam tabung reaksi ditetesi dengan 

5 mL HCl 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. 

c. Identifikasi Terpenoid dan Steroid  

Sampel dimasukkan dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan 

dengan kloroform, kemudian ditambahkan asam asetat anhidrat 

dan asam sulfat pekat. Reaksi positif akan ditunjukan dengan 

adanya cincin berwarna jingga/ungu untuk triterpenoid dan 

steroid dengan warna hijau kebiruan (Hasibuan et al., 2020).  
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d. Identifikasi Saponin  

Sampel dimasukkan kedalam tabung reaksi ditambahkan 10 

mL air panas, didinginkan kemudian dikocok kuat-kuat selama 

10 detik positif mengandung saponin jika terbentuk buih 

setinggi 1-10 cm tidak kurang 10 menit dan pada penambahan 

1 tetes HCl 2 N, buih tidak hilang. 

e. Identifikasi Tanin  

Sampel dimasukkan kedalam tabung reaksi ditambahkan 

dengan FeCl3 10%. Jika warnanya menunjukan hitam 

kehijauan maka mengandung tanin (La et al., 2020).  

7. 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
o
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
o
C selama 15-30 menit.  

8. Pembuatan Suspensi Bakteri 

Bakteri Escherichia coli ESBL dibiakkan terlebih dahulu pada 

media Nutrien Agar (NA) dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 

jam. Biakan bakteri diambil sebanyak 1-2 ose dan disuspensikan 

kedalam larutan NaCl 0,9% sampai diperoleh kekeruhan yang sesuai 
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dengan standar 0,5 McFarland atau sebanding dengan jumlah bakteri 

10
8
 (CFU)/mL. Jumlah bakteri telah memenuhi syarat untuk uji 

kepekaan yaitu : 10
5
 – 10

8
 CFU/mL (Nor et al., 2018).  

9. Uji karakterisai bakteri Escherichia coli ESBL 

a. Pewarnaan gram  

Identifikasi bakteri dilakukan dengan menggunakaan 

pewarnaan Gram dilakukan dengan pemberian kristal violet 

sebanyak 2 tetes dan didiamkan selama 1 menit, kemudian 

dicuci dengan aquades. Langkah selanjutnya yaitu pemberian 

lugol sebanyak 3 tetes dan didiamkan selama 1 menit kemudian 

dicuci dengan aquadest. Preparat kemudian dilunturkan dengan 

pemberian larutan alkohol sebanyak 3 tetes selama 20 detik. 

Preparat kembali dicuci dengan aquades dan diberi pewarna 

safranin selama 15 detik. Warna kemudian dibuang dan 

dibersihkan kembali dengan aquadest. Selanjutnya morfologi 

sel dapat diamati dengan penambahan minyak imersi dan 

menggunakan mikroskop (Hamidah, 2019).  

b. Uji Biokimia  

Uji biokimia menurut Sari, et al., (2019) sebagai berikut  

1) Uji Indol  

Satu ose biakan bakteri dari NA miring diinokulasikan 

ke dalam media, lalu diinkubasikan selama 24 jam pada 

suhu 37
o
C, ditambahkan 0,2-0,3 ml pereaksi indol ke 
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dalam masing-masing tabung, kocok dan diamkan 

selama beberapa menit.  

2) Uji Methyl-red  

Satu ose biakan bakteri dari NA miring diinokulasikan 

ke dalam media MR-VP, lalu diinkubasi selama 24 jam 

pada suhu 37
o
C, ditambahkan 5 tetes methyl red, 

dikocok dan didiamkan selama beberapa menit. 

3)  Uji Voges Proskauer  

Satu ose dari biakan NA miring diinokulasikan ke 

dalam media MR-VP, lalu diinkubasi selama 24 jam 

dengan suhu 37
o
C, ditambahkan 3 tetes larutan alfa 

naftol dan 2 tetes larutan KOH 40%, dikocok dan 

didiamkan selama beberapa menit. 

4)  Uji Sitrat  

Satu ose dari biakan NA miring diinokulasikan ke 

dalam media Simmons Citrat, lalu diinkubasi selama 24 

jam pada suhu 37
o
C.  

5) Uji KIA  

Bakteri diinokulasi pada media KIA dengan cara 

ditusuk pada bagian dasar dan streak pada bidang 

miring, kemudian diinkubasi dalam inkubator selama 

24-48 jam. 

6) Gula-gula 
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Inokulasi ke dalam media glukosa, manitol, maltosa, 

sukrosa, dan laktosa, kemudian diinkubasi pada suhu 

37
O
C selama 24 jam.   

7) Uji PAD   

Inokulasikan bakteri pada media PAD (Phenyalanin 

Deaminase), kemudian diinkubasi pada suhu 37
O
C 

selama 24 jam.  

10. Pengujian konfirmasi Escherichia coli ESBL  

Konfirmasi ESBL pada bakteri Escherichia coli penghasil ESBL 

menggunakan metode difusi cakram berdasarkan panduan dari Clinical 

and Laboratory Standar Institute (CLSI) (CLSI, 2020). Cakram 

antibiotik yang digunakan adalah cefotaxim 30 µg dan ceftazidime 30 

µg. Bakteri uji digoreskan pada media MHA, kertas cakram yang 

berisi antibiotik diletakkan di atas MHA dan diinkubasi pada suhu 

37
o
C selama 16-18 jam. 

 
Gambar 4. Standar uji ESBL (CLSI, 2020) 
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11. Uji sensitivitas antibiotik 

Uji sensitivitas dilakukan dengan menggunakan metode difusi 

cakram. Uji ini bertujuan untuk memastikan bahwa antibiotik yang 

digunakan sebagai kontrol positif sensitif menghambat pertumbuhan 

bakteri Escherichia coli ESBL. Cakram antibiotik yang digunakan 

kloramfenikol 30 µg. Baketri digoreskan pada Nutrient Agar (NA), 

kertas cakram yang berisi antibiotik diletakkan di atas NA dan 

diinkubasi pada suhu 37
o
C selama 24 jam. Zona hambat yang 

terbentuk diukur dan hasil dianalisis dengan Clinical and Laboratory 

Standards Institue (CLSI).   

Tabel 1. Standar uji sensibilitas antibiotik 

Antibiotik  Ukuran  Interpretasi Sensibilitas (mm) 

Sensitif Intermediet  Resisten  

Chloramphenicol  30 µg ≥ 18  13-17 ≤ 12  

  Keterangan: interpretasi zona hambat mengacu pada CLSI 2020 

12. Pengujian Aktivitas Antibakteri menggunakan metode difusi 

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 30 µl ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi 

etil asetat, fraksi air, dan kloramfenikol sebagai kontrol positif dan 

DMSO 100% sebagai kontrol negatif. Konsentrasi ekstrak dan fraksi 

tiap petri dengan konsentrasi 25% atau ditimbang 0,25 gram ditambah 

DMSO sampai dengan 1 ml, konsentrasi 50% atau ditimbang 0,50 
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gram ditambah DMSO sampai dengan 1 ml, dan konsentrasi 100% 

ditimbang 1 gram ditambah DMSO sampai dengan 1 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 Esherichia coli ESBL. Metode difusi digunakan untuk 

menentukan diameter zona hambat terhadap bakteri uji. 

 

G. Analisis Data 

Data yang diperoleh untuk membandingkan aktivitas antibakteri 

ekstrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi air daun bit 

(Beta vulgaris L.) dengan kloramfenikol terhadap Escherichia coli ESBL 

dengan metode difusi, dalam penelitian ini menggunakan analisis statistik 

dengan Kruskal Wallis dan Mann Whitney menggunakan software SPSS 

22. 

 



35 

 

 

H. Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

        

 

 

       

 

 

 

 

 

Gambar 5. Alur penelitian 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

A. Kesimpulan 

1. Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat (25%, 50%, dan 100%) serta fraksi 

air (50% dan 100%) memiliki penghambatan terhadap bakteri 

Escherichia coli ESBL sedangkan fraksi n-heksan (25%, 50%, dan 

100%) dan fraksi air (25%) tidak memiliki penghambatan terhadap 

bakteri Escherichia coli ESBL. 

2. Penghambatan ekstrak dan fraksi-fraksi daun bit terhadap bakteri 

Escherichia coli ESBL tidak setara dengan penghambatan kontrol 

positif kloramfenikol secara statistic menggunkan uji Mann Whitney 

menunjukan nilai P < 0,05 yang berarti terdapat perbedaan aktivitas 

antibakteri yang bermakna. 

3. Penghambatan fraksi etil asetat 100% setara dengan penghambatan 

kontrol positf kloramfenikol secara deskriptif didapatkan diameter 

zona hambat 20,58 mm (≥ 18 mm). 

 

B. Saran 

1. Berdasarkan hasil penelitian fraksi dan ekstrak etanol daun bit mampu 

menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli ESBL dapat 
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dilakukan penelitian lebih lanjut untuk menentukan senyawa apa yang 

memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli ESBL 

2. Penelitian selanjutnya dapat melakukan pengujian antibakteri daun bit 

(Beta vulgaris L.) menggunakan jenis bakteri yang lain untuk 

mengembangkan potensi daun bit sebagai antibakteri.  
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