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INTISARI 

 

Infeksi saluran kemih (ISK) adalah infeksi oleh mikroorganisme di bagian 

traktus urinarius. Mikroorganisme yang dapat menyebabkan ISK paling banyak 

ditemui pada bakteri Escherichia coli, bakteri tersebut merupakan salah satu 

bakteri penghasil Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) yang menyebabkan 

resisten terhadap beberapa antibiotik. Bunga telang (Clitoria ternatea L.) telah 

diketahui memiliki kandungan senyawa utama antosianin yang memiliki khasiat 

antibakteri yang bisa digunakan sebagai alternatif pengobatan. Tujuan penelitian 

ini adalah untuk membuktikan dan membandingkan adanya daya hambat ekstrak 

etanol dan metanol bunga telang terhadap Escherichia coli ESBL. 

Penelitian ini menggunakan metode uji bakteri difusi cakram dengan 

variasi konsentrasi yaitu 25%, 50%, 75%, 100%. Penelitian ini menggunakan 

kontrol positif Chloramphenicol 30 µg dan kontrol negatif DMSO 10%. Data 

penelitian ini dianalisis menggunakan uji statistik One Way Anova untuk melihat 

perbedaan diameter zona hambat yang dihasilkan. 

Hasil penelitian ekstrak etanol dan metanol bunga telang positif 

mengandung antosianin, flavonoid, saponin, tanin, triterpenoid dan alkaloid yang 

mampu menghambat bakteri Escherichia coli ESBL. Aktivitas antibakteri antara 

ekstrak etanol dan metanol bunga telang didapatkan hasil yang tidak memiliki 

perbedaan bermakna (p<0,05) dengan hasil tertinggi pada konsentrasi 100% 

sebesar 8,6 mm dan 9,1 mm sedangkan dengan kontrol positif chloramphenicol 

terhadap bakteri Escherichia coli ESBL memilki hasil yang berbeda bermakna 

(p>0,05) dengan hasil zona hambat sebesar 32,2 mm. 

 

Kata Kunci: Antibakteri, Bunga Telang, Clitoria ternatea L., Escherichia coli   

ESBL 
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ABSTRACT 

 

Urinary tract infection is an infection by michroorganisms in the urinary 

tract. Microorganism that can cause urinary tract infection are most commonly 

found in Escherichia coli, these bacteria are one of Extended Spectrum Beta-

Lactamase (ESBL) bacteria that cause resistance to several antibiotics. Butterfly 

pea flower (Clitoria ternatea L.) has been known to contain the main compound 

anthocyanin which has antibacterial properties that can be used as an alternative 

treatment. The purpose of this research was to prove and compare the inhibition of 

ethanol and methanol extracts of butterfly pea flower against Escherichia coli 

ESBL. 

This research used the disc diffusion bacterial test method with variation in 

concentration of 25%, 50%, 75%, 100%. This research used a positive control of 

chloramphenicol 30 µg and negative control of DMSO 10%. The data of this 

research were analyzed using One Way Anova statistical test to see the difference 

in the diameter of the resulting inhibition zone. 

The results of the research showed that the ethanol and methanol extracts 

of butterfly pea flower were positive for anthocyanin, flavonoid, saponin, tannin, 

triterpenoid and alkaloid that were able to inhibit Escherichia coli ESBL bacteria. 

The antibacterial activity between ethanol and methanol extracts of butterfly pea 

flower showed no significant difference (<0,05) with the highest result at 100% 

concentrations of 8,6 mm and 9,1 mm while the positive control chloramphenicol 

against bacteria Escherichia coli ESBL had significantly different results (p>0,05) 

with the result that the inhibition zone was 32,2 mm. 

Keywords: Antibacterial, Butterfly pea flower, Clitoria ternatea L., Escherichia 

coli ESBL 

 



1 
 

BAB I 

PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang Masalah 

Infeksi saluran kemih (ISK) adalah infeksi oleh mikroorganisme di bagian 

traktus urinarius. Mikroorganisme yang dapat menyebabkan ISK paling banyak 

ditemui pada bakteri Escherichia coli, bakteri tersebut merupakan salah satu bakteri 

penghasil Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) (Coyle and Prince, 2008; 

Imaniah, 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. Dampak masalah ini adalah penggunaan antibiotika 

yang umumnya digunakan tidak dapat mengobati pasien yang terinfeksi. Hal ini 

menyebabkan prognosis yang buruk bagi penderita karena infeksi yang tidak teratasi 

dengan cepat (Nazmi et al., 2017). 

Pengobatan pada ISK membutuhkan terapi suportif dan antibiotik yang 

adekuat. Beberapa antibiotik yang direkomendasikan oleh Ikatan Ahli Urologi 

Indonesia (IAUI) sebagai terapi antara lain fluorokuinolon, aminopenisilin 

kombinasi dengan beta-laktam inhibitor, sefalosporin, aminoglikosida dan 

karbapenem (IAUI, 2015). Permasalahan resistensi bakteri pada penggunaan 

antibiotika merupakan salah satu masalah yang berkembang di seluruh dunia. WHO 



2 
  

mengeluarkan pernyataan mengenai pentingnya mengkaji faktor resistensi bakteri 

dan strategi untuk mengendalikan kejadian resistensi dengan memilih antibiotik yang 

sesuai berdasarkan pola kepekaan kuman yang didapatkan (Bronzwaer et al., 2002). 

Salah satu tanaman yang dapat dimanfaatkan adalah tanaman telang (Clitoria 

ternatea L.) karena selain untuk hiasan, tanaman ini mengandung senyawa bioaktif 

diantaranya flavonoid, flavonol glikosida, antosianin, flavon, flavonol, asam fenolat, 

terpenoid, alkaloid, peptida siklotida dan komponen-komponen lainnya yang berguna 

untuk pengobatan (Marpaung, 2020). 

Ekstrak bunga telang menghambat pertumbuhan beberapa bakteri patogen 

penghasil enzim Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) yaitu Escherichia coli, 

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC), Enterotoxigenic Escherichia coli 

(ETEC), Klebsiella peumoniae dan Pseudomonas aeruginosa (Kamilla et al., 2009; 

Uma et al., 2009; Pratap et al., 2012). 

Pada penelitian aktivitas antibakteri bunga telang (Clitoria ternatea L.) yang 

telah dilakukan sebelumnya, Uma (2009) telah melakukan penelitian terhadap 

bakteri Escherichia coli ESBL dengan menggunakan berbagai pelarut seperti 

metanol, kloroform dan air dengan zona hambat yang dihasilkan paling tinggi 

menggunakan pelarut metanol yaitu sebesar 16-26 mm, sedangkan untuk penelitian 

aktivitas antibakteri bunga telang (Clitoria ternatea L.) terhadap Escherichia coli 

ESBL menggunakan pelarut etanol belum pernah dilakukan sebelumnya tetapi untuk 

hasil uji aktivitas antibakteri menggunakan pelarut etanol terhadap bakteri patogen 

yang lain menghasilkan zona hambat yang lebih tinggi dibandingkan dengan pelarut 

yang lain dan etanol sendiri merupakan pelarut yang bersifat universal yang dapat 
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melarutkan senyawa polar atau senyawa non-polar, bersifat kurang toksik jika 

dibandingkan dengan metanol dan merupakan pelarut yang diizinkan oleh BPOM, 

sehingga berdasarkan uraian tersebut peneliti ingin membandingkan uji aktivitas 

antibakteri ekstrak etanol dan metanol bunga telang (Clitoria ternatea L.) terhadap 

bakteri Escherichia coli ESBL. 

 

B. Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang yang ada, didapatkan rumusan masalah pada 

penelitian ini sebagai berikut: 

1. Apakah ekstrak etanol dan metanol bunga telang (Clitoria ternatea L.) memiliki 

aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli ESBL? 

2. Bagaimana perbandingan ekstrak etanol dan metanol bunga telang (Clitoria 

ternatea L.) terhadap aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli 

ESBL? 

 

C. Tujuan Penelitian 

Tujuan pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanol dan metanol bunga telang 

terhadap bakteri Escherichia coli ESBL.  

2. Membandingkan aktivitas antibakteri ekstrak etanol dengan ekstrak metanol 

bunga telang (Clitoria ternatea L.) terhadap bakteri Escherichia coli ESBL 

dibandingkan dengan kontrol positif. 
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D. Manfaat Penelitian 

Manfaat penelitian dengan adanya dua bentuk ekstrak etanol dan metanol 

bunga telang diharapkan dapat: 

1. Memberikan informasi ilmiah mengenai aktivitas antibakteri dari bunga telang 

(Clitoria ternatea L.) terhadap bakteri Escherichia coli ESBL sehingga 

penggunaannya dapat dipertanggungjawabkan secara ilmiah.  

2. Hasil penelitian diharapkan menjadi dasar penelitian bunga telang (Clitoria 

ternatea L.) sebagai obat alternatif untuk menangani penyakit infeksi saluran 

kemih yang disebabkan oleh bakteri Escherichia coli ESBL. 

3. Menambah sumber data ilmiah atau rujukan bagi penelitian selanjutnya. 
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN 

 

A. Desain Penelitian 

Desain penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah penelitian 

eksperimental mengenai efek antibakteri antara ekstrak etanol dan metanol bunga 

telang (Clitoria ternatea L.) terhadap bakteri Escherichia coli ESBL. 

 

B. Sampel 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah bunga telang (Clitoria 

ternatea L.). Bunga telang  diambil dari pembudidayaan daerah Sukoharjo, Jawa 

Tengah. Teknik pengambilan sampel yang digunakan adalah purposive sampling 

yaitu teknik pengambilan sampel yang didasarkan pada suatu ketentuan atau 

pertimbangan tertentu yang dibuat oleh peneliti sendiri, berdasarkan ciri atau sifat-

sifat populasi yang sudah diketahui sebelumnya. Bunga telang yang digunakan 

dalam penelitian ini menggunakan bunga telang yang telah berkembang sempurna 

(dewasa), segar dan tidak rusak yang dipetik pada pagi hari saat bunga masih mekar. 

 

C. Alat dan Bahan 

1. Alat  

Alat untuk ekstraksi terdiri dari: timbangan analitik (Acis BC 500), 

blender (Philips), spatula, erlenmeyer (Pyrex), bejana maserasi, alumunium foil, 
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corong (Pyrex), rotary evaporator (IKA HB 10 basic), cawan penguap, kaca 

arloji, pipet, seperangkat alat destilasi dan alat-alat gelas standar laboratorium. 

Alat untuk uji antibakteri terdiri dari: erlenmeyer (Pyrex), tabung reaksi 

(Pyrex), rak tabung reaksi, spatula, gelas ukur (Iwaki), autoklaf, cawan petri, 

jarum ose, kapas lidi, pinset, mikropipet dan tip (Epphendorf), pembakar spiritus, 

kapas steril, oven, lemari pendingin (Sharp), inkubator dan jangka sorong 

(Vernier Caliper). 

2. Bahan  

Bahan uji yang digunakan pada penelitian ini adalah simplisia bunga 

telang (Clitoria ternatea L.) yang diperoleh dari daerah Sukoharjo, etanol 96%, 

metanol, asam klorida, larutan HCl, larutan dragendorf, larutan Wagner, larutan 

Mayer, anhidrida asetat, serbuk Mg, H2SO4 pekat, standar Mc. Farland no. 0,5, 

Nutrient Agar (NA) Oxoid, Kigler Iron Agar (KIA), Sulfide Indol Motilitas 

(SIM), TSIA (Triple Sugar Iron Agar), Citrat, Nutrient Broth (NB) Merck KgaA, 

antibiotik cakram Chloramphenicol 30 µg, kontrol negatif DMSO 10%, aquades 

steril (H2O), NaCl fisiologis 0,9%, bakteri uji Escherichia coli ESBL yang 

diambil dari sampel urin, paper disc kosong. 

 

D. Variabel Penelitian 

Variabel Penelitian Uji Aktivitas Antibakteri yaitu :  

1. Variabel Bebas  

Pelarut dan konsentrasi ekstrak etanol dan metanol bunga telang (Clitoria 

ternatea L.).  
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2. Variabel Tergantung  

Diameter zona radikal yang dihasilkan terhadap bakteri Escherichia coli 

ESBL dari ekstrak etanol dan metanol bunga telang (Clitoria ternatea L.).  

3. Variabel Terkendali  

Media pertumbuhan bakteri, bakteri Escherichia coli ESBL, lama 

inkubasi, dan suhu inkubasi. 

 

E. Definisi Operasional 

1. Ekstrak kental bunga telang (Clitoria ternatea L.) adalah sediaan pekat yang 

diperoleh dengan metode remaserasi menggunakan etanol 96% dan metanol lalu 

dipekatkan hingga diperoleh ekstrak kental yang tidak mengandung cairan 

pelarut lagi. 

2. Aktivitas antibakteri diukur berdasarkan diameter zona hambat pertumbuhan 

bakteri Escherichia coli ESBL. Diameter zona radikal yaitu dimana bakteri 

tersebut tidak tumbuh di sekitar cakram yang ditandai dengan adanya daerah 

bening yang diukur dengan satuan milimeter. Hasil tersebut dapat dilihat setelah 

diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu 37ºC, berdasarkan konsentrasi terendah 

dibandingkan dengan kontrol negatif DMSO 10% dan kontrol positif 

Chloramphenicol 30 μg yang ditandai dengan berkurangnya pertumbuhan bakteri 

pada media agar.  

3. Ekstrak etanol dan metanol bunga telang dikatakan memiliki aktivitas antibakteri 

terhadap bakteri Escherichia coli ESBL jika hasil diameter zona hambatnya 
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berbeda bermakna dengan diameter zona hambat dari kontrol negatif yaitu 

DMSO 10%.  

 

F. Jalannya Penelitian 

1. Determinasi tumbuhan 

Tanaman telang yang digunakan dalam penelitian dideterminasi di 

Laboratorium Biologi Fakultas Keguruan dan Ilmu Pendidikan, Universitas 

Muhammadiyah Surakarta.  

2. Penyiapan bahan sampel  

Bunga telang (Clitoria ternatea L.) yang telah diperoleh dilakukan sortasi 

untuk memisahkan kotoran-kotoran atau bahan-bahan asing sehingga dapat 

mengurangi jumlah pengotor yang ikut terbawa dalam bahan uji, kemudian 

dicuci dengan air mengalir. Bunga telang dikeringkan dengan cara dijemur 

dibawah sinar matahari dengan ditutup kain hitam diatasnya selama 1 hari 

kemudian dilanjutkan dengan dioven pada suhu 50°C selama 4 jam. Bunga yang 

telah kering kemudian dihaluskan menjadi serbuk halus (simplisia) menggunakan 

blender, kemudian diayak menggunakan pengayak nomor 20 (Mulangsri, 2019). 

3. Ekstraksi sampel 

Ekstraksi bunga telang dilakukan secara maserasi dengan pelarut etanol 

dengan cara ditimbang sebanyak 200 gram serbuk simplisia kering kemudian 

dilakukan ekstraksi dengan menggunakan etanol 96% dengan perbandingan 1:7,5. 

Maserasi dilakukan dengan pelarut etanol masing-masing 1500 mL di dalam 

wadah terhindar dari cahaya selama 3 hari sambil sesekali diaduk tiap 12 jam. 
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Maserat yang diperoleh disaring dilakukan proses remaserasi dengan sisa pelarut 

etanol yaitu 500 mL (1:2,5) selama 2 hari hingga warna pelarut etanol bening 

yang menandakan pelarut tersebut sudah tidak bisa menarik senyawa yang 

terdapat dalam simplisia. Hasil maserat yang diperoleh dikumpulkan kemudian 

diuapkan filtrat ekstrak bunga telang menggunakan alat rotatory evaporator 

dengan suhu 50°C dan diresidukan dengan waterbath suhu 50°C hingga 

diperoleh ekstrak kental (Khumairoh, 2020). Ekstrak kental yang diperoleh 

ditimbang untuk menghitung rendemen dan disimpan di tempat yang terlindung 

dari cahaya atau botol berwarna gelap sampai saat digunakan untuk pengujian. 

Ekstraksi menggunakan pelarut metanol dilakukan dengan cara yang sama 

seperti ekstraksi menggunakan pelarut etanol. 

4. Uji keberadaan etanol dan metanol 

Uji ini dilakukan untuk mengetahui apakah ekstrak etanol bunga telang  

(Clitoria ternatea L.) masih mengandung etanol atau tidak. Uji ini dilakukan 

dengan ekstrak sebanyak 0,5 g ditambahkan 2 mL asam asetat dan 2 mL H2SO4, 

kemudian dipanaskan. Reaksi positif bebas etanol ditunjukkan dengan tidak 

tercium bau ester wangi. Jika masih tercium bau ester wangi, artinya masih ada 

kandungan etanol yang mengalami esterifikasi (Schoorl, 1998). 

5. Uji penetapan kadar etanol 

Uji ini dilakukan untuk menetapkan kadar etanol yang terkandung dalam 

ekstrak etanol bunga telang (Clitoria ternatea L.). Uji dilakukan dengan ekstrak 

pekat bunga telang ditimbang 4 g dan dilarutkan dalam aquades sampai 50 mL. 

Kemudian dimasukkan ke dalam labu destilasi, suhu destilat diatur pada 78,5°C. 
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proses destilasi ± 3 jam atau dihentikan apabila tidak menetes lagi. Kadar sisa 

etanol ditentukan dengan metode berat jenis (Saifudin et al., 2011). 

Piknometer dicuci, dikeringkan dan ditimbang pada neraca analitik. 

Dicatat sebagai berat piknometer kosong (WO1). Diukur suhu aquadest (20°C), 

kemudian ditimbang dicatat sebagai berat piknometer + aquades (W1). 

Piknometer dicuci kembali, dikeringkan dan ditimbang pada neraca analitik 

dicatat sebagai berat piknometer kosong (WO2). Diukur suhu destilat (20°C), 

kemudian ditimbang dicatat sebagai berat piknometer + destilat (W2) kemudian 

ditentukan massa jenis destilat dengan rumus: 

  

 

 

 

 Kadar alkohol ditentukan menggunakan daftar hubungan BJ destilat 

dengan kadar alkohol pada farmakope (Depkes, 1995). Kadar etanol untuk uji 

antibakteri Escerichia coli tidak lebih dari 40% (Rutala et al., 2019). 

6. Skrining fitokimia 

a. Pembuatan larutan uji fitokimia 

Masing-masing ekstrak kental etanol dan metanol bunga telang 

(Clitoria ternatea L.) sebanyak 500 mg dilarutkan dalam pelarut 50 mL 

etanol 95% dan 50 mL metanol (Susanti et al., 2014). 
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b. Pemeriksaan flavonoid 

Larutan uji direaksikan dengan HCl dan serbuk Mg, positif 

mengandung flavonoid apabila menghasilkan warna merah (Alamsyah, 

2014).  

c. Pemeriksaan saponin 

Larutan uji ditambahkan dengan air hangat, dikocok vertical selama 

10 detik kemudian dibiarkan selama 10 detik. Pembentukan busa setinggi 1–

10 cm yang stabil selama tidak kurang dari 10 menit, menunjukkan adanya 

saponin. Pada penambahan 1 tetes HCl 2 N, busa tidak hilang (Alamsyah, 

2014).  

d. Pemeriksaan tanin 

Larutan uji direaksikan dengan larutan besi (III) klorida 10%, jika 

terjadi warna biru tua atau hitam kehijauan menunjukkan adanya tanin 

(Simaremare, 2014). 

e. Pemeriksaan triterpenoid dan steroid 

Pemeriksaan triterpenoid dan steroid dilakukan dengan reaksi 

Liebermann-Burchard. Larutan uji sebanyak 2 mL diuapkan dalam cawan 

porselin. Residu dilarutkan dengan 0,5 mL kloroform, kemudian 

ditambahkan 0,5 mL asam asetat anhidrat. Asam sulfat pekat sebanyak 2 mL 

selanjutnya ditambahkan melalui dinding tabung. Terbentuk cincin 

kecoklatan atau violet pada perbatasan larutan menunjukkan adanya 

triterpenoid, sedangkan bila muncul cincin biru kehijauan menunjukkan 

adanya steroid (Arum et al., 2012). 
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f. Pemeriksaan alkaloid 

Larutan uji diujikan dengan uji Mayer menghasilkan endapan putih, 

kemudian uji Wagner menghasilkan endapan coklat dan uji Dragendroff 

menghasilkan endapan merah kecoklatan (Alamsyah, 2014). 

7. Identifikasi antosianin dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

Ekstrak kental hasil ekstraksi masing-masing dilarutkan dengan etanol 96% 

dan metanol kemudian ditotolkan sepanjang plat silika GF254 dengan 

menggunakan pipet mikro pada jarak 1 cm dari garis bawah dan 1 cm dari garis 

atas dan jarak elusi sebesar 8 cm. Selanjutnya dielusi dengan menggunakan eluen 

n-butanol : asam asetat : air (BAA) dengan perbandingan (4:1:5). Hasil KLT 

kemudian diangin-anginkan dan diperiksa di bawah sinar UV pada panjang 

gelombang 366 nm. Bercak yang terbentuk pada plat dihitung nilai Rf dan 

dibandingkan dengan standar (Koirewoa et al., 2012). 

8. Sterilisasi alat dan bahan 

Alat dan bahan untuk pemeriksaan mikrobiologi terlebih dahulu 

disterilkan sebelum digunakan untuk menghindari terjadinya kontaminasi dalam 

pengujian. Pertama, alat-alat yang akan digunakan didetoks terlebih dahulu lalu 

dikeringkan. Selanjutya alat yang telah didetoksifikasi bersama dengan bahan 

media disterilisasi menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit. 

Alat-alat yang disterilkan menggunakan autoklaf biasanya alat-alat yang terbuat 

dari kaca seperti tabung reaksi, erlenmeyer dan cawan petri. Alat yang lain dapat 

disterilisasi dengan dipijarkan pada lampu bunsen atau dicelupkan ke dalam 

alkohol 70% dan dilewatkan di api bunsen (Kulla, 2016). 
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9. Uji karakterisasi bakteri Escherichia coli ESBL 

a. Pengecatan Gram 

Dibuat preparat bakteri kemudian ditetesi dengan cat Gram A Kristal 

Violet dan dibiarkan selama 1 menit. Zat warna dibuang dan dicuci 

menggunakan air mengalir. Kemudian preparat ditetesi dengan cat Gram B 

lugol iodine dan dibiarkan selama 1 menit, lalu zat warna dibuang dan dicuci 

dengan air mengalir. Preparat ditetesi dengan cat Gram C alkohol dibiarkan 

30 detik lalu segera dibuang. Setelah itu preparat ditetesi dengan cat Gram D 

safranin, dibiarkan selama 1 menit dan zat warna dibuang lalu dicuci dengan 

air mengalir. Preparat dikeringkan dan diamati di bawah mikroskop dengan 

perbesaran 100×. 

b. Isolasi Bakteri pada Media MacConkey 

Bakteri yang telah digoreskan pada media MacConkey Agar 

diinkubasi pada suhu 37˚C selama 24 jam. Kemudian diamati koloni pada 

media MacConkey. 

c. Uji Biokimia 

1. Uji (Sulfide Indole Motility) SIM (Dwinna et al., 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.  
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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)  

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.  

3. Uji VP (Voges Proskauer)  

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 (Kigler Inron Agar/Triple Sugar Iron Agar ) KIA/TSIA  

Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri ke media TSIA 

diambil 1 ose dan ditanam dengan cara digores pada lereng media dan 

ditusukan sampai dasar media, diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.  

5. Citrat  

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 biru pada media. 
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6. Urea 

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 menjadi merah. 

7. Uji (Phenil Alanin Diaminase) PAD  

Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri ke media, diinkubasi 

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

pada media setelah ditambahkan HCl 0,1 N sampai media berwarna 

kuning dan ditambahkan 5 tetes FeCl3 10%.  

8. Fermentasi karbohidrat  

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. 

11. Pembuatan suspensi bakteri  

Bakteri dari kultur kerja dibuat suspensi bakteri dengan menggunakan 

larutan NaCl fisiologi. Dengan cara koloni bakteri diambil lima ose bakteri uji 

Escherichia coli ESBL kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 

10 mL NaCl 0,9%, lalu dikocok sampai homogen. Kekeruhan suspensi bakteri 

tersebut lalu dibandingkan dengan standar Mac Farland no. 0,5 (Handayani, 

2016). 
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12. Uji pemastian bakteri Escherichia coli ESBL  

Pengujian konfirmasi ESBL pada bakteri Escherchia coli penghasil ESBL 

menggunakan difusi cakram metode Double Disk Synergy Test (DDST) 

berdasarkan panduan dari Clinical and Laboratory Standar Institute (CLSI) 

(CLSI, 2019). Bakteri digoreskan pada Nutrient Agar (NA) sampai seluruh 

permukaan cawan petri tertutup kemudian kertas cakram yang berisi antibiotik 

ceftazidime dan cefotaxime diletakkan di atas NA dan diinkubasikan pada suhu 

37˚C selama 24 jam. Hasil positif menunjukkan bakteri Escherichia coli 

penghasil ESBL apabila zona hambat yang dihasilkan sebesar ≤ 12 mm. 

Tabel 2. Standar Uji Sensibilitas Antimikroba 

Antibiotik Ukuran 
Interpretasi Sensibilitas 

Keterangan 
Sensitif Intermediet Resisten 

Chloramphenicol 

(cl) 

30µg ≥ 18 13-17 ≤ 12 Enterobacteriaceae 

Ceftazidime 

(caz) 

30µg - - ≤ 22 Uji skrining dan 

konfirmasi ESBL 

pada Escherichia coli Cefotaxime (ctx) 30µg - - ≤ 27 

               Sumber: CLSI, 2019 

13. Uji antibakteri ekstrak etanol dan ekstrak metanol bunga telang terhadap 

bakteri uji  

Media agar NA yang telah disterilkan dimasukkan kedalam cawan petri 

steril masing-masing sebanyak 10 mL dan dibiarkan memadat pada suhu kamar. 

Media tersebut ditetesi dengan 100 𝜇L suspensi bakteri uji dan diratakan dengan 

menggunakan kapas lidi steril sampai rata dan kering. Kertas cakram steril 

dengan diameter 6 mm diteteskan ekstrak etanol 96% dan ekstrak metanol bunga 

telang (Clitoria ternatea L.) sebanyak 10 𝜇L dengan masing-masing konsentrasi 

yaitu 25%, 50%, 75% dan 100%, kemudian diletakkan pada media agar padat 

yang telah ditetesi 100 𝜇L suspensi bakteri uji. DMSO 10% sebagai kontrol 
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negatif, dan kertas cakram chloramphenicol sebagai kontrol positif, kemudian 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam dan setelah diinkubasi diukur zona 

hambat yang terbentuk yang ditandai dengan adanya zona bening menggunakan 

jangka sorong (Prayoga, 2013). 

 

G. Analisis Data 

Aktivitas antibakteri dari ekstrak etanol dan ekstrak metanol bunga telang 

(Clitoria ternatea L.) terhadap bakteri Escherichia coli ESBL didapatkan dari 

pengukuran zona hambat yang terbentuk pada media menggunakan jangka sorong, 

kemudian data diameter zona hambat tersebut dikategorikan ke penilaian menurut 

CLSI yaitu resisten, intermediet atau sensitif. Penilaian dikatakan resisten apabila 

zona hambat yang dihasilkan sebesar ≤ 12 mm, intermediet dengan zona hambat 13-

17 mm dan sensitif dengan zona hambat sebesar ≥ 18 mm. 

Tabel 3. Kriteria penilaian diameter zona hambat pada chloramphenicol 

Jenis Antibiotik Kode Disk Potensi 
Uji Kultur (diameter zona dalam mm) 

Resisten Intermediet Sensitif 

Chloramphenicol C 30 µg ≤ 12 13-17 ≥ 18 

 

Setelah itu, data diameter zona hambat dimasukkan dalam program SPSS dan 

dapat dilihat dari hasil uji statistik One Way Anova. Uji ANOVA dilakukan atas 

dasar asumsi bahwa data terdistribusi normal dan variansi data homogen. Langkah 

awal hasil zona hambat pada masing-masing ekstrak dimasukkan dalam data view 

SPSS kemudian diuji homogenitas pada perintah analyze kemudian ke compare 

means lalu One-Way ANOVA setelah itu pada data daya hambat dimasukkan dalam 

kotak dependent list sedangkan untuk konsentrasi ekstrak dimasukkan dalam kotak 

factor, setelah itu klik pada option kemudian centang pada pilihan Homogeneity of 
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variance. Hasil dari uji homogenitas tersebut dilihat pada nilai Sig. jika p>0,05 maka 

data penelitian homogen, jika p<0,05 maka data penelitian tidak homogen. Pada hasil 

Anova jika jika p<0,05 maka ada perbedaan, jika p>0,05 maka data penelitian tidak 

ada perbedaan. Jika hasil dari uji homogenitas didapatkan p>0,05 dilanjutkan dengan 

uji Post Hoc dengan cara pada menu analyze kemudian ke compare means lalu One-

Way ANOVA setelah itu pada data tadi daya hambat sudah dalam kotak dependent 

list sedangkan untuk konsentrasi ekstrak sudah dalam kotak factor, kemudian pilih 

Post Hoc dan centang pada Tukey. Dari hasil Post Hoc tersebut dapat dilihat 

perbedaan antar masing-masing konsentrasi ekstrak. Jika p<0,05 pada Homogencity 

of Variance variansi data tidak homogen, maka analisis dilanjutkan dengan uji non-

parametrik K-Independent sampel (Febrianasari, 2018).  
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H. Alur Penelitian 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

A. Kesimpulan 

1. Ekstrak etanol dan metanol bunga telang (Clitoria ternatea L.) memiliki aktivitas 

antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli ESBL dengan diameter zona hambat 

tertinggi pada konsentrasi 100% pada ekstrak etanol sebesar 8,8 mm dan ekstrak 

metanol sebesar 9,1 mm. 

2. Aktivitas antibakteri ekstrak metanol bunga telang (Clitoria ternatea L.) terhadap 

Escherichia coli ESBL lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak etanol, tidak 

memiliki perbedaan bermakna (p>0,05) pada tiap konsentrasi dan tidak ada 

konsentrasi ekstrak bunga telang yang memiliki kemampuan penghambatan yang 

setara dengan kontrol positif Chloramphenicol 30 µg. 

 

B. Saran  

Perlu penelitian lebih lanjut untuk melakukan purifikasi ekstrak terhadap 

senyawa antibakteri pada sampel bunga telang (Clitoria ternatea L.) sehingga dapat 

diperoleh senyawa tunggal yang paling berpotensi sebagai antibakteri. 
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