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INTISARI

Sabut kelapa muda mengandung senyawa flavonoid, fenol, tanin dan
saponin yang dapat digunakan sebagai antibakteri. Ekstrak etanol sabut kelapa
muda diteliti memiliki aktivitas antibakteri yang baik. Penelitian ini bertujuan
untuk melihat aktivitas penghambatan ekstrak etanol dibandingkan fraksi-fraksi
ekstrak etanol sabut kelapa muda dalam menghambat bakteri Escherichia coli
ESBL (Extended Spectrum Beta Lactamase).

Sabut kelapa muda di ekstraksi dengan metode maserasi menggunakan
pelarut etanol 95% dan difraksinasi dengan pelarut n-heksan dan etil asetat.
Aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi sumuran. Aktivitas
antibakteri menggunakan 3 perlakuan konsentrasi yaitu 25%, 50% dan 75%.
Kontrol negatif yang digunakan DMSO 10%, sedangkan kontrol positif yang
digunakan yaitu kloramfenikol. Hasil ditunjukkan dari diameter zona hambat
radikal. Analisis statistik hasil uji antibakteri menggunakan One Way Anova

Ekstrak etanol dan fraksi-fraksi dari ekstrak etanol sabut kelapa muda
mampu menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli ESBL. Diameter zona
hambat radikal paling besar terdapat pada fraksi etil asetat konsentrasi 75%
sebesar 10,9 mm. Analisis statistik menunjukkan bahwa ekstrak dan fraksi-fraksi
ekstrak etanol sabut kelapa muda berbeda signifikan dengan kontrol negatif (sig
<0.05).

Kata kunci : Sabut kelapa muda, ekstrak, fraksi, antibakteri
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ABSTRACT

Young coconut coir contains flavonoid compounds, phenols, tannins and
saponins that can be used as antibacterial. The ethanol extract of young coconut
coir was studied to have good antibacterial activity. This study aimed to see the
inhibitory activity of ethanol extract compared fractions of young coconut coir
ethanol extract in inhibiting Escherichia coli ESBL (Extended Spectrum Beta
Lactamase) bacteria.

Young coconut coir of extracted using 95% ethanol solvent of maceration
method and patition using n-hexane and ethyl acetate solvent. Antibacterial
activities using the diffusion method with concentrations of 25%, 50% and 75%.
The negative control used DMSO 10%, while positve control used was
chloramphenikol. The result are shown from the radical inhibition zone diameter.
Statistical analysis of antibacterial test results using One Way Anova

Ethanol extract and fractions of ethanol extract of young coconut coir
inhibited Escherichia coli ESBL bacteria. The largest radical inhibition zone was
found in the ethyl acetate fraction with a concentration of 75% at 10.9 mm.
Statistical analysis showed that the extract and fractions of young coconut coir
ethanol extract were significantly different from the negative control (sig <0.05).

Key words : Young coconut coir, extraxt, fraction, antibacterial
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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Extended Spectrum Beta Lactamase (ESBL) sering ditemukan pada
bakteri golongan Enterobacteriaceae adalah kelompok bakteri basil gram negatif
yang besar dan heterogen, dengan habitat alaminya di saluran cerna manusia dan
hewan. Family Enterobacteriaceae memiliki banyak genus seperti Escherichia,
Klebsiella, Salmonella, Shigella, dan lain-lain. Enterobacteriaceae terdiri dari 25
genus dan 110 spesies, tetapi hanya 20-25 spesies yang memiliki arti klinis, dan
spesies lainnya jarang ditemukan (Jawetz et al., 2008).

Escherichia coli penghasil Extended Spectrum Beta Lactamase (ESBL)
telah banyak mengalami resistensi khususnya antibiotik golongan beta laktam,
yaitu 10% terhadap seftriakson dan sefotaksim, 20% terhadap sefpodoksim,
2,28% terhadap seftazidim, dan 12,22% terhadap aztreonam (Yanuarti, 2010).
Infeksi berkepanjangan yang disebabkan oleh resistensi antibiotik menyebabkan
kerugian cukup besar. Kerugian yang didapatkan meliputi perpanjangan penyakit,
meningkatnya risiko kematian, dan semakin lamanya perawatan di rumah sakit
(Humaida, 2014).

Salah satu bahan alam yang berpotensi dikembangkan sebagai antibakteri
yaitu sabut kelapa. Ekstrak etanol sabut kelapa memiliki kandungan senyawa
metabolit sekunder seperti senyawa tanin, fenol, dan flavonoid. Berdasarkan hasil

penelitian Sumarni, et al (2019) menyatakan bahwa ekstrak etanol sabut kelapa



dapat menghambat pertumbuhan mikroba pada tahu yaitu pada konsentrasi 7000
ppm dengan waktu 24 jam sebesar 3751 Cfu/ml untuk bakteri Staphylococcus
aureus dan konsentrasi 7000 ppm dengan waktu 96 jam sebesar 4736,67 Cfu/ml
pada bakteri Escherichia coli. Hasil penelitian Ismail, et al (2016) menyatakan
bahwa ekstrak etanol sabut kelapa dapat menghambat bakteri patogen saluran
cerna seperti Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi,
Staphylococcus epidermis, Streptococcus mutans, Shigella disenteriae dan Vibrio
sp.

Ekstrak metanol sabut kelapa muda dapat menghambat bakteri Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella thypi,
Staphylococcus epidermis, dan Streptococcus mutans. Fraksi larut etil asetat dapat
menghambat bakteri Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella thypi, Staphylococcus epidermis, Streptococcus mutans dan
Staphylococcus aureus (Mahmudah, 2011).

Penelitian-penelitian terkait ekstrak etanol sabut kelapa sebagai antibakteri
tersebut menunjukkan bahwa ekstrak etanol sabut kelapa memiliki potensi yang
baik untuk dikembangkan sebagai antibakteri khususnya untuk bakteri ESBL.
Perkembangan sediaan obat tradisional saat ini tidak hanya terbatas pada ekstrak
saja, namun juga perlu diteliti lebih lanjut hingga tahap fraksinasi, karena proses
fraksinasi diharapkan dapat memisahkan senyawa yang tidak diperlukan sehingga
aktivitas antibakterinya lebih baik. Metode sumuran dipilih karena metode ini
mudah untuk dilakukan pengukuran zona hambat dan sampel tidak hanya

berdifusi di permukaan saja, namun juga di area bawah media.



B. Rumusan Masalah
Apakah ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat dan fraksi air dari
sabut kelapa muda (Cocos nucifera Linn) memiliki aktivitas antibakteri
terhadap bakteri Escherichia coli ESBL (Extended Spectrum Beta
Lactamase)?
Ekstrak atau fraksi manakah yang memberikan diameter zona hambat yang
paling besar terhadap bakteri Escherichia coli ESBL (Extended Spectrum

Beta Lactamase)?

C. Tujuan Penelitian
Untuk mengetahui aktivitas antibakteri dari ekstrak etanol, fraksi n-heksan,
fraksi etil asetat dan fraksi air dari sabut kelapa muda (Cocos nucifera Linn)
terhadap bakteri Escherichia coli ESBL (Extended Spectrum Beta
Lactamase).
Untuk mengetahui ekstrak atau fraksi sabut kelapa yang memberikan zona

hambat terhadap Escherichia coli ESBL yang paling besar.

D. Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat pengetahuan tambahan bahwa ekstrak dan
fraksi ekstrak sabut kelapa muda memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Escherichia coli ESBL (Extended Spectrum Beta Lactamase).
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kepada masyarakat

tentang aktivitas antibakteri dari ekstrak dan fraksi sabut kelapa muda (Cocos



nucifera Linn) yang paling besar terhadap bakteri Escherichia coli ESBL

(Extended Spectrum Beta Lactamase).



BAB IlI

METODE PENELITIAN

A. Desain penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan melakukan analisis
pada data aktivitas antibakteri dari berbagai fraksi sabut kelapa muda terhadap

Escherichia coli ESBL (Extended Spectrum Beta Lactamase).

B. Alat dan bahan
1. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah botol maserasi,
neraca analitik (Acis BC 500), blender (Philips), rotary evaporator (IKA HB
10 basic), bejana maserasi, waterbath (Memmert), cawan porselen ( Herma),
corong pisah (pyrex), gelas ukur (Iwaki), beaker glass (pyrex), kertas saring,
kertas label, mikroskop, rak tabung reaksi, pipet tetes, oven (Memmert),
Moisture Balance (Radwag MA5S0R).

Alat untuk uji bakteri terdiri dari: Erlenmeyer (lwaki), tabung reaksi, rak
tabung reaksi, spatula, autoklaf (Memmert), cawan petri, jarum ose, pinset,
mikropipet dan tip, pembakar spirtus, lemari pendingin, inkubator
(Memmert), Cork borer dan jangka sorong.

2. Bahan
Bahan sampel yang digunakan yaitu sabut kelapa muda, bakteri uji

Escherichia coli ESBL. Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah
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Nutrien Agar (NA). Bahan kimia yang digunakan yaitu pelarut n-heksan
(Teknis), etil asetat (Teknis), etanol 95% (Teknis), spirtus, aquades, pereaksi
dragendorf, FeCl; (E, Merck), serbuk magnesium (E, Merck), HCI pekat (E,
Merck), Lieberman Buchard.

Bahan uji antibakteri yang digunakan dalam penelitian ini yaitu cat Gram
A (Merck), cat Gram B (Merck), cat Gram C (Merck), cat Gram D (Merck),
standar Mc. Farland no. 0,5, Nutrien Agar (NA) (Merck), media MC (Merck),
antibiotik kloramfenikol, aquades (Medika), NaCl fisiologis 0,9%, Sulfide
Indole Motility (SIM) (Merck), reagen Methyl Red, reagen Barried, KOH
40%, Kligler Iron Agar (KIA) (Merck), urea (Merck), citrat (Merck), kontrol

negatif DMSO 10%.

C. Populasi dan sampel

Populasi

Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah sabut kelapa muda
(Cocos nucifera Linn) yang diambil dari buah kelapa muda di daerah
Karanganyar, Jawa Tengah.
. Sampel

Sampel yang dipergunakan dalam penelitian ini adalah sabut kelapa muda
(Cocos nucifera Linn) . Sabut kelapa dari tanaman kelapa hijau yang diambil
secara acak dengan memilih kelapa dengan umur 4-6 bulan yang diambil dari
daerah Karanganyar, Jawa Tengah, teknik pengambilan sampel yang

digunakan adalah purposive sampling vyaitu teknik pengambilan yang
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didasarkan pada suatu ketentuan atau pertimbangan tertentu yang dibuat oleh
peneliti sendiri, berdasarkan ciri atau sifat-sifat populasi yang sudah diketahui
sebelumnya sabut kelapa dalam penelitian ini menggunakan sabut kelapa

muda dari kelapa hijau.

D. Variabel penelitian

Variabel bebas dari penelitian ini yaitu ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi
etil asetat dan fraksi air sabut kelapa muda dengan seri konsentrasi yang
berbeda yaitu 25%, 50% dan 75%.

Variabel tergantung pada penelitian ini yaitu diameter zona hambat dari
ekstrak etanol dan fraksi-fraksi sabut kelapa muda terhadap bakteri
Escherichia coli ESBL (Extended Spectrum Beta Lactamase)

Variabel terkendali dari penelitian ini adalah kondisi laboratorium (meliputi
alat dan bahan yang digunakan harus steril) dan media yang digunakan untuk

penelitian.

E. Definisi operasional
Ekstrak etanol sabut kelapa muda adalah hasil ekstraksi dari sabut kelapa usia
4-6 bulan dengan cara maserasi menggunakan pelarut etanol 95% lalu
dipekatkan menggunakan rotary evaporator. Ekstrak diuapkan di atas
waterbath hingga diperoleh ekstrak yang lebih kental
Fraksinasi merupakan proses pemisahan senyawa berdasarkan tingkat

kepolaran. Fraksi sabut kelapa muda (Cocos nucifera Linn) merupakan hasil
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fraksinasi terhadap ekstrak etanol sabut kelapa muda menggunakan pelarut n-
heksan, etil asetat dan air. Lalu dipekatkan menggunakan rotary evaporator.
Filtrat diuapkan di atas waterbath hingga diperoleh fraksi pekat.

Diameter zona hambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli ESBL
(Extended Spectrum Beta Lactamase) adalah diameter zona radikal di mana
bakteri tersebut tidak tumbuh di sekitar sumuran yang ditandai dengan adanya
daerah bening yang diukur dengan satuan milimeter. Hasil tersebut dapat
dilihat setelah diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C dapat dikatakan
memiliki aktivitas antibakteri ketika memiliki zona hambat lebih besar
dibandingkan dengan kontrol negatif DMSO 10% dan berbeda bermakna

secara statistik.

F. Jalannya penelitian

Determinasi tanaman kelapa

Tahapan pertama dalam penelitian ini yaitu memastikan kebenaran
tanaman kelapa berkaitan dengan ciri-ciri morfologi yang ada pada tanaman
kelapa. Tanaman kelapa akan dideterminasi terlebih dahulu di Laboratorium
Biologi, Fakultas MIPA, Universitas Muhammadiyah Surakarta.
Pembuatan serbuk sabut kelapa muda

Sabut kelapa yang telah dipilih kemudian dicuci dengan air untuk
membersihkan kotoran yang menempel, lalu ditiriskan, kemudian dikeringkan

menggunakan oven dengan suhu 50°C. Sabut kelapa yang telah kering
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kemudian dihaluskan dengan menggunakan blender untuk memperluas
permukaan dari simplisia (Wulandari, 2018).
Uji kadar air

Uji kadar air dilakukan dengan metode susut pengeringan dengan
menggunakan alat Moisture balance. Nyalakan Moisture balance dan
panaskan 10 menit. Setelah 10 menit atur alat dengan menekan menu, pilih
metode yang akan digunakan. Masukkan serbuk simplisia kedalam wadah
sampel dalam Moisture balance dan ratakan. Tutup Moisture balance
kemudian tunggu hingga lampu mati dan catat hasilnya. Lakukan sebanyak 3
kali percobaan (Efendi et al., 2018).
Pembuatan ekstrak etanol sabut kelapa

Serbuk sabut kelapa direndam dengan pelarut etanol 95% dengan
perbandingan 1:10. Serbuk sabut kelapa sebanyak 600 gram ditambahkan
dengan etanol 95% 4,5 liter (1:7,5) di dalam bejana maserasi yang tertutup
rapat dan dibiarkan selama 3 hari pada temperatur kamar, terlindung dari
sinar matahari langsung sambil sesekali diaduk setiap hari, setelah 3 hari
disaring sehingga diperoleh filtrat dan ditampung dalam wadah penampung
(botol maserasi). Ampas direndam kembali dengan etanol 95% sebanyak 1,5
liter (1:2,5) dibiarkan selama 2 hari dengan sesekali diaduk, kemudian
disaring kembali. Seluruh filtrat yang diperoleh dijadikan satu dan dipekatkan
dengan rotary evaporator pada suhu 50°C kemudian dilanjutkan dengan
menggunakan waterbath hingga diperoleh ekstrak kental (Ningsih et al.,

2013).
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5. Fraksinasi

6.

a.

Pembuatan fraksi n-heksan
Ekstrak etanol sabut kelapa yang telah dipekatkan ditimbang seksama
20,0 gram, dilarutkan dalam air hangat 100,0 ml sampai larut dan
fraksinasi dengan n-heksana sebanyak 100,0 ml, fraksinasi dilakukan
hingga fraksi n-heksan jernih menggunakan corong pisah. Filtrate n-
heksan dikumpulkan kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator,
filtrat diuapkan di atas waterbath. Filtrate n-heksan yang sudah
dikentalkan disebut fraksi n-heksan (Maravirnadita, 2019).
Pembuatan fraksi etil asetat
Residu fraksi n-heksana ditambahkan etil asetat dengan
perbandingan (1:1) menggunakan corong pisah, fraksinasi dilakukan
hingga fraksi etil asetat jernih, kemudian dipekatkan dengan rotary
evaporator, filtrat diuapkan di atas waterbath. Filtrat etil asetat yang
sudah dikentalkan disebut fraksi etil asetat. Residu fraksinasi etil asetat

disebut dengan fraksi air (Maravirnadita, 2019).

Penapisan fitokimia

a.

Saponin

Ekstrak dan fraksi dimasukkan dalam tabung reaksi sebanyak 1 ml,
lalu ditambahkan aquades 10 ml, kemudian dikocok selama kurang lebih
30 detik. Terbentuknya busa menunjukkan adanya senyawa saponin (Sari

etal., 2015).
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. Alkaloid

Ekstrak dan fraksi dimasukkan dalam tabung reaksi sebanyak 1 ml,
lalu ditambahkan dengan 2 tetes pereaksi Dragendorff. Adanya alkaloid
ditunjukkan dengan terbentuknya endapan jingga sampai merah coklat
(Sari et al., 2015)

Flavonoid

Ekstrak dan fraksi dimasukkan dalam tabung reaksi sebanyak 1 ml,
lalu ditambahkan serbuk Mg dan 3 tetes HCI pekat, kemudian dikocok-
kocok. Uji positif ditandai dengan terbentuknya warna merah, kuning

atau jingga (Sari et al., 2015).

. Tanin

Ekstrak dan fraksi dimasukkan dalam tabung reaksi sebanyak 1 ml,
lalu ditambahkan 1 ml FeCI3 1%. Uji positif ditunjukkan dengan
terbentuknya warna biru tua, biru kehitaman, atau hitam kehijauan (Sari
etal., 2015).

Steroid

Ekstrak dan fraksi dimasukkan dalam tabung reaksi sebanyak 1 ml,
lalu ditambahkan 3 tetes pereaksi Lieberman-Burchard. Uji positif
ditandai dengan warna hijau atau biru (Sari et al., 2015).

Fenol
Ekstrak dan fraksi dimasukkan dalam tabung reaksi sebanyak 1 ml,

lalu ditambahkan 1 ml FeCI3 1%. Uji positif ditunjukkan dengan
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terbentuknya warna biru tua, biru kehitaman, atau hitam kehijauan (Sari
etal., 2015).
7. Sterilisasi
Semua alat dan bahan yang digunakan untuk uji aktivitas antibakteri
disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C tekanan 1 atm selama 15
menit. Kecuali untuk bahan yang terbuat dari karet disterilkan dengan cara
pemanasan langsung (Suriawati, 2015).
8. Uji karakterisasi
a. Isolasi bakteri pada Media MacConkey
Biakan bakteri dari media NA miring digoreskan pada media
MacConkey Agar diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam, kemudian
diamati koloni pada media MacConkey.
b. Pewarnaan Gram
Dibuat preparat bakteri dari media MacConkey Agar, kemudian
ditetesi dengan cat Gram A Kristal Violet dan dibiarkan selama 1 menit.
Zat warna dibuang dan cuci menggunakan air mengalir, kemudian
preparat ditetesi dengan cat Gram B Lugol lodine dan dibiarkan selama 1
menit, lalu zat warna dibuang dan dicuci dengan air mengalir. Preparat
ditetesi dengan cat Gram C alkohol dibiarkan selama 30 detik, dan segera
dibuang. Setelah itu preparat ditetesi dengan cat Gram D Safranin,
dibiarkan selama 1 menit dan zat warna dibuang dan dicuci dengan air
mengalir. Preparat dikeringkan dan diamati di bawah mikroskop dengan

perbesaran 100x.
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c. Uji biokimia
1. Uji Sulfide Motility (SIM)

a. Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri dari media ke
tryptophan broth, diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.

b. Indol: ditambahkan 3-4 tetes reagen kovac melalui dinding tabung
reaksi. Uji indol positif, ditandai dengan terbentuknya cincin
merah.

c. Motil: hasil positif jika terdapat pertumbuhan yang menyebar di
sekitar tusukan atau pada permukaan media atau media menjadi
keruh

d. H,S: hasil positif ditandai dengan terbentuknya warna hitam pada
media

2. Uji Methyl Red (MR)

a. Secara aseptis diinokulasikan biakan ke media MR,
diinokulasikan pada suhu 37°C selama 24 jam

b. Ditambahkan 2-3 tetes reagen MR. MR positif, jika terbentuknya
warna merah pada media.

3. Uji Voges Proskauer (VP)

a. Secara aseptis diinokulasikan biakan bakteri ke media VP,
diinokulasikan pada suhu 37°C selama 24 jam.

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

c. Uji Vp positif, jika terbentuk warna pada media
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. Uji Kligler Iron 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
dimasukkan sampai dasar media, diinkubasi pada suhu 37°C selama

24 jam.

. Citrat

Biakan bakteri diinokulasikan 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

. 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
. Uji Phenil Alanin Deaminase (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 HCI 0,1 N sampai media

berwarna kuning dan ditambahkan 5 tetes FeCl; 10%

. 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
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menyebabkan media menjadi kuning. Gas (+) ditandai dengan
kosongnya tabung durham.
Uji konfirmasi Escherichia ecoli ESBL
Konfirmasi ESBL pada bakteri Escherichia coli penghasil ESBL
menggunakan metode difusi cakram berdasarkan panduan dari clinical and
laboratory standar institude (CLSI, 2019). Bakteri digoreskan pada nutrien
agar sampai seluruh permukaan cawan petri, kemudian diletakkan kertas
cakram yang berisi antibiotik diletakkan di atas NA dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam. Antibiotik yang digunakan dalam penelitian adalah
ceftazidime dan cefotaxime.

Tabel 1. Standar Uji Sensibilitas Antimikroba

Antibiotik Ukuran Interpretasi sensibilitas Keterangan
sensitif intermediet  Resistensi
Chloramphenicol  30ug >18 13-17 <12 Enterobacteriac
eae
Ceftazidime 30ug - - <22 Uji skrining dan
cefotaxime 30ug - - <27 konfirmasi
ESBL pada
Escherichia
coli

Sumber: CLSI, 2019
Persiapan kontrol positif dan negatif
Kontrol positif yang digunakan dalam penelitian ini adalah kloramfenikol
30ug, sedangkan untuk kontrol negatif yang digunakan adalah larutan DMSO
10%.
Penyiapan bakteri uji
Bakteri uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah Escherichia coli

ESBL. Bakteri berasal dari kultur Laboratorium Mikrobiologi Sekolah Tinggi
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IlImu Kesehatan Nasional yang diremajakan dalam media Nutrien Agar (NA)
miring dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Pembuatan suspensi bakteri uji

Bakteri dari kultur kerja dibuat suspensi bakteri dengan menggunakan
larutan NaCl fisiologi. Dengan cara koloni bakteri diambil lima ose bakteri
uji dari media Nutrien Agar (NA) 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 0,5 (Handayani, 2016).
Pembuatan media

Media NA dibuat dengan cara ditimbang Nutrient Agar (NA) sebanyak 2,8
gram, lalu dilarutkan dalam 100 ml aquades menggunakan erlenmeyer. Media
yang telah homogen ini disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama
15 menit (Ngajow et al., 2013). Media Nutrient Agar (NA) sebanyak 25 ml
dicampur 25 pL suspensi bakteri uji sesuai perlakuan Escherichia coli ESBL,
kemudian dihomogenkan lalu dituang dalam cawan petri steril dan dibiarkan
sampai memadat (Wulandari et al., 2018).
Persiapan sumuran

Pembuatan sumuran dilakukan dengan membuat lubang yang berdiameter
+6mm pada media NA yang telah padat dan diatur jaraknya agar daerah
pengamatan tidak bertumpu. Sehingga terbentuk sumur-sumur yang akan

digunakan untuk uji antibakteri.
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15. Uji aktivitas antibakteri

Media yang digunakan dalam pengujian antibakteri yaitu media NA dalam
cawan petri yang telah diberi suspensi bakteri. Cawan petri pertama berisi 4
lubang atau sumur (lubang pertama untuk ekstrak etanol konsentrasi 25%,
lubang kedua fraksi n-heksan konsentrasi 25%, lubang ketiga untuk fraksi etil
asetat konsentrasi 25%, dan lubang keempat untuk fraksi air konsentrasi
25%), cawan petri kedua berisi 4 lubang (lubang pertama untuk ekstrak etanol
konsentrasi 50%, lubang kedua fraksi n-heksan konsentrasi 50%, lubang
ketiga untuk fraksi etil asetat konsentrasi 50%, dan lubang keempat untuk
fraksi air konsentrasi 50%), cawan petri ketiga berisi 4 lubang (lubang
pertama untuk ekstrak etanol konsentrasi 75%, lubang kedua fraksi n-heksan
konsentrasi 75%, lubang ketiga untuk fraksi etil asetat konsentrasi 75%, dan
lubang keempat untuk fraksi air konsentrasi 75%), cawan petri keempat berisi
2 lubang (lubang pertama untuk kontrol negatif dan lubang kedua untuk
kontrol positif ). Setiap sumur diisi ekstrak, fraksi dan kontrol sebanyak
30pL, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. perlakuan
dilakukan replikasi sebanyak 3 kali. Selanjutnya diamati dan diukur diameter
zona hambat dengan jangka sorong (Wulandari et al., 2018). Warbuk et al.,
2014, rumus untuk menghitung zona hambat adalah sebagai berikut:

dl +d2 X
2

Keterangan:
D1: diameter zona vertikal pada media

D2: diameter zona horizontal pada media
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X: lubang sumuran (6mm)

G. Analisis data

Data yang diperoleh dari penelitian ini berupa diameter zona hambat
ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan fraksi air dari sabut kelapa
muda (Cocos nucifera Linn) terhadap bakteri Escherichia coli ESBL (Extended
Spectrum Beta Lactamase) dengan menggunakan metode difusi sumuran yang
dinyatakan dengan adanya diameter zona hambat (zona bening) yang terbentuk di
sekeliling sumuran. Penelitian ini menggunakan analisis data ANOVA yang
sebelumnya dilakukan uji normalitas. Uji normalitas dilakukan untuk mengetahui
apakah populasi data berdistribusi normal atau tidak. Apabila hasil analisis data
menunjukkan hasil normal maka dilanjutkan dengan uji One Way ANOVA dan

uji post hoc.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan
1. Ekstrak etanol, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat dan fraksi air dari ekstrak
sabut kelapa muda (Cococs nucifera) mampu menghambat bakteri
Escherichia coli ESBL.
2. Fraksi etil asetat dari ekstrak etanol sabut kelapa muda merupakan fraksi yang
memberikan zona hambat paling besar terhadap bakteri Escherichia coli
ESBL (Extended Spectrum Beta Lactamase) yaitu pada konsentrasi 75%

dengan diameter zona radikal sebesar 10,9 mm.

B. Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk dilakukan tahap subfraksinasi
untuk mengidentifikasi dan mengisolasi senyawa antibakteri pada sampel sabut
kelapa muda (Cocos nucifera) sehingga dapat diperoleh senyawa tunggal yang

berpotensi berefek sebagai antibakteri.
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