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INTISARI

Putri, Klara Cisandia. 2017. Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanolik Kulit
Batang Kepuh (Sterculia foetida L.) terhadap Salmonella typhi dan
Staphylococcus aureus. Program Studi D-1V Analis Kesehatan, Fakultas IImu
Kesehatan, Universitas Setia Budi.

Kepuh (Sterculia foetida L.) merupakan tanaman obat tradisional yang
mengandung senyawa saponin, flavonoid, polifenol, tannin, triterpenoid, dan
alkaloid. Senyawa tersebut dapat digunakan sebagai kegiatan antibakteri.

Ekstrak kulit batang kepuh diperolen melalui metode perkolasi dengan
pelarut etanol 95%. Metode pengujian aktivitas antibakteri dengan metode difusi.
Pengenceran ekstrak kulit batang kepuh dibuat dalam berbagai konsentrasi dengan
menggunakan aquadest steril.

Hasil dari penelitian ini menunjukkan ekstrak kulit batang Kepuh
mempunyai aktivitas antibakteri terhadap Salmonella typhi dan Staphylococcus
aureus. Rerata diameter zona hambat Salmonella typhi pada konsentrasi ektrak
10%, 20%, 30%, 40%,dan 50% adalah 8,00; 10,33; 12;67; 17,67; dan 20,67.
Rerata diameter zona hambat Staphylococcus aureus pada konsentrasi ekstrak
10%, 20%, 30%, 40%,dan 50% adalah 11,67; 14,67; 17,00; 18,67; dan 21,67.
Diameter zona hambat yang dihasilkan memiliki perbedaan yang signifikan.
Diameter zona hambat yang dihasilkan pada bakteri Staphylococcus aureus lebih
baik daripada bakteri Salmonella typhi.

Kata kunci : ekstrak kulit batang kepuh, antibakteri, Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus
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ABSTRACT

Putri, Klara Cisandia. 2017. Antibacterial Activity Stem Bark of Sterculia foetida
L. Ethanol Extract to Salmnonella typhi and Staphylococcus aureus. D-1V Study
Program of Health Analyst, Faculty of Health Sciences, Setia Budi University.

Sterculia foetida L. is a traditional medicinal plant that contain saponin,
flavonoid, palyphenol, tannin, alkaloid, and triterpenoid. They can be used as an
antibacterial activity.

Sterculia foetida L. stem bark extract was obtained through percolation
method with 95% ethanol solvent. Antibacterial activity by diffusion method.
Dilution of Sterculia foetida L. stem bark extract dilution was made in various
concentrations using sterile aquadest.

The result showed Sterculia foetida L. stem bark extract had antibacterial
activity against Salmnonella typhi and Staphylococcus aureus. Salmonella typhi
inhibition zone at the extract concentration 10%, 20%, 30%, 40%, and 50% are
8,00; 10,33; 12;67; 17,67; and 20,67 Staphylococcus aureus inhibition zone at the
extract concentration 10%, 20%, 30%, 40%,and 50% are 11,67; 14,67; 17,00;
18,67; and 21,67. Inhibition zone of both has significant difference.
Staphylococcus aureus inhibit zone is better than Salmonella typhi.

Keyword : Sterculia foetida L. stem bark extract, antibacterial, Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus
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BAB |. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Tumbuhan adalah sumber fitokimia yang memiliki sejuta manfaat
termasuk untuk obat berbagai penyakit. Pemanfaatan tanaman sebagai obat sudah
dimulai sejak abad ke 19. Tanaman yang bisa digunakan sebagai bahan baku obat
tradisional tersebut tersebar hampir di seluruh wilayah Indonesia. Spesies
tumbuhan di hutan tropis Indonesia sebanyak 30.000 dan 9.600 spesies diketahui
berkhasiat obat (Herbie, 2015).

Pengetahuan tentang tanaman berkhasiat obat sudah lama dimiliki oleh
nenek moyang dan hingga sekarang banyak yang terbukti secara ilmiah. Tanaman
obat dibuat ramuan jamu-jamuan yang masih diyakini sebagai obat mujarab
(Nurrani, 2013). Istilah yang biasa digunakan untuk bahan obat adalah simplisia.
Simplisia adalah bahan alami yang digunakan untuk obat dan belum mengalami
perubahan proses apapun dan umumnya berupa bahan yang dikeringkan (Herbie,
2015).

Kepuh (Sterculia foetida L.) merupakan tanaman obat tradisional untuk
dioleskan pada luka yang memiliki kandungan phenolic untuk kegiatan antibakteri
dan antimikroba (Shivarkumar dan Vidyasagar, 2014). Tanaman Kepuh diketahui
mengandung senyawa kimia seperti saponin, flavonoid, polifenol, tannin, dan
triterpenoid. Triterpenoid memiliki aktivitas antijamur, antibakteri, antivirus,
kerusakan hati, gangguan menstruasi, dan dapat mengatasi penyakit diabetes

(Asih et al., 2010).



Salmonella typhi dan Salmonella paratyphi adalah bakteri gram negatif
dan dapat menyebabkan demam tifoid. Demam tifoid dikarakteristikkan dengan
demam panjang, splenomegali, delirium, nyeri abdomen, dan manifestasi sistemik
lainnya. Penyakit tifoid adalah suatu penyakit sistemik dan memberikan gejala
primer yang berhubungan dengan traktus gastrointestinal. Sumber organisme ini
biasanya adalah makanan terkontaminasi. Salmonella typhi menyebar melalui
aliran darah kemudian bersarang di sistem retikuloendotelial, menyebabkan
hiperplasia, pada lymph nodes dan Payer pacthes di dalam usus halus.
Pembesaran yang progresif dan ulserasi dapat menyebabkan perforasi usus halus
atau perdarahan gastrointestinal. Pilihan obat adalah klorampenikol 500 mg 4 kali
sehari selama 2 minggu (Zein et al., 2004).

Staphylococcus aureus adalah bakteri berbentuk kokus tergolong dalam
bakteri Gram positif yang bersifat fakultatif anaerob dan dikenal sebagai bakteri
flora normal pada kulit, mulut, dan mukosa hidung manusia (Pristianingrum et al.,
2012). Staphylococcus aureus merupakan oganisme paling umum menyebabkan
infeksi pada aliran darah (Patil dan Pratibha, 2016). Penyakit yang ditimbulkan
oleh Staphylococcus aureus mulai dari gangguan saluran cerna dan keracunan
makanan akibat toksin yang dihasilkan (Zein, 2004). Staphylococcus aureus juga
dapat menimbulkan infeksi kulit yang ringan, hingga infeksi berat seperti
bakterimia, osteomielitis, endokarditis dan infeksi paru yang mengancam jiwa
(Brooks et al., 2010).

Resistensi bakteri terhadap antibiotik dapat diakibatkan dari pemakaian

antibiotik dalam jangka waktu yang relatif lama dan terus menerus sehingga



dimungkinkan bakteri tersebut dapat membentuk mekanisme pertahanan diri
apabila nantinya akan diserang oleh antibiotik yang sama. Penggunaan antibiotik
yang baru atau jarang digunakan dalam pengobatan, bakteri akan memerlukan
waktu yang lama untuk membuat mekanisme pertahanan terhadap antibiotik yang
baru sehingga antibiotik tersebut tergolong masih sensitif (Sulistyaningsih et al.,
2014).

Menurut Mari et al., (2016) kulit batang Kepuh (Sterculia foetida L.)
diketahui memiliki kandungan senyawa seperti steroid, saponin, flavonoid, tannin,
triterpenoid, dan alkaloid. Kulit batang Kepuh yang diekstrak dengan etanol
mengandung saponin, flavonoids, tannin dan alkaloid. Senyawa saponin dapat
melakukan mekanisme penghambatan dengan membentuk senyawa kompleks
dengan membran sel melalui ikatan hidrogen, sehingga dapat menghancurkan
sifat permeabilitas dinding sel (Mahanani et al., 2012).

Senyawa fenol dan senyawa fenolik derivatnya juga dapat menimbulkan
denaturasi protein yang terdapat pada dinding sel sehingga dapat merusak susunan
dan merubah mekanisme permeabilitas dari mikrosom, lisosom, dan dinding sel
(Erianti et al., 2015). Senyawa tannin adalah senyawa astrigent yang memiliki
rasa pahit dari gugus polifenol yang dapat mengikat dan mengendapkan atau
menyusutkan protein. Asam tannic dapat berfungsi sebagai agen antimikroba
alami, tetapi tidak aktif terhadap spektrum yang luas dari jamur dan bakteri
(Ismarani, 2012). Alkaloid sebagai antibakteri yaitu dengan cara mengganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri sehingga lapisan dinding sel

tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel (Ningsih et al., 2016).



Shivarkumar dan Vidyasagar (2014) mengemukakan bahwa ekstrak dari daun
Kepuh dapat menghambat pertumbuhan bakteri seperti Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, dan Echerichia coli.

Berdasarkan uraian tersebut, penulis mencoba melakukan penelitian untuk
mengetahui adanya aktivitas daya hambat ektrak kulit batang Kepuh (Sterculia
foetida L.) terhadap bakteri Salmonella typhi dan Staphylococcus aureus. Hal ini

penting untuk memberikan pengetahuan lebih untuk bahan obat dari tanaman.

B. Perumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut, maka dapat dirumuskan
permasalahan sebagai berikut:

1. Apakah ada aktivitas antibakteri ekstrak etanolik kulit batang Kepuh
(Sterculia foetida L.) terhadap bakteri Salmonella typhi dan Staphylococcus
aureus?

2. Bagaimana perbedaan diameter zona hambat ekstrak etanolik kulit batang
Kepuh (Sterculia foetida L.) terhadap bakteri Salmonella typhi dan

Staphylococcus aureus?

C. Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah untuk:
1. Mengetahui ada tidaknya aktivitas antibakteri ekstrak etanolik kulit batang
Kepuh (Sterculia foetida L.) terhadap bakteri Salmonella typhi dan

Staphylococcus aureus.



2. Mengetahui perbedaan diameter zona hambat ekstrak etanolik kulit batang
Kepuh (Sterculia foetida L.) terhadap bakteri Salmonella typhi dan

Staphylococcus aureus.

D. Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini untuk :
1. Peneliti
Memberikan informasi tentang aktivitas antibakteri ekstrak kulit batang Kepuh
(Sterculia foetida L.) terhadap Salmonella typhi dan Staphylococcus aureus.
2. llmu Pengetahuan
Pengembangan ilmu pengetahuan dalam pemanfaatan kulit batang Kepuh
(Sterculia foetida L.) sebagai antibakteri guna peningkatan pelayanan
kesehatan masyarakat khususnya di bidang obat tradisional.
3. Masyarakat
Memberikan uraian informatif kepada masyarakat tentang pemanfaatan kulit
batang Kepuh (Sterculia foetida L.) sebagai antibakteri terhadap Salmonella

typhi dan Staphylococcus aureus.



BAB Il. TINJAUAN PUSTAKA

A. Tinjauan Pustaka
1. Tanaman Kepuh
1.1 Sistematika Tanaman
Sistematika tanaman Sterculia foetida L. menurut National Plant Database
(2003) adalah sebagai berikut:
Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobiota

Superdivision : Spermatophyta

Division :Magnoliophyta
Class :Magnoliopsida
Subclass : Dilleniidae

Order : Malvales

Family : Sterculiceae
Genus : Sterculia

Species : Sterculia foetida L.

1.2 Deskripsi Tanaman
Kepuh (Sterculia foetida L.) merupakan tanaman berupa pohon dengan
tinggi mencapai 40 m dan diameter antara 90-120 cm. Tanaman Kepuh
merupakan pohon yang yang tinggi dan lurus, bercabang banyak dan bentuk
percabangannya simpodial seperti halnya karakter dari genus-genus pohon tropis

lainnya. Susunan percabangan Kepuh mempunyai kemiripan dengan percabangan



terminalia bertingkat. Cabang-cabang tumbuh mendatar dan berkumpul pada
ketinggian yang kurang lebih sama, bertingkat-tingkat. Daun berbentuk majemuk
menjari, mempunyai tangkai 12,5-23 cm, terkumpul diujung ranting. Anak daun
berjumlah 7-9, berbentuk jorong lonjong dengan ujung dan pangkal meruncing,
panjang 10-17 cm. Bunganya berkelamin satu, berumah satu biasanya terdapat
pada ketiak daun yang masih muda dan mengeluarkan bau busuk. Bentuk bunga
majemuk tersusun dalam mulai dekat ujung ranting, panjang 10-15 cm, hijau atau
ungu pudar dengan kelopak yang berbagi 5 laksana mahkota, taju hingga 1,3 cm,
berwarna jingga (Maryanti dan Rina, 2014).
1.3 Manfaat Tanaman

Tanaman Kepuh mempunyai cukup banyak manfaat, bagian tanaman yang
paling banyak digunakan dalam pengobatan adalah kulit batang yang digunakan
sebagai obat oles. Daun Kepuh untuk mempermudah keluarnya Kkeringat,
peluruhan kencing, obat TBC, radang selaput lendir mata, rematik, dan kepala
pusing. Ekstrak daunnya dapat diminum untuk mengobati demam serta memiliki
aktivitas antiinflamatori dan analgesik. Bagian yang lain seperti kulit batang,
buah, dan biji dapat digunakan sebagai obat sakit perut, penggugur (abortivum),
batuk, borok, kudis, kencing nanah, dan raja singa (Asih, 2010).

1.4 Kandungan Kimia
Tanaman Kepuh diketahui mengandung senyawa kimia seperti saponin,

flavonoid, polifenol, tannin, dan triterpenoid (Mari et al., 2016).



1.4.1 Saponin
Saponin adalah glikosida yang aglikonnya berupa sapogenin. Saponin

dapat dideteksi dengan pembentukan larutan koloidal dengan air yang apabila
digojog menimbulkan buih yang stabil (Gunawan dan Mulyani, 2004). Senyawa
saponin dapat melakukan mekanisme penghambatan dengan membentuk senyawa
kompleks dengan membran sel melalui ikatan hidrogen, sehingga dapat
menghancurkan sifat permeabilitas dinding sel dan akhirnya dapat menimbulkan
kematian sel (Mahanani et al., 2012).

1.4.2 Flavonoid

Flavonoid merupakan senyawa golongan fenol yang aktif. Senyawa fenol
dan senyawa fenolik derivatnya juga dapat menimbulkan denaturasi protein yang
terdapat pada dinding sel sehingga dapat merusak susunan dan merubah
mekanisme permeabilitas dari mikrosom, lisosom,dan dinding sel (Erianti et al.,
2015).

1.4.3 Polifenol

Polifenol merupakan bahan polimer penting dalam tanaman dan cenderung
mudah larut dalam air karena berikatan dengan gula sebagai glikosida.
Antioksidan polifenol memiliki aktivitas biologis sebagai penangkap radikal
bebas sehingga dapat di manfaatkan sebagai obat untuk melawan penyakit yang
disebabkan oleh radikal bebas seperti kanker (Hernani dan Raharjo, 2005).

1.4.4 Tannin

Senyawa tannin adalah senyawa astrigent yang memiliki rasa pahit dari

gugus polifenol yang dapat mengikat dan mengendapkan atau menyusutkan



protein. Zat astrigent dari tannin menyebabkan rasa kering dan puckery (kerutan)
di dalam mulut setelah mengkonsumsi teh pekat, anggur merah atau buah yang
mentah. Tannin bertindak seperti asam ringan berdasarkan banyak gugus -OH
fenolik. Asam tannic adalah bentuk paling sederhana dari hydrolysable tannin.
Salah satu sifat paling penting dari tannin dan asam tannic adalah kemampuannya
untuk membentuk kompleks chelat dengan ion logam. Asam tannic dapat
berfungsi sebagai agen antimikroba alami, tetapi tidak aktif terhadap spektrum
yang luas dari jamur dan bakteri (Ismarani, 2012).

1.4.5 Triterpenoid.

Triterpenoid merupakan famili terbesar ketiga dari tripenoid. Senyawa
tripenoid diklasifikasikan ke dalam 4 golongan besar yaitu triterpena dan steroid
beserta glikosida dari keduanya (Saleh, 2007). Senyawa-senyawa golongan
triterpenoid diketahui memiliki aktivitas fisiologis tertentu, seperti antijamur,
antibakteri, antivirus, kerusakan hati, gangguan menstruasi, dan dapat mengatasi
penyakit diabetes (Asih et al., 2010). Mekanisme triterpenoid sebagai antibakteri
adalah bereaksi dengan porin (protein transmembran) pada membran luar dinding
sel bakteri, membentuk ikatan polimer yang kuat sehingga mengakibatkan
rusaknya porin. Rusaknya porin yang merupakan pintu keluar masuknya senyawa
akan mengurangi permeabilitas dinding sel bakteri dan mengakibatkan sel bakteri
akan kekurangan nutrisi, sehingga pertumbuhan bakteri terhambat atau mati

(Mahanani, 2012).
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1.4.6 Alkaloid

Mekanisme kerja alkaloid sebagai antibakteri yaitu dengan cara
mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri sehingga lapisan
dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel.
Komponen pada alkaloid diketahui sebagai interkelator DNA dan menghambat
enzim topoisomerase sel bakteri (Ningsih et al., 2016).

2. Simplisia

Simplisia adalah bahan alami yang digunakan untuk obat dan belum
mengalami perubahan proses apa pun dan umumnya berupa bahan yang telah
dikeringkan (Herbie, 2015). Simplisia berdasarkan bahan bakunya dapat diperoleh
dari tanaman liar atau dari tanaman yang dibudidayakan. Simplisia diambil dari
tanaman budi daya maka keseragaman umur, masa panen dan galur (asal-usul
garis keturunan) tanaman dapat dipantau. (Depkes, 1985). Pencucian simplisia
dilakukan untuk membersihkan kotoran yang melekat, terutama bahan-bahan
yang berasal dari dalam tanah dan juga bahan-bahan yang tercemar pestisida
(Gunawan dan Mulyani, 2004).

Pengeringan simplisia ada dua metode yaitu pengeringan alami dan cara
buatan. Pengeringan alami dengan cara mengeringkan simplisia di bawah sinar
matahari atau tanpa sinar matahari dengan cara diangin-anginkan. Pengeringan
buatan adalah pengeringan dengan menggunakan suatu alat pengeringan, suhu

kelembaban, tekanan, dan aliran udara dapat diatur (Winangsih et al., 2013).
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3. Metode Ektraksi
3.1 Pengertian

Penyari atau ekstraksi adalah penarikan zat pokok yang diinginkan dari
bahan mentah obat dengan menggunakan pelarut yang dipilih, dimana zat yang
diinginkan larut. Bahan mentah obat yang berasal dari tanaman atau hewan tidak
perlu diproses lebih lanjut kecuali dikumpulkan dan dikeringkan. Hasil ektraksi
dinamakan ekstrak. Ekstrak merupakan sediaan pekat yang diperoleh dengan
mengekstraksi zat aktif dari simplisia nabati atau simplisia hewani menggunakan
pelarut yang sesuai (Ansel, 1989).

3.2 Metode Ekstraksi

Metode ekstraksi dalam penelitian ini menggunakan metode perkolasi.
Metode perkolasi adalah cara ekstraksi yang dilakukan dengan mengalirkan cairan
penyari melalui simplisia yang telah dibasahi. Perkolasi dibuat dengan
menempatkan serbuk simplisia dalam suatu bejana silinder yang bagian bawahnya
diberi sekat berpori. Cairan penyari dialirkan dari atas ke bawah melalui serbuk
tersebut, cairan penyari akan melarutkan zat aktif sel-sel yang dilalui sampai
mencapai keadaan jenuh. Gerak ke bawah disebabkan oleh kekuatan gaya
beratnya sendiri dan cairan di atasnya, dikurangi dengan daya kapiler yang
cenderung untuk menahan. Kekuatan yang berperan pada perkolasi yaitu gaya
berat, daya larut, kekentalan, tegangan permukaan, osmosis, difusi, adhesi, daya
kapiler, dan daya geseran (friksi) (Depkes, 1986).

Proses perkolasi terdiri dari 3 tahapan, yaitu: pengembangan bahan, tahap

maserasi antara, dan tahap perkolasi sebenarnya (penetesan/penampungan
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ekstrak) yang dilakukan terus menerus sampai diperoleh ekstrak/perkolat yang
jumlahnya 1-5 kali dari volume bahan (Perwita, 2011).
3.3 Pelarut

Pelarut sangat mempengaruhi proses ektraksi. Faktor yang mempengaruhi
pemilihan pelarut antara lain: selektivitas, titik didih pelarut, pelarut tidak larut
dalam air, pelarut bersifat inert, harga pelarut semurah mungkin, dan pelarut
mudah terbakar. Pelarut minyak atau lemak yang biasa digunakan dalam proses
ekstraksi antara lain: etanol, n-heksana, isopropanol, etyl asetat, aseton, dan
metanol. (Susanti et al., 2012).

Pelarut yang digunakan pada penelitian ini adalah etanol. Etanol termasuk
pelarut universal. Etanol disebut juga etil alkohol yang di pasaran lebih dikenal
sebagai alkohol merupakan senyawa organik dengan rumus kimia C,HsOH.
Kondisi suhu ruang etanol berwujud cairan yang mudah menguap, mudah
terbakar, dan tak berwarna (Munawaroh dan Prima, 2010). Penggunaan pelarut
etanol dikarenakan etanol sebagai pelarut organik universal yang aman dan
diharapkan dapat menarik senyawa polar, semi polar ataupun non polar (Febriani

etal., 2015).
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Tabel 1. Sifat Fisika dan Kimia Etanol

Karakteristik Syarat

Rumus molekul C,HsOH

Bobot molekul 46,07 gram/mol
Wujud Cair

Titik lebur -114,3°C

Titik didih 78,32°C
Densitas pada 20°C 0,7893 gr/ml
Kelarutan dalam air Sangat larut
Viskositas pada 20°C 1,17 cP

Kalor spesifik pada 20°C 0,579 kal/g°C

(Sumber; Munawaroh dan Prima, 2010)

4. Bakteri
4.1 Salmonella typhi
4.1.1 Klasifikasi
Irianto (2014) mengemukakan bahwa  berdasarkan  tingkatan

taksonominya, Salmonella typhi digolongkan dalam:

Kingdom : Bacteria

Divisio : Protoeobacteria

Class : Gamma Proteobacteria
Ordo : Eubacteriales

Sub Ordo : Eubacteriaceae

Famili : Enterobactericeae
Genus : Salmonella

Spesies : Salmonella typhi
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4.1.2 Kultur

Salmonella typhi dapat tumbuh pada media sederhana dan hampir tidak
memfermentasi laktosa dan sukrosa, dapat membentuk asam dan gas dari glukosa
dan manosa. Salmonella typhi biasanya memproduksi hidrogen sulfida (H.S).
Media SSA yang digunakan untuk menumbuhkan Salmonella typhi akan
menghasilkan koloni dengan pusat hitam dan tepian jelas transparan atau tidak
berwarna biasa disebut koloni mata ikan (Aminollah, 2016). Suhu pertumbuhan
optimum untuk bakteri ini yaitu 37°C dengan pH media 6-8 (Radji, 2011).

4.1.3 Patogenitas

Bakteri Salmonella typhi bersifat patogen bagi manusia atau hewan.
Salmonella ditularkan dari hewan dan produk hewani ke manusia yang
menyebabkan enteritis, infeksi sistemik, dan demam enterik. Salmonella typhi
memiliki panjang yang bervariasi, sebagian besar isolat bersifat motil dengan
flagela peritrik. Salmonella typhi mudah tumbuh pada medium sederhana, tetapi
hampir tidak pernah memfermentasi laktosa atau sukrosa. Bakteri Salmonella
typhi membentuk asam dan terkadang membentuk gas dari glukosa dan manosa.
Salmonella typhi dapat bertahan hidup pada air yang beku dalam periode yang
lama (Brooks et al., 2010).

Salmonella typhi menyebabkan demam enterik (demam tifoid). Penularan
tifoid dapat melalui banyak cara, yang dikenal dengan 5 F yaitu Food (makanan),
Fingers (jari tangan/kuku), Fomitus (muntah), Fly (lalat), dan Feces (Zulkoni,
2011). Organisme masuk melalui jalur oral, biasanya melalui makanan atau

minuman yang terkontaminasi. Dosis infeksi rata-rata untuk menghasilkan infeksi
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klinis pada manusia adalah 10% Faktor pada pejamu yang berperan dalam
perlawanan infeksi Salmonella typhi antara lain: asam lambung, flora mikroba
usus normal, dan imunitas lokal pada usus (Brooks et al., 2010).

Salmonella typhi yang tertelan akan mencapai usus halus, dari usus halus
Salmonella typhi menembus mukosa epitel usus, berkembang biak di lamina
propina kemudian masuk ke dalam kelenjar getah bening mesenterium dan masuk
ke peredaran darah yang disebut bakterimia (Cita, 2011). Periode inkubasi selama
10-14 hari akan timbul demam, malaise, sakit kepala, konstipasi, bradikardia, dan
mialgia. Demam mencapai plato yang tinggi, serta limpa dan hepar membesar.
Rose spots dapat timbul di kulit perut atau dada meskipun jarang. Hitung leukosit
normal atau rendah (Brooks et al., 2010).

4.1.4 Struktur dan Tipe Antigen

Menurut Radji (2011) Salmonella mempunyai tiga jenis antigen utama
yaitu:

. Antigen somatik atau antigen O

Antigen somatik atau antigen O merupakan bagian dinding sel bakteri
yang tahan terhadap pemanasan 100°C, asam, dan alkohol. Struktur antigen
somatik mengandung lipopolisakarida, beberapa diantaranya juga mengandung
jenis gula spesifik. Ig M merupakan antibodi yang terbentuk terhadap antigen O.

. Antigen flagel atau antigen H
Antigen flagel atau antigen H mengandung beberapa undur imunologik. Ig

G akan terbentuk terhadap antigen H. Antigen H akan ditemukan pada Salmonella
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dalam 2 fase, yaitu fase spesifik dan fase tidak spesifik. Antigeh H dapat rusak
karena asam, alkohol, dan pemanasan diatas 60°C.
. Antigen Vi atau antigen kapsul

Antigen Vi atau antigen kapsul adalah polimer polisakarida bersifat asam
yang terdapat dibagian luar dari badan bakteri. Antigen Vi dapat rusak karena
pemanasan diatas 60°C selama 1 jam, asam, dan fenol dapat merusak antigen Vi.

4.2 Staphylococcus aureus

4.2.1 Klasifikasi

Staphylococcus aureus adalah sel sferis berdiameter sekitar 1 um tersusun
dari kelompok ireguler. Kokus tunggal, berpasangan , berempatan, dan
membentuk rantai juga tampak pada kultur likuid. Stafilokok bersifat nhonmotil
dan tidak membentuk spora (Brooks et al., 2010). Menurut Todar (2012),

Klasifikasi Staphylococcus aureus adalah sebagai berikut:

Kingdom : Bactericeae

Phylum : Firmicules

Class : Bacili

Ordo : Bacilliales

Family : Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus
Species : Staphylococcus aureus
4.2.2 Kultur

Staphylococcus aureus tumbuh dengan mudah pada sebagian besar media

bakteriologis dengan kondisi anaerob atau mikroaerofilik. Tumbuh paling cepat
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pada 37°C, tetapi membentuk pigmen paling baik pada temperatur ruang (20-
25°C). Koloni pada media solid berbentuk bulat, halus, timbul, dan mengkilat.
Staphylococcus aureus biasanya membentuk koloni berwarna abu-abu hingga
kuning emas pekat. Staphylococcus aureus menghasilkan berbagai tingkat
hemolisis (Brooks et al., 2010)

4.2.3 Patogenesis

Staphylococcus aureus merupakan salah satu penyebab infeksi serius.
Infeksi nosokomial Staphylococcus aureus mempengaruhi aliran darah, kulit,
jaringan lunak, dan saluran pernapasan bagian bawah. Staphylococcus aureus bisa
mengakibatkan bakterimia terkait dengan kateter urin dan infus. Pasien rawat inap
memiliki risiko tinggi terinfeksi Staphylococcus aureus (Plata et al., 2009).

4.2.4 Enzim dan Toksin

Brooks et al., (2010) mengatakan bahwa stafilokok dapat menimbulkan
penyakit melalui dua hal yaitu kemampuan bermultiplikasi dan menyebar luas
dalam jaringan dan melalui produksi banyak zat ekstra seluler, seperti:
. Katalase

Staphylococcus menghasilkan katalase yang mengubah hidrogen
peroksida menjadi air dan oksigen. Uji katalase membedakan Staphylococcus
yang positif dari Streptococus yang negatif.
. Koagulase

Staphylococcus aureus menghasilkan koagulase, protein yang menyerupai
enzim yang membekukan plasma beroksalat atau bersitrat. Koagulase terikat pada

protrombin yang bersama-sama secara enzimatis menjadi aktif dan memulai
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polimerisasi fibrin. Koagulase mungkin mendeposit fibrin pada permukaan
stafilokok, mengubah ingestinya oleh sel fagosit atau destruksinya di dalam sel.
Produksi koagulase dianggap sinonim dengan potensi patogenik infasif.
. Enzim lainnya

Enzim lain yang dihasilkan stafilokok adalah hialuronidase atau faktor
penyebar, stafilokinase yang mengakibatkan fibrinolisis, tetapi bekerja jauh lebih
lambat dari pada streptokinase, proteinase, lipase, dan laktamase-f.
. Eksotoksin

Toksin-o adalah protein heterogen yang bekerja pada spektrum luas
membran sel eukariot. Toksin-a merupakan hemolisin protein. Protein-f3
mendegradasi sfingomielin dan bersifat toksik untuk banyak jenis sel, termasuk
sel darah merah manusia. Toksin-B bersifat heterogen dan mengalami disosiasi
menjadi subunit-subunit di dalam detergen nonionik. Toksin ini merusak
membran biologi dan mungkin mempunyai peran pada penyakit diare
Staphylococcus aureus. Hemolisin y merujuk pada tiga protein yang berinteraksi
dengan dua protein yang menyusun leukosidin Panton-Valentin untuk membentuk
enam toksin dua komponen yang potensial. Keenam toksin protein ini mampu
secara efisien melisis sel darah putih dengan menimbulkan pembentukan pori
pada membran sel yang meningkatkan permeabilitas kation. Hal ini menyebabkan
pelepasan masif mediator inflamasi seperti IL-8, leukotrien, dan histamin yang

bertanggung jawab atas inflamasi berat dan nekrosis.
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e. Leukosidin panton-valentine
Toksin ini mempunyai dua komponen yang disebut sebagai S dan F
bekerja secara sinergis pada membran sel darah putih. Toksin ini merupakan
faktor virulensi penting dalam infeksi Staphylococcus aureus yang resisten
terhadap metisilin yang berhubungan dengan komunitas.
f. Toksin eksfoliatif
Toksin epidermolitik Staphylococcus aureus ini adalah dua protein
berbeda dengan berat molekul yang sama. Toksin A epidermolitik merupakan
suatu produkgen kromosom dan bersifat stabil panas (tahan pendidihan selama 20
menit). Toksin B epidemolitik diperantarai oleh plasmid dan labil panas. Toksin
epidermolitik menimbulkan deskuamasi generalisata pada sindrom kulit lepuh
stafilokok dengan cara melarutkan matriks mukopolisakarida epidermis. Toksin
ini adalah antigen super.
g. Toksin sindrom syok toksik
Staphylococcus aureus yang diisolsi dari pasien sindrom syok toksik
sebagian besar menghasilkan toksin yang disebut toksin-1 sindrom syok toksik
(toxic shock syndrome toxin-1, TSST-1) yang sama dengan enterotoksin F. TSST-
1 adalah antigen super prototipe TSST-1 terikat pada molekul MHC kelas II,
menghasilkan stimulasi sel T, yang meningkatkan manifestasi yang berubah-ubah
pada sindrom syok toksik. Toksin berkaitan dengan demam, syok, dan
keterlibatan multi sistem, termasuk ruam kulit deskuamatif. Gen untuk TSST-1

ditemukan pada sekitar 20% isolat Staphylococcus aureus, termasuk MRSA.
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h. Enterotoksin

Salah satu enterotoksi yang dapat dihasilkan Staphylococcus aureus adalah
TSST-1. Enterotoksin merupakan antigen super. Enterotoksin bersifat stabil panas
dan resisten terhadap kerja enzim usus. Enterotoksin dihasilkan ketika
Staphylococcus aureus tumbuh pada makanan mengandung karbohidrat dan
protein menyebabkan keracunan makanan. Ingesti 25 pg enterotoksin B
menimbulkan muntah dan diare. Efek muntah enterotoksin kemungkinan
disebabkan oleh stimulasi saraf pusat sesudah toksin bekerja pada resptor saraf di
usus.

Gen toksin eksfoliatif, TSST-1, dan gen enterotoksin berada pada suatu
elemen kromosom yang disebut pulau patogenitas. Gen berinteraksi dengan
elemen gentik asesoris bakteriofag untuk menghasilkan toksin.

5. Aktivitas Antibakteri
5.1 Pengujian Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas bakteri digunakan untuk mengukur respon pertumbuhan
populasi bakteri terhadap zat antimikroba yang diujikan agar mendapatkan
pengobatan yang efektif dan efisien (Pratiwi, 2008). Uji aktivitas antibakteri dapat
dilakukan dengan dua metode yaitu dilusi dan difusi (Brooks et al., 2012). Metode
dilusi dilakukan dengan mengukur Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) atau
Konsentrasi Bunuh Minimal (KBM). Metode difusi dilakukan dengan cakram

kertas, sumuran, dan silinder (Pratiwi, 2008).
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5.2 Metode Pengujian Aktivitas Antibakteri

Menurut Rostinawati (2009) sensitivitas bakteri terhadap antibakteri
ditentukan oleh diameter zona hambat. Teknik pada metode difusi agar sebagai
berikut:
. Teknik Cakram Kertas

Teknik cakram kertas adalah metode yang paling sering digunakan.
Medium agar dalam cawan petri diinokulasikan dengan bakteri uji kemudian
diletakkan cakram kertas yang telah ditambahkan zat uji ke dalam agar dan
diinkubasi, jika terdapat aktivitas antibakteri dari zat uji akan terlihat zona inhibisi
disekeliling kertas cakram.
. Teknik Sumuran

Agar padat yang telah diinokulasi bakteri dibuat lubang yang jumlah dan
letaknya disesuaikan dengan tujuan penelitian. Zat uji diijeksikan ke lubang
kemudiaan diinkubasi. Aktivitas antibakteri dari zat uji akan terlihat zona inhibisi
disekeliling lubang.
. Teknik Silinder

Silinder gelas diletakkan pada permukaan agar yang telah diinokulasi
dengan bakteri. Zat uji dimasukan ke dalam silinder kemudian diinkubasi.
Aktivitas antibakteri dari zat uji akan terlihat zona bening disekitar silinder.

5.3 Antibiotik

Antibiotik merupakan bahan kimiawi yang dihasilkan oleh organisme

seperti bakteri dan jamur yang dapat mengganggu mikroorganisme lain.

Antibiotik ini dapat membunuh bakteri (bakterisidal) atau menghambat
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pertumbuhan bakteri (bakteriostatik) atau mikroorganisme lain. Antibiotik terbagi
menjadi dua yaitu bersifat aktif terhadap beberapa spesies bakteri (berspektrum
luas) dan bersifat lebih spesifik terhadap spesies bakteri tertentu (berspektrum
sempit) (Tjay dan Raharja, 2002).

Kemampuan beberapa antibiotik seperti kloramfenikol dan tetrasiklin
menghambat pertumbuhan berbagai bakteri menunjukkan bahwa kloramfenikol
dan tetrasiklin masuk ke antibiotik spektrum luas. Sebutan spektrum didasarkan
pada efektifitas klinis dari antibiotik terhadap mikroorganisme (Beale dan John,

2011).

B. Landasan Teori

Tanaman Kepuh (Sterculia foetida L.) memiliki banyak kegunaan dari tiap
bagiannya. Kulit pohon dan daun dapat digunakan sebagai obat beberapa penyakit
seperti rheumatic, diuretic, dan diaphoretic (Maryanti dan Rina, 2014). Tanaman
Kepuh diketahui mengandung senyawa Kimia yaitu saponin, flavonoid, polifenol,
tannin, dan triterpenoid (Mahanani, 2012).

Simplisia adalah bahan alami yang digunakan untuk obat dan belum
mengalami perubahan proses apa pun dan umumnya berupa bahan yang telah
dikeringkan (Herbie, 2015). Simplisia diperoleh dari tanaman liar atau tanaman
budidaya, lebih baiknya mengambil tanaman budi daya (Depkes, 1985). Simplisia
dicuci dahulu sebelum dilakukan penyarian untuk membersihkan kotoran dan

kemudian dikeringkan (Gunawan dan Mulyani, 2004).
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Penyari atau ekstraksi adalah penarikan zat pokok yang diinginkan dari
bahan mentah obat dengan menggunakan pelarut yang dipilih , dimana zat yang
diinginkan larut dan hasil ekstraksi disebut ekstrak (Ansel, 1989). Metode ektraksi
yang dipakai yaitu perkolasi. Metode perkolasi adalah cara ekstraksi yang
dilakukan dengan mengalirkan cairan penyari melalui simplisia yang telah
dibasahi (Depkes, 1986). Proses perkolasi terdiri dari 3 tahapan, yaitu:
pengembangan bahan, tahap maserasi antara dan tahap perkolasi sebenarnya
(penetesan/penampungan ekstrak) yang dilakukan terus menerus sampai diperoleh
ekstrak/perkolat yang jumlahnya 1-5 kali dari volume bahan (Perwita, 2011).
Pelarut yang digunakan pada penelitian ini adalah ethanol. Ethanol termasuk
pelarut universal diharapkan dapat menarik senyawa polar, semi polar ataupun
non polar (Febriani et al., 2015).

Salmonella typhi dapat tumbuh pada media sederhana dan hampir tidak
memfermentasi laktosa dan sukrosa, dapat membentuk asam dan gas dari glukosa
dan manosa. Salmonella typhi biasanya memproduksi hidrogen sulfida (H.,S).
Media SSA yang digunakan untuk menumbuhkan Salmonella typhi akan
menghasilkan koloni dengan pusat hitam dan tepian jelas transparan atau tidak
berwarna biasa disebut koloni mata ikan (Aminollah, 2016). Suhu pertumbuhan
optimum untuk bakteri ini yaitu 37°C dengan pH media 6-8 (Radji, 2011).
Salmonella typhi menyebabkan demam enterik (demam tifoid).

Staphylococcus aureus tumbuh dengan mudah pada sebagian besar media
bakteriologis dengan kondisi anaerob atau mikroaerofilik. Tumbuh paling cepat

pada 37°C, tetapi membentuk pigmen paling baik pada temperatur ruang (20-
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25°C). Koloni pada media solid berbentuk bulat, halus, timbul, dan mengilat.
Staphylococcus aureus biasanya membentuk koloni berwarna abu-abu hingga
kuning emas pekat. Staphylococcus aureus menghasilkan berbagai tingkat
hemolisis (Brooks et al., 2010).

Uji aktivitas bakteri digunakan untuk mengukur respon pertumbuhan
populasi bakteri terhadap zat antimikroba yang diujikan agar mendapatkan
pengobatan yang efektif dan efisien (Pratiwi, 2008). Uji aktivitas antibakteri dapat
dilakukan dengan dua metode yaitu dilusi dan difusi (Brooks et al., 2012). Metode
dilusi dilakukan dengan mengukur Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) atau
Konsentrasi Bunuh Minimal (KBM). Metode difusi dilakukan dengan cakram
kertas, sumuran, dan silinder (Pratiwi, 2008). Antibiotik merupakan bahan
kimiawi yang dihasilkan oleh organisme seperti bakteri dan jamur yang dapat
mengganggu mikroorganisme lain. Antibiotik ini dapat membunuh bakteri
(bakterisidal) atau menghambat pertumbuhan bakteri (bakteriostatik) atau
mikroorganisme lain (Tjay dan Raharja, 2002). Antibiotik dalam penelitian ini
digunakan sebagai kontrol positif.

Shivarkumar dan Vidyasagar (2014) mengemukakan bahwa Kepuh
(Sterculia foetida L.) merupakan tanaman obat tradisional yang memiliki
kandungan phenolic untuk kegiatan antibakteri dan antimikroba. Ekstrak dari
daun Kepuh dapat menghambat pertumbuhan bakteri seperti Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, dan Echerichia coli. Ekstrak n-heksan daun Kepuh pada
konsentrasi  10% sudah dapat menghambat pertumbuhan  bakteri

Propionibacterium acne, karena ekstrak n-heksanan daun Kepuh mengandung
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senyawa triterpenoid yang bersifat antibakteri (Waluyo, 2014). Minyak dari biji
Kepuh dapat menghambat Staphylococcus aureus dan Echerichia coli

(Yoganandam et al., 2012).

C. Hipotesis
1. Ada aktivitas antibakteri ekstrak etanolik kulit batang Kepuh (Sterculia foetida
L.) terhadap bakteri Salmonella typhi dan Staphylococcus aureus.
2. Ada perbedaan diameter zona hambat dari ekstrak etanolik kulit batang Kepuh
(Sterculia foetida L.) terhadap bakteri Salmonella typhi dan Staphylococcus

aureus.



BAB I1l. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian
1. Waktu penelitian
Penelitian telah dilaksanakan pada bulan Januari sampai dengan bulan Juni
2017.
2. Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Fitokimia dan Laboratorium

Mikrobiologi Universitas Setia Budi, Surakarta.

B. Populasi dan Sampel

Populasi pada penelitian adalah kulit batang Kepuh yang berasal dari
tanaman Kepuh (Sterculia foetida L.) yang tumbuh di daerah Surakarta, Jawa
Tengah.

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah kulit batang Kepuh
yang diambil secara acak dengan memilih kulit batang mulai dari batang utama
dan cabang, dikelupas dengan ukuran panjang dan lebar tertentu dan tidak
mengambilnya dengan satu lingkaran penuh pada batang dari Surakarta, Jawa
Tengah. Proses pengambilan dilakukan pada keadaan maksimal proses

fotosintesis antara pukul 10.00 dan 12.00.

26
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C. Bahan dan Alat
1. Bahan Penelitian
1.1 Sampel
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak etanolik kulit
batang Kepuh (Sterculia foetida L.)
1.2 Bakteri Uji
Bakteri uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah Salmonella typhi
dan Staphylococcus aureus kultur laboratorium.
1.3 Media
Media yang digunakan adalah Mueller Hilton Agar (MHA), Brain Heart
Infusion (BHI), Vogel Johnson Agar (VJA), Salmonella Shigella Agar (SSA),
Selenite F Broth, Klinger’s Iron Agar (KIA), Sulfida Indol Motility (SIM), Lysine
Iron Agar (LIA), Simmons Citrat Agar (Citrat), Mac Conkey, dan Bismuth Sulfit
Agar (BSA).
1.4 Bahan Lain
Bahan-bahan lain yang digunakan seperti: Spirtus, cat Gram (A, B, C, dan
D), minyak imersi, aquades, etanol, larutan H,O, 3%, NaCl fisiologis (NaCl
0,9%), larutan plasma citrat, larutan kalium telurit, Trimetroprim, Vankomisin,
H,SO, pekat, dan anhidra asetat (Ac,0).
2. Alat Penelitian
Alat yang digunakan untuk penelitian ini adalah: nampan, kain, blender,
ayakan 40 mesh, alat perkolator, backer glass, evaporator, oven, neraca analitik,

cawan petri steril, kapas lidi steril, pipet ukur steril, cliniplette, yellow tip, api
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spirtus, inkas, tabung reaksi steril, jarum ose, mikroskop, inkubator, autoclave,

kompor, botol sampel steril, boorproof, mistar, alat pelindung diri lengkap.

D. Variabel Penelitian
1. Identifikasi Variabel Utama
Variabel utama adalah aktivitas antibakteri dari ekstrak etanolik kulit
batang Kepuh (Sterculia foetida L.) terhadap bakteri Salmonella typhi dan
Staphylococcus aureus.
2. Klasifikasi Variabel Utama
Variabel utama dapat didefinisikan ke dalam berbagai macam variabel,
yaitu variabel bebas dan variabel tergantung.
a. Variabel bebas
Variabel bebas untuk penelitian ini adalah ekstrak etanolik kulit batang
Kepuh (Sterculia foetida L.).
b. Variabel tergantung
Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah diameter zona hambat
yang terbentuk dari bakteri Salmonella typhi dan Staphylococcus aureus.
3. Definisi Operasional Variabel Utama
a. Sampel uji adalah kulit batang Kepuh (Sterculia foetida L.) diperoleh dari
tanaman Kepuh (Sterculia foetida L.) yang tumbuh di Surakarta, Jawa Tengah
yang diambil secara acak dengan memilih kulit batang mulai dari batang utama
dan cabang, dikelupas dengan ukuran panjang dan lebar tertentu dan tidak

mengambilnya dengan satu lingkaran penuh pada batang. Proses pengambilan
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dilakukan pada keadaan maksimal proses fotosintesis antara pukul 10.00 dan
12.00.

b. Serbuk kulit batang Kepuh (Sterculia foetida L.) adalah kulit batang yang
dikelupas kemudian dicuci dengan air mengalir yang bertujuan untuk
menghilangkan kotoran yang masih menempel setelah itu dikeringkan dengan
sinar matahari tidak langsung hingga kering, kemudian dibuat serbuk dan
diayak dengan ayakan 40 mesh.

c. Ekstrak etanolik kulit batang Kepuh adalah ekstrak yang diperoleh dari sumber
penyarian kulit batang Kepuh dengan metode perkolasi dengan pelarut etanol.

d. Aktivitas antibakteri adalah uji yang ditentukan dari metode difusi dengan
mengukur luas zona inhibisi dengan menggunakan kontrol positif antibiotik

dan kontrol negatif aquades steril.

E. Prosedur Penelitian

1. Pembuatan Serbuk Kulit Batang Kepuh

1500 gram kulit batang Kepuh dicuci bersih supaya bersih dari kotoran
dan debu kemudian dikeringkan dengan sinar matahari tidak langsung. Kulit
batang yang sudah kering kemudian dihaluskan dan diayak dengan ayakan ukuran
40 mesh.
2. Pembuatan Ekstrak Perkolasi Kulit Batang Kepuh

Serbuk kulit batang Kepuh ditimbang 500 gram. Serbuk yang sudah
ditimbang masuk ke becker glass dan di tambah dengan ethanol 95%, ditutup dan

didiamkan selama 24 jam, kemudian dimasukan ke dalam bejana silindris yang
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diberi sekat berpori. Etanol 95% dialirkan dari atas ke bawah melalui serbuk
secara terus menerus dengan kecepatan 1ml/menit dan diatur supaya cairan yang
keluar seimbang dengan cairan yang ditambahkan dari atas perkolator. Perkolasi
dihentikan jika cairan yang keluar tidak berwarna dan jika diuapkan tidak
meninggalkan sisa.
3. ldentifikasi Golongan Senyawa
3.1 Saponin
Sebanyak 2 ml ekstrak ditambahkan 10 ml aquadest panas dalam tabung
reaksi, dikocok kuat-kuat selama 10 detik, kemudian ditambahkan beberapa tetes
HCI 2N. Hasil positif jika terbentuk busa stabil (Setyawati et al., 2014).
3.2 Flavonoid
Sebanyak 2 ml ekstrak ditambahkan 2 ml etanol 95%, 0,5 gram serbuk
seng dan 2 ml HCI 2N. Larutan didiamkan selama 1 menit dan kemudian
ditambahkan 2 ml HCI pekat. Hasil positif jika terbentuk warna merah jingga atau
kuning (Rumanggit et al., 2015).
3.3 Polifenol
Sebanyak 2 ml sampel dilarutkan dalam akuades 10 ml, dipanaskan 5
menit dan disaring, filtrat ditambahkan 4-5 tetes FeCl; 5%. Adanya fenol
ditunjukan dengan terbentuknya warna biru tua atau hijau kehitaman (Ningsih et

al., 2016).
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3.4 Tannin
Sebanyak 2 ml ekstrak ditambahkan 2 ml air dan kemudian ditambahkan
beberapa tetes FeCls 1%. Hasil positif jika terbentuk larutan berwarna biru
kehitaman (Sastrawan et al., 2013).
3.5 Triterpenoid
Uji triterpenoid menggunakan metode Lieberman-Burchard (LB) yaitu
2mg ekstrak kering dilarutkan di anhidra asetat, dipanaskan sampai mendidih,
didinginkan dan kemudian 1ml H,SO, pekat ditambahkan di tabung reaksi, jika
terbentuk warna merah atau ungu maka terdapat kandungan triterpenoid (Balafif
et al., 2013).
3.6 Alkaloid
Sampel ekstrak dilarutak dalam 2 ml asam klorida dipanaskan 5 menit dan
disaring. Filtrat ditambah pereaksi dragendorff, adanya alkaloid ditunjukan
dengan adanya endapan jingga (Ningsih et al., 2016).
4. Pembuatan Persentase Konsentrasi Ekstrak Kulit Batang Kepuh

Tabel 2. Konsentrasi Ekstrak Kulit Batang Kepuh

Konsentrasi Ekstrak Kulit Ekstrak Kulit Batang Aquadest steril
Batang Kepuh Kepuh (ml) (ml)
10% 05 4.5
20% 1 4
30% 1,5 35
40% 2 3
50% 2,5 2,5
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Isolasi Bakteri dan Indentifikasi Bakteri Salmonella typhi
5.1 Mikroskopis

Identifikasi bakteri Salmonella typhi secara mikroskopis dilakukan dengan

pengecatan gram. Prosedur pengecatan gram untuk Salmonella typhi adalah:

a.

Ambil 1 ose bakteri dari media BHI ratakan di objek glass yang kering dan
bebas lemak secara aseptis kemudian di fiksasi sebentar.

Genangi preparat dengan Gram A (Kristal Violet) tunggu 3 menit, kemudian
buang dan aliri dengan air.

Genangi dengan Gram B (lugol iodin) tunggu £ 1 menit, kemudian buang dan

aliri dengan air.

. Genangi dengan Gram C (alkohol) tunggu sampai cat luntur, kemudian buang

dan aliri dengan air.
Genangi dengan Gram D (safranin) tunggu 1-2 menit, kemudian buang dan
aliri dengan air.
Tiriskan, kemudian amati dengan mikroskop perbesaran 100x dengan minyak
imersi.
5.2 Makroskopis

5.2.1 Isolasi dan ldentifikasi Bakteri Salmonella typhi dengan media

BSA dan SSA

Isolasi dan identifikasi bakteri Salmonella typhi secara makroskopis

dilakukan dengan kultur di media BSA dan SSA. Prosedur kultur di media BSA

dan SSA untuk Salmonella typhi adalah:
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a. Bakteri Salmonella typhi diinokulasikan pada media BHI dan Selenit yang
keduanya sebagai media pengaya. Media BHI dan Selenit selanjutnya
diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam.

b. Media BHI dan Selenit mengalami pertumbuhan ditandai dengan adanya
kekeruhan. Bakteri yang tumbuh di media selenit diinokulasikan dengan ose ke
media SSA dan BSA, selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24
jam.

c. Pembacaan koloni pada media SSA dan BSA

Bentuk : Bulat

Warna koloni : Coklat, abu-abu atau Hitam Metalik
Tepi Koloni : Halus

Permukaan : Cembung

Khas . Seperti Mata Ikan atau Mata Kelinci

5.2.2 ldentifikasi Bakteri Salmonella typhi dengan media Uji
Biokimia

Identifikasi bakteri Salmonella typhi secara makroskopis dilakukan dengan

kultur di media Uji Biokimia. Prosedur kultur di media Uji Biokimia untuk
Salmonella typhi adalah:

a. Bakteri dari kultur diinokulasikan secara goresan pada media Mac Conkey

Agar (MCA), selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam.
b. Koloni yang tumbuh di media MCA diinokulasikan pada media uji biokimia
(KIA, SIM, LIA, Citrat) selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24

jam.
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6. Isolasi Bakteri dan Indentifikasi Bakteri Staphylococcus aureus
6.1 Mikroskopis
Identifikasi bakteri Staphylococcus aureus secara mikroskopis dilakukan
dengan pengecatan gram. Prosedur pengecatan gram untuk Staphylococcus aureus
adalah:
a. Ambil 1 ose bakteri dari media BHI ratakan di objek glass yang kering dan
bebas lemak secara aseptis kemudian di fiksasi sebentar.
b. Genangi preparat dengan Gram A (Kristal Violet) tunggu 3 menit, kemudian
buang dan aliri dengan air.
c. Genangi dengan Gram B (lugol iodin) tunggu £ 1 menit, kemudian buang dan
aliri dengan air.
d. Genangi dengan Gram C (alkohol) tunggu sampai cat luntur, kemudian buang
dan aliri dengan air.
e. Genangi dengan Gram D (safranin) tunggu 1-2 menit, kemudian buang dan
aliri dengan air.
f. Tiriskan, kemudian amati dengan mikroskop perbesaran 100x dengan minyak
imersi.
6.2 Makroskopis
6.2.1 Isolasi dan lIdentifikasi Bakteri Staphylococcus aureus dengan
media VJA
Isolasi dan identifikasi bakteri Staphylococcus aureus secara makroskopis
dilakukan dengan kultur di media VJA. Prosedur kultur di media VJA untuk

Staphylococcus aureus adalah:
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a. Bakteri dari kultur diinokulasikan pada media BHI sebagai media pengaya dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam.
b. Bakteri dari media BHI diinokulasikan pada media VJA kemudian diinkubasi
pada suhu 37°C selama 18-24 jam.
c. Pembacaan koloni pada media VJA
Bentuk : Bulat
Warna koloni  : Hitam
Tepi Koloni : Halus
Permukaan : Cembung
6.2.2 ldentifikasi Bakteri Staphylococcus aureus dengan Uji Katalase
Identifikasi bakteri Staphylococcus aureus secara makroskopis dilakukan
dengan uji katalase. Prosedur uji katalase untuk Staphylococcus aureus adalah:
a. Lihat pertumbuhan koloni pada media VJA, koloni yang tumbuh yang akan
diuji katalase.
b. Larutan H,O, 3% diteteskan di object glass kemudian ambil 1 ose koloni lalu
amati adanya gelembung.
6.2.3 Identifikasi Bakteri Staphylococcus aureus dengan Uji
Koagulase
Identifikasi bakteri Staphylococcus aureus secara makroskopis dilakukan
dengan uji koagulase. Prosedur uji koagulase untuk Staphylococcus aureus

adalah:
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a. Lihat pertumbuhan koloni pada media VJA, koloni yang tumbuh

diinokulasikan ke media BHI kemudian diinkubasi pada suhu 37° C selama 18-

24 jam.
b. Media BHI mengalami kekeruhan.
c. 1 ml larutan plasma citrat kemudian ditambahkan 1 ml suspensi bakteri

kemudian diinkubasi pada suhu 37° C selama 18-24 jam.
d. Diamati adanya penggumpalan antara suspensi bakteri dengan serum kelinci.
7. Pembuatan Suspensi Bakteri

7.1 Salmonella typhi
Isolat bakteri dari media BSA diinokulasikan pada media cair BHI
diinkubasi pada 37° C selama 24 jam. Kekeruhan yang terjadi pada media BHI
kemudian diambil 1-2 ose dan dimasukkan ke BHI steril kemudian dihomogenkan
dengan fortex kemudian dibandingkan dengan standart Mc Farlan 0,5x108 cfu/ml.
Suspensi ini yang digunakan untuk uji sensitifitas.
7.2 Staphylococcus aureus
Isolat bakteri dari media VJA diinokulasikan pada media cair BHI

diinkubasi pada 37° C selama 24 jam. Kekeruhan yang terjadi pada media BHI
kemudian diambil 1-2 ose dan dimasukkan ke BHI steril kemudian dihomogenkan
dengan fortex kemudian dibandingkan dengan standart Mc Farlan 0,5x10° cfu/ml.
Suspensi ini yang digunakan untuk uji sensitifitas.
8. Pengujian Aktivitas Bakteri
a. Suspensi bakteri diswab merata pada permukaan media Muller Hilton Agar

(MHA) kemudian didiamkan 5 menit.
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b. Media MHA tersebut dibuat lubang sumuran dengan menggunakan boorproof.
c. Sumuran tersebut diisi dengan konsentrasi ekstrak, kontrol positif dan kontrol
negatif masing masing 50 pl kemudian diinkubasi pada suhu 37° C selama 24
jam.
d. Perlakuan tersebut dilakukan 3 kali pengulangan.
e. Kontrol positif untuk bakteri Salmonella typhi adalah Trimethoprim,
sedangkan bakteri Staphylococcus aureus adalah vancomisin.
9. Pembacaan Hasil
Pembacaan hasil dilakukan setelah inkubasi pada 37°C selama 24 jam
dengan melihat zona transparan (radikal) di sekitar sumuran. Daerah bening
merupakan petunjuk adanya aktivitas antibakteri dari ekstrak kulit batang
terhadap bakteri uji. Daerah bening tersebut dinyatakan dengan diameter (mm)
menggunakan penggaris. Diameter zona hambat dikategorikan kekuatan daya
antibakterinya berdasarkan penggolongan Davis dan Stout (1971) sebagai berikut:
a. Diameter zona bening >20 mm artinya daya hambat sangat kuat.
b. Diameter zona bening 10-20 mm artinya daya hambat kuat.
c. Diameter zona bening 5-10 mm artinya2 daya hambat sedang.

d. Diameter zona bening <5 mm artinya daya hambat lemah.

F. Teknik Analisis Data
Data yang diperoleh dari uji aktivitas antibakteri ekstrak kulit batang
Kepuh terhadap bakteri Salmonella typhi dan Staphylococcus aureus secara difusi

teknik sumuran dianalisis dengan menggunakan uji statistik. Uji Statistik yang
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digunakan adalah one way anova dengan software SPSS 17. Analisa data dengan
statistik dilakukan untuk mengetahui beda nyata atau tidak diameter hambat dari

bakteri Salmonella typhi dan Staphylococcus aureus.
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BAB IV. HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. Pembuatan Simplisia

1. Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman dilakukan di kepustakaan dan dibuktikan di
Laboratorium Mikrobiologi dan Fitokimia Universitas Setia Budi. Habitus
tanaman Kepuh berupa pohon menahun yang berakar tunggang dan batang
berkayu dengan percabangan monopodial. Daun tanaman Kepuh majemuk
menjari, ibu tangkai berukuran 9-45 cm, anak daun berukuran 5-9 cm, bertangkai
pendek, bulat memanjang sampai lanset dan ujung meruncing. Tanaman Kepuh
memiliki bunga majemuk dengan kelopak bercangap berwarna merah tua bagian
tabung, lobi mula-mula berupa warna kuning kehijauan di bagian pangkal dan
sepanjang marginal, benang sari berukuran 12-15 cm dan capella sebanyak 5
(Backer dan Brink, 1965).
2. Pengambilan Bahan

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah kulit batang Kepuh
yang diambil secara acak dengan memilih kulit batang mulai dari batang utama
dan cabang, dikelupas dengan ukuran panjang dan lebar tertentu dan tidak
mengambilnya dengan satu lingkaran penuh pada batang dari Surakarta, Jawa
Tengah.
3. Pengukuran Kadar Air Serbuk

Pengukuran kadar air dengan metode bidwel-sterling dengan pelarut xylen.

Serbuk sebanyak 20,9453 gram ditambah dengan 140 ml xylen rangkaian alat
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dipasang kemudian air dialirkan dan dipanaskan dengan api spirtus. Skala
menunjukan 1,8 ml.

Tabel 3. Kadar Air Serbuk Kulit Batang Kepuh

Berat bahan (gram) Skala (ml) Kadar Air (%)
20,9453 1,8 8,59

Kadar air pada serbuk adalah 8,59% sudah memenuhi standar untuk

pembuatan ekstrak yaitu kurang dari 10% (Emilan, 2011).

B. EKSTRAKSI

1. Pembuatan Ekstrak

Bahan yang sudah dikeringkan kemudian diserbuk dan didapatkan serbuk
sebanyak 1.300 gram. Serbuk kemudian diayak dengan ayakan ukuran 40 mesh
dan didapatkan serbuk halus 500 gram. Serbuk halus kemudian diekstrak dengan
etanol metode perkolasi. Hasil ekstraksi diuapkan dengan evaporator suhu 50° C
dan 40 rpm. Ekstrak yang didapatkann seberat 36 gram.
2. Perhitungan Rendemen

Tabel 4. Rendemen Ekstrak

Serbuk Halus Ekstrak yang didapat Rendemen
Serbuk Kasar (gram) (gram) (gram) (%)
1300 500 36 7,2

3. ldentifikasi Golongan Senyawa
Identifikasi golongan senyawa pada ekstrak etanol kulit batang kepuh

dilakukan dengan reaksi tabung.
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No Uiji Prosedur Pustaka Hasil Percobaan  Keterangan
1 Saponin Ekstak + 10 ml Reaksi positif jika Terbentuk busa +
aquadest panas, terbentuk busa stabil stabil
kocok + HCI 2N (Setyawati et al., 2014)
2 Flavonoid Ekstrak + 2 ml etanol Reaksi positif jika Merah Jingga +
95% + serbuk seng + terbentuk warna
2ml HCl pekat merah jingga atau ungu
(Rumanggit et al.,
2015).
3 Polifenol Ekstrak dilarutkan Reaksi positif jika Hijau kehitaman  +
dalam 10 ml terbentuk warna biru
aquadest, tua atau hijau
dipanaskan dan kehitaman (Ningsih et
disaring, filtrat + 3 al., 2016)
tetes FeCl; +
4 Tannin Ekstrak + aquadest + Reaksi positif jika Biru Kehitaman
2 tetes FeCl; terbentuk warna biru
kehitaman (Sastrawan
et al.,2013) +
5 Triterpenoid Ekstrak + anhidra Reaksi positif jika Merah
asetat, dipanaskan-  terbentuk warna
didinginkan + H,SO,  merah atau ungu
pekat (Balafif et al., 2013) +
6 Alkaloid Ekstrak + HCI Reaksi positif jika Jingga

dipanaskan dan
disaring, filtrat +3
tetes dragendorff

terbentuk warna jingga

(Ningsih et al., 2016).

C. Isolasi dan IdentifikasiBakteriSalmonella typhi

1. Mikroskopis

Identifikasi bakteri Salmonella typhi secara mikroskopis dilakukan dengan

pengecatan gram. Bakteri dari media BHI ratakan di objek glass yang kering dan

bebas lemak secara aseptis kemudian di fiksasi sebentar. Pengecatan dilakukan

dengan cat gram A, B, C, dan D kemudian diamati dengan mikroskop perbesaran

100 dengan minyak imersi.
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Gambar 1. Mikroskopis Salmonella typhi
Gambar 1 menunjukkan gambar Salmonella typhi yang sudah dicat gram
dan diamati dengan mikroskop trinokuler. Salmonella typhi berbentuk batang
berwarna merah dan menyebar termasuk gram negatif sesuai dengan pendapat
Cita (2011) Salmonella typhi merupakan kuman gram negatif.
2. Makroskopis
2.1 Isolasi dan Identifikasi Bakteri Salmonella typhi dengan media BSA
dan SSA
Isolasi dan identifikasi bakteri Salmonella typhi secara makroskopis
dilakukan dengan kultur di media BSA dan SSA. Bakteri Salmonella typhi
diinokulasikan pada media Selenit. Bakteri yang tumbuh di media selenit

diinokulasikan dengan ose ke media SSA dan BSA.

Gambar 2. Koloni Salmonella typhi di media SSA
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Gambar 2 menunjukkan koloni Salmonella typhi pada media SSA yang
berbentuk bulat, tepi halus dan transparan, permukaan cembung dan khas terlihat
seperti mata ikan. Koloni yang tumbuh pada media SSA sesuai dengan pendapat
Aminollah (2016) yaitu pada media SSA yang digunakan untuk menumbuhkan
Salmonella typhiakan menghasilkan koloni dengan pusat hitam dan tepian jelas
transparan atau tidak berwarna biasa disebut

koloni mata ikan.

Gambar 3. Koloni Salmonella typhi di media BSA
Gambar 3 menunjukkan koloni Salmonella typhi pada media BSA yang
berbentuk bulat, tepi halus, permukaan cembung dan warna coklat kehitaman.
Koloni yang tumbuh pada media BSA sesuai dengan SNI 01-2331.2-2006 (2006)
yaitu pada media BSA yang digunakan untuk menumbuhkan Salmonella typhi
akan tumbuh koloni coklat, abu-abu atau hitam, kadang-kadang metalik. Media

disekitar koloni pada awalnya berwarna coklat, kemudian berubah menjadi hitam.
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Tabel 6. Identifikasi Salmonella typhi

Media Hasil Keterangan
Cat Gram Batang merah menyebar ~ Gram negatif
SSA Bentuk : bulat Salmonella typhi

Tepi koloni : halus
Permukaan : cembung
Khas : mata ikan

BSA Bentuk : bulat Salmonella typhi
Warna :coklat kehitaman
Tepi koloni : halus
Permukaan : cembung

2.2 ldentifikasi Bakteri Salmonella typhi dengan media Uji Biokimia
Identifikasi bakteri Salmonella typhi secara makroskopis dilakukan dengan
kultur di media Uji Biokimia. Bakteri dari kultur diinokulasikan secara goresan
pada media Mac Conkey Agar (MCA). Koloni yang tumbuh di media MCA
diinokulasikan pada media uji biokimia (KIA, SIM, LIA, Citrat) selanjutnya

diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam.

Gambar 4. Koloni Salmonella typhi di media MCA
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Gambar 5.Uji Biokimia Salmonella typhi

Tabel 7. Uji Biokimia Salmonella typhi

— Kultur Pustaka Keterangan
KIA KIA S+ (Wulandarli< gl?nSJLrilis, 2008) )
SIM o (Afriyan-: et ;-I 2016) )
LIA KIKSH o 01—23P§’>/2K.2?;006, 2006) )
Citrat + ; )

(Afriyani et al., 2016)

Hasil uji biokimia pada tabel 7 menunjukkan bahwa pada media KIA
kultur K/A S+ yang berarti terbentuk warna merah (K) pada lereng dan terbentuk
warna kuning pada dasar serta adanya endapan hitam / H,S (S+). Media SIM
menunjukkan hasil + — + yang berarti S (sulfide) positif (+) terbentuk endapan
hitam karena menghasilkan H,S, I (Indol) negatif (—) tidak terbentuk warna merah
pada permukaan media dan M (Motil) positif (+) terlihat pada bekas tusukan
tampak ada pertumbuhan yang menyebar. Media LIA hasilnya K/K S+ yang

berarti terbentuk warna ungu (K) pada permukaan dan dasar agar serta adanya
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endapan hitam / H,S (S+). Media Simmon’s Citrat menunjukkan hasil positif (+)
ditandai dengan terbentuknya warna biru pada agar.
D. Isolasi Bakteri dan Indentifikasi Bakteri Staphylococcus aureus

1. Mikroskopis

Identifikasi bakteri Staphylococcus aureus secara mikroskopis dilakukan
dengan pengecatan gram. Bakteri dari media BHI ratakan di objek glass yang
kering dan bebas lemak secara aseptis kemudian di fiksasi sebentar. Pengecatan
dilakukan dengan cat gram A, B, C, dan D kemudian diamati dengan mikroskop

perbesaran 100x dengan minyak imersi.

Gambar 6. Mikroskopis Staphylococcus aureus
Gambar 6 menunjukkan gambar Staphylococcus aureus yang sudah dicat
gram dan diamati dengan mikroskop trinokuler. Staphylococcus aureus
berbentuk bulat berwarna ungu dan bergerombol.Staphylococcus aureusmenurut
Brooks et al., (2010) berbentuk kokus tunggal, berpasangan , berempatan, dan
membentuk rantai dan menurut Poeloengan (2009) Staphylococcus aureus

berwarna ungu.
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2. Makroskopis
2.1 Isolasi dan Identifikasi Bakteri Staphylococcus aureus dengan
media VJA
Isolasi dan identifikasi bakteri Staphylococcus aureus secara makroskopis
dilakukan dengan kultur di media VJA. Bakteri diinokulasikan pada media BHI
sebagai media pengaya. Bakteri dari media BHI diinokulasikan pada media VJA

kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam.

Gambar 7. Koloni Staphylococcus aureus di media VJA

Koloni Staphylococcus aureus tumbuh pada media VJA dengan koloni
berbentuk bulat, warna koloni hitam, tepi koloni halus, dan permukaan koloni
cembung. Koloni Staphylococcus aureus di media VJA menurut Supartono
(2006) adalah koloni terlihat hitam, konvek mengilat dikelilingi oleh areal
berwarna kuning.

2.2 ldentifikasi Bakteri Staphylococcus aureus dengan Uji Katalase

Identifikasi bakteri Staphylococcus aureus secara makroskopis dilakukan

dengan uji katalase. Koloni yang tumbuh di mediua VVJA yang akan diuji katalase.
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Larutan H,O, 3% diteteskan di object glass kemudian ambil 1 ose koloni lalu

amati adanya gelembung.

Gambar 8. Uji katalase
2.3 ldentifikasi Bakteri Staphylococcus aureus dengan Uji Koagulase
Identifikasi bakteri Staphylococcus aureus secara makroskopis dilakukan
dengan uji koagulase. Koloni yang tumbuh di media VJA diinokulasikan ke
media BHI kemudian diinkubasi pada suhu 37° C selama 18-24 jam. Satuml
larutan plasma citrat kemudian ditambahkan 1 ml suspensi bakteri kemudian

diinkubasi pada suhu 37° C selama 18-24 jam hasilnya terbentuk koagulan.

i

Gambar 9. Uji koagulase

Tabel 8. Identifikasi Satphylococcus aureus

Uji Hasil Ketrangan

Cat Gram Bulat warna ungu Gram positif

Uji katalase Ada gelembung Positif
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Uji koagulase Ada gumpalan Positif

Uji katalase untuk memebedakan Staphylococcus sp. dan Streptococcus
sp. Uji katalase positif ditandai dengan adanya gelembung gas yang diproduksi
oleh Staphylococcus sp. Staphylococcus aureus menghasilkan katalase yang
mengubah hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen. Uji koagulase untuk
mengetahui  bakteri menghasilkan enzim koagulase. Staphylococcus aureus
menghasilkan koagulase, protein yang menyerupai enzim yang membekukan

plasma beroksalat atau bersitrat (Brooks et al., 2010).

E. Pengujian Aktivitas Anti Bakteri

Pengujian dengan metode difusi. Sumuran tersebut diisi dengan
konsentrasi ekstrak (10%, 20%, 30%, 40%, 50%), kontrol positif dan kontrol
negatif masing-masing 50 pl kemudian diinkubasi pada suhu 37° C selama 24
jam. Perlakuan tersebut dilakukan 3 kali pengulangan. Kontrol positif untuk
bakteri Salmonella typhi adalah Trimethoprim, sedangkan bakteri Staphylococcus
aureus adalah VVancomisin.

Pembacaan hasil dilakukan setelah inkubasi pada 37°C selama 24 jam
dengan melihat zona transparan (radikal) di sekitar sumuran. Daerah bening
merupakan petunjuk adanya aktivitas antibakteri dari ekstrak kulit batang
terhadap bakteri uji. Daerah bening tersebut dinyatakan dengan diameter (mm)
menggunakan penggaris. Diameter zona hambat dikategorikan kekuatan daya

antibakterinya berdasarkan penggolongan Davis dan Stout (1971).
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Ekstrak etanolik kulit batang Kepuh yang diuji aktivitas antibakteri dapat
menghasilkan zona hambat disekeliling sumuran yang artinya ekstrak etanolik
kulit batang Kepuh dapat menghambat Salmonella typhi dan Staphylococcus
aureus pada konsentrasi 10 %, 20%, 30%, 40%, dan 50%. Shivarkumar dan
Vidyasagar (2014) mengemukakan bahwa ekstrak dari daun Kepuh dapat
menghambat pertumbuhan bakteri seperti Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, dan Echerichia coli. Ekstrak n-heksan daun Kepuh pada konsentrasi 10%
sudah dapat menghambat pertumbuhan bakteri Propionibacterium acne (Waluyo,
2014). Minyak dari biji Kepuh dapat menghambat Staphylococcus aureus dan

Echerichia coli (Yoganandam et al., 2012).

Gambar 10.Uji Aktivitas Antibakteri Salmonella typhi
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Tabel 9.Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Salmonella Typhi

Diameter Zona Rata-Rata
Jenis Hambat Diameter Keterangan
R1 R2 R3 Zona Hambat
Kontrol (+) Tfimetroprim 95 14 12 13,67 kuat
_ 10% 10 8 6 8,00 Sedang
Konsentrasi
Ekstrak 20% 13 11 7 10,33 Kuat
Etano_llk 30% 15 14 9 1267 Kuat
Kulit
Batang 40% 18 16 19 17,67 Kuat
Kepuh
50% 20 21 21 20,67 Sangat Kuat
Kontrol (-) A Tidak ada daya
guades
0 0 0 0 hambat

steril

Daya hambat yang dihasilkan pada Salmonella typhi berdasarkan tabel 9
pada konsentrasi 10 % adalah sedang. Konsentrasi 20%, 30%, dan 40% adalah
kuat. Konsentrasi 50% adalah sangat kuat dengan rerata diameter zona hambat
20,67. Rerata zona hambat yang dihasilkan antibiotik lebih kecil dibanding
dengan rerata zona hambat yang dihasilkan ekstrak etanolik kulit batang Kepuh
pada konsentrasi 40% dan 50%. Daya hambat yang dihasilkan pada Salmonella
typhi pada konsentrasi 50% sangat kuat menunjukkan lebih kuat dari antibiotik

yang digunakan yaitu Trimethoprim.
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Gambar 11. Uji Aktivitas Antibakteri Staphylococcus aureus

Tabel 10.Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Staphylococcus aureus

Diameter Zona Rata-Rata
Jenis Hambat Diameter Keterangan
R1 R2 R3 ZonaHambat
Kontrol (+) Vvancomisin g 14 13 11,67 kuat
10% 10 12 13 11,67 kuat
Konsentrasi
Ekstrak 20% 13 15 16 14,67 Kuat
Etanolik 30% 16 17 18 17 Kuat
Kulit
Batang 40% 17 19 20 18,67 Kuat
Kepuh
50% 20 22 23 21,67 Sangat Kuat
Kontrol (-) Adquades Tidak ada daya
. 0 0 0 hambat

steril

Daya hambat yang dihasilkan pada Staphylococcus aureus berdasarkan
tabel 10 pada konsentrasi 10 %, 20%, 30%, dan 40% adalah kuat. Konsentrasi
50% adalah sangat kuat dengan rerata diameter zona hambat 21,67. Rerata zona
hambat yang dihasilkan antibiotik lebih kecil dibanding dengan rerata zona
hambat yang dihasilkan ekstrak etanolik kulit batang Kepuh pada konsentrasi

20% Daya hambat yang dihasilkan pada Staphylococcus aureus pada konsentrasi



53

50% sangat kuat menunjukkan lebih kuat dari antibiotik yang digunakan yaitu

Vankomisin.

25

20
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aureus
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Gambar 12.Grafik rerata diameter zona hambat dengan konsentrasi ektrak

Gambar 12 Grafik rerata diameter zona hambat dengan konsentrasi ektrak
bahwa zona hambat dari Salmonella typhi lebih rendah daripada zona hambat
Staphylococcus aureus. Diameter zona hambat mengalami peningkatan pada
setiap kenaikan konsentrasi ekstrak etanolik kulit batang Kepuh.

Hasil uji normalitas dengan Shapiro-wilk dengan nilai signifikasiadalah
0,316 dan 0,971> 0,05 bahwa data berdistribusi normal. Hasil uji statistik dengan
one way anova hasil terdapat perbedaan diameter zona hambat dari Salmonella
typhi dan Staphylococcus aureus yang bermakna (o = 0,05), ditunjukan dengan
nilai signifikansi 0,000 yaitu <0,05, kemudian dilihat nilai F hitung 36,839 dan F
tabel 4,20. Nilai F tabel 4,20 < 36,839 nilai F hitung maka Ho ditolak maka
disimpulkan bahwa terdapat perbedaan diameter zona hambat dari Salmonella

typhi dan Staphylococcus aureus.
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Perbedaan diameter zona hambat dari Salmonella typhi dan
Staphylococcus aureus dikarenakan jenis bakteri yang berbeda. Salmonella typhi
merupakan bakteri gram negatif dan Staphylococcus aureus adalah bakteri gram
positif. Bakteri gram negatif dilapisi membran luar yang terdapat protein,
fosfolipid, dan lipopolisakarida. Bakteri gram positif terdiri atas lapisan
peptidoglikan yang tebal, asam teikoat, dan sekit lipid (Widyasanti et al., 2015).
Penelitian sebelumnya oleh Sartika et al., (2013) hasil pengujian konsentrasi
hambat minimum ekstrak Rumput laut Eucheuma cottonii paling baik
menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dibandingkan bakteri
Escherchia coli, Salmonella typhosa, dan Vibrio cholera.

Ekstrak etanolik kulit batang Kepuh yang diuji aktivitas antibakteri dapat
menghambat pertumbuhan Salmonella typhi dan Staphylococcus aureus karena
mempunyai senyawa metabolit sekunder yaitu saponin, flavonoid, polifenol,
tannin, triterpenoid, dan alkaloid. Senyawa metabolit sekunder memiliki
kemampuan masing-masing untuk merusak sel bakteri.

Penelitian yang telah dilakukan oleh Rahmawati (2016) senyawa saponin
dapat menghambat aktivitas bakteri Staphylococcus aureus. Senyawa saponin
dapat melakukan mekanisme penghambatan dengan membentuk senyawa
kompleks dengan membran sel melalui ikatan hidrogen, sehingga dapat
menghancurkan sifat permeabilitas dinding sel dan akhirnya dapat menimbulkan
kematian sel (Mahanani et al., 2012).

Arifin (2012) menyatakan bahwa flavonoid, minyak atsiri, polifenol dan

saponin  mempunyai aktivitas antimikroba terhadap Escherichia coli,
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Staphylococcus aureus, dan Candida albicans. Flavonoid merupakan senyawa
golongan fenol yang aktif. Senyawa fenol dan senyawa fenolik derivatnya juga
dapat menimbulkan denaturasi protein yang terdapat pada dinding sel sehingga
dapat merusak susunan dan merubah mekanisme permeabilitas dari mikrosom,
lisosom,dan dinding sel (Eriantiet al., 2015).

Penelitian yang telah dilakukan oleh Ngajow et al.,(2013) ekstrak kulit
batang matoa yang memiliki senyawa saponin, triterpenoid, tannin, dan falvonoid
dapat menhambat aktivitas Staphylococus aureus.

Mekanisme triterpenoid sebagai antibakteri adalah bereaksi dengan porin
(protein transmembran) pada membran luar dinding sel bakteri, membentuk ikatan
polimer yang kuat sehingga mengakibatkan rusaknya porin. Rusaknya porin yang
merupakan pintu keluar masuknya senyawa akan mengurangi permeabilitas
dinding sel bakteri dan mengakibatkan sel bakteri akan kekurangan nutrisi,
sehingga pertumbuhan bakteri terhambat atau mati (Mahanani, 2012). Senyawa
tannin adalah senyawa astrigent yang memiliki rasa pahit dari gugus polifenol
yang dapat mengikat dan mengendapkan atau menyusutkan protein (Ismarani,
2012). Senyawa-senyawa golongan triterpenoid diketahui memiliki aktivitas
fisiologis tertentu, seperti antijamur, antibakteri, antivirus, kerusakan hati,
gangguan menstruasi, dan dapat mengatasi penyakit diabetes (Asihet al., 2010).

Ekstrak daun sirsak mengandung alkaloid dapat menghambat aktivitas
bakteri Escherichia coli. Mekanisme kerja alkaloid sebagai antibakteri yaitu
dengan cara mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri

sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan
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kematian sel. Komponen pada alkaloid diketahui sebagai interkelator DNA dan

menghambat enzim topoisomerase sel bakteri (Ningsih et al., 2016).



BAB V. PENUTUP

A. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan dapat disimpulkan :
1. Ekstrak etanolik kulit batang Kepuh (Sterculia foetida L.) mempunyai aktivitas
antibakteri terhadap bakteri Salmonella typhi dan Staphylococcus aureus.
2. Diameter zona hambat dari ekstrak etanolik kulit batang Kepuh (Sterculia
foetida L.) terhadap bakteri Staphylococcus aureus lebih baik daripada

Salmonella typhi.

B. Saran
1. Uji aktivitas antibakteri ekstrak etanolik kulit batang kepuh bisa dilanjutkan
dengan jenis bakteri lain yang memiliki sifat yang berbeda dengan bakteri
gram positif atau negatif.
2. Pembuatan ektrak kulit batang Kepuh dengan menggunakan jenis pelarut

yang berbeda dan menetukan spesifitas senyawa aktif.
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Lampiran 1. Desain Penelitian
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Kulit Batang Kepuh
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Lampiran 2. Surat Determinasi Tanaman

L RASEN

UPT- LABORATORIUM

NO. :146/DET/UPT-LAB/23/V/2017
Hal : Surat Keterangan Determinasi Tumbuhan

Menerangkan bahwa :

Nama : Klara Cisandia Putri

NIM : 16130198 N

Fakultas : Farmasi Universitas Setia Budi

Telah mendeterminasikan tumbuhan : Kepuh / Sterculia foetida L.

Hasil determinasi berdasarkan : Baker : Flora of Java

1b—2b—3b-4b-12b - 13b - 14b - 17b — 18b — 19b — 20b — 21b — 22b — 23b — 24b - 25b
—26b —27b —799b — 800b — §01b — 802b — 806b — 807b — 809b — 810b — 811b —825b — 826b
— 829b — 830b — 831b — 832b — 833b — 834a — 835a — 836a — 837a — 838b — 839b — 840b -
845b — 846a. familia 94. Sterculiaceae. 1a — 2a. 15. Sterculia. Sterculia foetida L.

Deskripsi :

Habitus : Pohon, menahun.

Akar . Tunggang

Batang : Berkayu,percabangan monopodial.

Daun : Majemuk menjari, ibu tangkai 9 — 45 cm, anak daun 5 — 9 cm, bertangkai
pendek, bulat memanjang sampai lanset, ujung meruncing.

Bunga : Majemuk, kelopak bercangap, tabung kelopak merah tua,lobi mula-mula kuning
kehijauan di pangkal dan sepanjang marginal, benang sari 12— 15, carpella 5.

Pustaka : Backer C.A. & Brink R.C.B. (1965): Flora of Java (Spermatophytes only).
N.V.P. Noordhoff — Groningen — The Netherlands.

arta, 23 Mei 2017

JI. Let.jen Sutoyo, Mojosongo-Solo 57127 Telp.0271-852518, Fax.0271-853275
Homepage :www.setiabudi.ac.id, e-mall :info@setiabudi.ac.id
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Lampiran 3. Simplisia

N

Gambar 13. Pohon

Keph

Gambar 15. Kulit Batang Kepuh yang
sudah dikeringkan

Gambar 16. Serbuk kulit Batang
Kepuh
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Lampiran 4. Penentuan Kadar Air

Gambar 17. Penampung air berskala

Perhitungan Kadar Air (Thermovolumetri)

) Skala
Kadar Air (%) = Borat Bahan x100%

1,8
Kadar Air (%) = 509453 X 100% = 8,59%
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Lampiran 5. Ekstrak

Gambar 18. Perkolasi

|
Gambar 20. Ekstrak

Perhitungan Rendemen

berat ekstrak yang diperoleh
Rendemen (%) = yans cIp

berat bahan yang diekstrak

36 gram

x 100%

Rendemen (%) = ——— x100% = 7.2 %

500 gram
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Lampiran 6. Pembuatan Media

Medium BHI (Brain Heart Infusion)

1.
2.

4.

Timbang 3,7 gram media BHI.

Media BHI ditambah 100 ml aquadest kemudian dipanaskan dan tidak
perlu sampai mendidih.

Media di masukkan ke tabung reaksi masing-masing 10 ml dan ditutup
kapas.

Kemudian disterilkan dengan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit.

Medium MCA (Mac Conkey Agar)

N =

oA~

Timbang 2,5 gram media MCA.

Media MCA ditambah 50 ml aquadest kemudian dipanaskan sampai
mendidih.

Media di masukkan ke tabung reaksi masing-masing 10 ml dan ditutup
kapas.

Kemudian disterilkan dengan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit.
Untuk digunakan media MCA yang sudah disteril dituang ke cawan petri
steril secara aseptis.

Media Selenite F Broth

1.
2.

3.

4.

Timbang 0,46 gram media Selenite F Broth.

Media Selenite F Broth ditambah 20 ml aquadest kemudian dipanaskan
sampai mendidih.

Media di masukkan ke tabung reaksi masing-masing 5 ml dan ditutup
kapas.

tidak disterilkan dengan autoclave.

Media SSA (Salmonella Shigella Agar)

N e

o s

Timbang 6,3 gram media SSA.

Media SSA ditambah 100 ml aquadest kemudian dipanaskan sampai
mendidih.

Media di masukkan ke tabung reaksi masing-masing 10 ml dan ditutup
kapas.

Kemudian disterilkan dengan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit.
Untuk digunakan media SSA yang sudah disteril dituang ke cawan petri
steril secara aseptis.
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Media BSA (Bismuth Sulfit Agar)

4.

Timbang 4,7 gram media BSA.

Media BSA ditambah 100 ml aquadest kemudian dipanaskan sampai
mendidih.

Media di masukkan ke tabung reaksi masing-masing 10 ml dan ditutup
kapas.

Tidak disterilkan dengan autoclave.

Media KIA (Klinger’s Iron Agar)

Timbang 1,1 gram media KIA.

Media KIA ditambah 20 ml aquadest kemudian dipanaskan sampai
mendidih.

Media di masukkan ke tabung reaksi masing-masing 5 ml dan ditutup
kapas.

Kemudian disterilkan dengan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit.
Media yang sudah disteril kemudian dimiringkan.

Media SIM (Sulfida Indol Motility)

4.

Timbang 0,6 gram media SIM.

Media SIM ditambah 20 ml aquadest kemudian dipanaskan sampai
mendidih.

Media di masukkan ke tabung reaksi masing-masing 3 ml dan ditutup
kapas.

Kemudian disterilkan dengan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit.

Media LIA (Lysine Iron Agar)

Timbang 0,64 gram media LIA.

Media LIA ditambah 20 ml aquadest kemudian dipanaskan sampai
mendidih.

Media di masukkan ke tabung reaksi masing-masing 5 ml dan ditutup
kapas.

Kemudian disterilkan dengan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit.
Media yang sudah disteril kemudian dimiringkan.

Media Citrat (Simmons Citrat Agar)

Timbang 0,46 gram media Citrat.
Media Citrat ditambah 20 ml aquadest kemudian dipanaskan sampai
mendidih.
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3. Media di masukkan ke tabung reaksi masing-masing 5 ml dan ditutup
kapas.

4. Kemudian disterilkan dengan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit.

5. Media yang sudah disteril kemudian dimiringkan.

Media VJA (Vogel Johnson Agar)

1. Timbang 3,05 gram media VJA.

2. Media VJA ditambah 50 ml aquadest kemudian dipanaskan sampai
mendidih.

3. Media di masukkan ke tabung reaksi masing-masing 10 ml dan ditutup
kapas.

4. Kemudian disterilkan dengan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit.

5. Untuk digunakan media VJA yang sudah disteril dituang ke cawan petri

steril secara aseptis dan ditambah dengan kalium telurit

Media MHA (Mueller Hilton Agar)

1. Timbang 28,5 gram media MHA.

2. Media MHA ditambah 750 ml aquadest kemudian dipanaskan sampai
mendidih.

3. Media di masukkan ke tabung reaksi masing-masing 20 ml dan ditutup
kapas.

4. Kemudian disterilkan dengan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit.

5. Untuk digunakan media MHA yang sudah disteril dituang ke cawan petri

steril secara aseptis masing-masing 60 ml kemudian dipadatkan.

Gambar 21. autoclave
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Lampiran 7. Komposisi Media

Medium BHI (Brain Heart Infusion)

Brilliant Green

Brain Heart Infusion from (solids) 6.09
Peptic Digest of Animal Tissue 6.0
Sodium Chloride 5.0
Dextrose 3.0
Pancreatic Digest of Gelatin 145
Disodium Phosphate 2.5
Medium MCA (Mac Conkey Agar)
Pancreatic Digest of Gelatin 170¢g
Pancreatic Diget of Casein 15
Peptic Digest of Animal Tissue 1.5
Lactose 10.0
Bile Salt 1.5
Sodium Chloride 5.0
Neutral Red 0.03
Crystal violet 0.001
Agar 13.5
Media Selenite F Broth
Pancreatic Digest of Casein 5.0
Lactose 4.0
Sodium Phosphate 10.0
Sodium Acid Selenite 4.0
Media SSA (Salmonella Shigella Agar)
Beef Extract 509
Pancreatic Digest of Casein 2.5
Peptic Digest of Animal Tissue 2.5
Lactose 10.0
Bile Salts 8.5
Sodium Citrate 8.5
Sodium Thiosulfate 8.5
Ferric Citrate 1.0
Neutral Red 0.025
Agar 13.5

0.330 mg



Media BSA (Bismuth Sulfit Agar)

Pancreatic Digest of Casein 509
Peptic Digest of Animal Tissue 5.0
Beef Extract 5.0
Dextrose 5.0
Disodium Phosphate 4.0
Ferrous Sulfate 0.3
Bismuth Sulfide Indicator 8.0
Brilliant Green 0.025
Agar 20.0

Media KIA (Klinger’s Iron Agar)

Meat Extract 309
Yeast Extract 3.0
Peptone from casein 15.0
Peptone from meat 5.0
Lactose 10.0
D(+)Glucose 1.0
Ammonium iron (1) citrate 0.5
Sodium chloride 5.0
Sodium thiosulfate 0.5
Phenol red 0.024
Agar-agar 12.0

Media SIM (Sulfida Indol Motility)

Peptone from casein 2009
Peptone from meat 6.6
Ammonium iron (I11) citrat 0.2
Sodium thiosulfate 0.2
Agar-agar 3.0

Media LIA (Lysine Iron Agar)

Special peptone 45¢g
Peptone from soybean meal 2.0
Yeast extract 3.0
D(+)Glucose 1.0
Sodium chloride 5.0
Sodium thiosulfate 0.2
L(+) Lysine monohydrochloride 10.0
Bromocresol purpel 0.032

Agar-Agar 6.0



Media Citrat (Simmons Citrat Agar)

Ammonium dihydrogen phosphate
di-Potassium hydrogen phosphate
Sodium chloride

Sodium citrate

Magnesium sulfate

Bromothymol blue

Agar-agar

Media VJA (Vogel Johnson Agar)

Pancreatic Digest of Casein
Yeast Extract

D-Mannitol

Dipotassium Phosphate
Lithium Chloride

Glycine

Agar

Phenol Red

Media MHA (Mueller Hilton Agar)

Beef Extract

Acid Hydrolysate of Casein
Starch

Agar

72

10¢g
1.0
5.0
2.0
0.2
0.08
12.0

10.0¢g
5.0

10.0

5.0

5.0

10.0
16.0
25.0 mg

2049
17.5
1.5

17.0



Lampiran 8. Pengujian Aktivitas Antibakteri

Gambar 24. Uji Aktivitas Antibakteri Staphylococcus aureus Pengulangan
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Lampiran 9. Pengolahan SPSS

Tests of Normality

74

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
konsentrasi Statistic df Sig. Statistic df Sig.
diameter zona hambat Salmonella typhi .120 15 200 .934 15 .316)
Staphylococcus aureus .108 15 200" .980 15 971
a. Lilliefors Significance Correction
*, This is a lower bound of the true significance.
Test of Homogeneity of Variances
diameter zona hambat
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.637 1 28 211
ANOVA
diameter zona hambat
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 374.533 1 374.533 36.839 .0001
Within Groups 284.667 28 10.167
Total 659.200 29
Keterangan :
Hipotesis

H, = Diameter zona hambat Salmonella typhi dan Staphylococcus aureus adalah

Sama

H; = Diameter zona hambat Salmonella typhi dan Staphylococcus aureus adalah

berbeda
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Kriteria Uji
H, diterima bila F hitung < F kritis
H, ditolak bila F hitung > F kritis
F kritis df,:2-1 =1
df, : 30-2 =28 — nilai F kritis pada tabel 4,20
F hitung — 36.839
36,839 > 4,2 — H,ditolak
Kesimpulan :

Diameter zona hambat Salmonella typhi dan Staphylococcus aureus adalah
berbeda



