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ABSTRAK

Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Kulit Buah Markisa Kuning (Passiflora
edulis var.flavicarpa D.) terhadap Bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli

Wahyu Krisna Aji, Nur Kusmiyati, Ahmad Barizi

Markisa adalah tanaman yang memiliki banyak manfaat bagi kesehatan, diantaranya
adalah sebagai antioksidan, antitumor, anti-inflamasi, antifungal, dan antibakteri. Kulit
buah markisa ungu diketahui memiliki aktivitas antibakteri terhadap S. aureus dan E. coli
(Nugraha dkk, 2019). Akan tetapi, dalam penelitian tersebut hanya sebatas dilakukan uji
antibakteri dan fitokimia kulit markisa ungu. Oleh karenanya diperlukan penelitian untuk
melengkapi kekurangan tersebut. Selain itu, juga perlu dilakukan eksplorasi aktivitas
antibakteri pada jenis markisa lainnya, salah satunya adalah markisa kuning. Penelitian
ini dilakukan secara dua tahap, yaitu uji antibakteri dan dilanjutkan dengan uji KHM dan
KBM. Uji antibakteri dilakukan dengan metode difusi, sedangkan KHM dan KBM
ditentukan dengan metode dilusi dengan konsentrasi ekstrak kulit buah markisa kuning
yang digunakan adalah 25, 50, 75, 100 dan 350 mg/mL. Hasil uji aktivitas antibakteri
menunjukkan adanya zona hambat sebesar 12, 73 mm pada S. aureus dan 11, 54 mm
pada E. coli. Nilai KHM pada bakteri S. aureus dan E. coli menunjukkan nilai positif
pada konsentrasi 350 mg/mL. Sementara itu, hasil uji KBM masih menunjukkan adanya
pertumbuhan pada bakteri sehingga ekstrak kulit buah markisa kuning termasuk zat
antibakteri yang bersifat bakteriostatik.

Kata kunci: Markisa, Markisa Kuning, Antibakteri, KHM, KBM.
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ABSTRACT

Antibacterial Test of Yellow Passion Fruit Ekstract (Passiflora edulis
var.flavicarpa D.) to Staphylococcus aureus and Escherichia coli

Wahyu Krisna Aji, Nur Kusmiyati, Ahmad Barizi

Passion fruit is a plant that has many health benefits, such as antioxidants, anti-tumor,
anti-inflamatory, anti-fungal, and antibacteria. According to Nugraha et. al (2019), purple
passion fruit peel was known having antibacteria activity to S. aureus and E. coli. But,
this research was only limited to testing antibacteria and phytochemical of purple passion
fruit peel. Therefore, further research is needed to make up for these shortcomings.
Beside that, exploration of antibacteria activity to other passion fruit is needed, one of
them yellow passion fruit. This research was conducted in two stages, namely
antibacterial test and continued by MIC and MBC test. Antibacterial test was carried out
using diffusion method, while MIC and MBC determined using dilusion method with the
yellow passion fruit extract consentration were 25, 50, 75, 100, and 350 mg/mL. The
result of antibacterial activity test showed an inhibitory zone of 12, 73 mm in S. aureus
and 11, 54 mm in E. coli. The MIC value of S. aureus and E. coli showed positive result
in 350 mg/mL concentration. Meanwhile, the MBC test result still showing the grwoth of
bacteria that indicate the yellow passion fruit peel extract is bacteriostatic antibacteria.

Keywords: Passion Fruit, Yellow Passion Fruit, Antibacteria, MIC, MBC
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Indonesia adalah salah satu negara dengan mega biodiversitas terbesar di
dunia selain Brazil dan Republik Demokratik Kongo. Keragaman hayati di
Indonesia sangat berlimpah oleh karena beriklim tropis dengan curah hujan yang
tinggi sehingga sangat mendukung pertumbuhan dan perkembangan makhluk
hidup. Salah satu contoh keragaman hayati yang dapat diamati adalah keragaman
flora atau tumbuh-tumbuhan. Hal ini sebagaimana firman Allah SWT di dalam
Al-Quran Surah Thaaha Ayat 53 sebagai berikut :

5 e 550 4 Ua 5306 5la Ll e 0515 S gt 41 Gl 5 1332 G 51 440 U g

Tyt
Artinya: “(Allah SWT) yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan
dan yang telah menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan, dan
menurunkan dari langit air hujan. Maka Kami tumbuhkan dengan air
hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam”

(Q.S. Thaahaa/20:53).

Abdullah (2003) menyatakan bahwasanya makna dari s &1351 43 G oAl
s <l adalah keberagaman jenis pada tumbuh-tumbuhan. Pada ayat tersebut
dijelaskan bahwa Allah SWT menciptakan beragam jenis tumbuhan dengan aneka
rasa, yaitu asam, pahit, dan manis serta dengan manfaat yang sangat beragam pada
masing-masing jenis tumbuhan. Salah satu jenis tumbuh-tumbuhan tersebut
diantaranya adalah markisa.

Markisa adalah jenis tumbuhan yang tumbuh pada iklim sub-tropis dan
tropis. Jenis tumbuhan ini sangat bervariasi dengan bentuk semak atau pohon
kecil (Karsinah, 2007). Jenis markisa yang diketahui bisa dikonsumsi adalah
sekitar 50-60 dari 400 jenis lainnya. Beberapa jenis markisa adalah tanaman
budidaya, yang paling banyak dibudidayakan untuk tujuan komersial, yaitu
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markisa ungu (Passiflora edulis S.) dan markisa kuning (Passiflora edulis
var.flavicarpa D.) (Nakasone dan Paul, 1999).

Markisa kuning adalah mutasi dari markisa ungu sehingga ciri morfologi
maupun sifatnya sedikit berbeda dari markisa ungu. Markisa kuning adalah
tumbuhan herba berkayu, panjang batang antara 7-10 cm, daun menjari dengan
panjang 10-13 cm dan lebar 9-12 cm (Halima, 2014). Tumbuhan ini adalah salah
satu tanaman budidaya di negara beriklim tropis seperti Puerto Rico, Kuba,
Venezuela, Kolumbia, Suriname, Brazil, dan Haiti. Tanaman ini juga banyak di
budidayakan di Indonesia khususnya Sumatra Utara dan Jawa Barat. Daerah di
Sumatra Utara yang diketahui banyak membudidayakan markisa kuning adalah
Simalungun, Langkat, dan Medan. Sedangkan di Jawa Barat tanaman markisa ini
banyak dijumpai di Sukabumi, Pelabuhan Ratu, dan Bogor (Surianta, 2011).
Budidaya tanaman markisa banyak dilakukan karena manfaatnya yang baik untuk
kesehatan (Rudnicki dkk, 2007) dan bernilai ekonomis (Machado dkk, 2009).

Warna jingga jus pada markisa menunjukkan kandungan antioksidan yang
tinggi. Antioksidan adalah zat penangkal radikal bebas bagi tubuh (Rudnicki dkk,
2007). Patel (2009) menyatakan bahwasanya penggunaan markisa dalam farmasi
adalah sebagai anti-inflamasi, antitumor, antifungal, antihipertensi, dan sebagai
antibakteri (Nugraha dkk, 2019). Kandungan serat yang tinggi menjadikan buah
markisa sangat baik untuk kesehatan pencernaan (Rudnicki dkk, 2007). Manfaat
buah markisa seperti disebut di atas disebabkan oleh kompoonen fitokimia dalam
buah markisa kuning yang meliputi karotenoid 0,058%, alkaloid 0,700%, dan
flavonoid 1,000% (Karsinah, 2010). Selain itu, markisa juga mengandung
beberapa zat gizi seperti vitamin A, vitamin C, thiamin, riboflavin, niasin, folat,
potasium, besi, fosfor, kalsium, serat, karbohidrat, lemak, dan protein (Wenkam,
1990).
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Allah SWT berfirman di dalam Al-Quran Surah Yaasiin Ayat 36 sebagia
berikut :

7195850 Y Ui agandll a5 o) &0l G 215501 Gl o) Glais

Artinya : “Maha Suci Tuhan yang telah menciptakan pasangan-pasangan

semuanya, baik dari apa yang ditumbuhkan oleh bumi dan dari diri

mereka maupun dari apa yang tidak mereka ketahui.” (Q.S.
Yaasiin/36:36).

Abdullah (2004), menyatakan bahwasanya makna berpasang-pasangan
& 359 pada ayat di atas adalah segala ciptaan Allah SWT yang diciptakan saling
berpasangan untuk melengkapi kekurangan masing-masing. Salah satu contoh
nyata untuk lebih memahami makna dari berpasang-pasangan dapat dilihat pada
analogi buah dan kulitnya. Kulit buah dalam hal ini berperan penting dalam
melindungi buah dari kerusakan akibat pengaruh luar. Kemampuan kulit buah
tersebut dikarenakan struktur penyusun kulit buah tebal dan rapat. Selain itu, pada
beberapa jenis kulit buah-buahan mengandung senyawa penting seperti flavonoid,
tanin, saponin, dan senyawa-senyawa fitokimia lain yang dapat menghambat
bahkan membunuh bakteri patogen. Salah satu kulit buah-buahan dengan
kemampuan antibakteri tersebut adalah kulit buah markisa, khususnya markisa
kuning.

Markisa kuning merupakan famili dari Passifloraceae yang merupakan
buah eksotik dengan rasa yang khas. Buah markisa kuning secara komersial
banyak ditanam di daerah beriklim tropis dan sub-tropis. Hasil produk buah
markisa yang paling populer dipasaran adalah jusnya (Simmaky dan Jaanaki,
2014). Akan tetapi, selama proses pembuatan jus tersebut, juga menghasilkan
limbah berupa kulit buah markisa yang dapat menimbulkan masalah polusi di
lingkungan. Salah satu bentuk dalam mengatasi permasalahan limbah kulit buah
markisa dengan mengubahnya menjadi zat antibakteri. Hal ini mengacu pada hasil
penelitian Nugraha dkk (2019), yang menunjukkan adanya kemampuan ekstrak
kulit buah markisa ungu dalam menghambat menghambat bakteri Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli. Kemampuan antibakteri tersebut diakibatkan oleh
senyawa-senyawa fitokimia yang terkandung di dalamnya. Dewi (2010)
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menyatakan bahwasanya kemampuan antibakteri suatu senyawa bisa diketahui
dengan melihat zona hambatnya. Akan tetapi, selain menggunakan zona hambat
sebagai patokan, aktivitas antibakteri bisa juga ditentukan berdasarkan nilai KHM
(Konsentrasi Hambat Minimum) maupun KBM (Konsentrasi Bunuh Minimum).
KHM dapat diartikan sebagai konsentrasi paling kecil antibakteri agar
dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Sedangkan KBM adalah
konsentrasi terkecil untuk membunuh bakteri (Forbes, 2007). Penentuan KBM
dan KHM adalah dengan metode dilusi. Metode dilusi menurut Jawetz dkk (2007)
adalah metode untuk mengetahui kuantitas antibakteri yang bisa menghambat
pertumbuhan atau membunuh bakteri uji, dimana pada penelitian ini digunakan
bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus sebagai bakteri uji.
Keberadaan bakteri seperti disebutkan di atas telah disinggung dalam
firman Allah SWT Surah Yunus Ayat 61 berikut :
O siah N 10565 BT R Y) et e (y5badd V5 e 38 e e Tl a5 o 3 (8 s

58 (3 ) SRI Y5 U5 (e alal V5 oLl 3 Y5 3T 8330 OB (e 805 i 5o a3 4

Artinya : "Dan tidakkah engkau (Muhammad) berada dalam suatu urusan, dan
tidak membaca suatu ayat Al-Qur'an serta tidak pula kamu melakukan
suatu pekerjaan, melainkan Kami menjadi saksi atasmu ketika kamu
melakukannya. Tidak lengah sedikit pun dari pengetahuan Tuhanmu
biarpun sebesar zarrah, baik di bumi ataupun di langit. Tidak ada
sesuatu yang lebih kecil dan yang lebih besar daripada itu, melainkan
semua tercatat dalam Kitab yang nyata (Lauh Mahfuzh)." (Q. S.
Yunus/10:61).

Kata 352 dalam ayat di atas menurut Burhanuddin (2010), lebih
dimaksudkan untuk menunjuk kepada ukuran yang sangat kecil. Hal ini
dikarenakan orang-orang pada zaman itu belum mengetahui keberadaan benda
atau makhluk yang sangat kecil ukurannya atau bisa juga dikarenakan pada zaman

itu tidak ada benda yang bisa digunakanan untuk menggambarkan makna 353
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tersebut. Sementara itu, apabila dilihat dari sudut pandang ilmu hayat, makna 5>
dapat merujuk pada mikroorganisme yang sangat kecil ukurannya, salah satunya
adalah bakteri. Warsito (1995) menyatakan bahwasanya bakteri adalah organisme
prokariot yang terdiri dari satu sel tunggal, tanpa klorofil, dan sangat renik
ukurannya. Kehadiran bakteri dapat berdampak positif maupun negatif tergantung
jenis bakterinya. Hal ini dikarenakan bakteri dapat bersifat patogen dan
kehadirannya menjadi penyebab munculnya penyakit-penyakit infeksi, seperti
halnya E. coli dan S. aureus.

Staphylococcus aureus adalah penyebab penyakit infeksi seperti
pneumonia, keracunan makanan, septicaemia, dan abses (Bernardo dkk, 2005),
sedangkan E. coli adalah penyebab diare dan kram perut (Jawetz dkk, 2007).
Penggunaan kedua spesies bakteri di atas adalah sebagai perwakilan dari
kelompok Gram positif (S. aureus) dan Gram negatif (E. coli) untuk mengetahui
efektifitas dan pengaruh ekstrak kulit markisa kuning (Passiflora edulis
var.flavicarpa D.) terhadap masing-masing kelompok bakteri. Sementara itu,
penggunaan konsentrasi 25, 50, 75, 100, dan 300 mg/mL menyesuaikan dengan
penelitian Nugraha dkk (2019), yang menggunakan ekstrak kulit markisa ungu
pada konsentrasi 6,25, 12,5, 25, 50, 75, 100, 200, 300, 400, dan 500 mg/mL.
Berdasarkan pada penelitian tersebut, pada konsentrasi 6,25 mg/mL tidak didapati
adanya aktivitas antibakteri, akan tetapi pada konsentrasi 12,5 mg/mL terlihat
adanya aktivitas antibakteri yang ditunjukkan dengan adanya zona hambat sebesar
7, 33 mm pada S. aureus dan 7, 26 mm pada E.coli. Konsentrasi 100 mg/mL dan
500 mg/mL ekstrak kulit markisa ungu masing-masing menunjukkan zona hambat
dengan diameter 14,2 mm dan 20,3 mm pada S. aureus serta 14,23 mm dan 20,43
mm pada E. coli. Akan tetapi, pada penelitian tersebut tidak dilakukan uji KHM
dan KBM serta hanya sebatas pada uji antibakteri, sehingga perlu dilakukan
penelitian lanjutan untuk melengkapi kekurangan pada penelitian tersebut.

Latar belakang di atas menjelaskan potensi-potensi ekstrak kulit buah
markisa, terutama buah markisa kuning. Disamping kemampuan antibakterinya,
penelitian tentang pemanfaatan kulit buah markisa kuning juga masih belum
banyak dilakukan. Oleh karena itu, penelitian ini berperan penting dalam
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menjelaskan manfaat dan potensi ekstrak kulit buah markisa kuning sebagai

antibakteri.

1.2. Rumusan Masalah

Rumusan masalah penelitian adalah :

1. Apakah terdapat aktivitas antibakteri ekstrak kulit buah markisa kuning
(Passiflora edulis var.flavicarpa D.) terhadap bakteri S. aureus dan E.
coli ?

2. Berapa Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh
Minimum (KBM) ekstrak kulit buah markisa kuning (Passiflora edulis

var. flavicarpa D.) terhadap bakteri S. aureus dan E. coli ?

1.3. Tujuan

Tujuan penelitian adalah untuk :

1. Mengetahui kemampuan aktivitas antibakteri pada ekstrak kulit buah
markisa kuning (P. edulis var.flavicarpa D.) terhadap bakteri S. aureus
dan E. coli.

2. Mengetahui Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi
Bunuh Minimum (KBM) ekstrak kulit buah markisa kuning (P. edulis
var.flavicarpa D.) pada bakteri S. aureus dan E. coli.

1.4. Hipotesis
Hipotesis penelitian adalah :
1. Ada aktivitas antibakteri ekstrak kulit buah markisa kuning (P. edulis
var.flavicarpa D.) terhadap bakteri E. coli dan S. aureus.
2. Ada KHM dan KBM ekstrak kulit buah markisa kuning (P. edulis

var.flavicarpa D.) terhadap bakteri E. coli dan S. aureus.



1.5. Batasan Masalah

Batasan masalah penelitian adalah :

1. Buah markisa yang digunakan adalah markisa kuning (P. edulis
var.flavicarpa D.) dan berasal dari Desa Sirnoboyo, Kecamatan Pacitan,
Kabupaten Pacitan, Provinsi Jawa Timur.

2. Bakteri uji yang digunakan adalah E. coli dan S. aureus yang diperoleh
dari Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya, Malang.

3. Pembuatan ekstrak dilakuakn dengan ekstraksi maserasi pada pelarut
etanol.

4. Ekstrak kulit buah markisa kuning (P. edulis var.flavicarpa D.) yang
digunakan dibuat dengan konsentrasi 25, 50, 75, 100, dan 350 mg/mL.

1.6. Manfaat Penelitian
Manfaat dilakukannya penelitian adalah sebagai salah satu referensi dalam
bidang kesehatan terutama dalam pembuatan obat-obatan antibakteri. Selain itu,

hasil penelitian ini juga bisa dikembangkan sebagai alternatif dari antibiotik.



BAB Il
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2.1. Markisa (Passiflora edulis var.flavicarpa D.)

Buah-buahan adalah salah satu hal yang paling banyak disinggung dalam
Al-Quran. Salah satu ayat Al-Quran yang menjelaskan tentang buah-buahan
adalah Surah An-Nahl Ayat 11 sebagai berikut:

O3 R3  38 460) G0 3 & * e bl 0K (3 2 T 0l 0435015 8 530y &5

Artinya : "Dengan (air hujan) itu Dia menumbuhkan untuk kamu tanam-tanaman,
zaitun, kurma, anggur dan segala macam buah-buahan. Sungguh, pada
yang demikian itu benar-benar terdapat tanda (kebesaran Allah) bagi
orang yang berpikir." (Q. S. An-Nahl/16:11).

Ayat di atas menjelaskan bahwasanya Alah SWT menumbuhkan
semuanya dari bumi dengan air yang sama, tetapi hasilnya berbeda jenis, rasa,
warna, bau, dan bentuknya (Abdullah, 2003). Air yang diturunkan dari langit itu
dapat menumbuhkan tanaman-tanaman yang menghasilkan biji-bijian, zaitun,
kurma, dan jenis-buah-buangan lainnya (Shihab, 2002). Salah satu jenis buah-
buahan tersebut adalah buah markisa yang termasuk ke dalam Genus Passiflora.

Genus Passiflora banyak tersebar di daerah beriklim sub-tropis dan
tropis, terutama di Australia, Asia, dan wilayah Tropis Afrika (Beninca dkk,
2007). Negara-negara tropis menjadikan markisa sebagai salah satu komoditas
penting (Machado dkk, 2008). Penamaan buah markisa di masing-masing negara
berbeda satu sama lain (Verheij dan Coronel, 1997). Markisa dikenal sebagai
“maracuja” di negara Brazil (Dhawan dkk, 2004 dan Machado dkk, 2008). Nama
markisa lebih dikenal sebagai “granadilla” atau “passion fruit” di Inggris Raya
dan negara eropa lainnya. Sementara itu, buah markisa lebih dikenal dengan
naman “granadille” di negara Perancis. Di negara Malaysia, markisa dikenal
dengan nama “buah susu” atau “markisa” dan di negara Thailand buah ini lebih
dikenal dengan “Linmangkon” (Verheij dan Coronel, 1997).

8
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Spesies Passiflora edulis umumnya lebih dikenal sebaga markisa kuning
atau juga dikenal dengan nama buah rola. Markisa kuning (P. edulis
var.flavicarpa D.) dan markisa ungu (P. edulis S.) adalah spesies markisa yang
paling banyak ditanam sebagai tanaman budidaya. (Montanher dkk, 2007 dan
Beninca dkk, 2007). P. edulis var.flavicarpa D. adalah mutan P. edulis S.
(Surianta, 2011) dan diduga berasal dari persilangan markisa ungu dengan
markisa manis (Passiflora lingularis) (Morton, 1987; Verheij dan Coronel 1997).
Markisa kuning banyak ditanam di negara-negara Amerika Tengah dan Amerika
Latin seperti Kuba, Puerto Rico, Suriname, Venezuela, Kolumbia, Haiti, dan
Brazil. Selain itu, markisa kuning juga banyak dibudidayakan di Indonesia
terutama di Jawa Barat dan Sumatra Utara. Di Jawa Barat, markisa kuning banyak
dibudidayakan di daerah Pelabuhan Ratu, Sukabumu, dan Bogor. Sedangkan di
Sumatra Utara tanaman ini banyak dibudidayakan di Simalungun, Langkat, dan
Medan (Surianta, 2011).

2.1.1. Klasifikasi Markisa

Markisa, seperti telah disinggung sebelumnya merupakan tanaman yang
termasuk ke dalam filum Spermatophyta, kelas Angiospermae, dan famili
Passifloraceae (Nakasone dan Paul, 1999). Klasifikasi tumbuhan markisa kuning
secara lengkap (Passiflora edulis var.flavicarpa) menurut Rukmana (2003) adalah

sebagai berikut :

Kerajaan : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Sub-Divisi  : Angiospermae
Kelas : Dicotyledonae
Ordo : Passiflorae
Famili : Passifloraceae
Genus : Passiflora

Spesies : Passiflora edulis var.flavicarpa Degenerer
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2.1.2. Morfologi

Markisa adalah tanaman semak tahunan dan dapat merambat dengan
panjang hingga mencapai 20 meter. Batang tanaman markisa adalah berkayu serta
memiliki sulur. Percabangan pada batang markisa sangat banyak. Warna cabang
muda tanaman markisa adalah hijau, sedangkan cabang tua berwarna hijau
kecoklatan. Pertumbuhan daun terjadi secara bergantian baik pada batang maupun
cabang. Daun markisa memiliki tiga percabangan, dimana masing-masing
percabangan memiliki bentuk bergerigi, berwarna hijau, serta mengkilap
(Rukmana, 2003).

Markisa merupakan tanaman budidaya yang banyak dijumpai di negara-
negara tropis, termasuk Indonesia. Ada dua jenis markisa yang paling banyak
dibudidayakan di Indonesia dengan tujuan komersial, yaitu markisa ungu
(Passiflora edulis S.) dan markisa kuning (Passiflora edulis var.flavicarpa D.).
Masing-masing jenis tanaman tersebut memiliki bentuk morfologi dan ciri yang
berbeda satu sama lain. Berikut merupakan perbedaan pada markisa ungu dan
markisa kuing secara morfologi (Karsinah, 2010) :

a) Markisa Ungu (Passiflora edulis S.)

Tanaman markisa ungu, berbeda secara morfologis dengan tanaman
markisa kuning. Hal ini dikarenakan tumbuhan markisa kuning adalah tanaman
hasil mutasi markisa ungu (Surianta, 2011). Perbedaan morfologi tersebut dapat
mencakup pada bentuk tanaman, bentuk daun, bunga, maupun buah, seperti yang
ditunjukkan pada Gambar 2.1. berikut (Karsinah, 2010).
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Gambar 2.1. Morfologi tanaman markisa ungu. A) pohon markisa ungu B) daun
C) bunga D) buah E) jus atau sari buah markisa ungu (Karsinah,
2010).

Bentuk daun markisa ungu adalah menjari dengan ukuran yang lebih
kecil dari markisa kuning. Batang lebih pendek, serta memiliki bunga yang lebih
kecil. Buah berwarna hijau apabila masih muda, dan berwarna ungu apabila telah
masak. Bentuk buahnya bulat, diameter buah 4,6-5,7 cm ,dan berat buah antara
45-60 g. Markisa ungu memiliki jus buah berwarna jingga, asam manis rasanya,
dengan aroma yang khas.

b) Markisa Kuning (Passiflora edulis var.flavicarpa)

Markisa kuning adalah salah satu tanaman budidaya di Indonesia.
Sebagai hasil mutasi dari markisa ungu, markisa kuning memiliki perbedaan
morfologi yang cukup jelas Perbedaan tersebut disajikan pada Gambar 2.2.
sebagai berikut (Karsinah, 2010).

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Gambar 2.2. Morfologi tanaman markisa kuning A) pohon markisa kuning B)
bunga C) buah D) jus atau sari buah markisa kuning (Karsinah, 2010).

Daun markisa kuning adalah menjari, lebih besar dan tebal dari pada daun
markisa ungu, Bunga juga memiliki ukuran yang lebih besar. Warna buah muda
adalah hijau, sedangkan warna buah yang sudah masak adalah kuning. Buah
berbentuk bulat, berdiameter 5-7 cm dengan berat dapat mencapai 55-130 g. Jus
buah markisa kuning seperti halnya jus buah pada markisa ungu yang berwarna
jingga. Akan tetapi, aroma jus buah pada markisa kuning lebih mirip dengan

aroma jambu biji (Karsinah, 2010).

2.1.3. Ekologi dan Penyebaran

Persebaran tanaman dari genus Passiflora dapat ditemukan di daerah
dengan temperatur hangat seperti daerah beriklim tropis dan sub-tropis. Akan
tetapi, persebaran paling banyak terdapat di Benua Asia, Australia, dan wilayah
tropis Benua Afrika (Beninca dkk, 2007). Tanaman ini banyak dibudidayakan di
negara beriklim tropis maupun sub-tropis (Machado dkk, 2008). Dua jenis
tanaman markisa yang paling banyak dibudidayakan untuk tujuan komersial
adalah markisa ungu (Passiflora edulis S.) dan marklisa kuning (Passiflora edulis
var.flavicarpa D.) (Montanher dkk, 2007 dan Beninca dkk, 2007).

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Asal-usul tanaman markisa ungu diketahui dari Amerika Latin, tepatnya
wilayah yang sekarang dikenal sebagai negara Brazil, bagian utara negara
Argentina, dan Paraguay. Sementara itu, asal-usul tumbuhan markisa kuning
masih belum banyak diketahui kepastiannya. Menurut pendapat dari beberapa ahli
tanaman ini merupakan hasil perkawinan silang Passiflora edulis S. (markisa
ungu) dan Passiflora lingularis (markisa manis) yang berasal dari Amerika Latin
(Morton, 1987; Verheij dan Coronel 1997).

Markisa ungu, seperti halnya markisa kuning merupakan tanaman
budidaya. Di Indonesia markisa ungu banyak dijumpai di dataran tinggi , terutama
Sumatra Utara dan Sulawesi Selatan. Sementara itu, untuk markisa kuning banyak
dijumpai di Jawa Barat dan Sumatra Utara (Karsinah,2010). Markisa kuning juga
diketahui banyak ditanam sebagai tanaman budidaya di negara-negara Amerika
Tengah dan Amerika Latin seperti negara Kuba, Puerto Rico, Venezuela,

Suriname, Kolumbia, Brazil, dan Haiti (Surianta, 2011).

2.1.4. Manfaat dan Kandungan Buah Markisa

Markisa banyak dikenal dan dijadikan sebagai tanaman budidaya oleh
karena memiliki manfaat yang beragam bagi kesehatan tubuh. Warna jingga pada
jus dan daging buah menunjukkan kandungan antioksidan yang tinggi.
Antioksidan, sebagaimana telah diketahui merupakan senyawa yang berperan
penting dalam menangkal radikal bebas dalam tubuh (Rudnicki dkk, 2007).
Menurut Patel (2009), buah ini memiliki banyak manfaat farmakologis,
diantaranya adalah anti-inflamasi, antitumor, antifungal, dan antibakteri (Nugraha
dkk, 2019). Kemampuan markisa seperti disebut di atas berasal dari senyawa-
senyawa penting yang terkandung di dalamnya seperti pada Tabel 2.1 berikut
(Wenkam, 1990).



14

Tabel 2.1. Komposisi Buah Markisa per 100 gram

Komponen P. edulis L P. edulis var. flavicarpa

Air 85,69 849¢
Energi 213 kj 222 kj
Protein 0,399 0,67 ¢
Lemak 0,059 0,189
Karbohidrat 13,65¢ 13,72 ¢
Serat 0,049 0,17 ¢
Abu = -
Kalsium 3,6 mg 3,8mg
Fosfor 12,5 mg 24,6 mg
Besi 0,24 mg 0,36 mg
Kalium = -
Vitamin A 717 1U 2410 1U
Vitamin C 29,8 mg 20,0 mg
Thiamin trace trace
Riboflavin 0,13 mg 0,10 mg
Niasin 1,46 mg 2,24 mg
Folat < =

Buah markisa umumnya memiliki komponen utama berupa kulit buah
yang mencakup sekitar 45% dan bagian yang dapat dikonsumsi mencakup 55%
dari total berat buah markisa. Sebagian besar kandungan buah markisa adalah air
dengan berat mencapai 69-80 g. Selain itu, buah markisa juga mengandung
beberapa komponen lain seperti protein sebanyak 2,3 g, lemak 2 g, karbohidrat 16
g, serat 3,5 g, kalsium 10 mg, zat besi atau Fe sebesar 1,0 mg, vitamin A 20 SI,
tiamin dalam jumlah yang sangat sedikit, riboflavin 0,1 mg, niasin 1,5 mg, serta
vitamin C sebanyak 20-80 mg. Sementara itu, total energi yang dimiliki oleh buah
markisa adalah sebesar 385 kj/100 g (Karsinah dkk, 2007; Verheij dan Coronel
1997). Selain beberapa kandungan seperti telah disebutkan di atas, buah markisa
juga diketahui mengandung asam amino bebas seperti arginin, asam aspartat,
glisin, leusin, lisin, tirosin, treonin, dan valin pada jus buahnya. Pada buah
markisa ungu, terdapat kandungan karotenoid sebesar 1,160%, 1,060% flavonoid,
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dan 0,012% alkaloid. Sedangkan pada buah markisa kuning didapati sebanyak
0,058% kandungan karotenoid, 1,000% kandungan flavonoid, dan 0,700%
kandungan alkaloid (Karsinah, 2010).

2.1.4.1. Flavonoid

Flavonoid adalah senyawa yang bersifat polar, umumnya memiliki
kelarutan yang tinggi pada pelarut polar (Markham, 1998). Senyawa ini dapat
diperoleh dari hampir seluruh bagian tanaman, baik dari akar, batang, daun,
bahkan serbuk sari (Sirait, 2007). Flavonoid memiliki struktur kimia seperti pada
Gambar 2.3. di bawah ini, dimana pada rantai karbon ke 15 terdapat dua inti
fenolat, yang masing-masing dihubungkan oleh tiga atom karbon
(Sastrohamidjojo, 1996).
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Gambar 2.3. Struktur kimia flavonoid (Markham, 1998)

Flavonoid disintesis oleh tanaman sebagai respon terhadap bakteri dan
mikroba lainnya, sehingga sangat efektif digunakan sebagai antibakteri (Cowan,
1999). Berdasarkan pada penelitian Sabir (2005), flavonoid memiliki aktivitas
antibakteri pada Streptococcus mutan pada konsentrasi 0,1%. Senyawa ini juga
diketahui efektif sebagai antiaging, antikarsinogenik, antiradang, antiviral,
antioksidan, bahkan juga efektif sebagai antiradang (Wirakusuma, 2007). Selain
itu, flavonoid juga memiliki kemampuan untuk menggumpalkan protein dan
bersifat lipofilik (Monalisa dkk, 2011).

2.1.4.2. Tanin
Tanin adalah metabolit sekunder tanaman berpembuluh yang termasuk ke
dalam turunan senyawa fenolik (Nugraha dkk, 2019). Ada dua jenis tanin
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berdasarkan struktur kiamnya, yaitu tanin terhidrolisi dan terkondensasi. Tanin
terkondensasi terbentuk sebagai akibat dari kondensasi katekin yang kemudian
membentuk senyawa oligomer vyang lebih kompleks. Sedangkan, tanin
terhidrolisis adalah tanin yang di dalamnya memiliki ikatan ester (Harbone, 1987).

Bagian tubuh tumbuhan yang biasanya mengandung metabolit sekunder
berupa tanin adalah buah, daun, batang, dan kulit kayu (Robinson, 1995). Sintesis
tanin oleh tumbuh-tumbuhan merupakan upaya dalam melindungi diri melawan
invasi bakteri dan cendawan patogen (Salisbury dan Ross, 1995). Struktur kimia

senyawa tanin dapat dilihat pada Gambar 2.4.

Gambar 2.4. Struktur kimia tanin (Robinson, 1995)

Kemampuan antibakteri tanin bekerja dengan cara mengganggu
transportasi protein sel bakteri, menghambat aktivasi enzim dan adesi sel mikroba
(Cowan, 1998). Selain itu, kemamuan antibakteri tanin juga dapat memperlambat
pertumbuhan sel dengan cara menggagu permeabilitas pada dindin sel (Ajizah,
2004). Target dari aktivitas antibakteri tanin adalah polipeptida pada dinding sel
bakteri yang dapat menyebabkan dinding sel terbentuk secara kurang sempurna
(Sari dkk, 2011).

2.1.4.3. Saponin
Saponin dapat diperolen dari ekstrak tumbuhan, hewan laut tingkat
rendah, maupun pada beberapa jenis bakteri. Senyawa ini memiliki sifat tidak

larut pada pelarut ester, akan tetapi larut pada pelarut air. Apabila ditinjau dari
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struktur kimianya seperti ditunjukkan pada Gambar 2.5, senyawa ini merupakan
glikosida kompleks dengan berat molekut tinggi (Aswin, 2008).

Ciri umum senyawa saponin adalah apabila dikocok dengan air akan
menghasilkan buih atau busa (Robinson, 1995). Ada dua jenis saponin berdasarka
pada struktur kimianya, yaitu saponin steroid yang merupakan saponin dengan inti
steroid dan saponin triterpenoid yang merupakan saponin dengan inti triterpenoid
(Purwono dan Hartono, 2008). Ekstraksi saponin dapat dilakukan dengan

menggunakan pelarut polar maupun semi-polar (Robinson, 1995).
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Gambar 2.5. Struktur kimia saponin (Robinson, 1995)

Saponin, seperti halnya flavonoid dan tanin juga memiliki kemampuan
antimikroba (Robinson, 1995). Kemampuan antimikroba saponin dapat
membunuh bakteri dengan cara merusak dinding selnya. Hal ini akan
menyebabkan komponen-komponen sel bakteri keluar sehingga mengakibatkan
terjadinya lisis dan kematian pada bakteri. Selain itu, kerusakan pada membran sel
juga dapat mencegah masuknya zat-zat penting ke dalam sel bakteri (Monalisa
dkk, 2011). Menurut Oesman dkk (2010), senyawa saponin dapat diekstrak

dengan menggunakan pelarut polar maupun pelarut non-polar.

2.1.4.4. Steroid

Struktur kimia steroid seperti terlihat pada Gambar 2.6. menunjukkan
bahwa senyawa ini memiliki 3 cincin sikloheksana dan 1 cincin siklopentana.
Senyawa ini disebut juga sebagai triterpenoid yang memiliki bentuk dasar berupa
siklopentana perihidrofenantren dan merupakan turunan dari
siklopentanoperihidrofenantrena (Febriany, 2004). Turunan steroid yang banyak

diketahui diantaranya adalah steroid alkohol atau lebih dikenal dengan nama
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sterol asam empedu, kotikosteroid, dan hormon seks seperi androgen, dan
estrogen (Poedjiadi, 1994).

Gambar 2.6. Struktur kimia steroid (Robinson, 1995)

Steroid dapat diperoleh dari semua makhluk hidup, dimana secara garis
besar senyawa ini dibagi menjadi dua jenis utama yaitu fitosterol dan kolesterol.
Fitosterol merupakan steroid pada tumbuh-tumbuhan, sedangkan kolesterol adalah
steroid pada hewan dan manusia (Robinson, 1995). Menurut Monalisa dkk
(2011), steroid memiliki kemampuan antibakteri terhadap bakteri S.aureus dan
E.choli. Sedangkan mekanisme kerja dari senyawa ini adalah dengan cara

merusak membran sel pada bakteri.

2.2. Antimikroba

Suatu senyawa dapat dikatakan sebagai antimikroba apabila memiliki
kemampuan dalam membunuh maupun menghambat pertumbuhan mikroba.
Suatu antimikroba dapat dikatakan memiliki sifat bakterisidal maupun
bakteriostatik berdasarkan pada tingkat kemampuannya. Antibakteri akan
dikatakan bakterisidal apabila dapat membunuh bakteri, sedangkan untuk
antibakteri yang hanya mampu menghambat pertumbuhan bakteri disebut
bakteriostatik (Volk and Wheeler, 1998).

Antibakieri seperti dijelaskan sebelumnya memiliki kemampuan dalam
menghambat maupun membunuh bakteri. Aktivitas tersebut memiliki mekanisme
kerja menghambat maupun mengganggu pertumbuhan bakteri patogen. Hal ini
sebagai akibat dari sifat toksisitas efektif yang dimiliki oleh senyawa antibakteri.
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Toksisitas efektif adalah sifat unik antibakteri dalam meracuni bakteri akan tetapi
tidak bersifat racun pada inang. Kemampuan antibakteri dalam membunuh bakteri
dipengaruhi oleh beberapa faktor sebagai berikut (Pelczar dan Chan, 1998;
Irianto, 2007) :
1. pH lingkungan

Tingkat keasaman maupun kebasaan suatu lingkungan dapat berpengaruh
cukup besar terhadap aktivitas antibakteri. Setiap senyawa aktif baik obat-obatan
maupun antibakteri memiliki pH optimum yang berbeda-beda. Beberapa
antibakteri seperti nitrofurantoin dapat bekerja dengan sangat baik pada pH asam,
sedangkan antibakteri seperti streptomisin dan sulfonamida pada pH basa.
2. Komponen Medium

Komponen medium selain pH lingkungan juga merupakan salah satu
faktor yang dapat mempengaruhi kinerja dari antibakteri. Sebagai contohnya
adalah strepomisin akan terhambat dan tidak dapat bekerja dengan baik pada
medium yang mengandung garam. Selain itu, pada contoh lain adalah
sulfonamida yang akan terhambat kinerjanya apabila berada pada medium yang
banyak mengandung asam aminobenzoat atau PARA.
3. Stabilitas Obat

Stabilitas suatu obat-obatan termasuk antimikroba merupakan salah satu
faktor yang perlu diperhatikan. Stabilitas obat yang dimaksud dalam hal ini adalah
stabilitas kinerja senyawa obat-obatan pada suhu panas. Peningkatan suhu pada
umumnya akan meningkatkan reaktivitas antibakteri terhadap bakteri patogen,
sehingga meningkatkan Kinerja dari zat antibakteri tersebut. Aka tetapi, tidak
semua antibakteri akan meningkat kinerjanya apabila dipanaskan. Sebaliknya,
beberapa jeni antimikroba akan terhenti aktivitasnya apabila berada pada suhu
tinggi.
4. Jumlah Bakteri

Jumlah bakteri merupakan salah satu faktor yang perlu diperhatikan
dalam mempersiapkan senyawa antibakteri. Hal ini dikarenakan jumlah bakteri
berbanding luruh dengan waktu yang diperlukan antibakteri dalam membunuh

bakteri patogen. Aktivitas antibakteri akan membutuhkan waktu yang lebih lama



20

apabila jumlah bakteri semakin banyak. Jumlah bakteri yang terlalu berlebih juga
dapat menurunkan kemampuan dari suatu zat antibakteri tersebut. Hal ini dapat
dilihat dari zona hambat yang terbentuk menjadi semakin kecil.
5. Waktu Inkubasi

Waktu inkubasi merupakan salah satu hal yang perlu diperhatikan dalam
mempersiapkan senyawa antibakteri. Waktu inkubasi tidak boleh terlalu lama
maupun terlalu singkat. Waktu inkubasi yang terlalu lama dapat memunculkan
mutan resisten dari bakteri patogen. Akan tetapi, waktu inkubasi yang terlalu
sebentar akan menyebabkan aktivitas antibakteri kurang sempurna oleh karena
waktu kontak yang singkat.
6. Metabolisme Mikroorganisme

Metabolisme bakteri dapat berpengaruh pada kinerja antibakteri, sehingga
fase pertumbuhan bakteri patogen perlu diperhatikan dengan cermat. Pada fase
pertumbuhan, bakteri bersifat lebih sensitif terhadap antibakteri oleh karena
metabolisme yang dihasilkan masih terlalu sedikit. Sedangkan pada fase tidak

aktif bakteri akan lebih tahan terhadap antibakteri.

2.3. Kulit Buah Markisa sebagai Antimikroba

Menurut penelitian Nugraha dkk (2019), ekstrak kulit buah markisa ungu
memiliki senyawa penting yang berperan sebagai antibakteri. Hasil penelitian
menunjukkan bahwasanya pada konsentrasi 12,5 mg/mL ekstrak kulit buah
markisa ungu mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogen Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli dengan zona hambat rata-rata sebesar 7,33 mm pada
S. aureus dan 7,26 mm padat E.coli. Kemampuan antimikroba tersebut berasal
dari komponen fitokimia yang terkandung dalam kulit buah markisa ungu. Selain
aktivitas antibakteri, penelitian tersebut juga menunjukkan bahwa kulit buah
markisa ungu memiliki kandungan senyawa aktif yang memiliki kemampuan
sebagai antibakteri seperti flavonoid, saponin, tanin, dan steroid.

Flavonoid memiliki sifat polar sehingga dapat larut pada pelarut-pelarut

polar seperti metanol, etanol, aseton, dan pelarut-pelarut polar lainnya (Markham,
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1998). Flavonoid merupakan salah satu senyawa yang memiliki kemampuan
antibakteri dengan cara menghancurkan dinding sel pada bakteri patogen
(Sudarno, 2012). Sementara itu, selain flavonoid senyawa antibakteri yang
terdapat dalam markisa ungu adalah tanin (Nugraha dkk, 2019). Tanin adalah
turunan dari senyawa fenolik dan dapat diperoleh dari tumbuhan berpembuluh.
Fenol dan turunannya diketahui merupakan antibakteri yang dapat
menghancurkan fungsi membran sitoplasma bakteri. Pada konsentrasi rendah,
senyawa ini mampu merusak membran sitoplasma bakteri patogen. Sedangkan
pada konsentrasi tinggi senyawa ini mampu menghancurkan sitoplasma dan
protein sel bakteri (Harbone, 1987; VVaquero dkk, 2007).

2.4. Bakteri Patogen
Keberadaan makhluk atau benda yang berukuran kecil telah disinggung
oleh Allah SWT di dalam Al-Quran. Salah satu ayat Al-Quran yang menyebutkan

keberadaan benda kecil ini adalah Surah Yunus Ayat 61 sebagai berikut:

Lo aub ) st 3) 13 9405 20 WK Y) Uiz Fhe (y5laa3 V3 )16 08 (e 40e 15 Lag ol 8 (&6 G5

onh 58 8 V) RT3 8 (e Sl V5 Tl 8 Y5 T L3353 JEa e 815 e L3

Artinya : "Dan tidakkah engkau (Muhammad) berada dalam suatu urusan, dan
tidak membaca suatu ayat Al-Qur'an serta tidak pula kamu melakukan
suatu pekerjaan, melainkan Kami menjadi saksi atasmu ketika kamu
melakukannya. Tidak lengah sedikit pun dari pengetahuan Tuhanmu
biarpun sebesar zarrah, baik di bumi ataupun di langit. Tidak ada sesuatu
yang lebih kecil dan yang lebih besar daripada itu, melainkan semua
tercatat dalam Kitab yang nyata (Lauh Mahfuzh).” (Q. S. Yunus/10:61).
Allah SWT menjelaskan bahwa tidak ada sesuatupun yang terlepas dari

pengetahuannya, seringan dzarrah sekalipun, baik di langit maupun di bumi, lebih

ringan atau lebih berat. Semuanya tercatat dengan terang dan jelas dalam kitab
yang ada disisi Allah (Shihab, 2002). Sementara itu, menurut Burhanuddin

(2010), kata 35> dimaksudkan untuk menunjuk pada sesuatu yang berukuran kecil.



22

Hal ini dikarenakan orang-orang pada masa itu belum mengenal benda-benda atau
makhluk hidup yang berukuran sangan kecil dan pada saat itu juga tidak ada
benda yang dapat digunakan untuk menjelaskan kata 35 tersebut. Sementara itu,
apabila dilihat dari sudut pandang ilmu biologi, kata 5 dapat merujuk pada
organisme yang sangat kecil ukutannya seperti bakteri.

Bakteri dapat dikatakan bersifat patogen apabila memiliki kemampuan
untuk dapat menyebabkan penyakit pada makhluk hidup lainnya, termasuk
manusia. Bakteri patogen mampu menginfeksi dan menimbulkan berbagai macam
penyakit apabila memasuki jaringan tubuh dan berkembang biak di dalamnya.
Hal ini akan menyebabkan metabolisme tubuh mengalami gangguan dan
menimbulkan penyakit (Pelczar dan Chan, 2012).

Mikroorganisme termasuk bakteri dapat disebut patogen apabila memiliki

kemampuan sebagai berikut (Pelczar dan Chan, 2012) :
Memiliki kemampuan untuk memasuki jaringan tubuh inang. Memiliki
kemampuan dalam melakukan metabolisme dan berkembangbiak di dalam tubuh
inang. Memiliki kemampuan mempertahankan diri dari pertahanan tubuh inang.
Serta memilki kemampuan dan kapabilitas dalam menyebabkan kerusakan pada
inang.

Bakteri patogen dapat dibedakan menjadi dua kelompok uatama
berdasarkan pada pewarnaan Gram. Dua kelompok utama bakteri patogen tersebut
adalah bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif. Suatu jenis bakteri dapat
dimasukkan ke dalam kelompok Gram positif apabila pada pewarnaan Gram
menunjukkan warna ungu. Hal ini dikarenakan bakteri golongan ini memiliki
lapisan peptidoglikan yang sangat tebal pada dinding selnya, sehingga dapat
mempertahankan warna ungu dari kristal violet. Sementara itu, bakteri yang
termasuk ke dalam kelompok Gram negatif menunjukkan warna merah pada hasil
pewarnaan Gram. Hal ini dikarenakan bakteri kelompok ini memiliki lapisan
peptidoglikan yang tidak terlalu tebal sehingga tidak mampu mempertahankan
warna ungu dari pewarna dasar kristal violet (Helmiyati dan Nurrahman, 2010).
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Bakteri yang termasuk ke dalam kelompok Gram positif diantaranya
adalah bakteri dari genus Staphylococcus, Enterococcus, Bacillus, Cyanococcus,
Enterococcus, Nocardila, Clostridium, Actinobacteria, dan Listeria. Sementara itu,
bakteri yang termasuk ke dalam kelompok Gram negatif diantaranya adalah
Enterobacteriaceae, Pseudomonas, Heliptobacter, Moravella, Streptomonas,
Bakteri Asam Laktat (BAL), alfa proteobacter, dan Legionella (Pratita dan Putra,
2012).

2.5. Bakteri Escherichia coli

Bakteri E.coli pada mulanya adalah flora normal yang hidup di dalam usus
hewan maupun manusia. Keberadaan bakteri ini pada umumnya tidak berbahaya
bagi kesehatan dan merupakan salah satu flora normal yang bermanfaat bagi
pencernaan (WHO, 2006). Bakteri ini memiliki peran yang sangat penting dalam
sistem pencernaan oleh karena kemampuannya dalam mensintesis vitamin K,
mengkonversi pigmen dan daram-garam empedu, serta berperan penting dalam
membantu proses penyerapan makanan (Norajit dkk, 2007). Akan tetapi, bakteri
Escherichia coli selain memiliki manfaat pagi pencernaan juga bisa menghasilkan
toksin yang dapat mengakibatkan kram perut dan diare (Sulistio, 2012). Berikut
ini adalah klasifikasi lengkap dari bakteri Escherichia coli menurut Jawetz dkk,
(2012) :

Kerajaan : Prokaryota

Divisi : Gracilicutes

Kelas : Scotobacteria
Ordo : Eubacteriales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Spesies : E. Coli



24

Gambar 2.7. Bakteri Escherichia coli berdasarkan pewarnaan Gram (Mahon dkk,
2015)

Gambar 2.7. di atas adalah hasil pewarnaan Gram pada bakteri
Escherichia coli. Bakteri Escherichia coli termasuk ke dalam kemompok Gram
negatif berbentuk batang dengan panjang sekitar 1 pm dan lebar 0,35 um (Blount,
2015) dan bersifat aerob fakultatif (Jawetz dkk, 2012). E. coli adalah bakteri
koliform yang biasa ditemukan pada kotoran hewan maupun manusia (Fardiaz,
1992). Menurut Adila dkk (2013), terdapat lima galur bakteri Escherichia.coli
yang bersifat patogen, yaitu :

1. Escherichia. coli Enteropatogenik (EPEC)

Bakteri Escherichia coli galur EPEC adalah bakteri E.coli patogen yang
menyebabkan diare pada bayi di negara-negara berkembang. Karakteristik dari
diare yang disebabkan oleh galur ini adalah feses encer dan berlendir, akan tetapi
tidak disertai dengan darah (Donnenberg, 2002). Diare yang disebabkan oleh
infeksi  bakteri E.coli patogenik galur EPEC biasanya sangat sulit
penyembuhannya, akan tetapi tidak termasuk penyakit kronis.

2. Escherichia. coli Enterotoksigenik (ETEC)

Galur ETEC dari bakteri Escherichia coli patogenik umumnya
merupakan penyebab diare pada hewan dan manusia. Bakteri ini adalah penyebab
utama diare enterotoksik pada mamalia. Infeksi oleh bakteri E.coli patogenik jenis
ini memiliki gejala-gejala klinis yang meliputi diare, dehidrasi, asidosis, hingga
dapat menyebabkan kematian pada penderitanya (Hanif dkk, 2003). Galur ini
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dapat diidentifikasi dengan melihat faktor virukensi yang berupa antigen fili dan
enterotoksin (Saylers dan Whitt, 1994).
3. Escherichia. coli Enteroinvasif (EIEC)

Galur EIEC dari bakteri Escherichia coli patogen menyebabkan penyakit
melalui proses invasi bakteri pada epitel mukosa usus (Pelczar dan Chan, 1988).
Penyakit yang ditimbulkan oleh infeksi galur EIEC memiliki kemiripan dengan
penyakit shigelosis (Adilla dk, 2003).

4. Escherichia. coli Enterohemoragik (EHEK)

Bakteri E. coli patogenik galur EHEK adalah bakteri penyebab utama
sebagain besar penyekit diare yang berkaitan erat dengan penyakit gastroenteritis.
Gastroenteritis peradangan yang terjadi pada perut dan usus yang menjadi
penyebab timbulnya berbagai penyakit lain seperti nausea, lesu, sakit perut, dan
diare (Manning, 2005). Kemampuan bakteri E. coli patogenik galur EHEK dalam
menyebabkan penyakit infeksi seperti telah disebutkan di atas berasal dari
kemampuannya dalam memproduksi verotoksin (Angreini, 2015).

5. Escherichia. coli Enteroagregatif (EAEC)

Galur E. coli patogenik yang satu ini dapat dikatakan sebagai penyebab
penyakit infeksi yang mengakibatkan diare akut dan kronik. Menurut Pelczar dan
Chan (1988), bakteri patogenik E.coli galur AEEC menginfeksi inang dengan cara

melekatkan diri dan mengganggu kerja pada permukaan mukosa intestinal.

2.6. Patogenitas Bakteri Escherichia coli

Bakteri Escherichia coli secara umum merupakan flora normal yang
dapat ditemukan pada usus manusia maupun hewan. Keberadaan bakteri ini tidak
bersifat patogen pada saluran pencernaan. Sebaliknya, keberadaan bakteri E.coli
pada saluran pencernaan memberikan banyak manfaat bagi pencernaan. Akan
tetapi, diluar sistem pencernaan, maupun pada organ tubuh dengan jumlah flora
normal yang rendah dapat bersifat patogenik (Kayser, 2005). Bakteri E.coli
patogenik memiliki beberapa antigen yang berperan penting dalam sifat patogenik
pada bakteri tersebut. Antigen pada bakteri patogenik Escherichia coli antara lain

antigen polisakarida atau antigen O, antigen kapsular (antigen K), dan antigen
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flagela (antigen H). Antigen O adalah antigen terluar yang terletak di bagian
terluar dinding sel bakteri. Antigen K terletak pada kapsul dan antigen H pada
flagela bakteri (Juliana dkk, 2008).

Keberadaan bakteri patogenik Escherichia coli diluar sistem pencernaan
dapat menimbulkan bebera jenis penyakit infeksi seperti apenditis, kolesistitis,
peritonitis, sistitis, dan pielonefritis. Selain itu, bakteri E.coli patogenik diketahui
juga dapat menyebabkan penyakit infeksi serius seperti meningitis dan septis
apabila menginfeksi luka akibat operasi (Kayser, 2005). Pada lansia dan anak-
anak infeksi bakteri patogen ini dapat menjadi salah satu penyebab terjadinya
gagal ginjal (Sulistio, 2012). Sementara itu, keberadaan bakteri E.coli patogenik
dalam jumlah yang cukup besar pada sistem pencernaan dapat menyebabkan diare
dengan gejala yang berbeda-beda tergantung pada galur bakteri yang menginfeksi
(Jawetz dkk, 2005).

2.7. Bakteri Staphylococcus aureus

Bakteri patogen S. aureus adalah bakteri Gram positif yang tidak berspora
dan non-motil. Bakteri S.aureus berbentuk bulat dengan diameter anatar 0,8
hingga 1 mikron. Bakteri ini merupakan salah satu flora normal yang dapat
ditemukan pada bagian tubuh manusia seperti kulit dan membran mukus yang
meliputi bukal, nasal, dan aural. Bakteri patogenik S. aureus dapat menyebabkan
berbagai macam penyakit serius seperti pneumonia, septicaemia, osteomyelitis,
endokarditis, dan gatroenteritis (Bernardo dkk, 2005). Berikut merupakan

klasifikasi bakteri Staphylococcus aureus menurut Todar (2005) :

Kerajaan : Bacteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Coccoi

Ordo : Bacillales

Famili : Satphylococcaceae
Genus : Staphylococcus

Spesies : Staphylococcus aureus
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Bakteri Staphylococcus aureus merupakan bakteri patogenik yang
termasuk ke dalam kelompok Gram positif. Bakteri patogenik S.aureus memiliki
bentuk sel bulat dan biasa ditemukan dalam keadaan berkelompok. Bakteri ini
merupakan anaerob fakultatif, non-motil, dan tidak menghasilkan spora (Jawetz
dkk, 2007). Staphylococcus aureus dapat tumbuh pada kisaran suhu 6,5 hingga 45
°C dengan suhu optimum adalah 37 °C dan pH antara 4,2 hingga 9,3 (Tyasningsih
dkk, 2010). Koloni bakteri pada biakan media padat memiliki ciri berbentuk
bundar, halus, berkilau, menonjol, dan berwarna kelabu hingga kuning keemasan
(Jawetz dkk, 2007). Berikut merupakan gambar dari bakteri Staphylococcus

aureus.

Gambar 2.8. bakteri Staphylococcus aureus berdasarkan pearnaan Gram
(Yuwono, 2009)

Bakteri patogen S. aureus memiliki kemampuan untuk memproduksi
metabolit sekunder yang meliputi eksotoksin, enterotoksin, serta metabolit yang
bersifat non-toksik atau tidak beracun (Rahma, 2018). Beberapa jenis metabolit
non-toksik pada bakteri patogen S.aureus tersebut meliputi antigen permukaan
pada bakteri, dan enzim-enzim seperti koagulase, hialuronidase, fibrinolisin,
gelatinase, dan enzim protease (Rahma, 2018). Enzim koagulase berperan sebagai
agen penggumpalan untuk menghambat proses fagositosis pada bakteri. (Rahma,
2018). Apabila terjadi interaksi antara enzim koagulase bakteri S. aureus dengan
serum inang, maka hal ini akan menyebabkan terjadinya penggumpalan pada
kalsium oksalat (Ryan dkk, 1994). Salah satu enzim yang diketahui berperan
penting bagi bakteri patogenik S. aureus adalah hialuronidase. Hal ini karena
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enzim ini merupakan enzim yang berperan penting dalam mempermudah
penyebaran bakteri patogen S. aureus. Bakteri ini juga memiliki metabolit yang
mampu mencegah terjadinya pembekuan darah, yaitu enzim fibrinolisin. Enzim
ini juga memiliki peran yang cukup penting dalam mempercepat penyebaran
bakteri patogen S. aureus (Rahma, 2018). Sementara itu, enzim protease berfungsi
dalam melunakkan serum dan menyebabkan nekrosis jaringan (Jawetz dkk, 2007).

Bakteri patogen S. aureus selain menghasilkan antigen dan enzim seperti
yang telah disinggung sebelumnya, bakteri ini juga mampu menghasilkan
beberapa jenis eksotoksin yang meliputi alfa hemolisis, beta hemolisis, dan
gamma hemolisis. Alfa toksin adalah toksin dengan sifat dan kemampuan yang
meliputi 1) kemampuan untuk melisiskan eritrosit kambing, kelinci, dan domba
akan tetapi tidak dapat melisiskan eritrosit manusia 2) Mampu menyebabkan
nekrosis kulit manusia dan hewan 3) Apabila dalam dosis yang besar toksin ini
mampu membunuh manusia dan hewan 4) Toksin ini mampu melisiskan dan
menghancurkan leukosit kelinci akan tetapi tidak dapat menghancurkan leukosit
manusia 5) Mampu menghancurkan keping darah atau trombosit pada kelinci 6)
dan mampu meracuni biakan sel mamalia (Rahma, 2018).

Beta hemolisis yang dihasilkan oleh bakteri ini diketahui mampu
menghancurkan eritrosit kambung, akan tetapi tidak dapat menghancurkan
eritrosit kelinci (Rahma, 2018). Sedangkan eksotoksin gamma hemolisis adalah
toksin atau racun dengan kemampuan seperti halnya antigen (Jawetz, 2007).
Selain eksotoksin, bakteri patogenik S. aureus juga menghasilkan metabolit lain
berupa enterotoksin. Toksin ini hanya dihasilkan apabila bakteri S. aureus tumbuh
pada makanan maupun bahan makanan yang banyak mengandung karbohidrat.
Toksin ini juga dikenal sebagai slah satu penyebab utama keracunan makanan
(Hasibuan, 2016).
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2.8. Patogenitas Bakteri Staphylococcus aureus

Patogenisitas pada bakteri patogenik S. aureus disebabkan oleh
kemampuannya dalam menghasilkan toksin, virulensi bakteri, sifat bakteri yang
invasif, serta kemampuan bakteri S.aureus patogen dalam melawan zat antibiotik
(Karimela dkk, 2017). Keberadaan bakteri ini mengakibatkan penyakit infeksi
baik pada manusia maupun pada hewan. Bakteri patogenik ini dapat tumbuh dan
berkembang di dalam tubuh manusia maupun pada bahan pangan dan
menghasilkan toksin pada suhu ruangan (BSN, 2009).

Bakteri patogenik S. aureus adalah bakteri invasif (Warsa, 1994) yang
diketahui dapat menghasilkan pigmen berwarna kekuningan dan enzim koagulase.
Enzim koagulase yang dihasilkan oleh bakteri patogen ini mampu meragikan
mannitol dan bersifat hemolitik (Hasibuan, 2006). Infeksi bakteri patogenik
Staphylococcus aureus dapat menyebabkan berbagai macam penyakit infeksi
seperti pneumonia, mastitis, jerawat, meningitis, plabitis, osteomielisis, infeksi
saluran kemih, endokarditis, dan penyakit nosokomial, keracunan makanan,
hingga sindrom syok toksin (Ryan dkk, 1994; Warsa, 1994).

Makanan yang terkontaminasi oleh bakteri S. aureus patogenik dapat
menyebabkan keracunan makan, dimana keracunan makanan oleh bakteri ini
merupakan salah sat penyebab utama dari keseluruhan kasus keracunan makanan
yang ada di dunia (Normanno dkk, 2005). Keracunan makanan yang disebabkan
oleh kontaminasi S. aureus pada bahan makanan terjadi karena enterotoksin
bakteri patogenik S. aureus. Enterotoksin bakteri s.aureus patogenik pada dosis
10 mg/mL diketahui dapat mengakibatkan terjadinya keracunan apabila
dikonsumsi. Sementara itu, keracunan makanan oleh enterotoksin Staphylococcus
aureus akan menunjukkan gejala seperti muntah-muntah, mual, mam, dan diare
(Ryan dkk, 1994).

2.9. Uji Konfirmasi
Uji konfirmasi digunakan untuk mengetahui dan memastikan bahwa
bakteri uji yang digunakan dalam penelitian merupakan bakteri yang benar-benar
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jenis bakteri yang diinginkan. Ada tiga jenis pengujian yang dilakukan dalam
penelitian ini, yaitu pewarnaan Gram, pewarnaan endospora, dan uji katalase.
a) Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram adalah cara atua metode yang digunkaan untuk
membedakan jenis bakteri menjadi dua kelompok besar, yaitu Gram positif dan
Gram negatif berdasarkan pada sifat fisik dan kimia dinding selnya. Penamaan
metode ini didasarkan pada nama penemunya, yaitu Hans Christian Gram,
seorang ilmuan asal Denmark yang menemukan teknik ini pada tahun 1884
(Karmana, 2008). Pembagian kelompok bakteri menjadi Gram positif dan negatif
ditentukan oleh reaksi dinsing sel bakteri terhadap pewarna safranin dan kristal
violet (James, 2002).
b) Pewarnaan Endospora

Spora bakteri dapat diamati dengan menggunakan pewarna tertentu yang
mampu menembus dinding tebal spora bakteri (Volk dan Wheeler, 1998).
Pewarna yang digunakan dalam pewarnaan endospora tersebut adalah malachite
green sedangkan untuk mewarnai tubuh bakteri digunakan pewarna safranin. Hal
ini akan mengakibatkan endospora bakteri berwarna hijau, sedangkan tubuh
bakteri berwarna merah (Pratita dan Putra, 2012).
c) Uji Katalase

Uji katalase adalah metode yang digunnakan untuk mengetahui bahwa
suatu bakteri termasuk bakteri aerob, anaerob fakultatif, atau anaerob obligat.
Bakteri yang memerlukan oksigen akan menghasilkan hidrogen peroksida H,0O;
yang bersifat racun bagi bakteri itu sendiri. Akan tetapi, bakteri tersebut dapat
bertahan oleh karena memiliki enzim katalase yang dapat mengubah hidrogen

peroksida menjadi air dan oksigen (Volk dan Wheeler, 1998).

2.10. Ekstraksi Maserasi

Ekstraksi adalah usaha atau cara yang dilakukan untuk dapat memisahkan
senyawa tertentu dari campurannya dengan menggunakan pelarut yang sesuai
(Kholifah, 2014). Hasil yang diperoleh dari proses ekstraksi disebut sebagai
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ekstrak yang berupa sediaan pekat. Ekstrak dapat dibuat dari siplisia hewani
maupun nabati (Indraswari, 2008). Pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi
harus merupakan pelarut yang bersifat selektif. Hal ini dimaksudkan agar hanya
senyawa-senyawa yang diinginkan yang terekstrak. Cara kerja pelarut dalam
proses ekstraksi adalah pelarut akan masuk ke dalam jaringan dan melarutkan
senyawa-senyawa penting yang terkandung dalam sampel (Fajriati, 2012).

Proses ekstraksi seperti di atas dapat dilakukan dengan menggunakan
beberapa cara atau metode, seperti perkolasi, maserasi, dan soxhlet (Prawesti,
2008). Sementara itu, untuk metode yang paling banyak digunakan dalam
melakukan ekstraksi bahan alam adalah metode maserasi (Ansel, 1995). Maserasi
adalah salah satu metode atau cara dalam melakukan ekstraksi bahan alam yang
dilakukan dengan merendam serbuk simplisia ke dalam pelarut (Kholifah, 2014).
Pelarut tersebut kemidian akan melarutkan senyawa-senyawa aktif yang terdapat
dalam rongga dan dinding sel sampel (Harmita, 2008).

Keuntungan menggunakan metode maserasi terletak pada kecepatan
ekstraksi dan memungkinkan untuk menghidari pengaruh suhu (Kristanti, 2008;
Widodo, 2007). Akan tetapi, penggunaan metode maserasi tidak selalu efektif dan
efisien. Hal ini dikarenakan variasi waktu pada perendaman, dimana ada yang
membutuhkan waktu perendaman selama 15-30 menit hingga 24 jam, serta
jumlah pelarut harus lebih banyak 10-20 kali jumlah sel (Kristanti, 2008).

Prinsip dasar ekstraksi maserasi adalah merendam bahan atau simplisia
pada suhu kamar dalam keadaan terlindung dari cahaya matahari (Kristanti,
2008). Pada proses ekstraksi maserasi, pelarut akan melarutkan senyawa aktif
dalam simplisia, sehingga efektifitas dari metode ekstraksi ini tergantung pada
jenis pelarut yang digunakan (Darwis, 2000). Pemilihan pelarut dalam ekstraksi
memerlukan pertimbangan seperti murah dan mudah didapat, netral, stabil,
selektif, tidak mudah menguap dan terbakar, serta tidak mempengaruhi senyawa-
senyawa yang berkhasiat (Ahmad, 2006). Selain itu, pemilihan pelarut yang tepat
akan  meningkatkan  efektifitas pada  ekstraksi ~ maserasi  dengan
mempertimbangkan beberapa faktor seperti kelarutan senyawa pada pelarut yang

bersangkutan (Darwis, 2000).
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Tingkat kepolaran senyawa dan zat pelarut akan sangat berpengaruh
terhadap kelarutan suatu zat (Sudarmadji, 1989). Hal ini berdasarkan pada prinsip
“like disolve like”, dimana zat dengan sifat polar akan larut pada pelarut polar
begitu juga sebaliknya (Khopkar, 2003). Penentuan tingkat kepolaran pelarut
dapat dilihat berdasarkan pada nilai konstanta dielektriknya. Pelarut dengan
konstanta dielektrik yang relatif tinggi memiliki tingkat kepolaran yang tinggi,
begitu juga sebaliknya (Sudarmadji, 1989). Sementara itu, tingkat kepolaran suatu
pelarut dapat menjadi acuan dalam menentukan kemampuan pelarut dalam
melarutkan senyawa atau zat-zat tertentu (Effendy, 2006).

Golongan alkohol adalah pelarut yang paling banyak digunakan. Hal ini
dikarenakan kemampuannya dalam melarutkan keseluruhan metabolit sekunder
dalam simplisisa (Khopkar, 2003). Selain itu, alkohol merupakan pelarut dengan
konstanta dielektrik yang paling besar diantara jenis pelarut lainnya, yakni sebesar
24,3 (Sudarmadji, 1989). Sementara itu, pelarut dari golongan alkohol yang paling
banyak digunakan adalah etanol. Etanol diketahui mampu melarutkan semua jenis
metabolit sekunder karena memiliki gugs hidrosi yang bersifat polar dan gugus
alkil yang non-polar. Etanol juga merupakan pelarut yang bersifat selektif, netral,

tidak mudah berjamur, dan absorbansinya sangat baik (Hargono, 1986).

2.11. Konsentrasi Hambat Minimum dan Konsentrasi Bunuh Minimum

Konsentrasi Hambat Minimum atau KHM adalah konsentrasi terkecil
yang dibutuhkan senyawa antibakteri untuk menghambat pertumbuhan bakteri.
Kemampuan antibakteri dapat meningkat menjadi bakterisidal apabila dosisnya
ditingkatkan melebihi KHM (Forbes, 2007). Nilai KHM ditentukan dengan
metode dilusi dengan cara menumbuhkan bakteri uji pada media cair NB
(Nutrient Broth) dan diukur absorbansinya. Pengukuran absorbansi dilakukan
sebanyak dua kali, yaitu sebelum inkubasi dan setelah inkubasi (Rahmawati,
2014).
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Konsentrasi Bunuh Minimum atau KBM adalah konsentrasi terkecil
antibakteri untuk dapat membuhuh 99,9% bakteri (Forbes, 2007). Uji Konsentrasi
Bunuh Minimum (KBM) merupakan kelanjutan dari Uji Konsentrasi Hambat
Minimum (KHM), dimana sampel hasil uji KHM yang positif diambil sebanyak 1
mL dan ditumbuhkan pada media padat secara pour plate serta diinkubasi selama
24 jam pada suhu 37°C dengan menggunakan inkubator. Hasil inkubasi kemudian
diamati jumlah koloni bakteri yang terbentuk, dimana jumlah koloni yang
dihitung antara 30 hingga 300 koloni (Pratiwi, 2008).

Metode yang digunakan dalam uji KHM dan KBM adalah metode dilusi
(Pratiwi, 2008). Metode ini ditujukan untuk mengetahui konsentrasi zat
antibakteri untuk dapat menghambat maupun membunuh bakteri uji (Jawetz,
2007). Metode ini dilakukan dengan mengencerkan larutan antibakteri hingga
didapatkan beberapa konsentrasi, kemudian ditambahkan ke dalam media cair
berisi bakteri uji (Hugo dan Russel, 1987). Menurut Tortora dkk (2001), metode
dilusi memiliki prinsip kerja dengan cara menambahkan bakteri uji ke dalam
media cair bersama dengan zat antibakteri untuk diamati tingkat kekeruhannya.
Berdasarkan pada metode ini, yang dimaksud KHM adalah sampel dengan
kekeruhan paling jernih atau tidak menunjukkan adanya pertumbuhan mikroba.
Sedangkan KBM merupakan kelanjutan dari KHM, dimana sampel yang positif
KHM ditumbuhkan dalam media padat untuk kemudian diamati ada tidaknya

koloni bakteri yang terbentuk. Hal inilah yang kemudian disebut sebagai KBM.
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3.1. Rancangan Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian deskriptif kualitatif dengan menggunakan
rancangan RAL (Rancangan Acak Lengkap). Penelitian ini dilakukan dalam dua
tahap, dimana tahap pertama untuk mengetahui pengaruh ekstrak kulit buah
markisa kuning terhadap bakteri uji S.aureus dan E.coli. Sementara itu, tahap
kedua penelitian adalah untuk mengetahui konsentrasi terendah ekstrak kulit buah
markisa dalam membunuh dan menghambat bakteri uji dengan konsentrasi
sebagai berikut :
K1 =25 mg/mL
K2 =50 mg/mL
K3 =75 mg/mL
K4 =100 mg/mL
K5 = 350 mg/mL
K+ = Kloramfenikol 30 mg/mL
K- = Akuades Steril

Total perlakuan yang dilakukan pada penelitian ini berlangsung sebanyak
40 kali dimana masing-masing perlakuan diulang sebanyak 4 kali ulangan. Uji
aktivitas antibakteri ekstrak kulit buah markisa kuning yang menunjukkan hasil
positif akan dilanjutkan dengan uji KHM dan KBM dengan menggunakan metode

dilusi.

3.2. Waktu dan Tempat

Pelaksanaan penelitian dilakukan pada pertengahan bulan Januari hingga
Pertengahan bulan September tahun 2020. Tempat pelaksanaan penelitian adalah
Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

34
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3.3. Alat dan Bahan
3.3.1. Alat

Penggunaan alat-alat pada penelitian ini meliputi alat untuk ekstraksi dan
uji aktivitas antibakteri. Alat-alat untuk ekstraksi diantaranya adalah Rotary
Vacum Evaporator, Erlenmeyer, neraca analitik, dan shaker water bath.
Sedangkan alat-alat untuk uji antibakteri antara lain LAF (Laminar Air Flow),
autoklave, inkubator, pembakar bunsen, penjepit, hot plate dan stirer, serta

spektrofotometer.

3.3.2. Bahan

Bahan-bahan yang diperlukan dalam penelitian meliputi kulit buah
markisa kuning (Passiflora edulis var.flavicarpa D.), isolat bakteri S. aureus
sebagai perwakilan dari Gam positif dan E.coli sebagai perwakilan Gram negatif.
Selain itu, bahan lain yang diperlukan adalah alkohol 70%, etanol 70%, media

padat NA, media cair NB, safranin, kristal violet, dan malachite green.

3.4. Variabel
Variabel-variabel dalam penelitian ini meliputi variabel bebas, variabel
terikat, dan variabel kontrol sebagai berikut :
Variabel bebas
Ekstrak kulit buah markisa kuning yang dibuat dalam berbagai
konsentrasi yang telah ditentukan merupakan variabel bebas dalam
penelitian ini.
Variabel terikat
Zona hambat, KHM, dan KBM ekstrak kulit buah markisa kuning pada
berbagai konsentrasi yang telah ditentukan terhadap bakteri uji dalah
variabel terikat yang terdapat dalam penelitian ini.
Variabel kontrol
Suhu, waktu inkubasi, media yang digunakan dalam menumbuhkan
bakteri merupakan beberapa contoh dari variabel kontrol dalam

penelitian ini.
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3.5. Tahapan Penelitian

Tahapan penelitian yang dilakukan adalah sebagai berikut :

1. Pembuatan ekstrak kulit buah markisa kuning

2. Peremajaan dan pembuatan inokulum bakteri uji Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli.
a) Sterilisasi alat dan bahan.
b) Pembuatan media.
c) Peremajaan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.
d) Pembuatan Inokulum dan pengenceran bakteri Escherichia coli dan

Staphylococcus aureus.

3. Uji aktivitas antibakteri ekstrak kulit buah markisa kuning terhadap
bakteri patogen S. aureus dan E. coli.

4. Uji KHM dan KBM ekstrak kulit buah markisa kuning terhadap bakteri
bakteri S. aureus dan E.coli..

5. Analisis data hasil penelitian.

3.6. Cara Kerja
3.6.1. Preparasi Sampel Kulit Buah Markisa

Preparasi sampel adalah tahap awal yang dilakukan dalam penelitian ini.
Pada tahap ini dilakukan pengumpulan bahan berupa kulit buah markisa kuning
yang diperoleh dari Desa Sirnoboyo, Kecamatan Pacitan, Kabupaten Pacitan,
Privinsi Jawa Timur. Kulit buah markisa kuning yang telah diperoleh kemudian
dicuci bersih dan dikering anginkan tanpa terkena sinar matahari langsung selama
kurang lebih 3 hari. Setelah sampel kering, sampel kemudian dihaluskan dengan
menggunakan blender dan dilanjutkan dengan pembuatan ekstrak kulit buah
markisa kuning (Nugraha dkk, 2019).

3.6.2. Pembuatan Ekstrak Kulit Buah Markisa dengan Maserasi
Ekstrak kulit buah markisa kuning dibuat dengan cara merendam
sebanyak 30 gram serbuk kulit buah markisa kuning ke dalam toples gelas berisi
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750 mL etanol 70% selama 48 jam. Larutan tersebut kemudian disaring dengan
menggunakan kertas saring untuk memisahkan larutan dengan maserat. Maserat
yang telah diperoleh diuapkan dengan rotary vacum evaporator pada suhu 40 °C
sampai didapatkan ekstrak pekat seperti pasta (Yulianingtyas dan Bambang,
2016).

3.6.3. Pembuatan Media Nutrient Agar

Nutrient Agar atau NA adalah media padat yang digunakan dalam
penelitian ini untuk menumbuhkan bakteri uji. Pembuatan media NA dilakukan
dengan melarutkan dan menghomogenkan 2 gram serbuk NA ke dalam 100 mL
akuades. Proses penghomogenan dilakukan dengan cara memanaskan suspensi
pada hot plate dan mengaduknya dengan menggunakan pengaduk hingga suspensi
mendidih. Media NA yang sudah siap digunakan kemudian dituang ke dalam
tabung reaksi secara aseptik dan disterilisasi dengan menggunakan autoclave.
Sterilisasi dilakukan pada suhu 121 °C pada tekanan 1 atmselama 15 menit.
Media yang telah disterilisasi dibiarkan dalam keadaan miring sehingga terbentuk
media padat miring (Muhibah, 2013).

3.6.4. Pembuatan Media Nutrient Broth

Nutrient Broth atau NB adalah media cair untuk melakukan uji KHM dan
KBM dalam penelitian ini. Pembuatan media NB tidak berbeda jauh dengan
pembuatan media NA, yaitu sebanyak 1,8 gram serbuk NB dilarutkan dan
dihomogenkan dengan 100 mL akuades steril. Suspensi tersebut kemudian
dipanaskan pada hot plate dan diaduk dengan menggunakan pengaduk hingga
mendidih dalam keadaan tertutup. Media NB yang telah siap untuk digunakan
dituang ke dalam tabung reaksi , ditutup rapat dan disterilisasi pada temperature

121 °C dengan tekanan 1 atm selama 15 menit (Rahmawati, 2014).

3.6.5. Peremajaan Bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
Bakteri uji yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Bakteri uji yang akan digunakan
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harus diremajakan terlebih dahulu dengan cara mengambil sebanyak 1 ose biakan
murni dari masing-masing bakteri dan mengoleskannya di atas permukaan media
miring yang telah dibuat sebelumnya. Proses ini dilakukan secara aseptis dengan
meletakkan media miring di dekat pembakar bunsen pada saat mengoleskan
bakteri uji. Media miring yang telah diolesi biakan bakteri uji kemudian ditutup
rapat dengan menggunakan kapas dan diinkubasi dengan inkubator pada suhu 37
°C selama 24 jam (Muhibah, 2013).

3.6.6. Pembuatan Inokulum Bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia
coli

Bakteri S. aureus dan E.coli hasil peremajaan selanjutnya digunakan
untuk membuat inokulum dengan cara menumbuhkan bakteri tersebut pada media
cair NB. Proses ini dilakukan secara aseptis, yakni pada saat mengambil bakteri
dari hasil peremajaan maupun pada saat menumbuhkan bakteri uji pada media NB
dilakukan di dekat api pembakar bunsen. Bakteri uji tersebut disuspensikan dan
dihomogenkan ke dalam media NB sebanyak 100 mL dan ditutup rapat dengan
kapas. Suspensi bakteri E.coli dan S.aureus tersebut kemudian diinkubasi pada
suhu optimum, yaitu 37 °C selama 24 jam, sehingga didapatkan biakan murni
bakteri uji yang siap digunakan (Rahmawati, 2014).

Hasil inokulum bakteri E. coli dan S. aureus kemudian diencerkan dari
pengenceran 107 atau pengenceran pertama hingga pengenceran keenam atau 10°
® Pengenceran pertama dilakukan dengan mengencerkan dan menghomogenkan 1
mL suspensi bakteri uji ke dalam 9 mL media NB. Pengenceran kedua hingga
pengenceran terakhir dilakukan dengan mengencerkan dan menghomogenkan 1
mL suspensi bakteri uji dari pengenceran sebelumnya ke dalam 9 mL media NB
(Sari dkk, 2013). Kekeruhan bakteri kemudian dihitung menggunakan
spektrofotometer dengan panjang gelombang 625 nm. Menurut Febriyansari
(2008), panjang gelombang 600 — 625 nm digunakan untuk melihat tingkat
kekeruhan pada larutan yang berwarna kuning hingga coklat. Hasil pengenceran

dengan nilai absorbansi 0,08 — 0,1 atau setara dengan larutan Mc Farland 0,5 atau
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1,5 x 107® CFU/mL akan digunakan dalam uji KHM dan KBM (Mubarak, dkk.,
2016). Penggunaan larutan standard McFarland adalah sebagai referensi untuk
menyesuaikan kekeruhan bakteri suspensi sehingga jumlah bakteri dalam kisaran
yang diberikan untuk membakukan bakteri uji (Fitri dkk, 2015).

3.6.7. Uji Konfirmasi Staphylococcus aureus dan Escherichia coli

Uji konfirmasi dilakukan untuk mengkonfirmasi bahwa bakteri yang
digunakan merupakan bakteri uji yang murni tanpa adanya kontaminasi dari
mikroorganisme lainnnya. Pada penelitian ini, uji konfirmasi yang dilakukan
meliputi pewarnaan Gram, uji katalse, dan pewarnaan endospora. Pewarnaan
Gram adalah perlakuan yang dilakukan untuk menentukan kelompok bakteri
termasuk Gram positif maupun Gram negatif. Bakteri yang tergolong ke dalam
kelompok Gram positif akan meghasilkan warna ungu pada pewarnaan Gram,
sedangkan bakteri yang termasuk ke dalam kelompok bakteri Gram negatif akan
menghasilkan warna merah (Jawetz dkk, 2010). Pewarnaan Gram dilakukan
dengan membuat preparat bakteri uji yang kemudian diwarnai dengan pewarna
Gram. Preparat bakteri uji dibuat dengan cara mengoleskan ose berisi bakteri uji
di atas gelas objek dan difiksasi dengan menggunakan api pembakar bunsen.
Bakteri uji yang telah difiksasi tersebut kemudian di tetesi dengan kristal violet
dan didiamkan selama 60 detik. Setelah lewat 60 detik, apusan bakteri uji dibilas
dengan menggunakan air mengalir dan dikeringkan. Setelah kering, apusan
bakteri uji ditetesi dengan iodine dan ditunggu hingga 60 detik untuk kemudian
dibilas dan ditetesi dengan alkohol, ditunggu selama 30 detik, dan bibilas lagi
dengan air. Setelah itu, apusan ditetesi dengan pewarna safranin, ditunggu selama
60 detik, dibilas, dan dikeringkan untuk selanjutnya diamati di bawah mikroskop
mulai dari perbesaran 1000 kali. Hasil pengamatan dicatat dan dicocokkan dengan
ciri-ciri pada masing-masing bakteri uji yang digunakan (Fardiaz, 1992).

Pewarnaan endospora memiliki cara kerja yang berbeda dengan
pewarnaan Gram. Pada pewarnaan endospora apusan bakteri uji yang telah dibuat
sebelumnya diletakkan di atas kawat rum yang dibawahnya terdapat air mendidih.
Permukaan preparat bakteri uji kemudian ditutup dengan menggunakan kertas tisu
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dan dtetesi dengan malachite green. Proses ini berlangsung selama 5 hingga 6
menit dengan catatan permukaan preparat tidak boleh kering. Apabila perukaan
preparat mulai mengering, maka permukaan preparat tersebut harus ditetesi
dengan malachite green. Setelah proses ini selesai, preparat diangkat dari atas
kawat rum dan didinginkan untuk kemudian ditetesi dengan safranin dan
dibiarkan selama 90 detik. Setelah lewat dari 90 detik, preparat dibilas dan di
amati di bawah mikroskop (Fardiaz, 1992).

Uji katalase merupakan uji konfirmasi yang paling sederhana jika
dibandingkan dengan dua uji konfirmasi lainnya. Pada uji katalase yang harus
dilakukan menambahkan 2 hingga 3 tetes inokulum bakteri uji pada 12 tetes
larutan H,0, 10% hingga 30%. Pada bakteri positif katalase akan didapati adanya
buih yang terbentuk dan sebaliknya tidak pada didapati buih pada katalase negatif
(Fardiaz, 1992). Menurut Lay (1994), pada bakteri berbentuk bulat atau kokus, uji
katalase digunakan untuk membedakan antara bakteri dari jenis Staphylococcus
dengan Streptococcus, dimana pada bakteri Staphylococcus akan menunjukkan

katalase positif sedangkan pada Streptococcus menunjukkan katalase negatif.

3.6.8. Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dilakukan untuk mengetahui aktivitas ekstrak
kulit buah markisa terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.
Uji aktivitas antibakteri pada penelitian ini dilakukan dengan cara menambahkan
sebanyak 0,2 mL suspensi bakteri uji dari hasil pembuatan inokulum di atas media
NA padat dan diratakan dengan menggunakan cotton swab. Media yang telah
diolesi dengan bakteri dilubangi dengan menggunakan tup mikropipet kuning
sehingga terbentuk lubang sumuran. Lubang sumuran yang telah terbentuk
ditambahkan sebanyak 0,5 mL ekstrak kulit buah markisa kuning dengan
konsentrasi 350 mg/mL dan diulangi sebanyak 4 kali ulangan. Setelah itu,
ditambahkan kontrol positif yang dibuat dengan memasukkan larutan
kloramfenikol 30 mg/mL sebanyak 0,5 mL dan kontrol negatif yang dilakukan
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dengan memasukkan 0,5 mL akuades. Media yang telah diberi perlakuan seperti
dijelaskan di atas kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam dengan
menggunakan inkubator (Prayoga, 2013). Hasil inkubasi kemudian diamati untuk
melihat ada tidaknya zona zona hambat yang terbentuk. Apabila terdapat zona
hambat, maka zona hambat yang terbentuk diukur dengan menggunakan jangka
sorong dan dihitung luasnya dengan menggunakan perhitungan sebagai berikut

(Warbung, dkk, 2014) : Rumus 1

Luas Zona Hambat (mm) = &£2% _ «

(Rumus 1)

Keterangan :
d1 = diameter zona hambat secara vertikal (mm)
d2 = diameter zona hambat secara horizontal (mm)

X = lubang sumuran (5 mm)

3.6.9. Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

Uji KHM atau Konsentrasi Hambat Minimum dilakukan dengan tujuan
untuk mengetahui konsentrasi terendah ekstrak kulit buah markisa kuning yang
dapat menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia
coli. Proses ini dilakukan dengan menggunakan metode dilusi, yakni sebanyak 0,5
mL suspensi masing-masing bakteri uji ditambahkan ke dalam tabung reaksi
berisi 9 mL NB dan 0,5 mL ekstrak kulit buah markisa kuning pada masing-
masing konsentrasi. Perlakuan ini juga menggunakan kontrol positif yang dibuat
dengan melarutkan suspensi bakteri uji pada tabung reaksi berisi 2 mL media NB
dan kontrol negatif dengan menghomogenkan 0,5 mL bakteri uji dan 0,5 mL
akuades ke dalam 9 mL NB. Suspensi di atas kemudian diambil sebanyak 3 mL
untuk dibaca absorbansinya pada panjang gelombang 600 nm dengan
spektrofotometer. Suspensi bakteri yang telah diambil sampel untuk dibaca nilai
absorbansinya diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam. Setelah 24 jam, sampel
kemudian divorteks dan diambil sebanyak 3 mL untuk dibaca kembali nilai

absorbansinya. Nilai KHM kemudian ditentukan dengan mengurangi nilai OD
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setelah inkubasi dengan OD sebelum inkubasi seperti pada persamaan berikut
(Rahmawati, 2014) : Rumus 2
KHM (nm) = OD setelah inkubasi — OD sebelum inkubasi (Rumus 2)

3.6.10. Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)

Uji KBM merupakan kelanjutan dari uji KHM. Hal ini dikarenakan KBM
tidak dapat dipisahkan dengan KHM. Uji KBM dilakukan dengan cara mengambil
sampel yang positif secara KHM sebanyak 1 mL untuk dibiakkan pada media NA
dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C. Hasil inkubasi kemudian diamati
jumlah koloni bakterinya dengan counter plate untuk menentukan jumlah mikroba
hidup seperti pada persamaan berikut (Kholifah, 2014)

Jumlah mikroba hidup (CFU/mL) = Jumlah koloni x faktor pengenceran

Ketentuan perhitungan jumlah koloni dilakukan dengan mengikuti aturan seprti

berikut :

1. Koloni tunggal dianggap satu koloni.

2. Koloni ganda yang bertumbukan dan saling terhubung diangga dua koloni.

3. Sejumlah besar koloni bakteri yang saling terhubung satu sama lain dianggap
satu koloni.

4. Koloni ganda yang saling terhubung namun masih dapat dibedakan dianggap
dua koloni.

5. Koloni seperti bentukan rantai dianggap satu koloni.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Kulit Buah Markisa Kuning

Uji aktivitas antibakteri ekstrak kulit buah markisa kuning dilakukan untuk
mengetahui kemampuan antibakteri pada suatu senyawa. Menurut Dewi (2010),
kemampuan antibakteri suatu senyawa dapat diketahui dengan melihat zona
hambatnya. Akan tetapi, sebelum melakukan uji aktivitas antibakteri, perlu
dilakukan uji konfirmasi terhadap bakteri uji untuk memastikan kebenaran dari
jenis bakteri yang digunakan sebagaimana terlampir dalam Lampiran 4.1.

Berdasarkan pada Lampiran 4.1. di atas, maka dapat disimpulkan bahwa
bakteri uji yang akan digunakan benar-benar bakteri S. aureus dan E. coli. Oleh
karenanya, penelitian bisa dilanjutkan pada tahap berikutnya, yaitu uji aktivitas
antibakeri. Hasil uji aktivitas antibakteri ditunjukkan pada Tabel 4.1.1. sebagai
berikut.
Tabel 4.1.1. Data Hasil Uji Antibakteri Ekstrak Kulit Buah Markisa Kuning

Aktivitas Antibakteri (mm)

o el S PR S. aureus E. coli
1 Ekstrak Kulit Buah markisa Kuning 350 mg/mL 12,73 11,54
2 K (+) 21,22 24,67
3 K () 0 0

Hasil penelitian antibakteri pada ekstrak kulit buah markisa kuning
menunjukkan adanya aktivitas antibakteri seperti yang dapat dilihat pada tabel
4.1.1. di atas. Berdasarkan hasil tersebut, ekstrak kulit buah markisa kuning
(Passiflora edulis var.flavicarpa D.) pada konsentrasi 350 mg/mL menunjukkan
adanya zona hambat pada bakteri S. aureus sebesar 12,73 mm. Sementara itu,
pada bakteri E.coli juga terdapat zona hambat sebesar 11,54 mm. Berdasarkan
pada hasil penelitian, dapat diketahui bahwa aktivitas antibakteri pada S. aureus
lebih tinggi dibandingkan dengan E. coli. Hal ini dikarenakan susunan dinding sel
pada bakteri Gram positif mengandung lebih banyak peptidoglikan, sedikit lipid,
dan polisakarida (asam teikoat). Asam teikoat merupakan polimer yang larut
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dalam air, yang berfungsi sebagai transport ion positif, sehingga sifat larut air
inilah yang menunjukkan bahwa dinding sel bakteri Gram positif bersifat lebih
polar. Senyawa dalam ekstrak kulit buah markisa kuning yang bersifat polar
seperti flavonoid, tanin, dan saponin lebih mudah menembus peptidoglikan yang
bersifat polar dari pada yang bersifat non-polar (Septiani dkk, 2017). Sementara
itu, apabila dilihat dari segi kekuatan zat antibakteri berdasarkan pada diameter
zona hambatnya, ekstrak kulit buah markisa dapat dikategorikan sebagai zat
antibakteri yang kuat. Hal ini sebagaimana pernyataan Susanto, dkk (2012) yang
menyatakan bahwasanya suatu zat antibakteri termasuk kuat apabila memiliki
zona hambat antara 11-20 mm. Sementara itu, kontrol positif yang merupakan 30
mg/mL kloramfenikol menunjukkan zona hambat sebesar 21,22 mm pada bakteri
S. aureus dan 24,67 mm pada E. coli. Menurut Susanto dkk (2012), zat
antibakteri dengan zona hambat lebih dari 20 mm dikategorikan sebagai zat
antibakteri yang sangat kuat.

Penelitian mengenai pemanfaatan ekstrak kulit buah markisa kuning
diketahui dapat menghambat bakteri Gram positif dan negatif. Bakteri yang dapat
dihambat pada kelompok Gram positif adalah S. aureus dan pada Gram negatif
adalah bakteri E. coli. Sementara itu, pada bakteri lain dari kelompok Gram
positif dan negatif belum dilakukan pengujian, begitu juga pada jamur baik yang

patogen maupun non-patogen.

4.2. Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh
Minimum (KBM)

Konsentrasi Hambat Minimum atau KHM adalah konsentrasi terkecil
yang dibutuhkan senyawa antibakteri untuk menghambat pertumbuhan bakteri.
Kemampuan antibakteri dapat meningkat menjadi bakterisidal apabila dosisnya
ditingkatkan melebihi KHM (Forbes, 2007). Data hasil uji Konsentrasi Hambat
Minimum (KHM) disajikan pada Tabel 4.2.1.
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Tabel 4.2.1. Data Hasil Uji KHM Bakteri S.aureus dan E. coli

No Konsentrasi Bakteri Uji Hasil
1 25 mg/mL S. aureus ++
E. coli ++
2 50 mg/mL S. aureus ++
E. coli ++
3 75 mg/mL S. aureus +
E. coli +
4 100 mg/mL S. aureus +
E. coli +
5 350 mg/mL S. aureus -
E. coli -
6 K (+) S. aureus -
E. coli -
7 K () S. aureus Sl
E. coli ++
Keterangan :
- :Jernih
+ : Sedikit Keruh
++ : Keruh

Data hasil uji KHM (Konsentrasi Hambat Minimum) yang dilakukan
dalam penelitian dapat dilihat pada tabel 4.2.1. Berdasakan pada data yang
ditampilkan, pada konsentrasi ekstrak 25, 50, 75, dan 100 mg/mL serta kontrol
negatif tidak ditemukan adanya aktivitas KHM baik pada bakteri S. aureus
maupun E. coli. Hal ini ditunjukkan dengan perubahan warna pada suspensi uji
yang menjadi lebih keruh. Sementara itu, pada konsentrasi 350 mg/mL dan
kontrol positif ditemukan adanya aktivitas KHM yang ditunjukkan dengan warna
jernih pada suspensi uji.

Hasil uji KHM yang menunjukkan hasil positif akan dilanjutkan dengan
uji KBM atau Konsentrasi Bunuh Minimum. Konsentrasi Bunuh Minimum atau
KBM adalah konsentrasi terkecil antibakteri untuk dapat membuhuh 99,9%
bakteri (Forbes, 2007). Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) merupakan
kelanjutan dari Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM). Hasil KHM yang
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menunjukkan adanya penghambatan terhadap bakteri uji, dimana dalam penelitian
ini adalah kontrol positif dan ekstrak kulit buah markisa kuning pada konsentrasi
350 mg/mL diambil sebanyak 1 mL dan ditumbuhkan pada media serta diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37 °C dengan menggunakan inkubator. Hasil inkubasi
kemudian diamati jumlah koloni bakteri yang terbentuk, dimana jumlah koloni
yang dihitung antara 30 hingga 300 koloni (Pratiwi, 2008). Data hasil uji KBM
dapat dilihat pada Tabel 4.2.2. di bawah ini.

Tabel 4.2.2. Data Hasil Uji KHM Bakteri S.aureus dan E. coli

Jumlah Mikroba Hidup (CFU/mL)

No Bakteri Uji Ekstrak Kulit buah markisa Kontrol Kontrol
kuning 350 mg/mL Positif negatif

1 S. aureus 15x 1071 0 200x 1071

Y, E. coli 15x 1071 0 230x 1071

Berdasarkan pada data hasil uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) yang
telah dilakukan, tidak menunjukkan adanya kemampuan dalam membunuh bakteri
S. aureus maupun E. coli. Hal ini ditunjukkan dengan masih tumbuhnya kedua
bakteri tersebut pada media agar. Pada bakteri S. aureus dan E. coli menunjukkan
sebanyak 15 x 10~ CFU/mL bakteri yang bertahan hidup. Menurut McKane dan
Kandel (1996) dan Koneman dkk (1997), KBM adalah konsentrasi terkecil yang
dapat membunuh bakteri, ditandai dengan bakteri uji tidak dapat tumbuh pada
hasil goresan di cawan yang menandakan bahwa masing-masing bakteri uji telah
mati.

Hasil kontrol positif menunjukkan adanya kemampuan dalam membunuh
bakteri, yang ditandai dengan tidak adanya bakteri yang tumbuh dalam media
agar. Sementara itu, hasil uji KBM pada kontrol negatif tidak didapati
kemampuan dalam membunuh bakteri, oleh karena masih adanya bakteri yang
timbuh dalam media. Pada sampel bakteri S. aureus jumah koloni yang bertahan
hidup sebanyak 200 x 10~* CFU/mL dan 230 x 10~ CFU/mL koloni pada

bakteri uji E. coli.



BAB V
PENUTUP

5.1. Kesimpulan
Kesimpulan dalam penelitian ini adalah:

1. Ekstrak kulit buah markisa kuning (Passiflora edulis var. Flavicarpa D.)
memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli.

2. Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) ekstrak kulit buah markisa kuning
(P. Edulis var. flavicarpa D.) adalah pada konsentrasi 350 mg/mL baik
pada bakteri S. aureus maupun E. coli. Sementara itu, Konsentrasi Bunuh
Minimum pada ekstrak dengan konsentrasi 350 mg/mL menunjukkan

masih adanya bakteri yang tumbuh.

5.2. Saran

Saran yang dapat diperoleh dalam penelitian ini adalah perlu dilakukan uji
aktivitas antibakteri terhadap jamur patogen untuk mengetahui lebih lanjut
mengenai kemampuan ekstrak kulit buah markisa kuning terhadap berbagai jenis
mikroorganisme patogen, salah satunya adalah mikroba yang memiliki

patogenisitas lebih tinggi dari bakteri S. aureus dan E. coli.
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Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Serbuk Simplisia (Kulit Buah
Markisa Kuning)

Maserasi

Ekstrak
|

Uji Konfirmasi Bakteri Uji

Uji Aktivitas Antibakteri

Uji Aktivitas
Antibakteri

Uji Konsentrasi
Hambat Minimum
(KHM)

!

Uji Konsentrasi
Bunuh Minimum
(KBM)

Hasil
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Lampiran 2. Langkah Kerja

L2.1 Sterilisasi Alat

Alat

- Ditutup mulut alat-alat gelas menggunakan kapas dan kasa kemudian
dilapisi wrap

- Dibungkus cawan petri dengan kertas dan dibungkus dengan plastik
- Dimasukkan ke dalam autoklaf dengan tekanan 15 psi pada suhu

121 °C.

Hasil

L2.2 Pembuatan Media

Nutrien Agar

- Ditimbang 5 gram serbuk NA.
- Dilarutkan dalam 250 mL aquades dalam gelas beker.
- Ditutup dengan aluminium foil.

- Dipanaskan di atas hot plate dan dihomogenkan menggunakan
magnetic stirrer.

- Dimasukkan kedalam tabung Erlenmeyer secara aseptis.
- Ditutup dengan aluminium foil dan dilapisi plastik wrap.

- Disterilkan dalam autoklaf.

Hasil
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Nutrien Broth (NB)
- Ditimbang serbuk NB sebanyak 2 gram.

- Dilarutkan dalam 250 mL aquades dalam gelas beker.
- Ditutup dengan aluminium foil.

- Dipanaskan di atas hot plate dan dihomogenkan menggunakan magnetic
stirrer.

- Dipindahkan pada tabung Erlenmeyer secara aseptis.
- Ditutup dengan kapas dan dilapisi plastik wrap.

- Disterilkan dalam autoklaf.

Hasil

L.2.3 Peremajaan Mikroba S. aureus dan E. coli

Biakan Murni S. aureus dan E. coli

- Diambil 1 ose.
- Digoreskan pada media NA miring secara aseptik
- Ditutup tabung dengan kapas dan dilapisi plastik wrap

- Diinkubasi pada suhu 37 °C

Hasil




L.2.4 Pembuatan Inokulum Bakteri

Stok bakteri uji yang telah diremajakan

- Diambil masing-masing 1 ose bakteri uji.

L Dicelupkan pada media cair NB steril

- Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C.
- Dihomogenkan dengan vortex.

- Dibuat suspensi mikroba uji dari inokulum media cair dengan
perbandingan 1:9 dalam NaCl steril 0,9% (mL).

- Divortex kemudian diinkubasi pada 37 °C selama 24 jam.
- Diihat nilai OD dengan spektrofotometer.

- Ditambahkan media cair hingga sesuai standart.

Hasil

L.2.5 Pembuatan Larutan Uji 350 mg/mL

Ekstrak Kulit Buah Markisa

Ditimbang 350 mg ekstrak kulit buah markisa kuning.

Dimasukkan pada botol falcon.

Ditambahkan 1 mL akuades steril.

- Dihomogenkan menggunakan vortex.

Hasil
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L.2.6 Uji Uji Akrivitas Antibakteri (Kirby Bauer)

Stok larutan uji antimikroba 350 mg/mL

- Dicairkan media padat kemudian dituang pada cawan petri steril.
- Ditunggu hingga memadat.

- Ditambahkan suspensi inokulum bakteri sebanyak 0,2 mL pada media
agar.

- Diratakan menggunakan cotton swab.

- Dilubangi media padat dengan tip sebanyak 4 kali.
- Ditambahkan 0,05 mL ektrak ke dalam sumuran.

- Diinkubasi selama 24 jam.

- Diukur zona bening menggunakan jangka sorong.

- Dianalisis.

Hasil

L.2.7 Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

Ekstrak Kulit Buah Markisa Kuning

- Disiapkan sampel ekstrak kulit buah markisa (konsentrasi 25, 50, 75, 100,
dan 350 mg/mL), kontrol positif, dan kontrol negatif.

Dimasukkan sebanyak 0,5 mL sampel ke dalam 9 mL media cair.

Dimasukkan sebanyak 0,5 mL bakteri uji ke dalam 9 mL media cair.

Dihomogenkan dengan vortex.

Diamati nilai OD dengan spektrofotometer.

Diinkubasi selama 24 jam.

Diamati nilai OD dengan spektrofotometer.

Dianalisis.

Hasil




L.2.8 Penentuan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)

Sampel positif KHM

- Dimasukkan sampel hasil KHM yang positif ke dalam cawan petri.

Ditambahkan media NA.

Dihomogenkan.

Ditunggu hingga memadat.

Diinkubasi selama 24 jam.

Hasil

Lampiran 3. Rumus Perhitungan
L.3.1. Rumus Perhitungan Perulangan
(r-1) (t-1)> 15
Keterangan :

r = Sampel/kelompok

t = Perlakuan

L.3.2. Rumus Perhitungan Pembuatan Konsentrasi Ekstrak
V1M1=V2M2
Keterangan :

V1 = Volume awal larutan

M1 = Massa awal larutan

V2 = Volume akhir larutan
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M2 = Massa akhir larutan

L.3.3. Rumus Perhitungan Zona Hambat

dl +dz2
2

Luas Zona Hambat (mm) =

Keterangan :
d1 = Diameter zona hambat secara vertikal
d2 = Diameter zona hambat secara horizontal

x = Lubang sumuran (5 mm)

L.3.4. Rumus Perhitungan KHM

KHM (nm) = OD setelah inkubasi — OD sebelum inkubasi

Lampiran 4. Data Hasil Penelitian

L. 4.1. Uji Konfirmasi
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Uji Konfirmasi

No Bakteri Uji
A Gram Endospora Katalase

1 S. aureus Positif - +

2 E. coli Negatif - +
L.4.2. Uji Aktivitas Antibakteri

Kontrol
No Bakteri Uji Ulangan RO
1 2 3 4 Positif  Negatif

1 S. aureus 1295 138 12,92 1127 22,72 0

2 E. coli 1537 9,76 11,48 955 24,73 0

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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L.4.3. Uji KHM
No  Konsentrasi Bakteri Uji Hasil
Ulangan1 Ulangan2 Ulangan3 Ulangan 4
1  25mg/mL S. aureus ++ ++ ++ ++
E. coli ++ ++ ++ ++
2 50 mg/mL S. aureus ++ ++ ++ ++
E. coli ++ ++ ++ ++
3 75mg/mL S. aureus + + + +
E. coli + + + +
4 100 mg/mL S. aureus + + + +
E. coli + + + +
5 350 mg/mL S. aureus - - - -
E. coli - - - -
6 K@) S. aureus - - - -
E. coli - - - -
7 K S. aureus ++ ++ ++ ++
E. coli ++ ++ ++ ++
L.4.4. Uji KBM
No Bakteri Uji )
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 Ulangan 4
1 S. aureus 1,2x10%> 23x10% 11x10%> 1,4x10?
2 E. coli 1,5x10% 1,3x10%2 15x10% 1,3x 102

Lampiran 5. Gambar Penelitian

Lampiran 5.1. Persiapan Sampel
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Lampiran 5.2. Uji Konfirmasi

Lampiran 5.3. Uji Aktivitas Antibakteri
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Lampiran 5.5. Uji KBM
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