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ABSTRAK: Tumbuhan kabau (Archidendron bubalinum) merupakan tumbuhan endemik Indonesia khususnya
di Pulau Sumatera dengan kandungan metabolit sekunder berupa flavonoid, tanin, saponin, dan steroid yang
memiliki aktivitas antimikroba. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanol
kulit buah kabau (Archidendron bubalinum) terhadap Staphylococcus aureus serta mengetahui persentase
ekstrak yang optimum dalam menghambat S. aureus dengan persentase 1%, 2,5%, 5% dan 10%. Ekstrak kulit
buah kabau diperoleh dengan menggunakan metode maserasi. Aktivitas antibakteri ekstrak kulit buah kabau
diuji dengan metode difusi sumuran menggunakan media Nutrient Agar (NA). Hasil penelitian menunjukkan
bahwa ekstrak etanol kulit buah kabau dengan persentase 10% merupakan persentase optimum dalam
menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus dengan diameter zona hambat 10,59 mm. Dari data hasil
penelitian tersebut dapat disimpulkan bahwa ekstrak kulit buah kabau berpotensi sebagai antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus dengan kategori daya hambat sensitif.

] PENDAHULUAN

Selama beberapa dekade pengembangan pengobatan baru, penyakit infeksi terus menjadi
penyebab utama angka kematian di seluruh dunia dan tetap menjadi salah satu masalah
kesehatan terbesar di dunia [1]. Mikroorganisme seperti bakteri, virus, jamur, dan parasit
menyebabkan penyakit infeksi dengan cara masuk ke dalam jaringan tubuh dan
berkembang biak di dalam jaringan. Bakteri yang sering menyebabkan infeksi manusia,
contohnya seperti Staphylococcus aureus.

S. aureus merupakan bakteri Gram positif yang merupakan penyebab utama infeksi pada
manusia. Hampir setiap orang mengalami beberapa jenis infeksi yang disebabkan oleh
bakteri Staphylococcus aureus, mulai dari infeksi ringan yang dapat menyebabkan
keracunan makanan atau infeksi kulit yang fatal [2]. Beberapa penyakit infeksi yang
disebabkan oleh S. aureus antara lain jerawat, bisul, impetigo dan infeksi luka [3].

Pengobatan untuk infeksi bakteri dapat menggunakan antibiotik. Resistensi antibiotik
dapat muncul akibat penggunaan antibiotik yang berlebihan. Dengan berkembangnya
populasi bakteri yang resisten, antibiotik yang dulunya efektif untuk mengobati menjadi
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kehilangan fungsinya [4]. Pencegahan resistensi terhadap antibiotik dapat dilakukan
dengan alternatif lain seperti penggunaan bahan alami yang mengandung senyawa
antibakteri sebagai obat tradisional [1].

Indonesia memiliki hutan tropis yang luas dan merupakan salah satu negara yang
memiliki keanekaragaman hayati yang tinggi. Keanekaragaman hayati memberikan
banyak manfaat bagi Indonesia, termasuk penggunaan sumber daya alam untuk tujuan
pangan, papan dan sandang. Sejauh ini banyak tumbuh-tumbuhan yang secara empiris
telah digunakan turun temurun untuk tujuan pengobatan. Tumbuh-tumbuhan merupakan
salah satu sumber senyawa bioaktif yang sangat diperlukan dalam usaha mencari bahan
baku obat alami, sehingga berbagai penelitian telah dilakukan untuk mengidentifikasi
senyawa bioaktif dari tumbuhan yang dapat digunakan untuk bahan dasar obat [5].

Salah satu tumbuhan endemik Indonesia khususnya di Pulau Sumatera yaitu tumbuhan
kabau (Archidendron bubalinum), seperti limbah kulit buah biji kabau. Ekstrak kulit buah
kabau mengandung senyawa fitokimia berupa flavonoid, tanin, saponin, dan steroid yang
memiliki aktivitas antimikroba. Sehingga, pada penelitian ini menggunakan kulit buah
kabau yang memiliki potensi tinggi sebagai antimikroba[6].

| HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Maserasi

Ekstraksi kulit buah kabau dilakukan dengan menggunakan metode maserasi, kemudian
hasil maserasi yang didapatkan diuapkan menggunakan rotary evaporator hingga
diperoleh ekstrak kental sebanyak 148,25 gram berwarna coklat kehitaman. Rendemen
ekstrak yang didapatkan yaitu 24,7 %. Ekstrak ini akan digunakan dalam uji aktivitas
antibakteri.

Hasil Peremajaan Bakteri

Hasil peremajaan bakteri pada media Nutrient Agar (NA) menunjukkan pertumbuhan
koloni berbentuk kokus, bergerombol membentuk seperti buah anggur dan berwarna
putih dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1. Hasil peremajaan bakteri S. aureus

Peremajaan bakteri menggunakan media NA. Media NA adalah media yang berbentuk
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padat yang dibuat dari campuran ekstrak daging dan pepton sebagai sumber glukosa dan
asam amino dengan agar sebagai pemadat. Media NA adalah salah satu media yang paling
sering digunakan untuk menumbuhkan sebagian besar bakteri [7]. Tahapan awal
pertumbuhan bakteri pada inokulasi bakteri yaitu fase lag, dimana bakteri dapat
menyesuaikan diri dengan kondisi lingkungan baru dengan berbagai cara yang
dipengaruhi oleh komposisi media, jumlah sel pada inokulum awal, kondisi pH, suhu, dan
sifat fisiologis bakteri pada media sebelumnya. Fase lag biasanya berlangsung mulai dari
beberapa menit hingga beberapa jam [8]. Peremajaan bakteri dilakukan pada suhu 372 C
selama 24 jam, pada saat ini bakteri berada pada fase log yang merupakan fase
peningkatan aktivitas maupun pertambahan jumlah mencapai kecepatan maksimum.
Pertumbuhan bakteri pada fase log dipengaruhi oleh kondisi suhu dan nutrient dalam
media [9].

Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram berfungsi untuk mempermudah melihat perbedaan bakteri Gram positif
dan Gram negatif berdasarkan dinding sel. Hasil pewarnaan Gram bakteri S. aureus dilihat
dari mikroskop perbesaran 40x (Gambar 2) menunjukan hasil sel berwarna ungu,
termasuk bakteri Gram positif dengan bentuk coccus (bulat).

Gambar 2. Hasil Pewarnaan Gram Staphylococcus aureus pada perbesaran 40x

Hasil pewarnaan Gram bakteri S. aureus menunjukkan bakteri Gram positif dikarenakan
mengikat zat berwarna kristal violet saat diwarnai karena dinding peptidoglikan yang lebih
tebal daripada bakteri Gram negatif. Fungsi penambahan lugol iodin menyebabkan kristal
violet dengan iodin meningkat afinitas peningkatan zat warna oleh bakteri. Penambahan
alkohol berfungsi mendehidrasi peptidoglikan dan pori peptidoglikan mengkerut untuk
mencegah terlepasnya kompleks kristal violet-iodin, sehingga bakteri Gram positif akan
tetap berwarna ungu, serta melepaskan zat pewarna dengan mudah pada bakteri yang
memiliki peptidoglikan tipis. Oleh karena itu, warna kristal violet tidak mampu menempel
pada bakteri Gram negatif. Hal ini juga mengakibatkan bakteri Gram negatif mampu
mengikat warna merah safranin. Fungsi zat safranin disini adalah hanya sebagai pembeda
(kontras) terhadap zat warna kristal violet [10].

Uji Aktivitas Antibakteri
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Aktivitas antibakteri ekstrak etanol kulit buah kabau (Archidendron bubalinum) terhadap
S. aureus ditandai dengan adanya zona bening pada media NA. Pada penelitian ini
menggunakan metode difusi sumuran memiliki kelebihan yaitu lebih mudah mengukur
luas zona hambat yang terbentuk karena isolat beraktivitas tidak hanya di permukaan
atas media tetapi juga sampai ke bawah [11]. Zona hambat terbesar terhadap
pertumbuhan bakteri S. aureus diperoleh dari ekstrak etanol kulit buah kabau
menggunakan persentase 1%, 2,5%, 5% dan 10% secara berturut-turut (7,12 mm), (8,48
mm), (9,35 mm) dam (10,59 mm) dapat dilihat pada Gambar 3.

Gambar 3. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Kulit Buah Kabau (Archidendron bubalinum)
terhadap Staphylococcus aureus ATCC 29213. Keterangan gambar : (1) Persentase 1%; (2 )
Persentase 2,5%; (3) Persentase 5%; (4) Persentase 10%; (5) Kontrol negatif (DMSO 50%); (6)
Kontrol positif (Klindamisin 250 ppm)

Aktivitas antibakteri ekstrak etanol kulit buah kabau menggunakan persentase 1%, 2,5%,
5% dan 10% dengan kontrol positif klindamisin 250 ppm dan kontrol negatif DMSO 50%.
Berdasarkan hasil pengujian aktivitas antibakteri menunjukkan bahwa sampel uji ekstrak
etanol kulit buah kabau memiliki aktivitas antibakteri terhadap S. aureus yang dibuktikan
dengan terbentuknya zona hambat disekitar sumuran.

Selain itu, kontrol positif yang digunakan pada penelitian ini adalah klindamisin dengan
konsentrasi 250 ppm dengan rata-rata zona hambat yang diperoleh klindamisin sebagai
kontrol positif sebesar 30,66 mm. Mekanisme kerja klindamisin adalah menghambat
sintesis protein bakteri dengan mengikat subunit ribosom 50S yang menghambat
terbentuknya ikatan peptida [12]. Kontrol negatif yang digunakan pada uji aktivitas
antibakteri ekstrak etanol kulit buah kabau ini adalah DMSO 50%. Berdasarkan hasil uji
aktivitas antibakteri, kontrol negatif tidak menunjukkan adanya zona bening disekitar
sumuran yang berarti tidak adanya aktivitas antibakteri terhadap S. aureus. Hal ini
didukung bahwa DMSO tidak memiliki fungsi antibakteri dan umumnya hanya digunakan
sebagai pelarut [13].

Berdasarkan hasil pengukuran rata-rata zona hambat ekstrak etanol kulit buah kabau
terhadap S. aureus menunjukkan bahwa semakin tinggi persentase ekstrak yang
digunakan maka semakin tinggi diameter zona hambat yang terbentuk dapat dilihat pada
Tabel 1
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Tabel 1. Tabel Hasil Pengukuran Diameter Zona Hambat Ekstrak Etanol Kulit Buah Kabau (Archidendron
bubalinum) terhadap Staphylococcus aureus ATCC 29213

Presentase =~ Diameter Zona Hambat SD
Pertumbuhan Bakteri (mm)
1% 7,12 0,212
2,5% 8,48 0,516
5% 9,35 0,098
10% 10,59 0,530
Kontrol (+) 30,66 0,551
Kontrol (-) 0 0

Berdasarkan hasil pengukuran diameter zona hambat didapatkan diameter zona hambat
terbesar 10,59 mm yang terbentuk pada sampel uji persentase 10%. Kemudian pada
persentase yang lebih rendah yaitu 5% dengan zona hambat 9,35 mm. Kedua persentase
tersebut masuk ke dalam kategori sensitif, sedangkan pada persentase 2,5% dan 1%
menunjukkan rata-rata diameter zona hambat masing-masing sebesar 8,48 mm dan 7,12
mm dan masuk ke dalam kategori tidak sensitif. Klasifikasi kategori daya hambat bakteri
dikelompokkan menjadi 4 kategori, yaitu tidak sensitif (<8 mm), sensitive (9-14 mm),
sangat sensitif (15-19 mm) dan sangat-sangat sensitif (>20 mm) [14] Namun ekstrak
etanol kulit buah kabau memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai sediaan
antibakteri, karena terbentuknya diameter zona hambat pada media tumbuh bakteri S.
aureus.

Kemampuan ini dikarenakan ekstrak etanol kulit buah kabau memiliki kandungan
flavonoid, tanin, saponin, dan steroid yang merupakan senyawa antibakteri. Ekstrak kulit
buah kabau mengandung senyawa fitokimia berupa flavonoid, tanin, saponin, dan steroid
berpotensi memiliki aktivitas antimikroba [6].

Penelitian sebelumnya yang telah dilakukan menyatakan bahwa ekstrak etanol kulit buah
kabau memiliki kandungan senyawa metabolit yang dapat berpotensi sebagai antijamur
tehadap Candida albicans pada konsentrasi 5%, 10%, 20% 40% dan 80% dengan daya
hambat 3,96 mm, 3,26 mm, 2,14 mm, 4,54 mm, 4,16 mm dan 4,68 mm [6]. Hal ini
didukung dengan tanaman dari keluarga Fabaceae yaitu kulit buah jengkol memiliki
senyawa 1,2,3-benzenetriol, dimana senyawa ini merupakan senyawa aktif yang berperan
sebagai antibakteri terhadap S. aureus dengan daya hambat 16,0 mm, 17,5 mm, 18,5 mm,
20,7 mm dan 25,7 mm secara berturut-turut pada konsentrasi 5%, 10%, 20% 40% dan
80% [15].

Kemampuan ini dikarenakan ekstrak etanol kulit buah kabau memiliki kandungan
flavonoid, tanin, saponin, dan steroid yang merupakan senyawa antibakteri. Ekstrak kulit
buah kabau mengandung senyawa fitokimia berupa flavonoid, tanin, saponin, dan steroid
berpotensi memiliki aktivitas antimikroba [6].
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Sebagai senyawa antibakteri, mekanisme kerja flavonoid adalah menghambat sintesis
asam nukleat dengan cara menghambat pembentukan DNA serta RNA. Hal ini
menyebabkan terjadinya penumpukan basa asam nukleat dan kerusakan permeabilitas
dinding sel bakteri, lisosom, serta mikrosom [12]. Mekanisme kerja tanin sebagai
antibakteri adalah dengan cara menghambat enzim reverse transcriptase dan DNA
topoisomerase sehingga sel bakteri tidak dapat terbentuk Hal ini menyebabkan sel
bakteri menjadi lisis karena tekanan osmotik maupun fisik sehingga sel bakteri akan mati
[16].

Mekanisme kerja saponin yaitu menurunkan tegangan permukaan dengan cara saponin
berdifusi melalui membran luar dan dinding sel bakteri yang rentan kemudian mengikat
membran sitoplasma sehingga mengganggu dan mengurangi kestabilan sel. Kerusakan
komponen-komponen penyusun sel bakteri disebabkan terhambatnya proses sintesis
protein [17]. Mekanisme kerja steroid sebagai antibakteri dengan merusak membran
lipid, menyebabkan kebocoran liposom [18].

B KESIMPULAN

Ekstrak etanol kulit buah kabau (Archidendron bubalinum) menunjukkan bahwa memiliki
aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dengan peningkatan diameter zona
hambat berbanding lurus kenaikan persentase dan persentase ekstrak yang optimum
dalam menghambat bakteri S. aureus adalah 10% dengan zona daya hambat 10,59 mm.

I PROSEDUR PENELITIAN

Persiapan Sampel

Simplisia kulit buah kabau dibuat dengan tahapan pengumpulan kulit buah kemudian
sortasi basah yaitu dicuci bersih dan dipilih kulit buah yang masih segar, lalu dirajang
tipis-tipis. Setelah dirajang, kulit buah kabau dikeringkan pada suhu ruangan (+20-25°C).
Simplisia kering dari kulit buah kabau tersebut dihaluskan menggunakan blender dan
didapatkan simplisia berupa serbuk [6].

Pembuatan Ekstrak Kulit Buah Kabau

Pembuatan ekstrak kulit buah kabau dengan metode maserasi menggunakan 600 g
serbuk simplisia kulit buah kabau ditambahkan pelarut etanol 96% sebanyak 800 mL
selama 3 hari. Kemudian ekstrak disaring dengan kertas saring hingga mendapatkan
filtrat, setelah itu residu direndam kembali dilakukan re-maserasi. Filtrat yang
didapatkan selanjutnya dilakukan proses penguapan menggunakan rotary evaporator
dengan suhu 50°C yang bertujuan untuk mendapatkan ekstrak cair murni yang tidak
mengandung pelarut lagi [6].
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Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan terlebih dahulu dibersihkan, dikeringkan, dan disterilkan. Alat-
alat yang terbuat dari kaca (cawan petri, gelas ukur, erlenmeyer, tabung reaksi dan corong)
yang telah dibungkus dengan kertas lalu di sterilkan menggunakan autoklaf pada suhu
1212 C selama 15 menit. Medium Nutrient Agar (NA) dan Nutrient Broth (NB) di dalam
erlenmeyer yang telah ditutup mulutnya dengan kapas dan aluminium foil disterilkan

menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Pinset, jarum ose, dan spatula
disterilkan dengan cara pemijaran diatas nyala api lampu spiritus [19].

Pembuatan Medium NA

Pembuatan medium NA dilakukan dengan cara menimbang sebanyak 2 g NA dan
dimasukkan ke dalam erlenmeyer, kemudian ditambahkan 100 mL akuades ke dalam
erlenmeyer. Larutan diaduk menggunakan magnetic stirrer hingga NA larut sempurna,
kemudian larutan disterilisasi dengan menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu
1212 C[2].

Pembuatan Medium (NB)

Pembuatan media NB dilakukan dengan cara menimbang sebanyak 0,8 gram NB
dimasukkan dalam erlenmeyer, kemudian ditambahkan 100 mL akuades ke dalam
erlenmeyer. Larutan diaduk menggunakan magnetic stirrer hingga NB larut sempurna,

kemudian larutan disterilisasi dengan menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu
1212 C[20].

Inokulasi Bakteri
Peremajaan kultur murni bakteri uji S. aureus dari biakan murni diambil satu ose secara
aseptis dan digoreskan pada medium NA. NA kemudian diinkubasi pada suhu 3792 C
selama 24 jam [2].

Pembuatan Suspensi Bakteri

Pembuatan suspensi bakteri S. aureus dengan cara diambil 1 ose bakteri uji yang sudah
diremajakan, kemudian dimasukkan ke dalam 100 mL media NB yang sudah disterilkan.
Larutan diaduk dengan kecepatan rendah dengan pengaduk selama 1 jam hingga
homogen kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam. Diperoleh larutan keruh
yang mengandung koloni S. aureus dan siap digunakan [20].

Pembuatan Larutan Klindamisin 250 ppm
Sebanyak 0,0039 g serbuk kapsul Klindamisin dan dimasukkan ke dalam labu ukur 10
mL. Kemudian ditambahkan akuades hingga tanda batas.

Pembuatan Larutan DMSO 50%
Sebanyak 25 mL DMSO 100 % dipipet dan dimasukkan ke dalam labu ukur 50 mL.
Kemudian ditambahkan akuades hingga tanda batas dan diaduk hingga homogen.
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Pembuatan Larutan Induk 20% Ekstrak Kulit Buah Kabau

Pembuatan larutan induk dilakukan dengan cara menimbang sebanyak 2 g ekstrak dan
dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL. Kemudian ditambahkan pelarut DMSO 50%
hingga tanda batas.

Pembuatan Variasi Persentase Ekstrak

Persentase ekstrak kulit buah kabau yang digunakan yaitu 1%, 2,5%, 5%, dan 10% dalam
2 mL. Pembuatan persentase 1% dengan cara dipipet 0,1 mL ekstrak dan ditambahkan
DMSO hingga tanda batas. Persentase 2,5% dibuat dengan cara dipipet 0,25 mL ekstrak
dan ditambahkan DMSO hingga tanda batas. Persentase 5% dibuat dengan cara dipipet
0,5 mL ekstrak dan ditambahkan DMSO hingga tanda batas. Persentase 10% dibuat
dengan cara dipipet 1 mL ekstrak dan ditambahkan DMSO hingga tanda batas

Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram dilakukan dengan cara diambil sebanyak 1 ose bakteri uji yang sudah
diremajakan dan dioleskan pada kaca obyek steril yang telah diberi setetes akuades steril
lalu biakan diratakan dan difiksasi menggunakan bunsen. Pertama-tama perwarnaan
menggunakan larutan kristal violet sebanyak 3 tetes selama 1 menit 30 detik, kemudian
dibilas menguunakan air mengalir selama 30 detik. Setelah itu ditetesi larutan lugol
iodine bewarna coklat sebanyak 3 tetes selama 3 menit dan dibilas menggunakan air
mengalir selama 20 detik. Selanjutnya diteteskan alkohol 96% selama 10 detik dan bilas
menggunakan air mengalir selama 30 detik. Kemudian ditetesi larutan safranin selama 1
menit dan bilas menggunakan air mengalir selama 30 detik. Hasil pengamatan
pewarnaan Gram dapat dilihat pada mikroskop dengan perbesaran 40x.

Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri ekstrak kulit buah kabau dilakukan dengan metode difusi
sumuran yang telah dikembangkan. Pertama-tama dimasukkan sebanyak 1% suspensi
biakan S. aureus ke dalam medium NA yang telah disterilkan, campuran lalu
dihomogenkan lalu dimasukkan ke dalam cawan petri sebanyak 15 mL dan didinginkan
sampai media NA memadat. Setelah memadat, dibuat 6 lubang sumuran pada media agar
dengan diameter 6 mm. Pada 6 lubang tersebut, dimasukkan variasi persentase 1%, 2,5%,
5%, 10%, larutan DMSO 50% (kontrol negatif) dan klindamisin 250 ppm (kontrol positif)
sebanyak 25 pL. Selanjutnya, diinkubasi pada suhu 372 C selama 24 jam dalam inkubator
kemudian dilakukan pengamatan dan pengukuran zona hambat yang terbentuk
menggunakan jangka sorong. Hasil pengamatan dan pengukuran dicatat dengan
mengukur diameter vertikal zona hambat dan diameter horizontal zona hambat dan
dihitung nilai rata-rata diameter yang terbentuk. Pengujian antibakteri ini dilakukan
sebanyak 2 kali perulangan [21].
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