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AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK ETANOL KULIT BATANG SAWO
MANILA (Manilkara achras) TERHADAP Staphylococcus epidermidis DAN
Klebsiella pneumonia SERTA BIOAUTOGRAFINYA

ANTIBACTERIAL ACTIVITIES AND BIOAUTOGRAPHY OF ETHANOLIC
EXTRACT OF STEAM BARK OF SAPODILLA MANILA (Manilkara achras)
AGAINST Staphylococcus epidermidis AND Klebsiella pneumonia

Umi Nurhayati, Ratna Yuliani
Fakultas Farmasi, Universitas Muhammadiyah Surakarta

ABSTRAK

Sawo manila (Manilkara achras) merupakan salah satu tanaman yang berpotensi
sebagai obat alam. Sawo manila mengandung senyawa flavonoid, tanin, alkaloid, terpenoid,
dan saponin sehingga sawo manila berpotensi sebagai antibakteri. Tujuan penelitian imi
adalah mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanol kulit batang sawo manila terhadap
bakteri Staphylococcus epidermidis dan Klebsiella pneumonia. Kulit batang sawo manila
diekstraksi menggunakan etanol dengan cara maserasi. Hasil ekstraksi diujikan terhadap
bakteri Staphylococcus epidermidis dan Klebsiella pneumonia menggunakan metode difusi
disk. Hasil uji aktivitas antibakteri menunjukkan bahwa ekstrak etanol kulit batang sawo
manila pada konsentrasi 500-4000 pg memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus
epidermidis dan Klebsiella pneumonia dengan diameter zona hambat 6,5 -15,5 mm. Senyawa
yang diduga memiliki aktivitas antibakteri yaitu polifenol, saponin, tanin, dan alkaloid.

Kata kunci : Sawo manila (Manilkara achras), ekstrak etanol, Staphylococcus epidermidis,
Klebsiella pneumonia, antibakteri

ABSTRACT

Manila sapodilla (Manilkara achras) is one of medicinal plant that has the petential as
a natural medicine. Manila sapodilla contains flavonoids, tanins, alkaloids, terpenoids, and
saponins that potential as antibacteria. The purpose of this study was to determine the
antibacterial activity of ethanolic extract of the stem bark of Manila sapodilla against
Staphylococcus epidermidis and Klebsiella pneumonia. The stem bark of Manila sapodilla
was extracted using ethanol using maceration method. The extract was tested against
Staphylococcus epidermidis and Klebsiella pneumonia using disk diffusion method. The test
results showed ethanolic extract of stem bark of Manila sapodilla at concentration of 500-
4000 pg has antibacterial activity against Staphylococcus epidermidis and Klebsiella
pneumonia with inhibition zone diameter of 6.5 -15.5 mm. The compounds that were
believed to have antibacterial activity were polyphenols, saponins, tanins, and alkaloids.

Keywords: Manila sapodilla (Maﬁilkara achras), ethanolic extract, Staphylococcus
epidermidis, Klebsiella pneumonia, antibacterial
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PENDAHULUAN

Infeksi merupakan penyakit umum
yang banyak diderita oleh masyarakat
(Nelwan, 2006). Infeksi pada tubuh
manusia  banyak  disebabkan  oleh
mikroorganisme hidup seperti bakteri,
virus, jamur, dan protozoa (Price & Wilson,
2005).  Staphylococcus epidermidis dan
Klebsiella pneumonia termasuk bakteri
yang banyak menyebabkan infeksi pada
manusia.  Staphylococcus  epidermidis

| normal pada kulit, saluran
| pencernaan, dan pernafasan pada manusia
i Uawetz er al, 2001). Staphylococcus

E  cpidermidis dapat menyebabkan infeksi |

§ kulit ringan yang disertai dengan
| pembentukan  abses  (Radji, 2011).
~ Klebsiella pneumonia merupakan bakteri
. Gram negatif yang dapat menyebabkan
| infeksi nosokomial, meningitis, pneumonia
I pada penderita diabetes dan pecandu
alkohol (Entjang, 2003). Pada umumnya
b infeksi  yang  terjadi dapat
i menggunakan antibiotik.
Penggunaan antibiotik alam sebagai
pengobatan alternatif pada infeksi sudah
f mulai berkembang. Salah satu tanaman
b yang berkhasiat sebagai obat adalah sawo
§ manila (Manilkara achras). Di negara India
rebusan buah sawo manila digunakan untuk
§ mengobati diare, meringankan penyakit
§  paru—paru, dan demam. Selain itu, biji sawo
manila juga digunakan sebagai obat diuretik
(Farrill et al, 2006). Ekstrak etanol kulit
| batang sawo manila memiliki kandungan
L senyawa flavonoid, alkaloid, terpenoid,
{ saponin, dan tanin yang menunjukkan
?  aktivitas antibakteri dengan diameter zona
¥ hambat 7-13,5 mm (Islam dkk, 2013).
Penelitian ini dimaksudkan untuk
§ menguji aktivitas antibakteri ekstrak etanol
| kulit batang sawo manila (Manilkara
achras) terhadap Klebsiella pneumonia dan
Staphylococcus epidermidis.

METODE PENELITIAN

A. Kategori dan Variabel Penelitian

1. Kategori penelitian
Jenis penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental.

e s

diobati .
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2. Variabel penelitian :

a. Variabel bebas : Konsentrasi ekstra
etanol kulit batang sawo manil
(Manilkara achras)

b. Variabel tergantung : Diameter zon
hambat yang terbentuk.

c. Variabel terkendali : Waktu inkubas

suhu inkubasi, bakteri uji, dan media.
B. Alat dan Bahan '

Alat-alat  yang
seperangkat alat gelas,
corong Buchner, rotary evaporator
(Heidolph),  water  bath (Memmert),
mikropipet (Socorex), autoklaf MA 672
(My Life), oven (Memmert), Laminar Air
Flow (CV. Srikandi Laboratory), inkubator
(Memmert), mikroskop CX21 (Olympus) ,
dan lampu UV,

Bahan yang digunakan yaitu kulit
batang sawo manila diambil dari daerah
Purwodadi, Klebsiella pneumonia dan
Staphylococcus epidermidis, etanol, paper
disc, salin steril, yellow tips, blue tips, white
tips, DMSO (dimetil sulfoksida), media
MH (Mueller Hinton), amikasin,
kloramfenikol, silika Gel GF,s4, akuades,
butanol, asam asetat, etil asetat, vanillin-
H;SO4, amonia, Dragendorff, Liebermann-
Burchard, FeCls.

C. Jalannya Penelitian
1. Determinasi tanaman

Determinasi  tanaman sawo manila
(Manilkara  achras) dilakukan  di
Laboratorium Biologi Fakultas Keguruan
dan Ilmu  Pendidikan  Universitas
Muhammadiyah Surakarta.

2. Penyiapan bahan

Kulit batang sawo manila dikeringkan
di bawah sinar matahari selama 3 hari,
kemudian kulit batang disortasi dan dibuat
serbuk.

3. Ekstraksi

Kulit batang sawo manila sebanyak
1,05 kg dimaserasi menggunakan pelarut
etanol 70% sebanyak 7,5 L dan didiamkan
selama 5 hari sambil beberapa kali diaduk.
Hasil maserasi disaring menggunakan
corong Buchner dan divapkan
menggunakan rotary evaporator untuk
memperoleh hasil ekstrak yang lebih kental.

digunakan yait
alat timbang




¢ ditambahkan DMSO
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4. Pembuatan suspensi bakteri

Stok bakteri diambil sebanyak 3-5
¢ koloni dan disuspensikan pada BHI cair
" sebanyak 5 mL, kemudian diinkubasi
selama 2-6 jam. Suspensi bakteri
ditambahkan salin steril ‘sampai mencapai
kekeruhan seperti standar Mc. Farland yaitu
1,5 x 10° CFU/mL.
5. Pembuatan stok ekstrak

Konsentrasi stok ekstrak sawo manila
yang dibuat adalah 40%. Ekstrak ditimbang
sebanyak 600 mg dan dilarutkan dengan
DMSO (dimetil sulfoksida) 10% sampai
volume 1,5mL. Seri konsentrasi yang
digunakan 40%, 20%, 10%, 5%. Tiap seri
konsentrasi diambil 500 pL  dan
| 10%  sampai
volumenya 1 mL.
| 6. Uji aktivitas antibakteri

Suspensi bakteri diambil sebanyak 200
uL diteteskan pada media MH dan
{ diratakan menggunakan spreader glass.
§ Larutan ekstrak diambil sebanyak 10 pL
| lalu diteteskan pada disk kosong. Disk
§ Dberisi ekstrak uji diletakkan ke media yang
| sudah diinokulasi dengan bakteri. Kontrol
| negatif yang digunakan yaitu DMSO 10%
i sedangkan kontrol positif yang digunakan
| untuk Staphylococcus epidermidis yaitu
| kloramfenikol 30 pg dan Klebsiella
pneumonia menggunakan amikasin 30 pg.
Kemudian media diinkubasi selama 18-24
jam pada suhu 37°C, dan dihitung diameter
zona hambat yang terbentuk.
7. Kromatografi lapis tipis

Pada uji kromatografi lapis tipis sampel
uji dibuat dengan melarutkan 50 mg ekstrak
kulit batang sawo dalam 1 mL etanol.
Larutan ekstrak sebanyak 6 pL ditotolkan
pada fase diam, kemudian fase diam dielusi
menggunakan fase gerak BAW (n-butanol-
asam asetat—air) : etil asetat (8:2). Setelah
elusi selesai plat KLT dikeluarkan dan
ditunggu sampai kering. Lempeng KLT
dilihat di sinar tampak, sinar UV 256 nm
dan UV 366 nm, kemudian dideteksi
dengan pereaksi semprot vanillin-H,SOs,
amonia, Dragendorff, Liebermann-

Burchard, FeCls.

8. Uji bioautografi
Plat KLT yang telah dielusi, diletakkan
ke media yang sudah diinokulasi bakteri

Klebsiella pneumonia dan Staphylococcus

- epidermidis selama 20 menit. Plat KLT

ditandai menggunakan spidol, kemudian
plat KLT diambil menggunakan pinset.
Setelah itu, media diinkubasi pada suhu
37°C selama 18-24 jam dan diamati ada
tidaknya Zona hambat yang terbentuk.
HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Determinasi Tanaman

Hasil determinasi menunjukkan bahwa
tanaman yang digunakan adalah tanaman
sawo manila (Manilkara achras).
127a, ...— Familia : Sapotaceae
1c, 5a, ...— Genus : Manilkara
1b,..— Spesies: Manilkara achras (Mill.)
Fosberg
B. Uji aktivitas antibakteri

Uji aktivitas antibakteri yang dilakukan
menggunakan metode difusi disk, larutan
ekstrak yang diteteskan sebanyak 10 pL.

" Tiap disk mengandung 500 pg, 1000 pg,
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2000 pg, dan 4000 pg larutan ekstrak.
Pengamatan hasil uji pada difusi disk
dilakukan dengan menghitung diameter
zona hambat yang terbentuk disekitar disk.
Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol
kulit batang sawo manila terhadap
Klebsiella pneumonia dan Staphylococcus
epidermidis dapat dilihat pada Gambar 3
dan Tabel 1.

Gambar 1. Hasil uji aktivitas antibakteri
ekstrak etanol kulit batang sawo manila
(Manilkara achras) terhadap Klebsiella
pneumonia (A) dan Staphylococcus

epidermidis (B)
Kontrol positif yang digunakan pada
Staphylococcus epidermidis yaitu

kloramfenikol 30 pg yang menunjukkan




| dari  bakteri.

f" yang dihambat
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hambatan yang besar dengan diameter
hambat 21,50 mm. Kloramfenikol
merupakan antibiotik spektrum luas yang
bekerja dengan mengambat sintesis protein
Kloramfenikol bersifat
bakteriostatik dan menghambat ikatan asam
amino baru pada rantai peptida yang
memanjang (Jawetz et al., 2001). Kontrol
positif yang digunakan pada Klebsiella
pneumonia yaitu amikasin 30 pg yang

menghasilkan rata-rata diameter hambat
15,25 mm. Amikasin menghambat sintesis
protein dengan mengikat dan menghambat
fungsi ribosom pada bakteri (Jawetz et al.,

2001). DMSO 10% yang digunakan sebagai
kontrol negatif tidak menunjukkan adanya
aktivitas hambatan pertumbuhan bakteri
yang berarti tidak ada pengaruh dari pelarut

yang digunakan.

Sampel Diameter zona hambat (mm) x+SD
Klebsiella pneumonia  Staphylococcus epidermidis
Ekstrak kulit 4000 pg 8+0,70* - 15,25+0,35
batang sawo 2000 pg 6,75+1,06* 13+2,12
manila 1000 pg 6,75+0,35* 12+0,707
500 pg 6,5+0* 10,25+0,35
Kloramfenikol 30 ug ** 21,5+1,41
Amikasin 30 ug 15,25+0,35 **
DMSO 10% 10 uL 6 6

Berdasarkan hasil uji  aktivitas

¢ antibakteri, semakin tinggi konsentrasi

ekstrak semakin besar diameter zona
hambat yang terbentuk. Pada bakteri
Klebsiella pneumonia  terbentuk zona
iradikal disekitar disk. Hal tersebut
menunjukkan adanya pertumbuhan bakteri
tapi tidak dimatikan
(Lorian, 1980). Pada konsentrasi tertinggi
4000 pg rata-rata diameter zona
hambatnya sebesar 8+0,70, sedangkan
pada konsentrasi terendah 500 pg rata-rata
diameter zona hambatnya 6,5+0. Hasil uji
pada Staphylococcus epidermidis
terbentuk zona hambat radikal, yang
ditunjukkan zona jernih disekitar disk
dengan rata-rata diameter zona hambat
15,25+0,35 pada konsentrasi 4000 pg dan

10,25+0,35 pada konsentrasi 500 pg.

Hasil uji tersebut menunjukkan
bahwa ekstrak kulit batang sawo manila

. memiliki aktivitas yang lebih besar pada
| bakteri Gram positif. Perbedaan tersebut
j dapat
i perbedaan dari struktur dinding sel. Pada

disebabkan  karena  adanya

f bakteri Gram positif kandungan lipidnya
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lebih tipis dibandingkan kandungan lipid
pada bakteri Gram negatif (Jawetz et al.,
2001). Kandungan lipid yang lebih tipis
pada dinding sel bakteri Gram positif
menyebabkan  bakteri lebih  rentan
terhadap senyawa antibakteri (Poeloengan

dkk, 2007).
Pada penelitian ini ekstrak etanol
kulit batang sawo manila dengan

konsentrasi 500-4000 pg/disk memiliki
aktivitas antibakteri terhadap Klebsiella
pneumonia dan Staphylococcus
epidermidis dengan diameter zona hambat
6,5-15,5 mm. Hasil tersebut sesuai dengan
penelitian sebelumnya yang dilakukan
oleh Islam dkk (2013) yang menyatakan
bahwa ekstrak etanol kulit batang sawo
manila dengan konsentrasi 400 pg/ disk
memiliki aktivitas antibakteri terhadap S.
aureus, Streptococcus, Shigella, E. coli,
dan Pseudomonas dengan diameter zona
hambat 7-13,5 mm.

C. Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi lapis tipis digunakan
untuk mengidentifikasi senyawa yang
terkandung dalam ekstrak kulit batang
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vo manila. Hasil optimasi fase gerak
enunjukkan bahwa BAW (n-butanol-
am asetat-air) : etil asetat (8:2) dapat
memisahkan senyawa dengan baik.
Sebelum penyemprotan terdapat bercak
klaa pada Rf 0,26 dan Rf 0,29,
sedangkan dibawah sinar UV 254 nm
erjadi pemadaman pada Rf 0,26; 0,76;
9;82; 0,9 dan terjadi fluoresensi biru
dibercak dengan Rf 0,9 di UV 366 nm.
Hasil analisis kromatografi lapis tipis
ckstrak etanol kulit batang sawo manila
menggunakan pereaksi semprot dapat

! Gambar 2. Hasil KLT ekstrak etanol

kulit batang sawo manila menggunakan

fase diam silica GFjs4 dan fase gerak

BAW (4:1:5) : etil asetat (8:2) v/v

Keterangan :

A: Deteksi sinar tampak

B: Deteksi UV 254 nm F: Uap ammonia (visual)

C: Deteksi UV 366 nm

f D: Dragendorff (visual)

E: FeCl3 (visual)

F: Uap ammonia (visual)

# G: Liebermann-Burchard (UV 366 nm)

H:Vanilin-H,SO4 (visual)

Hasil KLT menunjukkan ekstrak
kulit batang sawo manila

} mengandung beberapa golongan senyawa.

Hasil penyemprotan dengan vanillin-

H,SO, terjadi perubahan warna bercak

dari coklat menjadi kuning kecoklatan

pada Rf 0,26; 0,82 dan 0,9 yang

§ menunjukkan senyawa saponin. Saponin

? memberikan warna biru, ungu, merah, dan

kuning-coklat setelah disemprot

menggunakan vanillin-H,SO4 (Wagner &

. ctanol
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Bladt, 1996). Pereaksi semprot FeCls
digunakan untuk mendeteksi senyawa
polifenol yang ditandai adanya perubahan
bercak menjadi warna hitam (Marliana,
2007). Setelah penyemprotan
menggunakan FeCly terjadi perubahan
warma bercak dari coklat menjadi hitam
pada Rf 0,24 yang menunjukkan adanya
senyawa polifenol. Senyawa tanin pada
ekstrak ditunjukkan dengan perubahan
warna bercak dari coklat menjadi wamna
hijau pada Rf 0,76; 0,82; 0,9. Tanin akan
memberikan ~ warna  hijau  setelah
disemprot dengan FeCl; (Sumadewi,
2011). Pereaksi semprot Dragendorff
digunakan untuk mendeteksi senyawa
alkaloid yang ditandai perubahan warna
coklat jingga berlatar belakang kuning di
sinar tampak (Marliana, 2007). Setelah
penyemprotan menggunakan Dragendorff
terjadi perubahan warna dari coklat
menjadi jingga sepanjang garis elusi di
sinar tampak, jadi ekstrak mengandung
senyawa alkaloid. Terpenoid akan
memberikan fluoresensi hijau-biru di UV
366 nm (Harborne, 1987). Setelah
penyemprotan  dengan  Liebermann-
Burchard tidak terjadi fluoresensi pada
bercak, sehingga ekstrak tidak
mengandung senyawa terpenoid. Uap
amonia akan memberikan perubahan
warna bercak kuning atau hijau kuning
yang menandakan adanya senyawa
flavonoid (Markham, 1988). Setelah
diuapi amonia terjadi perubahan warna
bercak dari coklat menjadi kuning pada Rf
0,88 dan tanpa pereaksi semprot terdapat
fluoresensi biru pada Rf 0,9 yang berarti
ekstrak mengandung flavonoid.

Hasil uji KLT menunjukkan bahwa
ekstrak etanol kulit batang sawo manila
(Manila archas) mengandung senyawa
tanin, alkaloid, polifenol, flavonoid, dan
saponin. Hasil tersebut sesuai dengan hasil
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skrining fitokimia yang dilakukan oleh
Islam dkk (2013) yang menunjukkan
bahwa ekstrak etanol kulit batang sawo
manila mengandung alkaloid, flavonoid,
saponin, dan tanin. Hasil tersebut berbeda
dengan penelitian yang dilakukan Osman
dkk (2011) yang menunjukkan ekstrak etil
asetat kulit batang sawo manila
mengandung terpenoid, glikosida, dan
flavonoid. Perbedaan tersebut disebabkan
karena adanya perbedaan pelarut yang
digunakan, pada  penelitian yang
dilakukan oleh Osman dkk (2011) pelarut
yang .digunakan yaitu etil asetat
sedangkan pada penelitian ini pelarut yang
digunakan yaitu etanol 70%. Pelarut
etanol memiliki kepolaran yang tinggi dan
dapat melarutkan komponen polar dan
non polar dalam tanaman (Sundari, 2010).
Selain itu fase gerak pada penelitian
Osman dkk (2011) menggunakan
campuran n-hexane, petroleum eter, dan
etil asetat sedangkan pada penelitian ini
menggunakan fase gerak yang lebih polar,
yaitu BAW (n-butanol-asam asetat-air) :
etil asetat (8:2) sehingga senyawa yang
dielusi lebih banyak.
F. Uji Bioautografi

Bioautografi merupakan metode yang
menggabungkan kromatografi lapis tipis
dengan aktivitas antibakteri dari senyawa
yang ada dalam ekstrak.

| 11

Gambar 3. Hasil uji bioautografi
ekstrak etanol kulit batang sawo manila
terhadap Klebsiella pneumonia (I) dan
Staphylococcus epidermidis (11)
Keterangan :

A : Kontrol negatif
B : Hasil elusi ekstrak

Berdasarkan hasil uji bioautografi
pada Klebsiella pneumonia terdapat zona
jernih dimulai dari Rf 0,42, senyawa yang
diduga mempunyai sifat. antibakteri yaitu
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tanin, alkaloid, dan saponin. Pada bakte:
Staphylococcus epidermidis juga terdapa
hambatan terhadap pertumbuhan bakter
yang ditandai dengan zona jernih dimula
dari titik totolan (Gambar 6). Senyaw:

yang diduga mempunyai aktivita:
antibakteri terhadap bakter
Staphylococcus epidermidis yaiti

polifenol, alkaloid, tanin dan saponin.

Mekanisme kerja senyawa tanir
yaitu menghambat pembentukar
polipeptida dinding sel bakteri yang
menyebabkan lisisnya  dinding  sel
sehingga sel bakteri mati (Sari & Sari,
2011). Senyawa ' saponin sebagai
antibakteri bekerja dengan menurunkan
tegangan permukaan sehingga terjadi
kebocoran sel yang menyebabkan
senyawa intraseluler keluar (Nuria dkk,
2009). Mekanisme kerja  senyawa
flavonoid yaitu menghambat sintesis DNA
dan menghambat metabolisme energi dari
bakteri ( Chusnie & Lamb, 2005).

Hasil uji bioautografi menunjukkan
senyawa  saponin, tanin, polifenol,
alkaloid, dan flavonoid memiliki aktivitas
antibakteri terhadap Klebsiella pneumonia
dan Staphylococcus epidermidis.
KESIMPULAN

1. Ekstrak etanol kulit batang sawo
manila memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Klebsiella pneumonia dan
Staphylococcus epidermidis

2. Senyawa yang berperan sebagai
antibakteri dalam ekstrak etanol kulit
batang sawo manila yaitu saponin,
polifenol, alkaloid, flavonoid, dan
tanin.
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