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ABTRACT

Pseudomonas aeruginosa is one of the bacteria that causes nosocomial infections.
The incidence of nosocomial infections caused by Pseudomonas aeruginosa is
around 10-15%. Nosocomial infections caused by these bacteria are increasingly
difficult to treat. This happens because more and more strains are resistant to
several antibiotics (Multidrug Resistance), so the selection of antibiotics against
Pseudomonas aeruginosa is very difficult. This study aims to determine and analyze
the effect of using polar and nonpolar solvents on Dayak onion bulb extract on the
inhibitory ability of Pseudomonas aeruginosa. The method used in this study was
Kirby-Bauer disk diffusion using 8 sample and 5 replication with assay solvent 96%
ethanol and n-hexane extract of Dayak onion bulbs (Eleutherine palmifolia L. Merr)
with concentration variations of 75%, 80%, and 85%. Positive control used
ciprofloxacin 5 pg and positive control DMSO 10%. The results showed that on
phytochemical screening of solvent ethanol 96% contained flavonoids and n-hexane
contained triterpenoids. Ethanol 96% solvent obtained a higher presentase yield
than n-heksan solvents and the highest inhibition zone diameter was 85%
concentration in 96% ethanol solvent. The results of statistical analysis with Mann
Whitney test showed a significant difference between the treatment groups
(p<0.05).

Keywords: Dayak Onion, Inhibitions, Pseduomonas aeruginosa

ABSTRAK

Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri salah satu bakteri penyebab infeksi
nosokomial. Angka kejadian infeksi nosokomial akibat Pseudomona aeruginosa
sekitar 10-15%. Infeksi nosokomial akibat bakteri ini semakin lama semaikin sulit
diterapi. Hal ini terjadi karena semakin banyak strain resisten terhadap beberapa
antibiotic (Multidrug Resistance), maka pemilihan antibiotik terhadap Pseudomonas
aeruginosa sangat sulit. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui dan menganali-
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sis pengaruh penggunaan pelarut polar dan nonpolar pada ekstrak umbi bawang
Dayak (Eleutherine palmifolia L. Merr) terhadap kemampuan daya hambat
Pseudomonas aeruginosa. Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah
difusi disk Kirby-Bauer menggunakan 8 sampel dan 5 kali pengulangan dengan
bahan uji pelarut etanol 96% dan n-heksan ekstrak umbi bawang dayak dengan
variasi konsentrasi 75%, 80%, dan 85%. Kontrol positif menggunakan ciprofloxacin
5 ug dan kontrol positif DMSO 10%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada
skrining fitokimia etanol 96% mengandung flavonoid dan n-heksan mengandung
triterpenoid. Pelarut etanol 96% mendapatkan persentase rendemen lebih besar
dibanding dengan pelarut n-heksan serta diameter zona hambat tertinggi adalah
konsentrasi 85% pada pelarut etanol 96%. Hasil analisis statistika dengan uji Mann
Whitney menunjukkan perbedaan signifikan antara kelompok perlakuan (p<0,05).

Kata Kunci: Bawang Dayak, Daya Hambat, Pseudomonas aeruginosa
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PENDAHULUAN

Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri gram negatif
yang bersifat oportunistik dan sering berpotensi sebagai
menyebabkan infeksi nosokomial atau sekarang disebut
dengan Health care Assosiated Infection (HAls). Infeksi
nosocomial adalah infeksi yang di dapat dari rumah sakit
pada pasien yang melakukan rawat inap yang mana pasien
tidak menunjukkan gejala saat masuk rumah sakit. Infeksi
ini dapat menyerang pasien dikarenakan adanya penurunan
daya tahan tubuh akibat penyakit yang dideritanya. Serta
penggunaan alat-alat yang menembus tubuh secara
keseluruhan atau sebagian, baik melalui lubang tubuh atau
melalui permukaan tubuh seperti kateter, pipa nasogantrik
dan ventilator Ravi et al. (2015). Hasil penelitian Biswal et
al. (2014) menyatakan bahwa presentase kejadian infeksi
nosokomial akibat bakteri Pseudomonas aeruginosa
mencapai kurang lebih 10-15% didunia khususnya terjadi di
ruang perawatan Intensive Care Unit (ICU).

Pada saat ini, metode yang digunakan untuk
menanggulangi dan mencegah infeksi bakteri nosocomial
dengan pengobatan antibiotik. Akan tetapi, seiring
berjalannya waktu bakteri yang resisten terhadap antibiotik
semaikin meningkat. WHO pada tahun 2017 mengatakan
bahwa Pseudomonas aeruginosa menempati urutan pertama
bakteri yang resisten terhadap antibiotik. Hal tersebut
menyebabkan Pseudomonas aeruginosa menjadi prioritas
paling kritikal bakteri resisten yang dapat mengancam
nyawa pasien. WHO juga mempunyai prioritas untuk
pengembangan obat antibiotika baru yang diharapkan dapat
turut mengatasi masalah resistensi pada obat antimikroba.
Upaya pengendalian masalah resistensi Pseudomonas
aeruginosa terhadap antibiotik dapat menggunakan bahan
alami atau tanaman obat tradisional yang mempunyai
kandungan sebagai antibakteri, ramah lingkungan serta lebih
aman bila dibandingkan dengan penggunaan antibiotik
sintetik.

Jenis tanaman obat yang mempunyai khasiat bagi
tubuh tetapi belum optimal dalam penggolahan adalah
bawang dayak (Eleutherin palmifolia Merr). Umbi bawang
dayak (Eleutherin palmifolia Merr) secara turun temurun
digunakan sebagai obat tradisional. Tanaman ini dapat
berpotensi  sebagai  bakterisida alami karena hasil
ekstraksinya mengandung metabolit sekunder antara lain
alkaloid, kuinon, saponin, flavonoid, steroid/triterpenoid,
tannin, polifenol dan monoterpenoid/seskuiterpen, yang
mana senyawa-senyawa tersebut dapat berperan sebagai
antibakteri Puspadewi et al. (2013). Senyawa bioaktif hasil
metabolisme tumbuhan diperoleh dari proses ekstraksi Hasil
ekstraksi umbi bawang dayak dan kandungan metabolit
sekunder didalamnya dipengaruhi oleh pelarut yang
digunakan saat proses ekstraksi. Hal tersebut dipengaruhi
oleh perbedaan polaritas dari pelarut, karena pada dasarnya
suatu senyawa kimia akan mudah terlarut pada pelarut
dengan sifat kepolaran yang relatif sama, hal tersebut sesuai
dengan azas like dissolve like Mega et al. (2014).

Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Hairunnisa
(2018) menyatakan bahwa ekstrak umbi bawang dayak

dengan pelarut polar etanol mampu menghambat
pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa. Namun sejauh ini
belum diketahui efektifitas antibakteri dengan pelarut polar
dan non polar umbi bawang dayak terhadap Pseudomonas
aeruginosa. Berdasarkan wuraian latarbelakang tersebut
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh
penggunaan pelarut polar dan non polar ekstrak umbi
bawang dayak (Eleutherin palmifolia Merr) terhadap
kemampuan daya hambat Pseudomonas aeruginosa serta
untuk mengetahui senyawa bioaktif yang terkandung pada
masing-masing hasil ekstraksi pelarut yang berbeda.

METODE

Jenis Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan Mei-Juni
2022. Proses ekstraksi dan analisis senyawa fitokimia
ekstrak etanol 96% dan n-heksan dilakukan di
Laboratorium Kimia Fakultas Kesehatan Universitas
Nahdlatul Ulama Surabaya, sedangkan uji aktivitas
antibakteri dikerjakan di Laboratorium Mikrobiologi
Fakultas kesehatan Universitas Nahdlatul Ulama Surabaya.

Dalam penelitian ini bahan-bahan yang digunakan
adalah: umbi bawang dayak, NaCl 0,85%, Nutrient Agar,
Muller Hinton Agar, etanol 96%, n-heksan, DMSO 10%,
disk ciprofloxacin 5ug, akuades, alcohol 70%, BaCl,
1,175%, H2SO4 1%, serbuk Mg, HCI Pekat, asam asetat
glasial dan Kloroform kertas saring, sedangkan organisme
yang menjadi objek penelitian adalah Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 yang telah diisolasi dan
disediakan oleh Balai Besar Laboratorium Surabaya.

Alat yang diguanakan dalam penelitian ini adalah
cawan petri, Erlenmeyer, neraca analitik, kompor elektrik,
tabung reaksi, rak tabung reaksi, beaker glass, autoklaf,
inkubator, oven, ose loop, cotton swab steril, mikropipet,
pipet ukur, pump pipet, bunsen, penggaris, jangka sorong,
alumunium foil, plastic wrap, pinset, batang pengaduk,
lemari pendingin, paper disk, spektrofotometer uv-vis,
rotary kertas saring Whatman No.l,
handscoon, jas laboratorium, masker, sepatu laboratorium.

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental.
Rancangan dalam penelitian ini menggunakan Rancang
Acak Lengkap (RAL) yang dibagi menjadi dalam 8
kelompok perlakuan, yaitu 3 kelompok perlakuan untuk
ekstrak etanol 96% yang terdiri dari konsentrasi 75%, 80%
dan 85% dan 3 kelompok perlakuan untuk ekstrak n-heksan
yang terdiri dari konsentrasi 75%, 80% dan 85%
sedangankan 2 kelompok selanjutnya untuk kelompok
kontrol negative dan kontrol positif. Kontrol negatif
menggukan DMSO 10% yang berfungsi juga untuk pelarut
variasi konsentrasi ekstrak dan kontrol positif dengan disk
antibiotic ciprofloxacin 5 pg.

Bahan uji yang digunakan pada penelitian ini adalah
umbi bawang dayak. Umbi bawang dayak dibersihkan

evaporator,
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terlebih dahulu kulit luarnya, kemudian diiris tipis
melintang guna untuk mempermudah proses pengeringan.
Bahan uji yang telah diiris tipis selanjutnya dikeringkan
dengan oven suhu >50°C sampai berat konstan. Simplisia
yang sudah kering dihaluskan dengan blender sampai
menjadi bubuk halus. Untuk ekstrak polar, sebanyak 100 gr
serbuk simplisia divampur dengan 600 ml pelarut etanol
96% sampai serbuk terendam. Campuran tersebut
dihomogenkan dan dimaserasi selama 3x24 jam. Ekstrak
yang didapatkan disaring dan filtratnya dievaporasi pada
suhu 50°C dan tekanan 175 mBar. Untuk Ekstrak non-polar
menggunakan pelarut n-heksan dengan mencampur
simplisia serbuk sebanyak 200 gr dan 1200 ml pelaruk n-
heksan. Campuran tersebut dihomogenkan dan dimaserasi
selama 3x24 jam. Ekstrak yang didapatkan kemudian di
saring dan filtratnya dievaporasi pada suhu 50°C dan
tekanan 335 mBar.

Analisis fitokimia dilakukan dengan cara kualitatif
untuk mengetahui ada tidaknya kandungan senyawa aktif
pada hasil ekstrak etanol 96% dan n-heksan pada umbi
bawang dayak. Senyawa yang dianalisis adalah flavonoid
pada ekstrak etanol 96% dan triterpenoid pada ekstrak n-
heksan. Pada uji senyawa fitokimia flavonoid, ekstrak
etanol 96% dipipet ekstrak sebanyak 2 ml lalu di tambah
dengan 0,9 gr serbuk Mg dan 5 ml HCI. Campuran tersebut
kemudian dihomogenkan, jika positif flavonoid maka akan
berbaj menjadi jingga kekuningan. Untuk uji senyawa
triterpenoid, esktrak n-heksan dipipet sebanyak 2 ml
kemudian ditambahan dengan 2 ml kloroform, 2 tetes asam
asetat glasial dan 2 tetes H,SOs, jika positif triterpenoid
maka akan terbentuk warna hijau kehitaman atau biru tua
Seja et al. (2018).

Media pertumbuhan yang digunakan adalah Nutrient
Agar (NA) sedangankan media uji  antibiotic
mengguanakan Muller Hinton Agar (MHA). Pembuatan
media Nutrien Agar dengan takaran 20gr/L aquadest
dimasukkan kedalam erlenmenyer lalu memanaskan sampai
mendidih dan berwarna kuning jernih. Kemudian menuang
media pada tabung reaksi kurang lebih 7 ml dan menutup
mulut tabung reaksi dengan kapas lemak. Proses
selanjutnya adalah mensterilkan dengan menggunakan
autoclave selama 15 menit pada 12°C. setelah melakukan
proses autoclave, memiringkan tabung reaksi yang berisi
media dan tunggu sampai memadat.

Pembuatan media Muller hinton agar (MHA) dengan
takaran 34gr/L aquadest dimasukkan ke dalam erlenmeyer
lalu memanaskan sampai mendidih dan berwarna kuning
jernih. Kemudian menutup erlenmeyer dengan kapas lemak
lalu mensterilkan dengan menggunakan autoclave selama
15 menit pada 12°C. Setelah melakukan proses autoclave,
proses selanjutnya adalah menungkan media steril pada
cawan petri steril secara aseptic.

Persiapan organisme uji diawali dengan membuat
media pertumbuhan Nutrient Agar Slant. Masing-masing
NAS diinokulasikan biakan Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 dengan metode streak kemudian diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Penumbuhan bakteri pada
NAS ini bertujuan untuk peremajaan bakteri sebelum
dilakukan uji aktivitas antibakteri pada media MHA.
Setelah itu bakteri yang telah diremajakan dimasukkan ke
dalam 10 ml NaCl 0,85% steril menggunakan ose loop
sedikit demi sedikit, Bandingkan tingkat kekeruhannya
dengan standart Mc. Farland 0,5 yang dibuat dari 9,95 ml
H>SOs4 1% dan 0,05 ml BaCl, 1,175% yang telah
mempunyai hasil absorbansi sebesar 0,08-0,1. Suspense
Pseudomonas aeruginosa pada NaCl 0,85% steril tersebut
kemudian diinokulasikan pada media MHA dengan metode
streak full dengan cotton swab steril.

Uji aktivitas antibakteri menggunakan metode Kirby
Bauer Disk Diffusion. Dilakukan pemberian ekstrak etanol
96% dan n-heksan dengan masing-masing konsentrasi
perlakuan, serta kontrol negative, yaitu DMSO 10% pada
kertas cakram (blank disk) dengan mikropipet sebanyak 20
pl lalu dibiarkan selama 1 jam sampai kertas cakram
tersebut kering. Kertas cakram yang telah berisi masing-
masing perlakuan kemudian di telakan dalam media MHA
yang telah diinokulasikan suspense Pseudomonas
aeruginosa dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.

Parameter penelitian yang diukur dalam penelitian ini
adalah diameter zona hambat yang terbentuk di sekeliling
kertas cakram. Diameter zona hambat yang dimaksud
adalah zona bening yang merupakan petunjuk adanya
kepekaan bakteri terhadap larutan uji dan bahan antibakteri
lainnya. Diameter zona hambat hitung dalam satuan
millimeter (mm) menggunakan jangka sorong. Zona
hambat yang telah diukur kemudian diinterpretasikan
kekuatan dalam menghambat pertumbuhan bakteri uji
dengan menggunakan kriteria zona hambat infusa menurut
Davis dan Stout (1971).

Data hasil pengujian antibakteri dianalisis dengan
menggunakan aplikasi IMB SPSS For Windows 22. Analisis
data mengguanakan uji Mann Whitney untuk mengetahui
apakah terdapat perbedaan dua variabel yang tidak saling
berkaitan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini menggunakan bahan uji umbi bawang dayak
(Eleutherine palmifolia L. Merr) yang diawali dengan
mengupas kulit luar umbi bawang dayak kemudian diiris
tipis lalu dikeringkan dengan oven suhu 50°C. Pengeringan
ini bertujuan untuk mengurangi kadar air didalamnya,
sehingga simplisia yang didapatkan tidak mudah rusak.
Simplisia umbi bawang dayak yang telah dibuat selanjutnya
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dihaluskan dengan menggunakan blender sampai berubah
bentuk menjadi bubuk umbi bawang dayak. Pengahalusan
dilakukan dengan tujuan untuk memperluas permukaan
partikel simplisia sehingga semakin besar kontak
permukaan partikel simplisia dengan pelarut dan
mempermudah penetrasi pelarut ke dalam simplisia
sehingga proses penariksan zat aktif lebih banyak.

Proses ekstraksi umbi bawang dayak diawali dengan
melakukan maserasi atau perendaman yang bertujuan agar
pelarut dapat menembus dinding sel dan masuk ke dalam
sel yang mengandung zat aktif, maka zat aktif yang
terdapat dalam sel akan larut dalam pelarut. Pelarut yang
digunakan mempunyai tingkat kepolaran yang berbeda,
yaitu etanol 96% (polar) dan n-heksan (non-polar). Metode
maserasi dipilih karena dapat mengekstraksi senyawa aktif
dengan baik melalui proses perendaman tanpa pemanasan
sehingga menghindari kerusakan komponen senyawa yang
labil dan tidak tahan panas. Maserasi dilakukan dengan
merendam 1:6 (simplisia: pelarut) selama 3x24 jam.
Setelah itu dilakukan pemisahan antara residu dan filtrat.
Filtrat yang diperoleh kemudian dievaporasi untuk
memisahkan zat aktif dengan pelarutnya. Rendemen yang
di hasilkan pada ekstraksi pelarut etanol 96% (polar) adalah
15,59%, seangkan rendemen yang dihasilkan oleh ekstraksi
pelarut n-heksan (non-polar) adalah 3,75%. memiliki
senyawa bioaktif lebih banyak besifat polar dibandingkan
non polar. Hal ini sesuai dengan dengan penelitian
Suryanto et al. (2008) proses ekstraksi beberapa tanaman
herbal menggunakan pelarut berbeda menghasilkan
rendemen terbanyak pada pelarut yang bersifat polar.

Hasil ekstraksi kemudian dilakukan uji kualitatif
senyawa fitokimia bertujuan untuk mengetahui ada
tidaknya senyawa metabolit sekunder yang diperlukan.
Hasil uji kualitatif menunjukkan bahwa ekstrak etanol 96%
mengandung senyawa flavonoid dan ekstrak n-heksan
mengandung senyawa triterpenoid. Hal tersebut sesuai
dengan penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Harlita
et al. (2018) bahwa skrining fitokimia bawang dayak
ekstrak etanol mengandung senyawa flavonoid dan ekstrak
n-heksan mengandung senyawa triterpenoid. Pelarut etanol
merupakan senyawa yang bersifat polar, maka akan
melarutkan senyawa yang mempunyai sifat yang sama,
yaitu flavonoid yang mempunyai sifat polar Riwanti et al.
(2020). Pelarut n-heksan merupakan pelarut yang bersifat
non polar sehingga akan mengekstrak senyawa triterpenoid
yang bersifat non polar Balfif et al. (2013). Flavonoid
memberikan respon hambatan dengan mengganggu
keutuhan membrane sel bakteri oleh adanya pembentukan
senyawa kompleks dari protein ekstrakseluler dengan
flavonoid yang menyebabkan substansi penting keluar dari
dalam sel yang nanti akan menyebabkan kematian sel
Kumar & Pandey (2013). Triterpenoid sebagai antibakteri

adalah bereaksi dengan porin (protein trans membrane)
pada luar dinding sel bakteri, membentuk ikatan polimer
yang kuat sehingga mengakibatkan rusaknya porin Nurina
(2014).

Uji efektivitas antibakteri ekstrak umbi bawnag dayak
menunjukkan bahwa kedua jenis ekstrak memiliki senyawa
bioaktif = yang dapat menghambat pertumbuhan
Pseudomonas aeruginosa. Sensitivitas bakteri uji terhadap
pemberian ekstrak umbi bawang dayak berbeda-beda, hal
ini ditandai dengan adanya peningkatan zona hambat
seiring bertambahnya konsentrasi. Aktivitas senyawa
antibakteri ditandai dengan adanya zona bening disekitar
cakram disk. Berikut merupakan rata-rata diameter zona
hambat yang terbentuk disekitar cakram disk pada kedua
ekstrak umbi bawang dayak terhadap pertumbuhan
Pseudomonas aeruginosa.

Berdasarkan Tabel 2 hasil penelitian menunjukkan
bahwa ekstrak etanol 96% umbi bawang dayak memiliki
aktivitas antibakteri lebih tinggi dibandingkan dengan
ekstrak n-heksan. Hal tersebut ditandai dengan besarnya
zona hambat pada setiap konsentrasi ekstrak yang lebih
tinggi menyebabkan data hambat yang lebih besar,
sehingga menyebabkan zona hambat atau zona bening
disekitar cakram disk semakin lebar. Menurut Davis &
Stout (1971), kriteria zona hambat antibakteri yang berasal
dari ekstrak tumbuhan sebagai berikut: diameter zona
hambat <5 mm dalam katergori lemah, zona hambat 5-10
mm dalam kategori sedang, zona hambat 10-20 mm dalam
kategori kuat dan zona hambat >20 mm dalam kategori
sangat kuat.

Pada penelitian ini kontrol positif menggunakan disk
antubiotik ciprofloxacin 5 pg.  Kontrol positif ini
membentuk diameter zona hambat lebih besar jika
dibandingkan dengan ekstrak pelarut etanol 96% dan n-
heksan. Rata-rata diameter zona hambat yang dibentuk oleh
kontrol positif adalah 30 mm, hasil diameter zona hambat
tersebut menunjukkan bahwa Pseudomonas aeruginosa
yang digunakan pada penelitian ini sensitive terhadap
antibiotic ciprofloxacin bersadarkan CLSI (>21 mm).
Sementara DMSO 10% sebagai kontrol negative tidak
memunjukkan hasil adanya diameter zona hambat yang
terbentuk. Tidak terbentuknya zona hambat oleh DMSO
10% membuktikan DMSO yang digunakan sebagai pelarut
untuk pembuatan variasi konsentrasi ekstrak tidak
berpengaruh terhadap penghambatan pertumbuhan bakteri,
sehingga aktivitas antibakteri yang dihasilkan oleh larutan
uji ekstrak hanya berasal dari kandungan senyawa yang
terdapat dalam ekstrak tersebut, bukan dari pelarut DMSO
yang digunakan.

Hasil  analisis  statistika ~ menunjukkan  nilai
homogenitas (p>0,05) dan nilai normalitas (p<0,05). Uji
Kruskal Wallis signifikan, yaitu 0,000. Selanjutnya juga
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dilakukan uji Mann Whitney untuk menunjukkan perbedaan Whitney menunjukkan perbedaan antara

kelompok perlakuan (p<0,05).

signifikan
signifikan antara dua sampel yang berbeda. Hasil uji Mann

Tabel 1. Hasil Rendemen Ekstrak Umbi Bawang Dayak

Ekstrak Ekstrak kasar (gr) Rendemen (%)
Etanol 96% 15,89 gr 15,89 %
N-heksan 3,75gr 3,75 %

a b

Gambar 1. Hasil Uji Fitokimia (a) (+) Flavonoid Pada Ekstrak
Etanol 96%, (b) (+) Triterpenoid Pada Ekstrak N-Heksan

Tabel 2. Rata-rata diameter zona hambat ekstrak umbi bawang dayak terhadap Pseudomonas aeruginosa (mm)
Rata-rata Diameter Zona Hambat Bakteri (mm)

Kontrol (-) Kontrol (+) Variasi Pelarut Ekstrak
DMSO 10% Cip5ug N heksan Etanol 96%
75% 80% 85% 75% 80%  85%
0 29,4 16,2 16,8 17,6 18,6 19,2 20,6

Keterangan: Kontrol (+): Disk Ciprofloxacin 5 ug Kontrol (-): DMSO 10%

KESIMPULAN PENDANAAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa, sifat Pendanaan penelitian ini dilakukan secara mandiri dan

antibakteri tertinggi terdapat pada ekstrak dengan pelarut
etanol 96% yang mengandung flavonoid dan selanjutnya
diikuti dengan pelarut n-heksan yang mengandung
triterpenoid. Maka dapat direkomendasikan bahwa ekstraksi

penelitian difasilitasi oleh Universitas Nahdlatul Ulama
Surabaya.
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