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ABSTRACT 

 

 

 

ANTIBACTERIAL EFFECTIVENESS OF NEEM LEAVES (Azadirachta 

indica A. Juss)  ETHANOL EXTRACT ON THE GROWTH OF 

Staphylococcus aureus and Escherichia coli 

 

 

By 

 

KHAIRUNISSA ATHIRA NAULI SIREGAR 

 

 

 

 

 

Background: Neem has been widely used as a traditional medicine to treat various 

diseases since a long time ago. One of the tree’s parts such as the leaves, and the 

trunk’s skin or both of the parts extract can be used as biopesticides, antifungals, and 

antibacterial. Compounds of flavonoids, tannins, saponins, terpenoids, alkaloids, 

fatty acids, steroids, and triterpenoids contained in the neem plant (Azahdirachta 

indica A. Juss) is known to work as antibacterial. This study aims to determine the 

effectiveness of neem leaf ethanol extract against the growth of Staphylococcus 

aureus and Escherichia coli 

Methods: This research was conducted in May 2021 at the Microbiology 

Laboratory, Faculty of Medicine, University of Lampung. Neem leaf extract was 

obtained from the Laboratory of Organic Chemistry, University of Lampung by 

maceration technique. The antibacterial activity of neem leaf extract was carried out 

using the disc diffusion method on Mueller-Hinton Agar media. 

Results: The results of this research indicate the effectiveness of neem leaf extract 

against the growth of Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The mean 

diameter of Staphylococcus aureus is larger than that of Escherichia coli, which is 

10.77 mm and Escherichia coli is 8.06 mm. 

Conclusion : There is the effectiveness of neem leaf extract against the growth of 

Staphylococcus aureus and Escherichia coli 

 

Keywords:  Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Neem Leaves 
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EFEKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK ETANOL DAUN MIMBA 

(Azadirachta indica A. Juss) TERHADAP PERTUMBUHAN  

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli 

 

 

 

Oleh 

 

KHAIRUNISSA ATHIRA NAULI SIREGAR 

 

 

 

Latar Belakang :  Sedari dahulu tanaman mimba telah banyak digunakan pada 

pengobatan tradisional dan mengobati berbagai penyakit. Salah satunya pada bagian 

daun, ekstrak kulit batang dan juga ekstrak airnya yang berasal dari keduanya dapat 

digunakan sebagai biopestisida, antifungi, dan antibakteri Kandungan senyawa 

golongan flavonoid, tannin, saponin, terpenoid, alkaloid, asam lemak, steroid dan 

triterpenoid. yang terdapat pada tumbuhan mimba (Azahdirachta indica A. Juss) 

diketahui dapat bekerja sebagai antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk melihar 

efektivitas ekstrak etanol daun mimba terhadap pertumbuhan Staphylococcus aureus 

dan Escherichia coli 

Metode : Penelitian ini dilakukan pada bulan Mei 2021 di Laboratorium 

Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Lampung. Ekstrak daun mimba  

didapatkan dari Laboratorium Kimia Organik Universitas Lampung dengan teknik 

maserasi. Aktivitas antibakteri ekstrak daun mimba dilakukan menggunakan metode 

disc diffusion pada media Mueller-Hinton Agar. 

Hasil : Hasil penelitian ini menunjukan adanya efektivitas ekstrak daun mimba 

terhadap pertumbuhan Staphylococcus aureus dan Escherichia coli Dengan rerata 

diameter Staphylococcus aureus lebih besar dibandingkan Escherichia coli yaitu 

sebesar 10,77 mm dan Escherichia coli sebesar 8,06 mm. 

Simpulan : Terdapat efektivitas ekstrak daun mimba terhadap pertumbuhan 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli 

 

Kata Kunci : Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Daun mimba 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

 

Penyakit infeksi merupakan kontributor morbiditas dan mortalitas yang cukup 

besar dan tidak hanya di negara berkembang, bahkan juga pada negara maju. 

Penyakit infeksi adalah penyebab terbanyak kedua pada kasus kematian 

manusia di seluruh dunia dan di Indonesia. Data World Health Organization 

(WHO) tahun 2012 menyatakan bahwa tingkat kematian anak dibawah 5 tahun 

di Indonesia disebabkan oleh penyakit infeksi dengan persentase 1-20% 

(WHO, 2015). Penyakit infeksi sampai saat ini masih menjadi masalah utama 

kesehatan masyarakat Indonesia. Infeksi merupakan proses masuknya 

mikroorganisme (bakteri, jamur, dan virus) ke dalam tubuh yang kemudian 

berkembang biak dan menimbulkan penyakit. Mikroorganisme yang paling 

sering menyebabkan infeksi ialah bakteri (Radji, 2012). Penyakit infeksi 

terjadi ketika interaksi dengan mikroba menyebabkan kerusakan pada tubuh 

host dan kerusakan tersebut menimbulkan berbagai gejala dan tanda klinis. 

Mikroorganisme yang menyebabkan penyakit pada manusia disebut sebagai 

mikroorganisme patogen, salah satunya bakteri patogen (Carroll et al., 2016). 
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Salah satu penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri adalah infeksi 

nosokomial. Menurut Kementerian Kesehatan RI (2015), pada tahun 2014 

angka kejadian penyakit infeksi nosokomial mencapai 148.703 kasus. Infeksi 

nosokomial atau yang sekarang disebut sebagai Health Care Associated 

Infections (HAIs) adalah infeksi yang didapat di rumah sakit terjadi pada 

pasien yang dirawat di rumah sakit paling tidak selama 72 jam dan pasien 

tersebut tidak menunjukkan gejala infeksi saat masuk rumah sakit. Beberapa 

mikroorganisme yang sering berpotensi terjadinya infeksi nosokomial adalah 

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus (Baharutan et al., 2015). 

Penelitian yang dilakukan di RSUP Dr. Wahidin Sudiro Husodo Makassar 

menemukan kuman penyebab utama infeksi nosokomial didalam ruang 

perawatan bedah terutama yaitu Staphylococcus aureus yang berasal dari 

saluran pernapasan bagian atas, hidung dan tenggorokan perawat yang dapat 

berperan sebagai sumber penularan. Penelitian lain menyatakan bahwa 

perbandingan bayi yang dirawat oleh petugas kesehatan yang tidak mencuci 

tangan dengan sabun lebih signifikan, lebih sering, dan lebih cepat terkena 

patogen Staphylococcus aureus dibandingan dengan bayi yang dirawat oleh 

petugas kesehatan yang mencuci tangan dengan sabun (Balitbankes, 2013). 

Staphylococcus berasal dari kata staphylo yang berarti kelompok buah anggur 

dan coccus yang berarti bulat dan tergolong bakteri gram positif. Bakteri jenis 

ini sering di ditemukan sebagai kuman flora normal pada kulit dan selaput 

lendir manusia. Staphylococcus aureus merupakan bakteri yang mudah 

ditemukan di berbagai tempat dan bersifat patogen oportunistik, berkoloni 

pada kulit dan permukaan mukosa manusia. Sumber infeksi bakteri ini berasal 
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dari lesi terbuka maupun barang-barang yang terkena lesi tersebut, selain itu 

ada beberapa tempat di rumah sakit yang beresiko tinggi dalam penyebaran 

bakteri ini, seperti unit perawatan intensif, perawatan neonatus, dan ruang 

operasi  (WHO, 2012). 

Escherichia coli merupakan famili enterobacteriaceae dan merupakan bakteri 

patogen oportunistik yang dapat menyebabkan infeksi pada inang yang 

terganggu sistem imunnya (Farfan et al., 2012). Penyakit yang diakibatkan 

infeksi bakteri Escherichia coli yaitu penyakit infeksi saluran kemih (ISK). 

ISK adalah infeksi yang terjadi di kandung kemih atau saluran kencing bagian 

luar (Utami, 2012). Escherichia coli adalah salah satu bakteri penyebab 

penyakit seperti diare, infeksi saluran kemih, pneumonia, meningitis pada bayi 

yang baru lahir dan infeksi luka (Carroll et al., 2016). Penyakit diare 

merupakan penyebab kedua kematian pada anak di bawah lima tahun, dan 

menjadi penyebab kematian sekitar 760.000 anak setiap tahun. Selain itu 

terdapat 1,7 miliar kasus diare tiap tahunnya (WHO, 2013).  

 

Pengobatan terhadap penyakit infeksi biasanya menggunakan antibiotik 

(Gunawan, 2016). Namun penggunaan antibiotik ini dapat memberikan efek 

samping terhadap tubuh yang tidak diinginkan. Penyakit infeksi oleh bakteri 

yang dahulu telah dianggap dapat ditangani dengan baik, menjadi tantangan 

baru seiring maraknya galur resisten multi obat (MDR) (WHO, 2015). 

Timbulnya resistensi bakteri patogen terhadap berbagai antibiotik menjadi 

ancaman serius bagi kesehatan masyarakat karena akan semakin sedikit atau 

bahkan tidak ada lagi antibiotik yang efektif untuk pengobatan infeksi yang 
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disebabkan oleh bakteri tersebut. Bakteri multi drug resistant merupakan 

penyebab utama kegagalan pengobatan penyakit infeksi dan berdampak pada 

peningkatan morbiditas, mortalitas, dan tingginya biaya kesehatan. Multi 

drug resistant Escherichia coli sering ditemukan di rumah sakit dan mulai 

banyak diisolasi di masyarakat sehingga perlu ditemukan antibiotik baru yang 

efektif (Aminah, 2015). Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh 

Muttaqien dan Soleha tahun 2014 didapatkan hasil bahwa Staphylococcus 

aureus memiliki tingkat resistensi yang cenderung meningkat terhadap 

antibiotik penisilin dari tahun ke tahun (Muttaqien dan Soleha, 2014). 

Penggunaan ekstrak dari bagian tanaman dan fitokimia dari sifat antimikroba 

yang diketahui sangat penting dalam perawatan terapi antibiotik. Dalam 

beberapa tahun terakhir, beberapa penelitian telah dilakukan di berbagai 

negara untuk membuktikan efisiensi dalam perawatan antibiotik. Sekitar 90% 

populasi dunia masih bergantung sepenuhnya pada tumbuhan herba sebagai 

obat-obatan. Penelitian ilmiah terhadap tanaman obat telah dimulai di banyak 

negara karena kontribusinya terhadap perawatan kesehatan. Manfaat utama 

penggunaan obat-obatan yang berasal dari tanaman relatif lebih aman daripada 

alternatif sintetis (Pamila dan Karpagam, 2017).  

Sedari dahulu, tanaman mimba telah banyak digunakan pada pengobatan 

tradisional dan mengobati berbagai penyakit. Kandungan yang terdapat pada 

tumbuhan mimba (Azahdirachta indica A. Juss) memiliki banyak manfaat. 

Salah satunya pada bagian daun, ekstrak kulit batang dan juga ekstrak airnya 

yang berasal dari keduanya dapat digunakan sebagai biopestisida, antifungi, 
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dan antibakteri yang dibuktikan pada penelitian sebelumnya (Seriawansyah et 

al., 2018). 

Menurut Susmitha et al. (2013) daun mimba diketahui mengandung senyawa 

golongan flavonoid, tannin, saponin, terpenoid, alkaloid, asam lemak, steroid 

dan triterpenoid. Senyawa-senyawa tersebut dapat menghambat pertumbuhan 

bakteri Salmonella dan Escherichia coli (Supriyanto et al., 2015).  

Pada penelitian yang dilakukan oleh Soraya et al. (2019) , ditunjukkan bahwa 

ekstrak daun mimba dapat menghambat E. faecalis (in vitro), konsentrasi 

ekstrak yang digunakan dalam penelitian tersebut adalah 10%, 20%, 40%,80%  

dan 100%, dan metode yang digunakan adalah kirby bauer. Tanaman mimba 

juga bisa memberikan efek antibakteri terhadap bakteri gram positif dan gram 

negatif (Akpan et al., 2016) 

 

Berdasarkan latar belakang diatas, penelitian ini dilakukan dengan tujuan 

mengetahui bagaimanakah efektivitas ekstrak etanol daun mimba 

(Azahdirachta indica A. Juss) sebagai tanaman herbal pengganti antibiotik 

dalam menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli. 

1.2 Rumusan Masalah  

Apakah terdapat efektivitas pada ekstrak etanol daun mimba (Azahdirachta 

indica A. Juss) sebagai antibakteri dalam menghambat pertumbuhan 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli?.  
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1.3 Tujuan penelitian  

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas ekstrak etanol daun 

mimba (Azadirachta indica A. Juss) terhadap perhambatan pertumbuhan 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. 

1.4 Manfaat Penelitian  

1.4.1 Bagi Para Peneliti 

Menambah pengetahuan peneliti tentang manfaat ekstrak etanol daun 

Mimba (Azadirachta indica A. Juss) terhadap bakteri Staphylococcus 

aureus dan bakteri Escherichia coli . 

 1.4.2 Bagi Instansi Terkait 

Meningkatkan penelitian dibidang Agromedicine sehingga dapat 

menunjang pencapaian visi fakultas kedokteran Universitas Lampung  

sebagai fakultas kedokteran sepuluh terbaik di Indonesia pada tahun 

2025 dengan kekhususan Agromedicine.     

   1.4.3 Bagi Masyarakat 

Memberikan informasi kepada masyarakat mengenai manfaat daun 

mimba. Dengan harapan meningkatkan kesadaran dan minat masyarakat 

untuk dapat memanfaatkan daun mimba sebagai tanaman obat yang 

memiliki banyak manfaat untuk kesehatan tubuh. 

 



 

 

 

 

 

 

 

BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Daun Mimba (Azadirachta indica A. Juss) 

 

 

Mimba atau biasa dikenal dengan nama lain Azadirachta indica A. juss   

memiliki berbagai nama lainnya seperti nim atau neem di Arab, nimgach, nim 

dalam Bahasa Bengal, bowtamaka, thinboro, tamarkha, tamar,tamaka, 

tamabin (Burma), persian lilac, neem tree, Indian lilac, bead tree, margosa 

tree, cornucopia, Indian cedar (Inggris), margoiser, neem, nim, azadirac de 

I’Inde (Prancis); Indischer zadrach (Jerman), margosa, nimbo (Portugis), 

neem, balnimb, nim, veppam, nind, ve mpu (India), sadu, baypay, mambu, 

veppam (Malaysia), dan sadao, atau cha-tang (Thailand). Di Indonesia, 

tanaman mimba dikenal dengan beberapa sebutan, seperti mindi, intaran, 

membha, imba, mempheuh di Madura, dan mimba di Jawa (Utami et al., 

2013). 

 

Mimba (Azadirachta indica A. Juss) juga  merupakan salah satu komoditas 

hasil hutan bukan kayu (HHBK) bernilai ekonomis sebagai penghasil bahan 

obat-obatan untuk kesehatan. Biji dan daun mimba digunakan sebagai bahan 

pestisida nabati, zat antiseptik dan pupuk. Beberapa produk mimba telah 
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beredar di pasaran seperti neem leaves powder (tepung daun mimba sebagai 

bahan obat dan insektisida), neem oil (minyak mimba diekstraksi dari biji, 

sebagai produk kesehatan, pertanian, kosmetik sampai produk sabun) dan 

neem cake (ampas biji mimba sebagai bahan pupuk organik) (Susila et al., 

2013) 

 

Azadirachta indica secara umum dikenal sebagai mimba, telah menarik 

perhatian dunia beberapa tahun terakhir karena sifat medisnya yang luas. 

Lebih dari 140 komponen telah diidentifikasi dari bagian tanaman mimba. 

Daun mimba berperan sebagai immunomodulator, antiinflamasi, 

antihiperglikemik, antiulser, antifungal, antibakterial, antiviral, antioksidan, 

antimutagenik dan antikarsinogenik (Sayekti et al., 2016). 

 

Tanaman mimba dikenal sebagai “wonder tree for centuries” di subkontinen 

India. Mimba dianggap tidak berbahaya bagi manusia, hewan, burung dan 

serangga yang telah disetujui oleh agensi proteksi lingkungan Amerika 

Serikat untuk digunakan pada tanaman pangan. Sekarang ini, ekstrak mimba 

banyak digunakan sebagai obat-obatan herbal. Beberapa variasi daya 

antibakteri pada bagian tubuh tanaman mimba telah dilaporkan sebelumnya. 

Ekstrak daun mimba memiliki daya antibakteri yang lebih kuat dibandingkan 

dengan batang dan biji dari tumbuhan ini  (Sayekti et al., 2016). 
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2.1.1  Morfologi dan Taksonomi Mimba  

 

 

Mimba merupakan tanaman yang selalu hijau, tinggi, cepat tumbuh, 

dapat mencapai ketinggian 25 m dengan lingkar batang 2,5 m. Pohon 

mimba memiliki tajuk menarik dari daun-daun berwarna hijau tua 

(yang dapat membentang sampai selebar 10 m) dan bunga 

bergerombol disertai dengan wangi madu. Mimba tumbuh subur 

bahkan di tanah tandus yang miskin hara. Mimba dapat bertahan hidup  

di daerah bersuhu tinggi hingga sangat tinggi, curah hujan rendah, 

kemarau panjang, dan kadar garam (salinitas) tinggi. Mimba 

diperbanyak melalui biji yaitu bibit yang sudah berumur 9 sampai 12 

bulan dapat ditransplantasi dengan baik. Burung dan kelelawar juga 

menyebarkan benihnya. Pohon ini mulai berbuah saat menginjak umur 

3 sampai 5 tahun (Saxena, 2015). 

Panjang buahnya sekitar 2 cm, dan saat matang kulit buah berwarna 

kuning berdaging, cangkang keras berwarna putih, dan biji berwarna 

cokelat yang kaya akan minyak. Buah yang dihasilkan berkisar 30-100 

kg per pohon, tergantung pada curah hujan, radiasi matahari, jenis 

tanah, dan ekotipe atau genotipe mimba tersebut (Saxena, 2015). 

 

Sebanyak 50 kg tanaman mimba dapat menghasilkan biji mimba 

sebanyak 30 kg yang dapat menghasilkan 6 kg minyak mimba dan 24 

kg daging buah mimba. Daya hidup biji mimba berkisar antara 6 
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sampai 8 minggu, tetapi jika dibersihkan, dikeringkan dan didinginkan 

dengan cara yang benar daya hidupnya bisa sampai 6 bulan. 

Perbanyakan juga dapat dilakukan melalui tunggul dan stek batang. 

Meskipun baru berhasil sebagian, perbanyakan juga dilakukan melalui 

kultur jaringan yang menghasilkan tanaman-tanaman kecil (Saxena, 

2015). 

 

Menurut (Saxena, 2015) taksonomi tanaman mimba sebagai berikut. 

 

 
Gambar 1. Daun mimba (Saxena, 2015). 

 

Divisi   : Spermatophyta 

Sub divisi   : Angiospermae 

Kelas   : Dycotiledonae 

Ordo   : Rutales 

Famili   : Meliales 



 11 

Genus   : Azadirachta 

Spesies  : Azadirachta indica A. Juss 

 

2.1.2 Manfaat Mimba 

 

 

Sedari dulu tanaman mimba telah banyak digunakan pada 

pengobatan tradisional dan mengobati berbagai penyakit. Kandungan 

yang terdapat pada tumbuhan mimba (Azahdirachta indica A. Juss) 

memiliki banyak manfaat. Menurut Hasmat et al. (2012) kegunaan 

daun mimba dapat digunakan untuk penyembuhan penyakit kulit, 

antiinflamasi, demam, antibakteri, antidiabetes, penyakit 

kardiovaskuler, dan insektisida. Daun mimba juga digunakan sebagai 

repelan, obat penyakit kulit, hipertensi, diabetes, anthelmintika, 

ulkus peptik, dan anti fungi. Selain itu, mimba bersifat antibakteri 

dan antiviral.  

2.1.3 Kandungan kimia pada mimba  

 

Daun mimba diketahui mengandung senyawa golongan flavonoid, 

tannin, saponin, terpenoid, alkaloid, asam lemak, steroid dan 

triterpenoid (Raphael, 2012).. Daun mimba juga mengandung serat, 

β-sitosterol. Zat adiktif dalam flavonoid yang terkandung paling 

banyak pada daun mimba adalah quercetin dan quercitrin. Ekstrak 

daun mimba diketahui memiliki aktivitas antioksidan. Senyawa 

antioksidan yang berperan dalam menangkal radikal bebas terhadap 

kerusakan sel dan jaringan biasanya terdapat pada jenis flavonoid 

quercetin, kaempferol, rutin, serta apiegenin (Pandey et al., 2018). 
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Antioksidan adalah senyawa yang bekerja dengan cara menghambat 

aktivitas senyawa oksidan termasuk protein-protein pengikat logam 

dan enzim-enzim, hal ini berguna untuk mengantisipasi kerusakan 

pada pembuluh darah (Susianti et al., 2014). Antioksidan juga 

merupakan zat yang menjaga sel dari kerusakan akibat paparan 

radikal bebas. Zat ini diklasifikasikan menjadi dua kelompok, yaitu 

antioksidan enzimatik dan non-enzimatik. Sistem antioksidan 

enzimatis terdiri dari katalase, superoksida dismutase, dan 

glutathione peroksidase. Antioksidan nonenzimatik biasanya berasal 

dari makanan yang dimakan atau sebagai dari suplemen makanan. 

Keseimbangan antara jumlah antioksidan dan radikal bebas (ROS) di 

dalam sel harus selalu dijaga. Peningkatan jumlah ROS dapat 

menyebabkan stres oksidatif yang dapat merusak DNA inti sel dan 

DNA mitokondria (Mustofa dan Anisya, 2020). Antioksidan dapat 

menghambat oksidasi lipid melalaui pengikatan oksigen secara 

kompetitif, menghambat tahap inisiasi, memblokir tahap propagasi 

dengan cara merusak atau mengikat radikal bebas, menghambat 

Katalis atau menstabilkan hidrogenperoxide (Supriyanto et al., 

2015). Selain bersifat antioksidan daun mimba juga bersifat anti 

bakteri. Kandungan senyawa bioaktif alkaloid, steroid, flavonoid, 

saponin dan tannin pada daun mimba  dapat menghambat 

pertumbuhan bakteri salmonella dan Escherichia coli. (Susmitha et 

al., 2013 ; Supriyanto, 2015). 
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2.1.4 Kandungan Mimba Sebagai Antibiotik 

 

Menurut Susmitha et al. (2013) mimba mengandung senyawa 

bioaktif alkaloid, steroid, flavonoid, saponin dan tannin. Senyawa-

senyawa tersebut dapat menghambat pertumbuhan bakteri 

salmonella dan Escherichia coli (Supriyanto et al., 2015). Senyawa 

flavonoid diketahui dapat bekerja sebagai antibakteri dengan cara 

menghambat metabolisme bakteri. Mekanisme kerjanya dengan cara 

menggangu sintesis asam nukleat dan menggangu fungsi membran 

sitoplasma. Kedua mekanisme tersebut dapat mengakibatkan 

gangguan produksi energi dalam bakteri akan mengakibatkan 

kerusakan pada dinding sel bakteri (Rijayanti, 2014).Berdasarkan 

penelitian Sukohar et al. (2015) senyawa flavonoid juga memiliki 

efek larvasida yang dapat menghambat sistem pernafasan dan 

bersifat toksik terhadap serangga. Sebagai antibakteri, mekanisme 

kerja flavonoid dapat dibagi menjadi 3 macam, yaitu dengan cara 

menghambat metabolisme energi, menghambat sintesis asam 

nukleat, dan menghambat fungsi membran sel. Flavonoid dapat 

menghambat pergerakan bakteri serta mencegah pembentukan energi 

pada membran sitoplasma bakteri. Penghambatan metabolisme 

energi ini dilakukan dengan menghambat penggunaan oksigen oleh 

bakteri. 
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Sedangkan alkaloid memiliki mekanisme kerja dengan cara 

mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, 

sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan 

menyebabkan kematian sel. Mekanisme steroid sebagai antibakteri 

berhubungan dengan membran lipid dan sensitivitas terhadap 

komponen steroid yang menyebabkan kebocoran pada liposom 

(Rijayanti, 2014). Mekanisme kerja saponin sebagai antibakteri yaitu 

dengan mendenaturasi protein. Karena zat aktif permukaan saponin 

mirip deterjen maka saponin dapat digunakan sebagai antibakteri 

dimana tegangan permukaan dinding sel bakteri akan diturunkan dan 

permeabilitas membran bakteri dirusak (Sani, 2013). Mekanisme 

kerja steroid sebagai antibakteri yaitu dengan merusak membran 

lipid, sehingga liposom mengalami kebocoran (Madduluri et al., 

2013). 

 

Gambar 2. Struktur Kimia Flavonoid (Shinta et al., 2018) 
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Gambar 3. Struktur Kimia Alkaloid quinine (Noer et al., 2018) 

 

Gambar 4. Struktur Kimia Tanin  (Noer et al., 2018) 

 

 

 
Gambar 5. Struktur Kimia Saponin  (Noer et al., 2018) 

 

 

 
 

Gambar 6. Struktur Kimia Steroid  (Heliawaty, 2018) 
 



 16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 Staphylococcus aureus  

 

2.2.1 Definisi dan morfologi  

 
Gambar 7 Staphylococcus aureus (Carroll et al., 2016) 

 

Staphylococcus aureus adalah bakteri berbentuk kokus tersusun 

bergerombol seperti buah anggur berdiameter 0,8-1 mikron,  dan 

bersifat gram positif, tersebar luas dialam dan ada yang hidup sebagai 

flora normal pada manusia yang terdapat di aksila, daerah inguinal 

dan perineal, dan lubang hidung bagian anterior. Sekitar 25-30% 

manusia membawa Staphylococus aureus didalam rongga hidung dan 

kulitnya (Soedarto, 2014).  
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Staphylococcus aureus bersifat koagulase positif, yang 

membedakannya dari spesies lain. Staphylococcus aureus dapat 

tumbuh dengan cepat di beberapa media dalam suasana aerob atau 

mikroaerofilik pada suhu 37C, walaupun sebenarnya bisa tumbuh 

padasuhu 6C - 48C  (Carroll et al., 2016). 

Staphylococcus aureus membentuk pigmen lipochrom yang 

menyebabkan koloni tampak berwarna kuning keemasan dan kuning 

jeruk. Staphylococcus aureus pada media Mannitol Salt Agar (MSA) 

akan terlihat sebagai pertumbuhan koloni berwarna kuning (Dewi, 

2013).  Sebagian Staphylococcus aureus besar bersifat hemolitik, 

membentuk cincin hemolitik transparan di sekitar koloni pada plat 

agar darah (Sato et al., 2019). Selain itu, Staphylococcus aureus tidak 

membentuk spora atau flagela, tetapi memiliki kapsul, dapat 

menghasilkan pigmen kuning keemasan, dan menguraikan mannitol 

(Tayeb-Fligelman et al., 2017). 

 

Bakteri ini pertama kali diamati dan dibiakan oleh Pasteur dan Koch, 

kemudian diteliti secara lebih terinci oleh Ogston dan Rosenbach pada 

era tahun 1880-an. Nama genus Staphylococcus yang terbagi menjadi 

32 genus diberikan oleh Ogston karena bakteri ini pada pengamatan 

mikroskopis berbentuk seperti setangkai buah anggur , sedangkan 

nama spesies aureus diberikan oleh Rosenbach karena pada biakan 

murni, koloni bakteri ini terlihat berwarna kuning-keemasan. Menurut 
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Rosenbach,  Staphylococcus aureus merupakan penyebab infeksi pada 

luka dan furunkel (Montville dan Matthews, 2017).  

 

 

 

Menurut Vasanthakumari (2016) klasifikasi bakteri Staphylococcus 

aureus sebagai berikut.  

Divisi  : Protophyta 

Kelas  : Schizomycetes 

Ordo  : Eubacteriales 

Famili : Micrococcceae 

Genus  : Staphylococcus 

Spesies  : Staphylococcus aureus 

 

2.2.2 Patogenesis Staphylococcus aureus 

 

 

Sebanyak 30% kolonisasi Staphylococcus aureus  dapat 

ditemukan pada lubang hidung orang sehat dan dapat ditemukan 

pada permukaan kulit. Staphylococcus aureus menghasilkan 

peptidoglikan yang merupakan polimer pembentuk dinding sel 

bakteri, peptidoglikan berfungsi menghambat respon inflamasi 

dan memiliki endotoxin-like-activity. Bakteri Staphylococcus 

aureus memiliki protein sel permukaan atau Components 

Recognizing Adhesive Matrix Molecules (MSCRAMMs), seperti 

clumping factors yang berikatan dengan fibrinogen, fibronectin-
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binding proteins yang berikatan dengan fibronektin, kolagen, 

dan bone sialoprotein-binding proteins. Protein permukaan 

tersebut bersama-sama memperantarai perlekatan bakteri ke 

jaringan inang. Keberadaan faktor tersebut dihubungkan dengan 

terjadinya endokarditis, osteomielitis, septik arthritis, dan 

infeksi akibat penggunaan alat prostetik serta kateter. Infeksi 

dari Staphylococcus aureus dapat terjadi apabila dijumpai sisi 

lemah dari penjamu, seperti kulit yang terluka misalnya infeksi 

pada luka operasi. Staphylococcus aureus juga dapat masuk 

melalui membran mukosa misalnya pada pneumonia akibat 

penggunaan ventilator. Staphylococcus aureus mampu bertahan 

hidup dan mengakibatkan berbagai manifestasi klinis karena 

memiliki banyak faktor virulensi (Utaminingsih et al., 2015). 

Kolonisasi nasal dapat menyebabkan autoinfeksi dengan periode 

inkubasi bakteri biasanya memiliki onset gejala setelah 

mengkonsumsi makanan yang terkontaminasi biasanya 30 menit 

hingga 8 jam. Koloni Staphylococcus aureus dapat terbawa pada 

waktu yang tak ditentukan; beberapa individu dapat menjadi 

pembawa secara kronik. Namun, beberapa individu menjadi 

pembawa  secara akut  (Desanto , 2011). 

Staphylococcus aureus memiliki dinding sel yang terdiri dari 

peptidoglikan, Peptidoglikan mempunyai aktifitas seperti 

endotoksin yang menstimulasi keluarnya sitokin dari makrofag 

yaitu interleukin-1 dan aktifasi komplemen, Kapsul yang 
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dimiliki bakteri akan mencegah fagositosis PMN dan adanya 

toksin dan enzim yang dihasilkan akan merusak sel inang. 

Selain itu, faktor dari yang menyebabkan sukarnya penanganan 

infeksi Staphylococcus aureus adalah adanya resistensi bakteri 

terhadap antibiotic (Carroll et al., 2016) .  

 

2.3 Bakteri Escherichia coli 

 

   2.3.1 Definisi dan Morfologi 

 

 

Gambar 8 Escherichia coli (Carroll et al., 2016) 

Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif berbentuk 

batang pendek yang memiliki panjang sekitar 2 μm, diameter 0.7 

μm, lebar 0.4-0.7 μm dan bersifat anaerob fakultatif. Bentuk sel 

dari bentuk seperti coccal hingga membentuk sepanjang ukuran 

filamentous. Tidak ditemukan spora, motil berbentuk flagel 

peritrik,.Selnya bisa terdapat tunggal, berpasangan, dan dalam 

rantai pendek, biasanya tidak berkapsul. Escherichia coli 

membentuk koloni yang bundar, cembung, dan halus dengan tepi 
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yang nyata (Carroll et al., 2016). Escherichia coli dapat bertahan 

hidup dimedium sederhana menghasilkan gas dan asam dari 

glukosa dan memfermentasi laktosa. Pergerakan bakteri ini motil, 

tidak motil, dan peritrikus, ada yang bersifat aerobik dan 

anaerobik fakultatif (Wahyuningsih, 2019).   

Bakteri Escherichia coli tumbuh pada suhu 10 – 40
o
C (suhu 

optimum 37
o
C) dan  pH optimum untuk pertumbuhannya 

berkisar 7,0 – 7,5. Bakteri Escherichia coli sangat sensitif 

terhadap panas dan dapat diinaktifkan pada suhu pasteurisasi, 

tetapi bakteri ini juga dapat tumbuh pada suhu 15-45
o
C 

(Supriyatin dan Suparno, 2013). Pada tes pewarnaan Escherichia 

coli menghasilkan tes positif terhadap indole lisin dekarboksilase, 

dan menfermentasi manitol serta menghasilkan gas dari glukosa. 

Isolasi dari air seni dengan cepat diidentifikasi sebagai 

Escherichia coli dikarenakan terjadi hemolisis dalam agar darah, 

memiliki sifat morfologi yang khas pada media pembeda seperti 

media agar EMB akan menunjukkan warna kemilau ”metallic 

sheen” dan tes indole positif. Selain itu juga Escherichia coli juga 

dapat diidentifikasi dengan tes MUG yang positif  (Carroll et al., 

2016). 

Klasifikasi Eschericia coli menurut Carroll et al. (2016) yaitu 

sebagai berikut  

Kingdom  : Procaryotae 
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Filum  : Proteobakteria  

Kelas  : Scotobacteria 

Ordo  : Enterobakteriae  

Famili  : Escherichia 

Spesies  : Escherichia coli 

2.3.2 Patogenitas Escherichia coli  

Escherichia coli menjadi patogen jika jumlah bakteri ini dalam 

saluran pencernaan meningkat atau berada di luar usus. Bakteri ini 

diklasifikasikan oleh ciri khas sifat-sifat virulensinya, dan setiap 

kelompok menimbulkan penyakit melalui mekanisme yang berbeda. 

Manifestasi klinik infeksi oleh Escherichia coli bergantung pada 

tempat infeksi dan tidak dapat dibedakan dengan gejala. Namun, ada 

beberapa Escherichia coli yang memperoleh sifat virulensi spesifik 

sehingga mereka mampu bertahan dan beradaptasi dengan kondisi 

yang baru dengan baik, dan ini memungkinkan mereka sebagai 

penyebab spektrum penyakit yang luas. Atribut virulensi ini sering 

dikodekan pada unsur-unsur genetik yang dapat dimobilisasi ke 

dalam berbagai strain untuk menciptakan kombinasi baru dari faktor 

virulensi, atau pada elemen genetik yang mungkin pernah bergerak, 

tetapi sekarang telah berevolusi menjadi terkunci ke dalam genom. 

Hanya kombinasi faktor virulensi yang paling berhasil yang bertahan 

untuk menjadi spesifik “pathotypes” dari  Escherichia coli yang 

mampu menyebabkan penyakit pada individu yang sehat, seperti 

penyakit enterik/diare, infeksi saluran kemih (ISK), sepsis  dan 



 23 

meningitis. Urinary Tract Infections (UTI) adalah infeksi 

ekstraintestinal  Escherichia coli yang paling umum dan disebabkan 

oleh Uropathogenic  Escherichia coli (UPEC). Infeksi 

ekstraintestinal yang paling sering adalah meningitis dan sepsis, 

terutama meningitis-associated Escherichia coli (MNEC) (Carroll et 

al., 2016) 

 

2.4 Antibakteri  

Antibakteri merupakan zat yang dapat mengganggu pertumbuhan atau bahkan 

mematikan bakteri dengan cara mengganggu metabolisme mikroba yang 

merugikan. Mekanisme kerja dari senyawa antibakteri diantaranya yaitu 

menghambat sintesis dinding sel, menghambat keutuhan permeabilitas 

dinding sel bakteri, menghambat kerja enzim, dan menghambat sintesis asam 

nukleat dan protein (Carroll et al., 2016). Salah satu zat antibakteri yang 

banyak dipergunakan adalah antibiotik. Antibiotik adalah senyawa kimia 

khas yang dihasilkan atau diturunkan oleh organisme hidup termasuk struktur 

analognya yang dibuat secara sintetik, yang dalam kadar rendah mampu 

menghambat proses penting dalam kehidupan satu spesies atau lebih 

mikroorganisme (Siswodihardjo dan Siswandono, 2016). 

2.5  Metode Pengujian Antibakteri  

Uji sensitifitas antibakteri merupakan suatu uji untuk  menentukan tingkat 

kepekaan bakteri terhadap zat antibakteri dan mengetahui senyawa murni 

yang memiliki aktivitas antibakteri. Beberapa metode antibakteri sebagai 

berikut:  
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A. Metode Dilusi  

Metode ini terdiri atas dua cara, yaitu:  

1) Pengenceran Serial Dalam Tabung 

Metode ini menggunakan beberapa tabung reaksi yang di isi dengan 

inokulum kuman ditambah larutan antibakteri dalam berbagai 

konsentrasi. Mengencerkan zat yang akan diuji aktivitas 

antibakterinya ke dalam media cair sesuai serial, lalu diinokulasi 

dengan kuman dan di inkubasi pada waktu dan suhu yang sesuai 

dengan mikroba uji. Kemudian menentukan aktivitas zat sebagai 

kadar hambat minimal (KHM). 

2) Lempeng Agar  

Mengencerkan zat mantibakteri dalam media agar, lalu dituangkan 

ke dalam cawan petri. Biarkan agar membeku, setelah membeku 

kuman diinokulasi pada media agar lalu diinkubasi pada waktu dan 

suhu sesuai dengan mikroba uji. Kadar hambat minimal (KHM) 

ditentukan dari kadar terendah dari larutan zat antibakteri yang 

masih memberikan hambatan terhadap pertumbuhan kuman.  

 

B. Metode Difusi  

Ada beberapa cara pada metode difusi ini, yaitu:  

1) Cakram   (disc diffusion) 

Metode ini menggunakan kertas cakram sebagai wadah untuk 

menampung zat antimikroba. Biasanya carkam diletakkan diatas 

media uji yang telah di inokulasi mikroba uji, lalu dilakukan 
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inkubasi selama 18-24 jam dengan suhu 37
o
C. Setelah inkubasi, 

barulah hasil berupa terbentuk atau tidak zona jernih di sekitar 

cakram dapat diamati. Zona jernih tersebut menggambarkan zona 

hambat pertumbuhan mikroba uji. Efektivitas antibakteri didasarkan 

pada klasifikasi respon hambatan pertumbuhan bakteri (Prawira et 

al., 2013). 

2) Cara Parit (Ditch plate)  

Metode ini dilakukan dengan membuat parit pada media uji yang 

telah diinokulasi bakteri uji. Parit tersebut kemudian diisi dengan zat 

antibakteri, dilanjutkan dengan inkubasi pada suhu dan waktu yang 

sesuai dengan kondisi optimum setiap bakteri uji. Terbentuk atau 

tidak zona hambat di sekitar parit merupakan hasil yang diamati 

pada metode ini (Khusuma et al., 2019.) 

 

3) Cara Sumuran (Cup/hole plate)  

Cara sumuran dilakukan dengan membuat lubang pada media uji 

yang telah diinokulasi bakteri uji. Lubang tersebut diisi dengan zat 

antimikroba yang akan di uji. Kemudian lakukan inkubasi pada suhu 

dan waktu yang sesuai dengan kondisi optimum bakteri yang di 

ujikan (Khusuma et al., 2019). Zona hambat yang terbentuk diukur 

menggunakan jangka sorong dalam mm dengan cara mengukur zona 

hambat vertikal dan zona hambat horizontal yang ditambahkan dan 

dibagi 2. Perhitungan menggunakan jangka sorong dengan ketelitian 

0,05 cm (Soleha et al., 2015) .  
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2. 6  Kerangka teori 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 9. Kerangka Teori 
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2.7 Kerangka Konsep 

 

 

 

  

Gambar 10  Kerangka Konsep 

 

2.8 Hipotesis 

Dasar teori diatas didapatkan hipotesis : 

 H1 : Terdapat pengaruh efektivitas antibakteri ekstrak etanol  daun mimba 

(Azadirachta indica A. Juss)  terhadap daya  hambat pertumbuhan  

Staphylococcus aureus dan Eschericia coli. 

H0 : Tidak terdapat  pengaruh efektivitas antibakteri ekstrak etanol daun 

mimba (Azadirachta indica A. juss) terhadap daya hambat 

pertumbuhan  Staphylococcus aureus dan Eschericia coli. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1 Desain Penelitian 

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental laboratorik untuk mengetahui 

perbedaan efektivitas dari ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta indica A. 

Juss) pada diameter zona hambat Staphylococcus aureus dan Eschericia coli 

Metode yang digunakan adalah metode metode disk diffusion pada media  

Muller-Hinton Agar (MHA). 

 

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi dan Parasitologi Fakultas 

Kedokteran Universitas Lampung dan Laboratorium Kimia Organik Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA) Universitas Lampung pada 

bulan Mei 2021. 

 

3.3 Alat, Bahan uji dan Mikroba Uji Penelitian 

 3.3.1 Mikroba 

 Mikroba uji dalam penelitian ini adalah bakteri gram positif yaitu 

Staphylococcus aureus dan bakteri gram negatif yaitu Escherichia 
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coli yang merupakan biakan bakteri yang didapatkan dari Balai 

Laboratorium Kesehatan dan Kalibrasi Daerah Istimewa Yogyakarta. 

3.3.2 Bahan Uji Penelitian 

Bahan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun mimba 

(Azadirachta indica A. Juss) yang sudah dipotong kecil-kecil 

menggunakan gunting dan dikeringkan dengan sinar matahari sedang 

selama 3 hari. Kemudian dihaluskan dengan blender hingga menjadi 

serbuk sebanyak 500 gram. kemudian serbuk daun mimba ditimbang 

sebanyak 500 gram dengan timbangan digital dan di ekstrak etanol 

melalui Laboratorium Kimia Organik Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam (FMIPA) Universitas Lampung. 

 

3.3.3 Media Kultur 

Media kultur yang digunakan pada penelitian ini yaitu Muller-Hinton 

agar (MHA) . 

 

3.3.4 Alat yang digunakan  

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah Autoclave, inkubator, 

rotatory evaporator, mikroskop,tabung erlenmeyer, lampu bunsen, 

borer, cawan petri, mistar atau jangka sorong, pipet tetes, pipet 

mikro, rak dan tabung reaksi, handschoen, masker, ose, kapas steril, 

object glass, kertas label 



 30 

3.4 Variabel Penelitian 

Dalam penelitian digunakan beberapa variabel yang diai ke dalam dua bagian 

yaitu variabel dependen dan independen. 

3.4.1 Variabel Dependen 

Variabel dependen pada penelitian ini adalah diameter zona hambat pada 

pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. 

3.4.2 Variabel Independen 

Variabel independent adalah ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta 

indica A. Juss) dengan konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12,5%, dan 6,25%. 
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3.5 Definisi Operasional 

Tabel 1. Definisi Operasional 
N

o  

Variabel  Definisi  Cara ukur  Hasil ukur  Skala  

1 Ekstrak 

etanol 

daun 

mimba 

(Azadirach

ta indica 

A. Juss) 

100%,50%

, 25%, 12,5 

%, 6,25% 

Suatu zat yang 

diperoleh dari 

ekstraksi daun 

mimba 

menggunakan 

etanol. Kemudian 

ekstrak etanol 

dengan volume 

tertentu diencerkan 

menggunakan 

akuades sehingga 

konsentrasi 

mencapai 100%, 

50%, 25%, 12,5 %, 

6,25% 

Menggunakan  

persamaan:  

N1xV1=N2xV2 

N1=Konsentrasi 

awal 

N2=Konsentrasi 

akhir 

V1=Volume awal 

V2=Volume 

akhir. 

 

Ekstrak 

etanol daun 

mimba 

(Azadirachta 

indica A. 

Juss) 100%, 

50%,25%, 

12,5%, dan 

6,25%. 

Ordinal  

2 Daya 

hambat 

pada 

pertumbuh

an bakteri 

Staphyloco

ccus 

aureus. 

 

Pertumbuhan 

bakteri yang 

terbentuk setelah 

variabel terikat dan 

kontrol positif serta 

negatif diberikan 

dengan 

menggunakan 

metode disc 

diffusiion.  

 

Menggunakan 

jangka sorong 

untuk 

mengukur zona 

hambat 

Zona hambat  

pertumbuhan 

bakteri (mm) 

Numerik  

3. Daya 

hambat 

pada 

pertumbuh

an bakteri 

Escherichi

a coli  

Pertumbuhan 

bakteri yang 

terbentuk setelah 

variabel terikat dan 

kontrol positif serta 

negatif diberikan 

dengan 

menggunakan 

metode disc 

diffusiion.  

 

Menggunakan 

jangka sorong 

untuk 

mengukur zona 

hambat 

Zona hambat  

pertumbuhan 

bakteri (mm) 

Numerik 
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3.6 Sampel Penelitian 

Dalam penelitian ini dilakukan pemberian kadar ekstrak daun mimba yang 

diuji, yaitu pada kadar 100 %, 50 % , 25 %, 12,5%, dan 6,25% , serta 

dilakukan uji kontrol positif dengan memberikan antibiotik ciprofloxacin 5 

μg  untuk bakteri Escherichia coli dan Amoxicillin 30 μg  untuk 

Staphylococcus aureus sedangkan kontrol negatif dengan pemberian aquades. 

Pembuatan konsentrasi dihitung sebagai berikut Untuk menentukan 

banyaknya pengulangan yang dilakukan digunakan rumus Federer (Sudigdo 

et al., 2014): 

(n-1) (k-1) ≥ 15 

(n-1) (7-1) ≥ 15 

(n-1) 6 ≥ 15 

6n – 6≥ 15 

n ≥ (15 + 6) / 6 

n ≥  3,5 

Keterangan : 

n = banyaknya sampel (pengulangan) 

k = banyaknya perlakuan 

Dengan demikian, setiap kelompok perlakuan terdapat minimal 3,5 sampel. 

Peneliti memilih menggunakan 3,5 sampel untuk tiap kelompok perlakuan. 

Besar sampel dibulatkan menjadi 4 untuk menghindari kesalahan dengan 

jumlah kelompok perlakuan sebanyak 7 kelompok sehingga jumlah seluruh 

subjek penelitian sebanyak 28 sampel. 
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3.7 Kelompok Perlakuan 

Tabel 2. Kelompok Perlakuan Bakteri Staphylococcus aureus 
Kelompok Perlakuan 

K(-) Kelompok Staphylococcus aureus  yang diberikan  aquadest 

sebagai kontrol (-) 

PS1 Kelompok Staphylococcus aureus  yang diberikan ekstrak daun 

mimba dengan konsentrasi 100% 

PS2 Kelompok Staphylococcus aureus  yang diberikan ekstrak daun 

mimba dengan konsentrasi 50% 

PS3 Kelompok Staphylococcus aureus  yang diberikan ekstrak daun 

mimba dengan konsentrasi 25% 

PS4 Kelompok Staphylococcus aureus  yang diberikan ekstrak daun 

mimba dengan konsentrasi 12,5% 

PS5 Kelompok Staphylococcus aureus  yang diberikan ekstrak daun 

mimba dengan konsentrasi 6,25% 

K(+) Kelompok Staphylococcus aureus  yang diberikan  Amoxicillin  

30  μg sebagai kontrol (+) 

 

 

 

Tabel 3. Kelompok Perlakuan Bakteri Escherichia coli 
Kelompok Perlakuan 

K(-) Kelompok Escherichia coli  yang diberikan  aquadest sebagai 

kontrol (-) 

PE1 Kelompok Escherichia coli yang diberikan ekstrak  daun mimba 

dengan konsentrasi 100% 

PE2 Kelompok Escherichia coli yang diberikan ekstrak daun mimba 

dengan konsentrasi 50% 

PE3 Kelompok Escherichia coli yang diberikan ekstrak daun mimba 

dengan konsentrasi 25% 

PE4 Kelompok Escherichia coli yang diberikan ekstrak  daun mimba 

dengan konsentrasi 12,5% 

PE5 Kelompok Escherichia coli yang diberikan ekstrak  daun mimba 

dengan konsentrasi 6,25% 

K(+) Kelompok Escherichia coli yang diberikan  Ciprofloxacin  5 μg 

sebagai kontrol (+) 
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3.8 Prosedur Penelitian 

3.8.1 Uji Determinasi dan Pembuatan Ekstrak Daun Mimba  

 

A. Uji Determinasi Daun Mimba 

 

Uji determinasi daun mimba akan dilakukan di Laboratorium Botani 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA) 

Universitas Lampung 

B. Ekstraksi Daun Mimba 

 

Daun mimba sebanyak 3 kg dipotong kecil-kecil menggunakan 

gunting, selanjutnya dikeringkan dengan sinar matahari sedang 

selama 3 hari. Kemudian sampel dihaluskan dengan blander hingga 

menjadi serbuk. Serbuk daun mimba ditimbang sebanyak 500 gram 

menggunakan timbangan digital. Serbuk dimasukkan kedalam gelas 

baker dengan menambahkan pelarut etanol 96% sebanyak 1000 ml 

dengan dilakukan remaserasi pada daun mimba. Kemudian 

dilakukan pengadukan dalam dua kali sehari selama 10 menit. Proses 

maserasi dilakukan selama 3x24 jam dalam suhu ruang, lalu antara 

filtrat dan residu disaring menggunakan corong dan kertas saring. 

Filtrat yang terkumpul dipekatkan dengan rotary evaporator pada 

suhu 68ºC hingga ekstrak menjadi pekat. Pembuatan konsentrasi 

ekstrak etanol daun mimba ada empat macam yaitu 100%, 50%, 

25%, 12,5%, dan 6,25%. Kemudian dilakukan uji kontrol positif 

dengan memberikan antibiotik ciprofloxacin 5 μg untuk bakteri 

Escherichia coli dan Amoxicillin 30 μg untuk bakteri 
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Staphylococcus aureus. Sedangkan kontrol negatif dengan 

pemberian aquades.  

 

3.8.2 Sterilisasi Alat 

Sterilisasi dilakukan dengan menggunakan autoklaf pada suhu 120C 

selama 15-20 menit agar terbebas dari pengaruh mikroorganisme lain 

yang dapat mempengaruhi hasil penelitian. Alat-alat ditunggu sampai 

mencapai suhu ruangan dan kering setelah itu baru bisa digunakan 

 

3.8.3 Pembuatan Media Mueller Hinton Agar (MHA) 

 

Media Mueller Hinton Agar 3,4 g dilarutkan dalam 100 ml aquades, lalu 

dipanaskan sampai larut. Media disterilisasi dengan autoklaf selama 15 

menit pada suhu 121C 

 

3.8.4 Uji Identifikasi Bakteri 

A. Inokulasi Pada Media Selektif  

 

Penanaman dilakukan dengan cara hasil kultur bakteri diinokulasikan 

pada media Mannitol Salt Agar, kemudian diinkubasi pada 37C 

selama 24 jam. Hasil pertumbuhan koloni Staphylococcus aureus 

ditandai dengan perubahan warna dari merah menjadi kuning 

(Husniah, 2019). Isolasi Escherichia coli dilakukan dengan 

melakukan inokulasi kultur ke media diferensial Mac Conkey Agar 

(MCA) (Swetha et al., 2014). 
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B. Pewarnaan Gram 

Metode pewarnaan Gram digunakan untuk menentukan bakteri yang 

telah dikultur merupakan bakteri gram positif atau negatif dimana 

dilakukan prosedur sebagai berikut : 

a. Buat apusan dari tiap bakteri  

b. Teteskan pewarna dasar crystal violet, biarkan terendam selama 

1 – 2 menit.  

c. Cuci kelebihan pewarna dengan air mengalir secara hati hati.  

d. Tetesi apusan dengan lugol atau garam iodin, biarkan selama 1-

2 menit.  

e. Buang kelebihan reagen, jangan dicuci dengan air.  

f. Rendam apusan dalam alcohol 96% selama 30 detik.  

g. Cuci apusan dengan air mengalir secara hati-hati.  

h. Warnai dengan safranin selama 1 menit sebagai warna 

pembanding  

i. Cuci kembali safranin yag berlebih di air mengalir lalu 

dikeringkan  

j. Amati apusan di bawah mikroskop, gambar serta beri 

keterangan.  

C. Uji Katalase 

Uji katalase dilakukan untuk mendeteksi adanya enzim sitokrom 

oksidase. Uji ini dilakukan dengan meneteskan larutan hidrogen 

peroksida 3% ke kaca objek yang telah ditambahkan bakteri uji. Jika 

terbentuk gelembung, maka hal tersebut menunjukkan hasil tes 
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positif. Hal tersebut menandakan bahwa terdapat bakteri 

Staphylococcus sp.  

 

D. Uji Biokimiawi 

a. Uji Gula-gula 

Uji gula-gula bertujuan untuk melihat kemampuan bakteri untuk 

memfermentasi gula-gula. Larutan gula yang dipakai adalah 

glukosa, laktosa, mannitol, sukrosa. Hasil positif ditandai dengan 

perubahan warna dari biru menjadi kuning (Molita, 2017).  

 

b. Uji Indol  

Uji Indol dilakukan dengan menyiapkan media agar miring SIM 

pada tabung reaksi. Inokulasikan bakteri sebanyak satu ose dalam 

tabung reaksi yang berisi media SIM tersebut. Inkubasikan biakan 

selama 24 jam pada suhu 37C. Setelah itu ditetesi dengan 

pereaksi kovac sebanyak 10 tetes lalu dikocok secara perlahan 

dan diamati perubahan warna yang terjadi 

 

c. Uji TSIA 

Uji TSIA dilakukan dengan menginokulasikan biakan bakteri 

pada media TSIA Diambil 1 ose koloni bakeri ditanam dengan 

cara ditusuk ke dalam media kemudian diangkat dan digoreskan 

pada permukaan media TSIA, selanjutnya diinkubasi selama 24 

jam pada suhu 37C. Hasil uji positif akan terjadi perubahan 
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warna pada media TSIA dibagian lereng dan dasar, terbentuknya 

H2S, serta media akan terangkat atau pecah.  

 

3.8.5 Uji Aktivitas Antibakteri  

 

A. Pengenceran Ekstrak Etanol Daun Mimba 

 

1. Pada pengenceran 100%, ekstrak etanol daun mimba tidak 

dilarutkan dengan akuades  

2. Pada pengenceran 50%, larutkan 10 ml ekstrak etanol daun 

mimba ke dalam 10 ml akuades di dalam tabung reaksi.  

3. Pada pengenceran 25%, larutkan 10 ml ekstrak etanol daun 

mimba konsentrasi 50% ke dalam 10 ml akuades di dalam tabung 

reaksi.  

4. Pada pengenceran 12,5%, larutkan 10 ml ekstrak etanol daun 

mimba konsentrasi 25% ke dalam 10 ml akuades di dalam tabung 

reaksi.  

5. Pada pengenceran 6,25%, larutkan 10 ml ekstrak etanol daun 

mimba konsentrasi 12,5% ke dalam 10 ml akuades di dalam 

tabung reaksi.  

6. Kelima larutan tersebut kemudian dikocok hingga homogen.  
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B. Uji Diameter Zona Hambat dengan Metode Disc Diffusion 

 

1. Teteskan masing-masing cakram uji kosong dengan 50 μl 

larutan stok konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12,5%, dan 6,25%  

kemudian diamkan selama 15 menit.  

2. Teteskan cakram uji kosong dengan 50 μl akuades sebagai 

kontrol negatif, kemudian diamkan selama 15 menit.  

3. Tempelkan cakram antibiotik siproflosaksin 5μg dan 

Amoxicillin 30 μg sebagai kontrol positif, kemudian diamkan 

selama 15 menit.  

4. Encerkan bakteri dengan mencampurkan 1 ose suspensi bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli ke dalam tabung 

reaksi yang telah berisi larutan NaCl  

5. Homogenkan menggunakan vortex dan kekeruhannya 

distandarisasi dengan konsentrasi 0,5 Mc Farland sehingga 

jumlah bakteri sesuai standar untuk uji kepekaan, yaitu 105 -

108 /ml.  

6. Oleskan larutan bakteri yang telah distandarisasi tadi pada 

media Mueller-Hinton Agar.  

7. Letakkan cakram uji yang telah ditetesi larutan stok, akuades, 

dan amoxicillin o30 μg untuk bakteri Staphylococcus aureus 

dan ciprofloxacin 5 μg untuk bakteri Escherichia coli aureus di 

atas permukaan media Mueller Hinton Agar secara higienis di 

dalam laminar air flow.  
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8. Media yang telah dibuat tadi kemudian diinkubasi dengan suhu 

37C selama 48 jam.  

9. Setelah 48 jam, ukur diameter zona terang (clear zone) dengan 

menggunakan penggaris atau jangka sorong. Prosedur di atas 

dilakukan pengulangan sebanyak 4 kali pada setiap variabel 

terikat.  
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3.9 Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gambar 11.  Diagram Alur penelitian 

Pembuatan ekstrak daun mimba dengan 

metode maserasi selama 72 jam 

Uji daya hambat bakteri Staphylococcus 

aureus dan Escherichia coli metode disc 

diffusion 
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K(+) 

Ciprofloxacin 5  

μg dan 

Amoxicillin 30  

μg sebagai 

kontrol (+) 
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3.10 Pengolahan dan Analisis Data 

Analisis data dilakukan dengan menggunakan uji statistik parametrik jika 

data terdistribusi normal dan varian antar kelompok sama. Untuk 

mengetahui normal atau tidaknya distribusi data, dilakukan analisis 

normalitas menggunakan uji Shapiro-Wilk, sedangkan untuk mengetahui 

varian antar kelompok dilakukan uji homogenitas dengan uji lavene 

statistik. Apabila data terdistribusi normal dan homogen, maka dapat 

dilakukan uji One Way ANOVA untuk melihat signifikansi tiap kelompok. 

Apabila terdapat perbedaan bermakna antar kelompok yang ditandai 

dengan p < 0,05 , maka diuji lebih lanjut dengan uji post-hoc Least 

Significant Differences (LSD). Selanjutnya digunakan uji statistik 

Independent T-test. Analisis ini digunakan untuk menganalisis variabel 

bebas dan terikat, yaitu untuk mengetahui efektivitas pemberian ekstrak 

etanol daun mimba (Azadirachta indica A. Juss) Terhadap pertumbuhan 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Interpretasi uji statistik ini, 

yaitu : 

1. Bila p<α (0,05) maka hasil bermakna, yang artinya Ha diterima 

dan Ho ditolak, terdapat perbedaan bermakna antara variabel 

independen dan dependen atau hipotesis penelitian diterima.  

2. Bila p>α (0,05) maka hasil tidak bermakna, yang artinya Ha 

ditolak dan Ha, tidak mendukung adanya perbedaan yang 

bermakna dan tidak ada pengaruh variabel independen terhadap 

dependen atau hipotesis penelitian ditolak. 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1 Kesimpulan 

 

Berdasarkan penelitian berikut didapatkan kesimpulan bahwa terdapat 

pengaruh efektivitas antibakteri ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta 

indica A. juss) terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli dengan terdapatnya zona hambat yang terbentuk pada media 

uji yang diberikan ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta indica A. juss) 

konsentrasi terendah yaitu pada konsentrasi 6,25% . 

 

5.2 Saran  

1. Perlu dilakukan penelitian dengan menggunakan ekstrak etanol daun 

mimba (Azadirachta indica A. juss) sebagai kontrol positif pada penelitian 

selanjutnya. 

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai kadar hambat minimum 

dan kadar bunuh mininum ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta indica 

A. juss) terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. 

3. Perlu dilakukannya penelitian lanjutan terkait aktivitas antibakteri ekstrak 

daun mimba (Azadirachta indica A. juss) terhadap petumbuhan bakteri 

gram positif dan gram negatif lainnya. 
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