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POTENSI ANTIBAKTERI EKSTRAK ET ANOL DAUN MIMBA 
(Azadiracltta indica A. Juss) TERHADAP Salmonella pullorum 

Maria Ekarista Ari 

ABSTRACT 

The neem leaves (Azadirachta indica A. Juss) have several active substance 
such as Oavonoids, saponins, tannins, terpenoids, alkaloids, and polyphenols, 
which are potential as antibacterials agents. The neem leaves are extracted with 
maceration method using ethanol solvent, then pulled in vitro against Salmonella 
pullorum. Salmonella pullorum is a bacterium that causes pullorum disease in 
poultry, especially chickens and turkeys. Neem leaf extract was diluted using 
DMSO I%. The dilution method used six treatments and two controls to determine 
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and continued by streaking on the 
Salmonella Shigella Agar (SSA) medium to determine the Minimum Bacteriocide 
Concentration (MBC). The treatment used were I%, 2,5%, 5%, 7,5%, I 0%, 
12,5%, control negative and control positive. The treatment group contained of 
Salmonella pullorum and neem leaf extract, control negative contains of 
Salmonella pullorum and aquades, control positive which used Ciprofloxacin 
antibiotics and Salmonella pullorum, each treatment was repeated with three 
repetitions respectively. The MJC value can not be determined because all the 
MIC test tubes show similar turbidity, and there is no turbidity difference between 
before incubation and the last incubated. MBC test results showed neem leaf 
extract treated bacteriocide to Salmonella pu/lorum at 5% concentration. 

Key words: neem, antibacteria, Salmonella pullorum, dilution 
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BAB 1 PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang Penelitian 

Penyaldt infeksius yang menyerang unggas menjadi kendala utama dalam 

usaha petemakan unggas saat ini terutama di Indonesia. Kasus penyakit infeksius 

dapat menyebabkan kerugian yang sangat besar pada sektor petemakan unggas. 

Salah satu penyakit yang banyak merugikan peternak adalah penyakit pullorum 

atau yang biasa disebut penyakit berak kapur. Penyakit ini menyerang unggas 

terutama ayam dan kalkun. Penyakit pullorum disebabkan oleh Salmonella 

pullorum, menyerang ayam muda dan itik urnur 2-3 minggu dengan tingkat 

mortalitas tinggi (Quinn et al. , 2011 ). Penyakit pullorurn juga menyebabkan 

penurunan produksi telur, daya tetas menurun, angka morbiditas serta mortalitas 

yang tinggi mencapai 80- 1 00% (Shah el al., 2005). 

Pengendalian penyakit pullorum juga diatur oleh pemerintah dengan 

melakukan uji serologik pada semua parent stock yang dipelihara di breeding 

farm. Sejauh ini kejadian penyakit tersebut di tingkat breeder tergolong sangat 

jarang. Beberapa penelitian yang dilakukan menyebutkan bahwa, penyakit ini 

tersebar di berbagai peternakan ayam di Indonesia waJaupun frekuensi 

kejadiannya masih tergolong rendah (Tabbu, 2004). Pada penelitian yang 

dilakukan Wiedosari dan W ahyuwardani (20 15) persentase kasus pullorum di 

kabupaten Sukaburni dan Bogor (Jawa Barat) pada tahun 2012 sekitar 10%. 

Pengobatan penyakit pullorurn di lapangan masih menggunakan berbagai 

Jems antibiotik seperti Teramycin (Murtidjo, 2006). Menurut Tabbu (2004) 
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penyalcit pullorum dapat diobati menggunakan antibiotik furazolidon, 

kJortetrasiklin , dan kelompok kuinolon. Penggunaan kJortetrasiklin telab 

dilaporkan dapat rnenimbulkan resistensi pada ayam. Keadaan ini sesuai dengan 

pendapat Kusumaningsih dan Sudarwanto (20 11) yang menyatakan bahwa 

Salmonella enteritidis asal telur telah dilaporkan menunjukk:an resistensi yang 

tinggi terhadap tiga jenis antibakteri yaitu neomisin, doksisiklin, dan 

siprofloksasin, sedangkan Salmonella enteritidis asal manusia resisten terhadap 

antibakteri streptomisin, neomisin, tetrasiklin, dan doksisikJin. 

Penggunaan antibiotik yang berlebihan dapat dicegah dengan 

memanfaatkan sumber daya alam berupa tanaman sebagai antibakteri alarni untuk 

mengobati penyakit pada hewan. Penggunaan tanaman sebagai obat semakin 

diminati karena lebih aman dan relatif lebih murah. Ekstrak dari berbagai tanaman 

telah terbukti marnpu menghambat pertumbuhan bakteri. Penggunaan tanaman 

sebagai antibakteri mempunyai peran penting dalam mengendalikan penyalcit 

infeksi (Sheikh eta/., 20 12). 

Salah satu tanaman yang potensial sebagai antibiotika alarni adalah mimba 

(Azadirachta indica). Tanaman ini merupakan tanaman yang potensial karena 

tahan panas dan mempunyai banyak manfaat. Tanaman mimba dapat 

dimanfaatkan sebagai insektisida, fungisida, akarisida, dan nematisida (Puspitasari 

dkk., 2009) .. Penelitian lain telah melaporkan manfaat tanaman rnimba sebagai 

antibakteri. Ekstrak heksan biji rnimba mampu menghambat Pseudomonas 

aerogenosa, E. coli, dan Streptococcus pyogenes (El-Mahmood et al., 201 0). 

Ekstrak daun mimba mampu menghambat Bacillus cereus, Enterococcus 
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faecalis, Eschericihia coli, Kleibsiella pneumoniae, Neisseria gonohorreae, 

Proteus mirabilis, Stapy/ococcus aureus (Pritima dan Pandian, 2008). 

Menurut Ayin.i dkk., (2014) ekstrak daun mimba pada konsentrasi 5% 

mampu menghambat Vibrio algynoliticus (MIC), sedangkan konsentrasi yang 

mampu membunuh Vibrio algynoliticus terdapat pada konsentrasi 12,5% (MBC). 

Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan Ambarwati (2007), bahwa 

rendaman serbuk biji mimba pada konsentrasi 12,5% efektif menghambat 

Salmonella thyposa dengan diameter hambatan (tidak termasuk diameter paper 

disc) 18,67 mm dan Staphy/ococus aureus sebesar 19,67 mm. 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan pemaparan masalah di atas maka dapat dirumuskan: 

1. Apakah ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta Indica A. Juss) mempunyai 

potensi antibakteri terhadap Salmonella pullorum? 

2. Berapakah Minimum Bacteriocide Concentration (MBC) dan Lethal 

Concenlration 50 (LC50) ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta Indica A. 

Juss) terhadap Salmonella pul/orum? 

1.3 Landasan Teori 

Daun mirnba mengandung beberapa senyawa yang berperan sebagai 

antibakteri. ldentifikasi senyawa daun mimba rnenggunakan uji fitokirnia 

menunjuk.kan bahwa daun mimba mengandung senyawa flavonoid (1,05%), 

saponin (3, 14%), tanin ( 4,05%), terpenoid (2,33%), alkaloid (5 , 18%), dan 

poliphenol (7,16%) (Sayekti, 2015). Menurut Ramadhani dkk. (2017) senyawa 
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yang berperan pada daun mimba adalah saponin. Hal ini dibuktikan dengan noda 

zona hambatan pada lempeng KL T ketika disemprot dengan pereaksi SbCb 

terbentuk warna ungu. ldentifikasi menggunakan skrin ing fitokimia menunjukkan 

bahwa senyawa yang berperan sebagai antibakteri dalam ekstrak etanol daun 

mimba adalah alkaloid, terpenoid, steroid, tanin, dan asam lemak (Handayani 

dkk. , 20 12). Senyawa flavonoid merusak membran sitoplasrna, menghambat 

sintesis asam nukleat, serta menghambat metabolisme energi bakteri (Kwon el a/., 

2010). Alkaloid merusak komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri 

(Robinson 1995 dalam Ayini dkk. , 2014). Saponin mengganggu stabilitas dan 

permeabilitas membran sel bakteri (Cheok el a/. , 20 14). Senyawa tanin 

mengbambat bakteri dengan cara menghancurkan membran plasma bakteri yang 

tersusun atas lemak dan protein (Mailoa et a/., 20 14). Tanin juga menginaktifkan 

enzim, menginaktifkan adhesi sel mikroba, dan mengganggu transport protein 

pada lapisan dalam sel (Rijayanti, 2014). Daun mimba memiliki aktivitas 

antibakteri terhadap beberapa bakteri. Ekstrak etanol daun mimba mampu 

menghambat Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus dan Shigella jlexneri 

(Handayani dkk .. 2012). Pada penelitian yang dilakukan Ayini dkk. (2014) uji 

ekstrak daun mimba terhadap Vibrio algynolilicus pada konsentrasi 5% sudah 

mampu menghambat bakteri (MIC) sedangkan kadar bunuh minimumnya (MBC) 

pada konsentrasi 12,5%. Hal ini sejalan dengan pendapat Ambarwati (2007) 

bahwa rendaman serbuk biji mimba pada konsentrasi 12,5% efektif menghambat 

Salmonella lhyposa dengan diameter hambatan (tidak termasuk diameter paper 

disc) sebesar 18,67 mm dan Staphylococus aureus sebesar 19,67 mm . 
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1.4 Tujuao Penelitian 

Tujuan yang dicapai dari penelitian ini adalah: 

1. Mengetahui potensi antibakteri ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta 

indica A. Juss) terhadap Salmonella pullorum 

2. Mengetahui Minimum Bacteriocide Concentration (MBC) dan Lethal 

Concentration 50 (LC5o) ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta Indica A. 

Juss) terhadap Salmonella pullorum 

1.5 Maofaat dan Hasil Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah basil dari penelitian ini dapat dijadikan 

inforrnasi ilmiah bahwa daun mimba mempunyaj daya antibakteri terhadap 

Salmonella pullorum. 

1.6 Hipotesis 

I. Ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta indica A. Juss) mempunyai potensi 

antibakteri terhadap Salmonella pullorum 

2. Ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta indica A. Juss) pada kadar tertentu 

dapat membunuh Salmonella pullorum 
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Tanaman Mimba (Azadirachta indica) 
2.1.1 KJafikasi dan Morfologi Tanaman Mimba (Azadirachta indica) 

Menurut Pankaj eL al. (2011) berdasarkan taksonominya mimba tergolong: 

Kingdom :Plantae 

Divisi : Spermatophyta 

Kelas : Dycotiledoneae 

Or do : Rutales 

Sub Ordo : Rutinieae 

Famili : Meliaceae 

Sub farnili : Meliadeae 

Genus : Azadirachta 

Spesies : Azadirachta indica 

Gambar 2.1 Morfologi tanaman mimba berbatang tegak, daun majemuk, letak 

berhadapan, bentuk lonjong, dan tepi bergerigi 
(Sumber:Dokumcntasi pribadi) 

6 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI Potensi Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Mimba  
(Azadirachta indica A. Juss) Terhadap Salmonella pullorum 

 

Maria Ekarista Ari



7 

Mimba (Azadirachta indica) merupakan tanaman dengan batang tegak 

dan didukung oleh akar tunggang. Permukaan batangnya kasar, berkayu dan 

memiliki kulit kayu yang tebal. Tinggi tanaman mimba bisa meneapai 30 meter 

dengan diameter batang meneapai 2-5 meter dan diameter kanopi meneapai 10 

meter. Daun mimba majemuk, letak berhadapan, bentuk lonjong, tepi bergerigi, 

ujung laneip, panjang 5-7 em, Iebar 3-4 em, tangkai daun panjang 8-20 em, dan 

berwama hijau yang dapat dilihat pada Gambar 2.1 . Biji bulat diameter 1 em, dan 

berwama putih. Mimba tumbuh baik di daerah panas di ketinggian 1-7000 meter 

dari permukaan taut (Kardinan, 2000). 

Menurut Ramadhani dkk. (20 17) ekstrak etanol daun mimba berwarna 

hitam kehijauan., berbau khas, konsistensi kental, rasa pahit, kadar abu ekstrak 

etanol sekitar 5,5 %, dan susut pengeringan sekitar 12%. 

2.1.2 Kaodungan Bahan Aktif di dalam Daun Mimba (Azadirachta indica A. 
Juss) 

Daun mimba mengandung beberapa senyawa yang berperan sebagai 

antibakteri. ldentifikasi senyawa daun mimba menggunakan uji fitokimia 

menunjukkan bahwa daun mimba mengandung senyawa flavonoid (I ,05%), 

saponin (3 ,14%), tanin (4,05%), terpenoid (2,33%), alkaloid (5 ,18%), dan 

poliphenol (7, 16%) (Sayekti, 2015). 

Senyawa flavonoid mempunyai peran sebagai antibakteri, bersinergi 

dengan antibiotik. dan dapat menekan pertumbuhan bakteri. Mekanisme flavonoid 

sebagai antibakteri sebagai berikut, yaitu rnerusak membran sitoplasma 

(disebabkan oleh perforasi dan penurunan kestabilan membran), menghambat 
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sintesis asam nukleat, serta menghambat metabolisme energi bakteri dengan cara 

penghambatan NADH-cytochrome c reductase (Chusnie and Lamb, 2011). 

Flavonoid menghambat fase sintetik pada proses pembentukan DNA dan RNA 

akibatnya terjadi penghambatan sintesis asam nukleat dan bahan utama 

pembentuk bahan genetik DNA dan RNA. Sehingga terjadi gangguan 

pembentukan inti sel bakteri dan terjadi apoptosis sel bakteri dan sel bakteri 

mengalami kematian a tau lisis (K won eta/., 20 I 0). 

Senyawa alkaloid yang mempunyai kemampuan sebagai antibakteri 

dengan cara mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri 

sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan 

kematian sel (Robinson 1995 dalam Ayini dkk., 20 14). 

Saponin bekerja sebagai antibakteri dengan mengganggu stabilitas 

membran sel bakteri, sehingga menyebabkan sel bakteri !isis serta mengganggu 

permeabilitas membran sel bakteri yang mengakibatkan kerusakan membran sel 

dan menyebabkan keluarnya berbagai komponen penting dari dalam sel bakteri 

seperti protein, asam nukleat dan nukleotida (Cheok et al., 20 14). 

Senyawa tanin merupakan polifenol yang dapat menghambat bakteri 

dengan menghancurkan membran plasma bakteri yang tersusun atas lemak dan 

protein dengan perbandingan 40% dan 60%. Tanin akan bereaksi dengan protein 

dan membentuk ikatan hidrogen sehingga protein terdenaturasi. Akibatnya 

membran sel bakteri rusak. Kerusakan ini akan menghambat masuknya nutrisi 

untuk bakteri untuk menghasilkan energi , sehingga pertumbuhan bakteri akan 

terhambat dan bakteri mati (Mailoa et a/., 2014). Tanin juga mempunyai daya 
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antibakteri dengan cara menginaktifkan enz1m, menginaktifkan adhesi sel 

mikroba, dan mengganggu transport protein pada lapisan dalam sel (Rijayanti, 

2014). 

Menurut Ramadhani dkk. (2017) senyawa paling berperan pada daun 

mimba sebagai antibakteri diduga adalab senyawa saponin . . Hal inj dibuktikan 

dengan noda zona hambatan pada lempeng KL T ketika disemprot dengan 

pereaksi SbCb terbentuk wama ungu. ldentifikasi menggunakan skrining 

fitokimia menunjukkan bahwa senyawa yang berperan sebagai antibakteri dalan1 

ekstrak etanol daun mimba adalah alkaloid, terpenoid, steroid, tanin, flavonoid, 

dan asam lemak (Handayani dkk., 2012). Ekstrak etanol daun mimba berpotensi 

sebagai antibakteri karena mengandung senyawa saponin, alkaloid, terpenoid , 

steroid, tanin, flavonoid, dan asam lemak. 

2.2 Salmonella pullorum 
2.2.1 KJafikiasi Salmonella pullorum 

Berdasarkan Bergey 's Manual of Determinativa Bacteriology (Holt et al., 

1994) dan Dwidjoseputro, (2003) Salmonella pullorum dapat diklasifikasikan 

sebagai berikut : 

Kingdom : Procaryotae 

Divisi : Protophyta 

Kelas : Schizomycetes 

Or do : Eubacteriales 

Famili : Enterobacteriaceae 

Genus : Sallrnonella 
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Spesies : Salmonella pullorum 

2.2.2 Sifat dan Pertumbuhan Salmonella pullorum 

Salmonella pullorum merupakan serotype dari Salmonella enterica 

(McVey e/ al., 2013), berbentuk batang langsing dengan ukuran panjang l-2,5 11m 

dan Iebar 0,3-0,5 11m. Bersifat Gram negatif, tidak bergerak, tidak membentuk 

spora dan tidak berkapsul. Salmonella pullorum tumbuh optimum pada suhu 

37°C (Timoney et al., 1988). Bersifat aerob dan fakultatif anaerob dan pH 6,8-7,2 

(Iman dkk., 2011 ). Morfologi Salmonella pullorum dapat dilihat pada Gambar 2.2 

dibawah ini. 

.· 
• 

Gam bar 2.2. Salmonella pullorum bentuk batang langsing (tanda panah), Gram 
negatif, tidak membentuk spora dan tidak berkapsul, perbesaran 
l OOOX (Sumber: Dokumentasi pribadi) 

Koloni Salmonella pullorum pada Nutrient Agar (NA) berbentuk bulat, 

cernbung, halus, rnengkilap, dan licin. Pada media Mac Conkey Agar (MCA) 
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koloni berbentuk bulat, cembung, tidak berwarna sampai koloni keabu-abuan, 

pada media Salmonella Shigella Agar (SSA) koloni bulat. cembung, halus, jernih, 

tembus pandang, dan terdapat black spot karena bakteri menghasilkan H2S. pada 

media Sulfide Indo/ Motility (SIM) menunjukkan sifat non motil kerena tidak 

terbentuknya bentukan seperti cemara terbalik dan terdapat bentukan warna hitam 

yang menunjukkan adanya H2S. Pada media Triple Sugar Iron Agar (TSIA) 

menunjukkan sifat basa (merah) pada bidang miring dan asam (kuning) pada 

bidang tegak, membentuk gas dan memproduksi H2S. Pada uji urease bersifat 

negatif, uji Methyl Red (MR) menunjukkan reaksi positif dengan terjadinya 

perubahan warna indikator menjadi merah, uji Voges Proskauer (VP) negatif. 

Salmonella pullorum dapat memfermentasi glukosa dan membentuk gas, tidak 

dapat memfementasi dulcitol dan maltosa (Quinn et al., 2011). 

2.2.3 Cara peoularan Salmonella pullorum 

Salmonella pullorum menyerang unggas terutama ayam dan kalkun. Pada 

ayam derajat adaptasi terhadap bakteri tersebut lebih tinggi daripada kalkun yang 

derajat adaptasinya rendah (Tabbu, 2004). Salmonella pullorum dapat menular per 

oral, per inhalasi atau kongenital. Penularan per inhalasi terjadi di dalam mesin 

penetas telur dan di dalam kandang anak ayam. Penularan kongenital terjadi 

melalui telur. Apabila anak ayam menetas maka bakteri dapat berkembang di 

dalam saluran pencemaan anak ayam (Iman dkk. , 201 1). 

Penularan Salmonella pullorum juga dapat terjadi selama periode 

penetasan dari anak ayam yang terinfeksi kepada anak ayam yang tidak terinfeksi. 

Penularan dalam suatu flok akibat adanya kanibalisme dari ayam yang terinfeksi, 
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memakan telur yang terinfeksi, masuknya Salmonella puflorum melalui luka, 

melalui pakan yang tercemar, melalui kandang atau peralatannya, dan produk asal 

unggas yang tercemar bakteri tersebut yang digunakan sebagai bahan pakan 

(Tabbu, 2004). 

2.2.4 Gejala Klinis Penyakit Pullorum 

Salmonella pullorum patogen terhadap anak-anak ayam umur 1-7 hari dan 

dapat mencapai kematian hingga 90% dengan gejala enteritis. Pacta ayam dewasa 

menyebabkan ovaritis, turunnya produksi telur dan kematian (lman dkk., 2011). 

Masa inkubasi sekitar 4-5 hari danjalannya penyakit selama 5-12 hari. Pacta anak 

ayam penyakit pullorum ditandai dengan gejala lesu, bergerombol di bawah 

pemanas, kehilangan nafsu makan, sayap terkulai, feses berwarna putih 

menyerupai kapur (pasta), kadang bercampur ekskreta berwarna cokelat kehijauan 

di sekitar kloaka. Anak ayam yang sembuh akan mengalarni gangguan 

pertumbuhan, berat badan yang menurun. dan gangguan pertumbuhan bulu. Pacta 

ayam dewasa yang terinfeksi menunjukkan gejala jengger yang pucat, keriput, 

mengecil, dan berwarna kelabu. Produksi telur menurun, fertilitas dan daya tetas 

telur menurun. Ayam terlihat lesu, nafsu makan menurun, diare, dan dehidrasi 

(Tabbu, 2004). 

Salmonella pullorum tahan berbulan-bulan bahkan beberapa tahun pacta 

suhu lingkungan tetapi mudah dimusnahkan dengan menggunakan desinfektan 

atau formalin yang biasa dipakai untuk fumigasi pada mesin penetasan. Beberapa 

altematif tindakan untuk mengurangt k~jadian pullorum antara lain, 
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mengeliminasi atau tidak mencampur ayam yang sehat atau bebas dengan ayam 

karrier Salmonella pullorum. Menjaga sanitasi kandang dan lingkungan terutama 

dari rodent dan serangga lain sebagai pembawa Salmonella pullorum. Pada usaha 

pembibitan ayam, pullorum tes wajib diJakukan dan ayam yang positif harus 

dilakukan culling atau dimusnahkan sehingga siklus Salmonella pullorum terputus 

(Suwito dkk. , 201 0). 

2.3 Uji Antibakteri 

Antibakteri merupakan zat kemoterapeutika yang berasal dari produk 

rnikroorganisme yang bersifat bak:teriostatik atau menghambat pertumbuhan 

bakteri, tetapi pada konsentrasi yang lebih besar dapat bersifat bakteriosid atau 

membunuh bakteri (lman dkk. , 2011). Antibiotik digunakan sebagai obat untuk 

mengobati penyakit infeksi pada manusia, hewan atau tumbuhan. Dapat berupa 

bahan aJami, sintetik dan semi sintetik (Quinn et al., 2011 ). 

Percobaan untuk mengetahui antibiotik yang paling sesuai untuk 

pengobatan yang efektif pada suatu penyakit tertentu dapat dilakukan pada isolat 

bakteri. Percobaan ini disebut sebagai uji in vitro. Uji in vitro tidak dapat 

menunjukkan berbagai faktor yang mempengaruhi aktivitas antibakteri secara in 

vivo. Beberapa cara yang sering digunakan untuk uji antibak:teri diantaranya 

adalah dilusi agar dan cara diffusi (Quinn et al., 2011) 

Metode dilusi merupakan seri pengenceran antibakteri pada media broth 

dan bakteri standar yang dimasukan dalam tabung, kemudian diinkubasikan pada 

suhu 37°C selama 24 jam. Metode dilusi digunak.an untuk menentukan Minimum 

lnhibit01y Concentration (MIC) dan Minimum Bacteriocide Concentration 
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(MBC) dari suatu antibakteri pada bakteri uji. Minimum Inhibitory Concentration 

adalah pengenceran tertinggi suatu antibakteri yang dapat mengharnbat 

pertumbuhan bakteri UJI. Minimum Bacleriocide Concentration adalah 

pengenceran tertinggi suatu antibakteri yang dapat membunuh bakteri uji (Quinn 

el a!., 2011). 

Tujuan metode dilusi adalah untuk mengetahui seberapa banyak zat 

antibakteri yang dibutuhkan untuk mengharnbat pertumbuhan dan membunuh 

bakteri uji. Keuntungan uji dilusi adalah memungkinkan adanya hasil kuantitatif, 

yang menunjukkan bahwa zat antibakteri tersebut diperlukan untuk mengharnbat 

atau membunuh mikroorganisme yang diuji (Quinn et a/.,2011). 
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BAB 3 MA TERI DAN METODE 

3.1 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini dilakukan secara in vitro menggunakan UJI sensitivitas 

metode dilusi dengan penentuan Minimum Inhibilory Concentration (MJC) dan 

Minimum Bacteriocide Concentration (MBC). Rancangan penelitian 

menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Penentuan banyaknya sampel 

berdasarkan banyaknya perlakuan (t) dan uJangan (n). Rumus penentuan sampel 

RAL t( n-1) ~ 15 (Kusri ningrwn, 2008). 

t(n-1) ~ 15 

8(n-1) ~ 15 

8n-8 ~ 15 

8n ~ 15+ 8 

n ~ 23/8 

n ~ 2,875 

n ~ 3 (dibulatkan) 

Keterangan: t : jurnlah perlakuan 

3.2 Sampel dan Besar Sampel 

n : jumlah ulangan 

Sarnpel yang digunakan adalah Salmonella pullorum dan ekstrak daun 

rnimba (Azadirachta indica) dengan berbagai konsentrasi. Berdasarkan penelitian 

yang dilakukan Ayini dkk., (20 14) ekstrak daun mimba mampu menghambat 

Vibrio algynoliticus pada konsentrasi 5% (MIC) sedangkan kadar bunuh 

minimumnya (MBC) pada konsentrasi 12,5%. Pada penelitian ini menggunakan 

delapan perlakuan, yaitu ekstrak daun mimba dengan konsentrasi 1 %, 2,5%, 5%, 

15 
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7,5%, I 0%, dan 12,5%, serta kontrol yaitu kontrol positif, dan kontrol negatif. 

Setiap perlakuan diulang tiga kali. 

3.2.1 Kelompok Perlakuan 

Perlakuan I : I ml ekstrak etanol daun mirnba 1 % + 1 ml Salmonella 
pullorum 

Perlakuan 11 : 1 ml ekstrak etanol daun mirnba 2,5 % + 1 ml Salmonella 
pu/lorum 

Perlakuan JIJ : I ml ekstrak etanol daun mimba 5 % + 1 ml Salmonella 
pullorum 

Perlakuan IV : I ml ekstrak etanol daun mimba 7,5 % + I ml Salmonella 
pu/lorum 

Perlakuan V : I ml ekstrak etanol daun mimba I 0% + I ml Salmonella 
pullorum 

Perlakuan VI : I ml ekstrak etanol daun mimba 12,5 % + I m1 Salmonella 
pullorum 

Perlakuan VI :I ml Ciprofloxacin 0,2% + I ml Salmonella pullorum 
(Kontrol Positit) 

Perlakuan Vll : I ml Salmonella pullorum + 1 ml aquades (Kontrol Negatif) 

3.3 Variabel yang diamati 
3.3.1 Variabel Bebas 

Yariabel bebas pada pene litian ini adalah ekstrak daun mimba konsentrasi 

1%, 2,5%, 5%, 7,5%, 10%, 12,5% 

3.3.2 Variabel Tergantung 

Yariabel tergantung pada penelitian ini adalah pertumbuhan Salmonella 

pullorum pada media Salmone/lla Shigella Agar (SSA) pada uji MBC. 
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3.3.3 Variabel Kendali 

Variabel kendali pada penelitian ini adalah asal daun mimba (Azadirachta 

indica A. Juss), media biakan Salmonella pullorum, suhu dan lama inkubasi, 

metode pembuatan ekstrak daun mimba (Azadirachta indica A. Juss), metode 

pengamatan pertumbuhan bakteri, dan peraJatan yang digunakan pada penelitian. 

3.4 Defenisi operasional variabel 
3.4.1 Ekstrak Daun Mimba 

Ekstrak etanol daun mimba adalah daun mimba yang sudah dihaJuskan 

menjadi simplisia, diekstrasi dengan etanol 96% teknis dengan metode maserasi 

kemudian diencerkan menggunakan DMSO I % menjadi konsentrasi 1%, 2,5%, 

5%, 7,5%, 10%, dan 12,5% 

3.4.2 Salmonella pullorum 

Salmonella pullorum adalah bakteri biakan murni yang diperoleh dari Eks. 

Laboratorium Bakteriologi dan Mikologi Veteriner, FakuJtas Kedokteran Hewan 

yang dibiakkan pada media SSA (Salmonella Shigella Agar) dan disetarakan 

dengan larutan Me Farland 1, kemudian diencerkan menggunakan Nacl fisiologis 

menjadi 108 seVml, sehingga suspensi bakteri yang digunakan memenuhi syarat 

uji kepekatan yaitu 105-108 seVml (Carter and Cole, 1990 dalam Chusniati , 20 14). 

3.4.3 Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 

Minimum Inhibitory Concentration adaJah ekstrak daun mimba pada 

pengenceran tertinggi yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri Salmonella 

yang ditandai dengan tabung pad a uji MIC yang terlihat jernih. 
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3.4.4 Minimum Bacteriocide Concentration (MBC) 

Minimum Bacteriocide Concentration adaJah ekstrak. daun mimba dari 

tabung uji MlC yang diinokulasi pada media SSA, pada pengenceran tertinggi 

mampu membunuh bakteri Salmonella pullorum yang ditandai dengan tidak. 

tumbuhnya bak.teri pada media SSA tersebut. 

3.5 Tempat dan Waktu Penelitian 

Pembuatan ekstrak daun mimba dilaksanak.an pada bulan Januari 2018 di 

Eks. Laboratorium Farmak.ologi, Departemen llmu Kedokteran Dasar Yeteriner, 

Fak.ultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga, Surabaya. Uji Minimum 

Inhibitory Concentration (MIC) dan Minimum Bacteriocide Concentration 

(MBC) dilaksanakan pada bulan Januari-Februari 2018 di Eks. Laboratorium 

Bak.teriologi dan Mikologi, Departemen Mikrobiologi Veteriner, Fakultas 

Kedokteran Hewan Universitas Ailangga, Surabaya. 

3.6 Bahan dan Materi Penelitian 
3.6.1 Alat Penelitian 

Peralatan yang dibutuhkan dalam penelitian ini adaJah blender, 

seperangkat alat maserasi, gelas ukur, erlenmeyer, tabung reaksi , rak tabung, 

timbangan analitik, rotary evaporator, autoclave, lampu spiritus, korek api, 

cawan petri, jarum ose, inkubator, kapas steri l, alumuniurn foil, mikroskop, gelas 

objek, pipet volumetrik, spidol, kertas label, pinset, penggaris, dan gunting. 

3.6.2 Bahan Penelitian 

Bahan yang dibutuhkan dalam penelitian ini adalah daun mimba yang 

berasaJ dari Desa Waekokak, Kec. Aesesa, Kab Nagekeo, Nusa Tenggara Timur, 
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etanol 96% teknis, aquades, biakan Sallmonella pullorum. media Salmonella 

Shigella Agar (SSA), antibiotik Ciprotloxacin 0.2%, dan Dimetil Sulfoksida 

(DMSO). 

3. 7 Prosedur Penelitian 
3.7.1 Sterilisasi Alat 

Peralatan yang akan digunakan pada penelitian disterilisasi menggunakan 

autoclave pada suhu 121 °C selama 15 sampai 20 men it (Dwijoseputro, 2003). 

3.7.2 Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Mimba (Azadirachta illdica A. Jus ) 

Daun mimba yang digunakan pada penelitian ini berasal dari Desa 

Waekokak, Kec. Aesesa, Kab Nagekeo, Nusa Tenggara Timur. Daun mimba 

ditimbang sebanyak l 000 gram, dicuci bersih menggunakan air mengalir lalu 

dikeringkan di tempat teduh atau pada suhu ruangan (tidak langsung terkena sinar 

matahari). Daun mimba yang telah kering diiris dengan ketebalan 1-1,5 mm. 

Daun mimba yang telah diiris dihaJuskan dengan blender untuk 

memperoleh simplisia serbuk, kemudian serbuk daun mimba dirnaserasi dengan 

pelarut etanol 96% teknis selama 3x24 jan1. Ekstrak etanol yang diperoleh 

sclanjutnya diuapkan dengan vacuum rotary evaporator dengan suhu 50°C sampai 

diperoleh ekstrak pekat etanol (Handayani dkk. , 20 12). Hasil akhir ekstrak etanol 

daun mimba (A zadirachta indica A. Juss) berupa ekstrak kentaJ , berwama hitam 

kehijauan, berbau khas, dan rasa pahit (Ramadhani dkk. , 2017). 
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3.7.3 Pengenceran Ekstrak Daun Mimba (Azadirachta indica A. Juss) 

Hasil ekstrak daun mimba diencerkan mengunakan pelarut Dimetil 

sulfoksida (DMSO). Konsentrasi DMSO yang digunakan pada penelitian ini 

adalah 1% (Ramadhani dkk., 2017). 

Ekstrak daun mimba konsentrasi 100% digunakan untuk membuat ekstrak 

daun mirnba dengan konsentrasi I%, 2,5%, 5%, 7 ,5%, 10%, dan 12,5%, dengan 

cara sebagai berikut: 

1. Konsentrasi 1% : 0,02 gram ekstrak daun mimba + DMSO 1 % ad 2 ml 

2. Konsentrasi 2,5% : 0,05 gram ekstrak daun mimba + DMSO 1% ad 2 ml 

3. Konsentrasi 5% : 0,1 gram ekstrak daun mimba + DMSO 1 %ad 2 ml 

4. Konsentrasi 7,5 : 0,15 gram ekstrak daun mimba + DMSO 1 %ad 2 ml 

5. Konsentrasi 10% : 0,2 gram ekstrak daun mimba + DMSO 1 %ad 2 ml 

6. Konsentrasi 12,5% : 0,25 gram ekstrak daun mirnba + DMSO I % ad 2 ml 

3.7.4 Pembuatan Media Agar 

Media yang digunakan pada penelitian ini adalah media Salmonella 

Shigella Agar (SSA). Bubuk SSA dilarutkan dengan aquades steri l dalam 

erlenmeyer hingga homogen. Larutan dipanaskan sambil diaduk hingga larut. 

Media dituang ke cawan petri masing-masing sebanyak ± 20 ml. Media dibiarkan 

memadat dan diuji steri lisasi dengan diinkubasikan selama 24 jam pada suhu 

37°C. 

3.7.5 Pembuatan Suspensi Salmonella pullorum 

Salmonnella pullorum dibiakkan pada media SSA (Salmonella Shigella 

Agar ) dengan cara streak menggunakan ose steril, kemudian diinkubasik.an pada 

suhu 37°C selama 24 jam. Pertumbuhan koloni yang ditunjukkan pada media 
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berupa koloni yang halus, bulat, tembus cahaya, tidak berwarna dan terdapat 

black spot. Koloni bakteri dari media SSA dilakukan uji mikroskopis 

menggunakan teknik pewarnaan gram serta uji urease, uji TSIA, uji SIM, uji MR

VP dan uji gula-gula untuk mengetahui sifat biokimianya. 

Pembuatan suspensi Salmonella pullorum dilakukan dengan cara 

mengambil koloni pada media SSA sebanyak 4-5 koloni dengan menggunakan 

jarum ose dan dimasukan ke dalam Nacl fisiologis lalu disentrifugasi hingga 

homogen. Kekeruhan dari suspensi bakteri tersebut disetarakan dengan kepadatan 

bakteri Me Farland I yang diasumsikan mengandung 3 x I 08 sel /rnL (Balley and 

Scott's, 2002). Suspensi Salmonella pullorum yang setara Me Farland 1 sebanyak 

1 ml ditambah 2 ml Nacl fisiologis kemudian disentrifugasi hingga homogen. 

Hasil akhir berupa suspensi dengan koloni bakteri 108 seVml, sesuai dengan syarat 

untuk uji kepekaan yaitu : 105-108 seVml (Carter and Cole, 1990 dalam Chusniati, 

2014). 

3. 7.6 Uji Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 

Disediakan delapan tabung steril , pada tabung 1 ditambahkan 1 ml ekstrak 

etanol daun mimba 1%, tabung 2 ditambahkan 1 ml ekstrak daun mimba 2,5%, 

tabung 3 ditambahkan 1 ml ekstrak daun mimba 5%, tabung 4 ditambahkan 1 ml 

ekstrak daun rnimba 7 ,5%, tabung 5 ditambhkan. 1 ml ekstrak etanol daun mimba 

10%, dan tabung 6 berisi 1 ml ekstrak etanol daun mimba 12,5%. Pada masing

masing tabung ditambahkan 1 ml suspensi Salmonella pullorum dengan 

kepadatan bakteri 108 /mL. Pada tabung 7 ditambahkan 1 ml antibiotik 

Ciprofoxacin dan 1 ml suspensi bakteri sebagai kontrol positif. Tabung 8 
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ditambahkan 1 ml suspensi Salmonella pu/lorum dan 1 ml aquades sebagai 

kontrol negatif. Semua tabung ditutup dengan kapas dan diinkubasi 37°C selama 

24 jam (Wilujeng, 20 l 0). 

Pengamatan hasil Minimum Inhibitory Concentration dari ekstrak daun 

mimba (Azadirachta indica A. Juss) adalah dengan melihat perubahan warna 

pada tabung uji MIC yang tetap terlihat jernih atau keruh dibandingkan dengan 

kontrol. Apabila terlihat keruh maka ekstrak daun mimba tidak mampu 

menghambat pertumbuhan Salmonella pullorum dan terlihat jernih maka ekstrak 

daun mimba mampu menghambat pertumbuhan Salmonella puliorum. Nilai MIC 

terdapat pada tabung yang terlihatjemih dan memiliki konsentrasi paling rendah. 

3.7.7 Uji Minimum Bacteriocide Concentration (MBC) 

Pengujian selanjutnya adalah menentukan daya bunuh dari ekstrak daun 

mimba (Azadirachta indica A. Juss) dengan cara menanam semua konsentrasi 

hasil uji MIC pada media SSA (Salmonella Shigella Agar) dan dinkubasikan pada 

suhu 37°C selama 24 jam. Penentuan MBC adaJah apabila tumbuh koloni 

Salmonella pullorum pada media SSA maka ekstrak daun mimba (Azadirachta 

indica A. Juss) tidak mampu membunuh Salmonella pullorum tetapi bila tidak 

tumbuh koloni Salmonella pullorum pada media SSA artinya ekstrak daun mimba 

(Azadirachta indica A. Juss) mampu membunuh Salmonella pullorum. 

3.8 Analisis Data 

Data hasil percobaan dianalisa dengan analisis probit menggunakan 

Statistical Product and Service Solutions (SPSS) versi 22 for windows. Anal isis 
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probit bertujuan untuk menentukan nilai Lethal Concentration 50 (LC50) ekstrak 

daun mimba terhadap Salmonella pullorum. 
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3.9 Alur penelitian 

Persiapan Alat dan Bahan 

Pembuatan Ekstrak ldentifikasi 
Daun Mimba Salmonella pullorum 

~ t 
Pembuatan larutan ekstrak daun mimba dengan Pembuatan Suspensi Salmonella 
konsentrasi 1%, 2,5%,5%, 7 ,5%, 10%, 12,5% pullorum setara Mac Farland 1 

J t ml l J 1 ml J 

1 ~ ~ t 

~ 
t j,_ 

EJ P2 P3 P4 P6 K+ 

..c> 
I Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam 

--!J,.. 

I Pengamatan kekeruhan pada tabung 1 8 - I 

Tabung 1-8 ditanam pada Media SSA 

Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jan1 

Pengarnatan hasil MBC( ada! tidak ada pertumbuhan 
koloni Salmonella pullorum pada media SSA 

Analisis Data 

j,_ 
K- t-

H UJI MIC 

UJI MBC 

I 
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BAB 4 HASIL PENELITIAN 

4.1 ldentifikasi Salmonella pullorum 

ldentifikasi Salmonella pullorum dilakukan untuk menguJI kebenaran 

bakteri uji yang digunakan. Salmonella pullorum yang diperoleh dari Eks. 

laboratorium Bakteriologi dan Mikologi, Fakultas Kedokteran Hewan Universitas 

Airlangga, diuji secara mikroskopis dengan pewarnaan gram dan uji biokimia. 

Koloni Salmonella pullorum pada media SSA berbentuk bulat, cembung, 

hal us, jemih dan terdapat black spot karena bakter1 menghasilkan H2S, yang dapat 

dilihat pada Gambar 4.1. Pada pewamaan gram sel Salmonella pullorum 

berbentuk batang langsing dan berwarna merah muda menunjukkan bahwa bakteri 

bersifat gram negatif. Pada Triple Sugar Iron Agar (TSIA) bersi fat basa pada 

bidang tegak dan asam pada bidang miring. Sifat basa ditunjukkan dengan 

perubahan warna media menjadi merah dan kuning menunjukkan sifat asam. 

Salmonella pullorum juga memproduksi H2S dan memproduksi gas. Produksi HzS 

ditunjukkan dengan adanya kabut hitam pada media TSIA. Salmonella pullorum 

tidak menghasilkan urease sehingga urea tidak difermentasi dan tidak ada 

perubahan warna menjadi merah muda pada uji urease. Salmonella pu/lorum pada 

uji Suljil Indo/ Motility (SIM) menunjukkan sifat non motil karena tidak adanya 

bentukan seperti cemara terbalik, tidak memproduksi indol dan menghasilkan 

H2S. Pada uji Simmon Citra/ Agar (SCA) bersifat negatif, menunjukkan bahwa 

Salmonella pullorum tidak menggunakan citrat sebagai sumber carbon. Pada uji 

Metyl red (MR) menunjukkan reaksi positif dengan pcrubahan warna indikator 

menjadi merah dan Voges Proskauer bersifat negatif. Salmonella pullorum 
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mampu memfermentasi glukosa dan membentuk gas, memfermentasi manitol dan 

maltosa serta tidak mampu memfermentasi laktosa dan sukrosa. 

Gambar 4.1 Koloni Salmonella pullorum pada media SSA dengan koloni bulat, 
cern bung, hal us, jernih dan terdapat black spot (tanda panah) 

(Sumber: Dokumentasi pribadi) 

4.2 Minimum lnlzibitory Concentration (MIC) 

Semua tabung pada uji MIC menunjukkan kekeruhan yang hampir sama, 

dan tidak ada perbedaan kekeruhan saat sebelum dan sesudah diinkubasi, 

sehingga sulit menentukan nilai MIC. Ekstrak daun mimba yang berwarna hijau 

kehitaman menyebabkan warna larutan pada uji MIC menjadi hijau keruh yang 

dapat dilihat pada Gam bar 4.2. 
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Gambar 4.2 Hasil uji Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
(Sumber: Dokumentasi pribadi) 

4.3 Minimum Bacteriocide Concentration (MBC) 

27 

Minimum Bacteriocide Concentration (MBC) adalah pengenceran 

tertinggi suatu antibakteri yang dapat membunuh bakteri uji (Quinn et al. , 2011 ) . 

Pengarnatan nilai MBC dilakukan dengan cara hasil uji MIC diinokulasikan pada 

media SSA kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Pengarnatan 

MBC di1akukan dengan melihat ada tidaknya pertumbuhan Salmonella pullorum 

pada media SSA. Apabi1a ada pertumbuhan Salmonella pullorum pada media 

SSA maka ekstrak daun mirnba tidak mampu membunuh Salmonella pullorum, 

jika tidak terdapat pertumbuhan bakteri maka ekstrak daun mimba mampu 

membunuh Sallmonella pullorum. 

Hasil uji MBC ekstrak daun mimba terhadap Sal/monel/a pulllorum dapat 

diamati pada Tabel 4.3 dan Garnbar 4.3 di bawah ini 
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Tabel 4.3 Hasil uji Minimum Bacteriocide Concentration (MBC) ekstrak daun 
mimba terhadap Salmonella pullorum 

Nom or Perlakuan ULANGAN 
Cawan I Ill 

I 
1 K- + + + 
2 1% + + + 
.,. 
.) 2,5% + + + 
4 5% - - -
5 7,5% - - -
6 10% - - -
7 12,5% - - -
8 K+ - - -

Ket: + : Ada pertumbuhan koloni bakteri 
- : Tidak ada pertumbuhan koloni bakteri 
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Garnbar 4.3 Hasil uji Minimum Bacteriocide Concenlralion (MBC). Terdapat 
pertumbuhan bakteri (panah putih) dan tidak terdapat pertumbuhan 
bakteri (panah hitam) (Sumber: Dokumentasi pribadi) 

Data yang diperoleh menunj ukkan pad a konsentrasi 5%, 7 ,5%, I 0%, 

12,5% dan kontrol positif semua ulangan tidak terdapat pertumbuhan koloni 

Salmonella pullorum. Konsentrasi l %. 2,5% dan kontrol negatif scmua ulangan 

terdapat pertumbuhan koloni Salmonella pullorum. 
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Konsentrasi 5% sampai 12,5% tidak terdapat pertumbuhan koloni 

Salmonella pullorum. Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak daun mimba mampu 

membunuh atau bersifat bakteriosid pada konsentrasi 5% sampai 12,5%. 

Konsentrasi minimum ekstrak daun mimba yang bersifat bakteriosid terdapat pada 

konsentrasi 5%. 

Pada konsentrasi 1% dan 2,5% terdapat pertumbuhan koloni Salmonella 

pullorum. Hal ini dapat dikatakan bahwa ekstrak daun mimba pada konsentrasi 

1% dan 2,5% tidak mampu membunuh Salmonella pullorum. Konsentrasi 1% dan 

2,5% merupakan konsentrasi paling rendah. Konsentrasi ekstrak yang rendah 

mengakibatkan kemampuan untuk membunuhjuga semakin rendah. 

Kontrol negatif merupakan suspensi bakteri tanpa ekstrak daun mimba. 

Terdapat pertumbuhan koloni Salmonella pullorum yang menunjukkan bahwa 

suspensi Salmonella pullorum 108 sel/ml berada pada kondisi hid up dan aquades 

yang digunakan tidak bersifat bakteriosid dan dalam keadaan steril, terbukti 

dengan adanya pertumbuhan koloni Salmonella pullorum dan tidak ada 

pertumbuhan bakteri lain. 

Pada kontrol positif terdapat suspensi Salmonella pullorum dan antibiotik 

Ciprofloxacin 0,2%, tidak terdapat pertumbuhan koloni Salmonella pullorum. 

Ciprofloxacin terbukti dapat membunuh Salmonella pullorum. 

4.4 Hasil Analisis Data 

Analisis data yang digunakan pada penelitian ini adalah analisis probit. 

Analisis probit bertujuan untuk menentukan nilai Lethal Concentration 50 (LC50) 
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ekstrak daun mimba terhadap Salmonella pullorum. Hasil Analisis dapat dilihat 

pada Tabel 4.4 

Tabel 4.4 Hasil LCso ekstrak daun mimba terhadap Salmonella pullorum 
berdasarkan analisis probit 

Batas Kepercayaan 95% untuk 
Konsentrasi 

Batas Batas 
Probabilitas Estimasi Bawah Atas 

.010 5.869 

.020 5.549 

.030 5.355 
- - - -
- - - -

.300 4.051 

.350 3.937 

.400 3.831 

.450 3.732 
PRO BIT .500 3.637 

.550 3.544 

.600 3.452 

.650 3.360 

.700 3.265 
- - - -
- - - -

.970 2.470 

.980 2.383 

.990 2.253 

Berdasarkan Tabel 4.4 di atas bahwa nilai LC50 ekstrak daun mimba 

(Azadirachta indica A. Juss) terhadap bakteri Salmonella pullorum sebesar 

3,637%. 
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BABS 
PEMBAHASAN 
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BAB 5 PEMBAHASAN 

Data hasil penelitian menunjukkan bahwa pada konsentrasi 1% dan 2,5% 

ekstrak daun mimba tidak mampu membunuh Salmonella pullorum, ditandai 

dengan adanya pertumbuhan koloni Salmonella pullorum. Pada konsentrasi 5% 

sampa1 12,5% tidak terdapat pertumbuhan koloni bakteri, menandakan bahwa 

ekstrak daun mimba man1pu membunuh Salmonella pullorum. Konsentrasi 

minimum ekstrak daun mimba yang mampu membunuh Salmonella pullorum 

(MBC) terdapat pada konsentrasi 5%. 

Konsentrasi ekstrak daun mimba 1% dan 2,5% tidak mampu membunuh 

Salmonella pullorum disebabkan karena konsentrasi ekstrak daun mimba yang 

digunakan rendah, sedangkan suspensi Salmonella pullorum dalam jurnlah 

banyak. Pada konsentrasi rendah ekstrak daun mimba tidak mampu membunuh 

Salmonella pullorum. Hal ini sesuai dengan pendapat Sri K et al. (2005) dalam 

Ayini dkk.. (2014) bahwa semakin tinggi konsentrasi zat antimikroba maka 

semakin tinggi kemampuannya untuk mengendalikan dan membunuh 

mikroorganisme tersebut. 

Konsentrasi 5%, 7,5%, 10%, dan 12,5% mampu membunuh Salmonella 

pullorum. Hal ini disebabkan karena konsentrasi daun mimba yang digunakan 

dalam jumlah yang lebih banyak. Semakin tinggi konsentrasi daun mimba maka 

semakin tinggi pula kandungan senyawa saponin, flavonoid, alkaloid dan tanin 

yang terkandung daJan1 ekstrak daun mimba. 

Ekstrak daun mimba dapat membunuh Salmonella pullorum karena 

mengandung senyawa-senyawa yang bekeija merusak komponen penyusun sel 
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bakteri. Senyawa saponin dapat mengganggu stabilitas membran sel bakteri 

sehingga menyebabkan sel bakteri !isis serta mengganggu permeabilitas membran 

sel bakteri yang mengakibatkan kerusakan membran sel dan menyebabkan 

keluarnya berbagai komponen penting seperti protein, asam nukleat, dan 

nukleotida (Cheok et al. , 2014). Senyawa flavonoid dapat menekan pertumbuhan 

bakteri. Flavonoid dapat merusak membran sitoplasma, menghambat sintesis 

asam nukleat, serta menghambat metabolisme energi bakteri (Chusnie and Lamb, 

2011). 

Senyawa alkaloid pada tanaman mimba mempunyai kemampuan sebagai 

antibakteri dengan cara mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel 

bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan 

menyebabkan kematian sel (Robinson 1995 dalam Ayini dkk., 20 14). Salmonella 

pullorum merupakan bakteri gram negatif dengan susunan dinding sel bakteri 

berupa lapisan peptidoglikan satu lapis, berbeda dengan peptidoglikan dari bakteri 

gram positif yang berlapis-lapis (Iman dkk., 2011). Lapisan peptidoglikan yang 

tip is ini menyebabkan bakteri gram negatif mudah lis is j ika bereaksi dengan 

senyawa alkaloid. 

Senyawa tanin merupakan polifenol yang dapat menghambat bakteri 

dengan cara menginaktifkan enzim, menginaktifkan adhesi sel mikroba, 

mengganggu transport protein pada lapisan dalam sel (Rijayanti, 20 14). Tanin 

juga dapat rnenghancurkan membran plasma bakteri yang tersusun atas lemak. 

Kerusakan membran sel bakteri menghambat masuknya nutrisi ke dalam bakteri 

untuk menghasilkan energi, sehingga pertumbuhan bakteri terharnbat dan bakteri 
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mati (Mailoa eta!. , 2014). Salmonella pullorum mempunyai struktur dinding sel 

yang terdiri dari protein lipopolisakarida dan lipid, sehingga mudah dirusak oleh 

tanin dan menyebabkan rusaknya dinding sel bakteri. Dinding sel yang rusak 

menyebabkan proses masuknya bahan dari luar terhambat dan mengakibatkan 

kematian bakteri. 

Kandungan senyawa yang terkandung dalam daun mimba akan tetap 

terjaga tergantung pada proses pembuatan ekstrak. Pembuatan ekstrak pada 

penelitian ini melalui proses maserasi menggunakan pelarut etanol. Etanol 

merupakan senyawa polar sehingga senyawa yang bersifat polar banyak yang 

tertarik kedalam ekstrak (Kusmayati dan Agustini (2007). Penggunaan etanol 

sebagai pelarut dapat melarutkan senyawa alkaloid dan polifenol yang terdapat 

dalam daun mimba (Ayini dkk., 2014). Berdasarkan penelitian ini maka dapat 

disimpulkan bahwa senyawa-senyawa flavonoid, terpenoid, polifenol, tanin, 

saponin dan alkaloid larut dalam pelarut etanol. 

Ekstrak daun mimba yang digunakan pada penelitian ini merupakan 

ekstrak pekat dan berwarna hijau kehitarnan. Pelarut yang digunakan untuk 

mengencerkan ekstrak menjadi beberapa konsentrasi adalah Dimetil Sulfoksida 

(DMSO) 1%. Penggunaan DMSO 1% sebagai pelarut terbukti tidak membunuh 

atau bersifat bakteriosid terhadap bakteri. Penelitian ini juga menggunakan 

pelarut CMC Na 1% dan setelah diuji tidak ada perbedaan antara penggunaan 

CMC Na 1% dan DMSO 1%. CMC Na 1% dan DMSO 1% sama-sama dapat 

rnelarutkan ekstrak dan tidak bersifat bakteriosid. 
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Data hasil penelitian dianali sis menggunakan analisis probit untuk 

menentukan Lethal Concentration 50 (LC5o) yaitu konsentrasi yang mampu 

membunuh 50% jumlah populasi uji dalam waktu tertentu (Effendi dkk., 2012). 

Hasil analisa menunjukkan bahwa LCso ekstrak daun mimba terhadap Salmonella 

pullorum berada pada konsentrasi 3,637%, artinya pada pada konsentrasi 3,637% 

ekstrak daun mimba mampu membunuh 50% Salmonella pullorum. 
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BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN 

6.1 Kesimpulan 

Kesimpulan dari penelitian ini. adalah: 

1. Ekstrak daun mimba mempunyai kemampuan sebagai antibakteri terhadap 

Salmonella pullorum 

2. Ekstrak daun mimba bersifat bakteriosid terhadap Salmonella pullorum 

dengan Minimum Bacteriocide Concentration (MBC) 5% dan nilai Lethal 

Concentration 50 (LC5o) pada konsentrasi 3,637% 

6.2 Saran 

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh maka mela lui penelitian ini 

disarankan: 

I . Ekstrak daun mimba (Azadirachta indica A. Juss) dapat digunakan sebagai 

alternati f untuk membunuh Salmonella pullorum 

2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan secara in vivo terhadap hewan coba 

sehingga dapat diperoleh informasi tentang penerapan obat di Japangan 
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RJNGKASAN 

Penyakit pullorum atau penyakit berak kapur disebabkan oleh Salmonella 

pullorum, menyerang ayam muda dan itik umur 2-3 minggu dengan tingkat 

mortalitas tinggi. Ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta indica A. Juss) mampu 

menghambat bakteri Vibrio algynoliticus pada konsentrasi 5% (MIC) dan 

konsentrasi yang mampu membunuh terdapat pada konsentrasi 12,5%. 

Tujuan diadakan penelitian ini adalah untuk mengetahui potensi 

antibakteri ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta indica A. Juss) terhadap 

Salmonella pullorum serta mengetahui Minimum Bacleriocide Concentration 

(MBC) ekstrak etanol daun mimba (Azadirachta indica A. Juss) terhadap 

Salmonella pul/orum dengan metode dilusi. 

Senyawa yang berperan sebagai antibakteri dalam ekstrak etanol daun 

mimba adalah alkaloid, terpenoid, steroid, tanin, dan asam lemak serta saponin. 

Ekstrak etanol daun mimba mampu menghambat bakteri Vibrio algynoliticus pada 

konsentrasi 5% (MIC) dan konsentras i yang mampu membunuh terdapat pada 

konsentrasi 12,5%. Rendaman serbuk biji mimba pada konsentrasi 12,5% efektif 

menghambat Salmonella thyposa. 

Penelitian ini dilakukan secara m vitro menggunakan metode dilusi. 

Rancangan penelitian adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL), sampel berupa 

daun mimba dan Salmonella pullorum. Jumlah perlakuan yang digunakan 

sebanyak delapan perlakuan yaitu konsentrasi I%, 2,5%, 5%,7,5%, I 0%, 12,5%, 

Kontrol positif dan Kontrol negatif, setiap pcrlakuan diulang tiga kali. Perlakuan 

berisi Salmonella pullorum dan ekstrak etanol daun mimba masing-masing 
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perlakuan. Kontrol negatif berupa suspensi Salmonella pullorum, dan kontrol 

positif berisi suspensi Salmonella pul/orum dan antibiotik Ciprofloxacin 0,2%. 

Pengamatan hasil Minimum Inhibitory Concenlralion (MIC) adalah dengan 

melihat perubahan wama pada tabung uji MIC yang terlihat jernih atau keruh. 

Hasil uji MIC selanjutnya distreak pada media SSA untuk mengetahui niJai 

Minimum Bacteriocide Concentration (MBC). Pengamatan nilai MBC adalah 

dengan melihat ada tidaknya pertumbuhan koloni Salmonella pullorum pada 

media SSA. 

Nilai MIC ekstrak daun mimba terhadap Salmonella pullorum tidak dapat 

ditentukan, disebabkan kerena semua tabung uji MIC menunjukkan kekeruhan 

yang hampir sama dan tidak ada perbeadaan kekeruhan antara sebelum dan 

sesudah diinkubasi. Hasil uji MBC menunjukkan ekstrak etanol mampu 

membunuh Salmonella pullorum pada konsentrasi 5%. 

Kesimpulan dari penelitian ini adalah ekstrak daun mimba (Azadirachta 

indica A. Juss) mempunyai kemampuan sebagai antibakteri terhadap Salmonella 

pul/orum. Ekstrak daun mimba bersifat bakteriosid terhadap Salmonella pul/orum 

dengan Minimum Bacferiocide Concentration (MBC) pada konsentrasi 5% dan 

nilai Lelhal Concentration 50 (LCso) pada konsentrasi 3,637%. 
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Lampiran 1. Tabel basil identifikasi Salmonella pullorum 

PARAMETER HASIL 
Koloni pada Salmonella Shigella Agar 
(SSA): 
Bentuk koloni Jemih, tern bus pan dang, 

terdapat Black Spot 
Pewamaan Gram -
Bentuk sel Batang langsing 

Sulfll Indo/ Motility (SIM): 
Motilitas -
Produksi Indo! -
Produksi H2S + 
Triple Sugar Iron Agar (TSIA): 
Bagian Miring Basa 
Bagian T egak A sam 
Produksi H2S + 
Produksi Gas + 

Urea Agar 
Produksi Urease -

Simmon Citra! Agar (SCA): 
Menggunakan citrat sebagai sumber -
carbon 
Methyl Red (MR) + 
Voges Proskauer (VP) -

Gula-gula: Fermentasi: 
Glukosa +, Gas(+) 
Laktosa -
Sukrosa -
Manito! + 
Mal to sa + 
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Lampiran 2: Hasil Analisa Data 

Probit Analysis 

Parameter Estimates 
95%Confidence 

Interval 

Std. Lower Upper 

Parameter Estimate Error z Sig. Bound Bound 

Konsentrasi -
-11.192 6.358 -J .760 .078 1.270 

PRO BIT" 23.654 

Intercept 6.275 3.796 j .653 .098 2.479 10.072 

a. PROBIT model: PROBIT(p) = Intercept + BX (Covariates X are transformed 
using the base 10.000 logarithm.) 

PROBJT Pearson 

Test 

Chi-Square Tests 
Chi-Square df Sig. 

Goodness-of-Fit .
302 4 

a. Since the significance level is greater than .150, no heterogeneity factor is 
used in the calculation of confidence limits. 

b. Statistics based on individual cases differ from statistics based on 
aggregated cases. 

Cell Counts and Residuals 

Number 

of Observed Expected Probabilit 

Number Konsentrasi Subjects Responses Responses Residual y 

I .000 3 3 3.000 .000 1.000 

2 .398 3 3 2.897 .103 .966 

PROBIT 3 .699 3 0 .183 -. 183 .061 

4 .875 3 0 .001 -.001 .000 

5 1.000 3 0 .000 .000 .000 

6 1.097 3 0 .000 .000 .000 
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Confidence Limits 

95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits for 
Konsentrasi log(Konsentrasi/ 

Lower Upper Lower Upper 

Probability Estimate Bound Bound Estimate Bound Bound 

.010 5.869 .769 

.020 5.549 .744 

.030 5.355 .729 

.040 5.213 .717 

.050 5.1 OJ .708 

.060 5.008 .700 

.070 4.927 .693 

.080 4.856 .686 

.090 4.792 .68 1 

.100 4.734 .675 

. 150 4.501 .653 

.200 4.324 .636 

.250 4.178 .621 

.300 4.051 .608 

.350 3.937 .595 

.400 3.831 .583 

.450 3.732 .572 
PRO BIT .500 3.637 .561 

.550 3.544 .549 

.600 3.452 .538 

.650 3.360 .526 

.700 3.265 .5 14 

.750 3.165 .500 

.800 3.059 .486 

.850 2.938 .468 

.900 2.794 .446 

.9 10 2.760 .441 

.920 2.724 .435 

.930 2.684 .429 
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.940 2.641 .422 

.950 2.593 .414 

.960 2.537 .404 

.970 2.470 .393 

.980 2.383 .377 

.990 2.253 .353 

a. Logarithm base = 1 0. 
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Lampiran 3: Alat Peoelitian 

Keterangan: 

I . Gelas ukur I 0. Pipet volumetrik 
2. Erlenmeyer 11. Tabung reaksi 
3. Kapas 12. Mortar 
4. Pembakar bunsen 13. Timbangan analitik 
5. Cawan petri 14. Centrifuge 
6. Plastik Wrap 15. Rolary evaporalor 
7. Rak tabung 16. lnkubator 
8. Objek glass 17. Autoclave 
9. Ose 18. Laminarflow 
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Lampiran 4: Bahan Penelitian 

Ketcrangan: 

I. Daun mimba segar 

2. Daun mimba kering 

3. Dimetil Sulfoksida 
4. Anti biotik Ciprofloxacin 

5. Media Salmonella Shigella Agar (SSA) 

6. tandar Me Farland No. I dan suspensi bakteri 
7. Media uji biokimia 
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Lampiran 5: Hasil ldentifkasi Salmonella pullorum 

Pewarnaan Gram: 

sel Salmonella 

pullorum 

berbentuk batang 
~ langsing, dan 

bersifat Gram 
negatif 

Keterangan: 

I . Triple Sugar Iron Agar: Basa/Asam, gas(+), H2S (+) 

2. Suljit Indo/ Motility: non motil , indo!(-), H2S (+) 
3. Simmon Citra/ Agar: negatif 
4. Urease: negatif 
5. Glukosa: positif, gas(+) 

6. Sukrosa: negatif 
7. Laktosa: negari f 
8. Manito!: positif 

9. Maltosa: posi tif 

10. Methyl Red (MR): positif 
11. Voges Proskauer (VP):negatif 
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