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UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI KOMBINASI EKSTRAK
DAUN KELOR (Moringa oleifera, L) DAN EKSTRAK
DAUN SENGGANI (Melastoma malabathricum L.)
TERHADAP BAKTERI Escherichia coli
ATCC 25922 dan Staphylococcus
aureus ATCC 25923 SECARA
IN-VITRO

MITA ULY ANDINI

Prodi S1 Farmasi

INTISARI

Diare merupakan salah satu masalah kesehatan utama di Indonesia, karena
tingginya angka kematian yang ada. Diare disebabkan oleh mikroorganisme
patogen seperti bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Tanaman yang
berpotensi sebagai antibakteri antara lain tanaman kelor dan senggani kerena
memiliki senyawa seperti flavonoid, tanin, saponin, dan alkaloid. Tujuan dari
penelitian ini  adalah untuk mengetahui aktivitas antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dan mengetahui kombinasi yang
memiliki zona hambat paling besar. Metode yang digunakan aadalah metode difusi
cakram. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak kelor dan senggani memiliki
kandungan senyawa flavonoid, saponin, tanin, dan alkaloid. Pengujian aktivitas
antibakteri menggunakan metode difusi cakram dengan konsentrasi 1:1, 1:2, dan
2:1 dengan kontrol positif klorampenikol dan kontrol negative DMSO 5%. Hasil
uji aktivitas antibakteri tidak terbentuik zona hambat pada kontrol negatif, kontrol
positif 34,50 mm pada bakteri Escherichia coli dan 34,66 mm, 10,83mm pada
perbandingan 1:1, 15,33mm pada perbandingan 1: 2, 13,00 mm pada perbandingan
2:1 untuk abkteri Escherichia coli. Sedangkan pada bakteri Sthaphylococcus aureus
menghasilkan zona hambat sebesar 34,60 mm pada kontrol positif, 11,16 mm pada
perbandingan 1:1, 12,00 mm pada perbandingan 1:2 dan 11,33 mm pada
perbandingan 2:1. Aktivitas antibakteri tertinggi terdapat pada perbandingan 1:2.

Kata kunci : antidiare, daun kelor dan daun senggani, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, zona hambat
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ANTBACTERIA ACTIITY TEST OF COMBINATION MORINGA LEAF
EXTRACT (Moringa oliefera, L) AND SENGGANI LEAF EXTRACT
(Melastoma malabatricum L.) AGAINST Staphylococcus aureus
ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC 25922 BACTERIA
IN-VITRO

MITA ULY ANDINI
Pharmacy S1 Study Program

ABSTRACT

Diarrhea is one of the main health problems in Indonesia, due to the high
mortality rate. Diarrhea is caused by pathogenic microorganisms such as
Staphylococcus aureus and Escherichia coli bacteria. Plants that have the potential
as antibacterial include Moringa and Senggani because they have compounds such
as flavonoids, tannins, saponins, and alkaloids. The purpose of this study was to
determine the antibacterial activity against Staphylococcus aureus and Escherichia
coli and to determine the combination that had the greatest inhibition zone. The
method used is the disc diffusion method. The results showed that moringa and
senggani extracts contained flavonoid compounds, saponins, tannins, and alkaloids.
The antibacterial activity was tested using the disc diffusion method with
concentrations of 1:1, 1:2, and 2:1 with a positive control of chloramphenicol and
a negative control of 5% DMSO. The results of the antibacterial activity test did not
form an inhibitory zone in the negative control, the positive control was 34.50 mm
in Escherichia coli bacteria and 34.66 mm, 10.83 mm at a ratio of 1:1, 15.33mm at
a ratio of 1: 2, 13.00 mm at a ratio of 2:1 for Escherichia coli bacteria. Meanwhile,
the Staphylococcus aureus bacteria produced an inhibition zone of 34.60 mm in the
positive control, 11.16 mm in the 1:1 ratio, 12.00 mm in the 1:2 ratio and 11.33 mm
in the 2:1 ratio. The highest antibacterial activity was found in a ratio of 1:2.

Keywords: antidiarrheal, senggani and moringa leaves, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, zone of inhibition
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BAB I

PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Diare merupakan suatu gejala klinik yang terjadi pada gangguan pencernaan
dengan konsistensi tinja menjadi encer (Sukmawati et al., 2020). Diare dapat
disebabkan oleh berbagai faktor seperti virus yaitu Rotavirus (40-60%), bakteri
Escherichia coli (20- 30%), Shigella sp (1-2%) dan parasit Entamoeba hystolitica
(<1%), selain itu diare dapat terjadi karena higiene dan sanitasi yang buruk,
malnutrisi, lingkungan padat dan sumber daya medis yang buruk yang saat ini diare
menjadi masalah di negara-negara berkembang (Ragil and Dyah, 2017). Menurut
WHO tahun 2013, setiap tahun terjadi sekitar 1,7 miliar kasus diare pada anak,
dengan dimana 525.000 kasus mengalami kematian (Basailin et al., 2018). Diare
sering kali menyerang usia di bawah lima tahun, dikarenakan usia di bawah lima
tahun belum memiliki daya tahan yang cukup kuat sehingga mudah terpapar oleh
bakteri penyebab diare (Wahyuni, 2021).

Diare di Indonesia merupakan salah satu masalah kesehatan utama,
dikarenakan masih tingginya angka kesakitan dan kematian pada balita akibat diare
(Ragil and Dyah, 2017). Profil Kesehatan Indonesia mencatat sebanyak 1.048.885
kasus diare ditemukan di Provinsi Jawa Timur dan ini membuat Provinsi Jawa
Timur menduduki kasus diare tertinggi kedua. Tahun 2017 Dinas Kesehatan
Provinsi Jawa Timur mencatat kasus diare meningkat menjadi 1.060.910 kasus
(Dinkes, 2018).

Penanganan diare pada anak-anak dengan disertai darah maka diberikan
antibiotik, apabila diare dengan disertai dehidrasi ataupun tidak dapat ditangani
dengan rehidrasi, sedangkan pemberian zinc digunakan untuk mengatasi
kekambuhan diare pada pasien (Rahmawati, 2018). Penggunaan antibiotik secara
terus menerus dan tanpa pemantauan dokter akan mengakibatkan terjadinya
resistensi kuman, selain itu penggunaan antibiotik dapat mengakibatkan
terbunuhnya flora normal dalam tubuh (Sari, 2019). Resistensi antibiotik juga

disebabkan oleh penggunaan antibiotik yang tidak tepat untuk menangani suatu



penyakit (Simamora et al., 2021). Penggunaan antibiotik perlu diadakan inovasi
pengobatan lain untuk meminimalkan terjadinya pengurangan flora normal dalam
tubuh akibat penggunaan antibiotik, yaitu dengan menggunakan beberapa tanaman
yang dipercaya memiliki khasiat sebagai obat, salah satu tanaman yang memiliki
aktivitas antidiare yaitu tanaman kelor (Fauzi et al., 2020).

Daun Kelor diyakini memiliki aktivitas sebagai antidiare karena
mengandung senyawa metabolit sekunder seperti, tanin katekol, tanin galia,
flavonoid, saponin, antrakinon, dan alkaloid (Yulianto, 2020). Beberapa penelitian
yang telah dilakukan oleh Singh (2011) dibuktikan bahwa ekstrak daun kelor dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Streptococcus sp, Proteus mirabilis, dan
Aspergillus flavus. Penelitian Dima, dkk. (2016) membuktikan bahwa ekstrak daun
kelor juga dapat menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus. Berdasarkan penelitian (Dima et al., 2016) diketahui bahwa
ekstrak daun kelor mempunyai aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli pada
konsentrasi 5% menghasilkan zona hambat sebesar 13,33 mm dan Staphylococcus
aureus pada konsentrasi 5% menghasilkan zona hambat sebesar 12,26 mm,
sedangkan Kadar Hambat Minimum (KHM) yang didapat yaitu 13 mm pada bakteri
Escherichia coli dan 12 mm pada bakteri Staphylococcus aureus. Berdasarkan
penelitian Emelia et al., (2013) disebutkan bahwa pada konsentrasi ekstrak daun
Kelor (KL) 10% mempunyai daya hambat sebesar 18,83 mm terhadap
pertumbuhan bakteri Escherichia coli. Tanaman kelor memiliki aktivitas sebagai
antidiare sebagaimana dalam penelitian (Putri, 2021), disebutkan bahwa Efek
ekstrak etanol daun kelor sebagai antidiare yaitu dengan pemberian dosis 36,4
mg/20 g BB sudah memberikan efek yang signifikan.

Tanaman yang dapat dimanfaatkan sebagai antidiare adalah tanaman
senggani (Gloria et al., 2019). Berdasarkan penelitian Dima et al., (2016) ekstrak
tunggal daun kelor memiliki aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus, selain itu berdasarkan Gloria et al., (2019) ekstrak tunggal
daun senggani (SG) memiliki aktivitas terhadap bakteri Escherichia coli.
Kombinasi antara dua ekstrak dilakukan dengan tujuan untuk meningkatkan



aktivitas antibakteri dari senyawa metabolit sekunder yang ada pada masing-masing
tanaman (Maharani et al., 2017).

Tanaman senggani memiliki senyawa yang bermanfaat seperti flavonoid,
tanin, saponin, dan polifenol, senyawa-senyawa tersebut dapat diketahui
keberadaannya dalam tanaman dengan cara skrining fitokimia (Kusmana and
Hikmat, 2015). Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Yellin Gloria
(2019) disebutkan bahwa ekstrak senggani (SG) memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Streptococcus mutans dimana pada konsentrasi 12,5% memiliki rata-rata
zona hambat sebesar 12 mm (Gloria et al., 2019). Ekstrak etanol daun Senggani
mempunyai KHM terhadap S. aureus pada konsentrasi 2%, sedangkan KHM
terhadap E. coli sebesar 3%, dan belum mampu membunuh bakteri S. aureus MR
dan E. coli MR sampai kadar 7% (Kusumowati et al., 2014). Tanaman senggani
memiliki banyak manfaat bagi kesehatan (Kusmana and Hikmat, 2015). Dilihat dari
senyawa Yyang terkandung, tanaman senggani memiliki manfaat sebagai
antioksidan, antibakteri, dan antikanker (Kusmana and Hikmat, 2015).

Berdasarkan paparan di atas, maka penelitian ini bertjuan untuk mengetahui
aktivitas antidiare kombinasi ekstrak daun kelor dan daun senggani (KLSG) yang
diinduksi bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus secara in-vitro
dengan menggunakan metode difusi. Penelitian ini dilakukan dengan harapan dapat
membuktikan secara ilmiah bahwa kombinasi ekstrak daun kelor dan daun senggani

(KLSG) memiliki aktivitas sebagai anti bakteri.

1.2 Rumusan Masalah

1.2.1 Apakah kombinasi ekstrak KLSG memiliki aktivitas antidiare secara in-
vitro?

1.2.2 Berapakah perbandingan kombinasi ekstrak KLSG yang menghasilkan
zona hambat paling baik setelah uji difusi bakteri Escherichia coli dan

Staphylococcus aureus ?

1.3 Tujuan Masalah
1.3.1 Untuk mengetahui Apakah kombinasi ekstrak KLSG memiliki aktivitas

antibakteri secara in vitro.



1.3.2 Untuk mengetahui zona hambat terbaik dari kombinasi ekstrak KLSG yang
telah diuji difusi bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Bagi masyarakat

Memberikan informasi bagi masyaratakat bahwa kombinasi ekstrak daun

kelor dan daun senggani memiliki aktivitas antidiare.

1.4.2 Bagi instantsi kesehatan

1.4.2.1 Dapat menjadi referensi untuk mengembangkan obat-obatan yang berasal
dari bahan alam.

1.4.2.2 Menjadi dasar penelitian lebih lanjut untuk mencari senyawa yang memiliki
aktivitas antibakteri.

1.4.3 Bagi lembaga pendidikan
Dapat menjadikan referensi sebagai penelitian lebih lanjut.
1.4.4 Bagi peneliti

Untuk memenuhi tugas akhir sebagai persyaratan kelulusan S1 Farmasi dan

dapat menambah pengetahuan.
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TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Diare

Diare merupakan penyakit yang sering ditandai dengan berubahnya tekstur
tinja menjadi cair dan tidak berbentuk dengan frekuensi buang air besar lebih dari
3 kali 24 jam. Diare dapat disebabkan oleh beberapa hal seperti virus, bakteri, serta
protozoa. Bakteri yang sering menginfeksi dan mengakibatkan diare adalah bakteri
Escherichia coli. Bakteri ini melakukan penempelan pada sel mukosa dengan atau
tidak menimbulkan kerusakan mukosa, invasi mukosa, dan produksi enterotoksin
atau sitoksin (Amin, 2015).

Diare dapat menyerang siapa saja tanpa batasan usia. Faktor penyebab diare
pada masing-masing individu bermacam-macam mulai dari lingkungan, agen
penyebab penyakit maupun pejamu (kondisi fisik seseorang). Tingkat keparahan
penyakit yang dialami individu juga berbeda, karena sistem kekebalan tubuh setiap
manusia dalam melawan bakteri, virus maupun rangsangan lain dari luar berbeda-
beda. Diare sangat membahayakan kesehatan, bahkan bisa menyebabkan kematian
(Mafazah, 2019).

2.1.1 Epidemiologi

Diare merupakan masalah umum yang terjadi di dunia. Di Negara maju
diperkirakan terjadi kasus diare 0,5-2 episode/orang/per tahun, sedangkan pada
negara berkembang diperkirakan lebih besar jumlahnya. Menurut WHO
jumlah kasus diare di USA mencapai 4 miliar dengan mortalitas 3-4 juta kasus per
tahun. Bila diterapkan di Indonesia kasus diare pada orang dewasa mencapai 100
juta episode. Dari laporan survei tahun 1989 jumlah kasus diare di puskesmas
mencapai 13,3%, di rumah sakit 0,45%, dan pada instalasi rawat jalan 0,05%.
Penyebab utama kasus diare ini adalah Shigella, Salmonella, Campylobacter jejuni,
Escherichia coli, dan Entamoeba histolytica (Zein et al., 2004). Selain pada orang
dewasa diare juga menyerang pada balita, pada tahun 2010 WHO menyatakan

bahwa kasus kematian pada balita akibat diare mencapai 801.000 kasus.



Berdasarkan hasil Riskerdas tahun 2013 menunjukkan kasus diare di Indonesia
mencapai 6,7% (Poernomo et al., 2016)

2.1.2 Etiologi
Diare disebabkan oleh beberapa faktor, yaitu : (Amin, 2015)

2.1.2.1 Virus

Virus merupakan penyebab utama diare pada anak, dimana kasus diare
akibat virus pada anak mencapai 70%-80%. Beberapa jenis virus penyebab diare
diantaranya Rotavirus serotype 1, 2, 8, dan 9 pada manusia, Norwalk virus,
Astrovirus, Adenovirus (tipe 40, 41), Small bowel structured virus,
Cytomegalovirus.
2.1.2.2 Bakteri

Bakteri penyebab diare antara lain, Enterotoxigenic E. coli (ETEC),
Enteropathogenic E. coli (EPEC), Enteroaggregative E. coli (EAggEC),
Enteroinvasive E. coli (EIEC), Enterohemorrhagic E. coli (EHEC), Shigella spp.,
Campylobacter jejuni (Helicobacter jejuni), Vibrio cholerae 01, dan V. cholerae
0139, Salmonella (non-thypoid).
2.1.2.3 Protozoa

rotozoa penyebab diare diantaranya, Giardia lamblia, Entamoeba
histolytica, Cryptosporidium, Microsporidium spp., Isospora belli, Cyclospora
cayatanensis.
2.1.2.4 Helminths

Strongyloides stercoralis, Schistosoma spp., Capilaria philippinensis,

Trichuris trichuria.

2.1.3 Gejala

Gejala umum pasien diare antara lain berak cair atau lembek, sering buang
aing besar, muntah biasanya menyertai pada pasien gastroenteritis akut, demam,
dehidrasi (mata cekung, ketegangan kulit menurun, apatis, gelisah). Selain gejala
umum terdapat gejala spesifik yaitu, vibrio cholera (diare hebat, warna tinja seperti
cucian beras dan berbau amis), disenteriform (tinja berlendir dan berdarah) ( nikma
kumala Sari et al., 2017).



2.1.4 Pengobatan
2.1.4.1 Penggantian cairan elektrolit

Aspek paling penting yaitu menjaga hidrasi yang adekuat dan keseimbangan
elektrolit. Biasanya dilakukan dengan cara rehidrasi oral, yang harus dilakukan
pada semua pasien kecuali pada pasien yang tidak dapat minum atau
membahayakan jiwa sehingga perlu diberikan pemberian secara intravena. Cairan
rehidrasi oral mengandung 3,5 g natrium Klorida, 2,5 g natrium bikarbonat, 1,5
kalium klorida, 20 g glukosa per liter air. Biasanya cairan rehidrasi tersedia dalam
bentuk komersial. Namun jika tidak terdapat dalam bentuk komersial dapat
digantikan dengan cara menambahkan %2 sendok teh garam, %2 sendok teh baking
soda 2-4 sendok makan gula per liter air. 2 pisang atau 1 cangkir jus jeruk untuk
mengganti kalium (Amin, 2015).
2.1.4.2 Penggunaan antibiotik

Pemberian antibiotik secara empiris jarang diindikasikan pada penderita
diare akut, hal ini dikarenakan 40% kasus diare akut sembuh kurang dari 3 hari
tanpa pemberian antibiotik. Pemberian antibiotik diindikasikan pada pasien dengan
gejala dan tanda diare infeksi seperti demam, feses berdarah, leukosit pada feses
(Zein et al., 2004).



Tabel 2.1 Tabel penggunaan antibiotik pada penderita diare (Zein,

et al., 2004).

Indikasi Pemberian Antibiotik

Pilihan Antibiotik

Demam (suhu oral > 38,5), bloody

stools, leukosit,

hemoccult, sindroma disentri

Treveler’s diarrhea

Diare  persisten  (kemungkianan

giardiasis)
Shigellosis

Intestinal salmonellosis

Campylobacteriosis
EPEC

ETEC

EIEC

EHEC

Vibrio non kolera
Aeromonas diarrhea

Yersiniosis

Giardiasis

Ingtestinal Amebiasis

Cryptosporidiosis

Isosporiosis

Kuinolon 3-5 hari Kotrimoksazole 3 — 5 hari

Kuinolon 1 —5 hari

Metronidazole 3x500 mg selama 7 hari

Kotrimoksazole selama 3 hari Kuinolon selama 3
hari

Kloramfenikol/Kotrimoksazole/Kuinolon
selama 7 hari

Eritromisin selama 5 hari

Terapi sebagai Febrile Dysentry
Terapi sebagai Traveler’s diarrhea
Terapi sebagai Shigellosis
Peranan antibiotik belum jelas
Terapi sebagai febrile dysentery
Terapi sebagai febrile dysentery

Umumnya dapat di terapi sebagai febrile
dysentri.Pada kasus berat : Ceftriaxon IV 1 g/6
jam selama 5 hari

Metronidazole 4 x 250 mg selama 7 hari. Atau
Tinidazole 2 g single dose atau Quinacine 3 x 100
mg selama 7 hari

Metronidazole 3 x 750 mg 5 — 10 hari +
pengobatan kista untuk mencegah relaps:
Diiodohydroxyquin 3 x 650 mg 10 hari atau
Paramomycin 3 x 500 mg 10 hari atau Diloxanide
furoate 3 x 500 mg 10 hari

Untuk kasus berat atau immunocompromised:
Paromomycin 3 x 500 selama 7 hari

Kotrimoksazole 2 x 160/800 7 hari




2.1.4.3 Terapi simtomatik/supportif

Selama periode diare, pasien membutuhkan asupan kalori yang cukup untuk
menahmah energi dan membantu pemulihan eritrosit yang rusak. Obat-obatan
atimotiliti tidak dianjurkan pada pasien diare dengan sindrom disentri yang disertai
dengan demam. Obat simtomatis pada penderita diare diberikan dengan berbagai
pertimbangan Klinis, jenis diare yang dialami, serta kombinasi obat yang diberikan
pada pasien. Pada prinsipnya obat simtomatik bekerja untuk mengurangi volume
feses dan frekuensi diare maupun penyerapan air. Beberapa obat seperti Loperamid,
Difenoksilat, Kaolin, Pektin, Tannin albuminat, Aluminium silikat, Attapulgite, dan
Diosmectite beredar bebas dipasaran (Zein et al., 2004).

Probiotik merupakan suplemen bakteri atau yeast yang digunakan untuk
mengatasi diare atau menormalkan flora usus. Probiotik meliputi Laktobasilus,
Bifidobakterium, Streptokokus spp, yeast (Saccaromyces boulardi),dan lainnya
(Zein, 2004).

2.1.5 Kilasifikasi diare
2.1.5.1 Diare akut

Diare akut merupakan diare yang berlangsung kurang dari 15 hari. Menurut
World Gastroenterology Organitation global guidelines 2005, menyebutkan bahwa
diare akut merupakan suatu keadaan diamana feses tinja yang cair atau lembek
dengan jumlah lebih banyak dari keadaan normal yang berlangsung kurang dari 14
hari (Nikma et al., 2017).

Yang berperan dalam terjadinya diare akut adalah faktor kuasa (agent) dan
faktor pejamu (manusia). Faktor pejamu merupakan suatu pertahanan tubuh untuk
mempertahankan diri dari organnisme penyebab diare akut ( nikma et al., 2017).
2.1.5.2 Diare Kronis

Diare kronis merupakan diare yang berlangsug selama 15 hari atau lebih.
Diare kronis diklasifikasikan menjadi :

1. Diare osmotik : usus mengalami peningkatan isi lumen,
2. Diare sekretonik : usus mengalami peningkatan sekresis cairan,
3. Malabsorbsi asam epedu, malabsorbsi lemak : micelle empedu mengalami

pembentukan yang lebih cepat, Defek sistem pertukaran anion/transport
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elektrolit aktif di eritrosit : mekanisme transport ion aktif berhenti ( Sari et
al., 2017).
2.1.6 Gejala Diare
Diare dapat diakibatkan oleh beberapa faktor seperti bakteri, virus,
lingkungan yang kumuh serta karena mengonsumsi makanan yang salah (keracunan
makanan). Gejala diare dapat dilihat dari penyebabnya yaitu :
2.1.6.1 Gejala diare akibat infeksi bakteri
Gejala yang diare yang disebabkan adanya infeksi diare seperti :
1. Diare yang disertai kram perut
2. Diare yang bercapur darah
3. Muntah
4. Demam
2.1.6.2 Gejala diare akibar keracunan makanan
Gejala diare ini biasanya ditandai dengan :
1. Feses lembek dan berair

2. Terladang feses mengandung ampas makanan

2.2 Obat Tradisional

Obat tradisional merupakan bahan atau ramuan bahan yang berupa tanaman,
hewan, mineral, sediaan galenik, atau campuran bahan-bahan tersebut yang secara
turun-temurun digunakan sebagai pengobatan dan dapat diterapkan dalam norma

yang berlaku di masyarakat (Aulani, 2019).

2.3 Tanaman Kelor
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Gambar 2.1 Tanaman Kelor (Berawi et al., 2019)

Gambar 2.1 merupakan gambar tanaman kelor. Tanaman kelor merupakan
tanaman tropis yang dapat hidup di pekarangan dan tanpa perawatan yang intensif.
Tanaman kelor sering dimanfaatkan untuk dikonsumsi sehari-hari untuk dijadikan
sayur mayur. Selain untuk dikonsumsi sehari-hari tanaman kelor juga dapat
dimanfaatkan sebagai obat tradisional. Bagian tanaman yang dapat dimanfaatkan

sebagai obat adalah daun, batang dan buahnya (Isnan and Nurhaedah, 2017).

2.3.1 Kilasifikasi Tanaman kelor
Menurut Integrated Taxonomic Information System (2017), klasifikasi
tanaman kelor sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Ordo : Brassicales

Familia : Moringaceae

Genus : Moringa

Spesies : Moringa oleifera Lamk.(Isnan and Nurhaedah, 2017).

2.3.2 Morfologi

Kelor merupakan tanaman berupa pohon yang dapat hidup hingga mencapai
ketinggan 12 m dengan diameter batang mencapai 30 cm. daun kelor memiliki
karakteristik kecil, berbentuk telur, bersirip tidak sempurna, dan besarnya seujung
jari. Memiliki helaian daun berwarna hijau hingga kecoklatan dengan oanjang 1-3
cm, lebar 4 mm sampai 1 cm, memiliki tepi rata, ujung daun tumpul, dan pangkal
daun berbentuk bulat. Kelor memiliki batang berkayu lunak dan berkualitas rendah.
Akar kelor berbentuk tidak beraturan dan tidak begitu keras, memiliki permukaan
agak licin, permukaan dalam memiliki serabut kecil, bagian kayu berwarna coklat
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muda. Tanaman kelor dapat tumbuh pada ketinggian hingga 1000 m dpl di atas
permukaan laut (Isnan and Nurhaedah, 2017).

2.3.3 Sinonim

Tanaman kelor dikenal dengan nama lain seperti limaran, moringa, ben-oil
(dapat diperoleh ekstrak dari bijinya), drumstick (dari bentuk benihnya yang
panjang dan ramping), horseradish tree (dari bentuk akar tanaman yang mirip

seperti horseradish), melunggay (filiphina) (Isnan and Nurhaedah, 2017).

2.3.4 Nama Daerah

Tanaman kelor di Indonesia memiliki nama yang berbeda di setiap daerah.
Nama daerah tanaman kelor yaitu, kelor (Jawa, Bali, Sunda, Lampung), maronggih
(Madura), moltong (Flores), keloro (Bugis), ongge (Bima), murong atau barunggai
(Sumatera), dan hau fo (Timur) (Isnan and Nurhaedah, 2017).

2.3.5 Kandungan Kimia

Tanaman senggani memiliki kandungan tanin dan flavonoid (Gloria et al.,
2019). Menurut (Nurhayat et al., 2020) disebutkan bahwa pada hasil skrining
fitokimia secara kualitatif ekstrak daun senggani memiliki kandungan alkaloid,

flavonoid, tanin, saponin, polifenol, dan steroid.

2.3.5.1 Alkaloid

Alkaloid merupakan senyawa metabolit sekunder yang paling banyak
memiliki atom nitrogen, dalam jaringan hewan dan tanaman. Alkaloid dapat
ditemukan pada biji, daun, bunga, ranting, akar dan kulit batang. Fungsi alkaloid
pada tumbuhan hampir sama. Ini diakibatkan karena alkaloid memiliki sifat basa,
sehingga dapat mengganti basa mineral dalam mempertahankan kesetimbangan ion
dalam tumbuhan (Ningrum et al., 2016). Kebanyakan alkaloid diisolasi berupa
padatan kristal dengan titik didih berkisar 87-238°C. Dalam bentuk garamnya,
alkaloid mudah larut dalam pelarut organik polar (Wilantari, 2018).

Alkaloid mempunyai efek dalam bidang kesehatan berupa pemicu sistem
saraf, menaikkan tekanan darah, mengurangi rasa sakit, antimikroba, obat
penenang, obat penyakit jantung dan lain-lain lain (Aksara et al., 2013). Mekanisme
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kerja dari alkaloid sebagai antibakteri yaitu dengan cara mengganggu komponen
penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak
terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel (Amalia et al., 2017).
2.3.5.2 Flavonoid

Senyawa flavonoid adalah suatu kelompok senyawa fenol yang terbesar
yang ditemukan di alam. Senyawa- senyawa ini merupakan zat warna merah, ungu
dan biru dan sebagai zat warna kuning yang ditemukan dalam tumbuh-tumbuhan.
Golongan flavonoid memiliki kerangka karbon yang terdiri atas dua cincin benzena
tersubstitusi yang disambungkan oleh rantai alifatik tiga karbon (Wahyulianingsih
etal., 2016).

Senyawa flavonoid diturunkan dari unit C6-C3 (fenilpropana) yang
bersumber dari asam sikimat dan unit C6 yang diturunkan dari jalur poliketida.
Fragmen poliketida ini disusun dari tiga molekul malonil-KoA, yang bergabung
dengan unit C6-C3 (sebagai koA tioester) untuk membentuk unit awal triketida.
Oleh karena itu, flavonoid yang berasal dari biosintesis gabungan terdiri atas unit-
unit yang diturunkan dari asam sikimat dan jalur poliketida (Wahyulianingsih et
al., 2016). Beberapa golongan flavonoid memiliki ikatan glikosida dengan molekul
gula. Ikatan glikosida akan mudah rusak atau putus pada suhu tinggi. Suhu 50 °C
merupakan suhu yang relatif aman untuk mencegah kerusakan pada senyawa
metabolit sekunder khususnya flavonoid (Oktavia, 2011).

Mekanisme kerja senyawa flavonoid sebagai antibakteri yaitu dengan
membentuk senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan terlarut sehingga
dapat merusak membrane sel bakteri yang diikuti dengan keluarnya senyawa
intraseuler (Amalia et al., 2017).
2.3.5.3 Tanin

Tanin merupakan senyawa aktif metabolit sekunder yang diketahui
mempunyai beberapa khasiat yaitu sebagai astringen, antidiare, antibakteri dan
antioksidan. Tanin merupakan komponen zat organik yang sangat kompleks, terdiri
dari senyawa fenolik yang sukar dipisahkan dan sukar mengkristal, mengendapkan
protein dari larutannya dan bersenyawa dengan protein tersebut. Tanin dibagi

menjadi dua kelompok yaitu tanin terhidrolisis dan tanin terkondensasi. Tanin
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memiliki peranan biologis yang kompleks mulai dari pengendap protein hingga
pengkhelat logam. Tanin juga dapat berfungsi sebagai antioksidan biologis
(Malangngi et al., 2012). Tanin akan terurai menjadi pyrogallol, pyrocatechol dan
phloroglucinol bila dipanaskan sampai suhu 98,89°C-101,67°C (Purwitasari,
2014).

Kemampuan antibakteri yang dimiliki oleh tanin diduga karena tanin dapat
mengkerutkan dinding sel sehingga mengganggu permeabilitas sel itu sendiri dan
menyebabkan kerusakan pada dinding sel (Amalia et al., 2017).
2.3.5.4 Saponin

Saponin merupakan suatu glikosida yang memiliki aglikon berupa
sapogenin. Saponin dapat menurunkan tegangan permukaan air, sehingga akan
mengakibatkan terbentuknya buih pada permukaan air setelah dikocok. Saponin
memiliki titik didih yang cukup tinggi hingga mencapai 158°C (Santosa et al.,
2018). Sifat ini mempunyai kesamaan dengan surfaktan. Penurunan tegangan
permukaan disebabkan karena adanya senyawa sabun yang dapat merusak ikatan
hidrogen pada air. Senyawa sabun ini memiliki dua bagian yang tidak sama sifat
kepolarannya. Struktur kimia saponin merupakan glikosida yang tersusun atas
glikon dan aglikon. Bagian glikon terdiri dari gugus gula seperti glukosa, fruktosa,
dan jenis gula lainnya. Bagian aglikon merupakan sapogenin. Sifat amfifilik ini
dapat membuat bahan alam yang mengandung saponin bisa berfungsi sebagai
surfaktan (Nurzaman et al., 2018).

Mekanisme kerja saponin sebagai antibakteri yaitu dengan mendenaturasi
protein, dikarenakan zat aktif permukaan saponin mirip deterjen sehingga dapat
digunakan sebagai antibakteri dimana tekanan dinding sel bakteri akan diturunkan

dan permeabilitas membran bakteri dirusak (Sudarmi et al., 2017).

2.3.6 Khasiat dan Kegunaan

Tanaman kelor seringkali dimanfaatkan sebagai makanan seharihari.
Tanaman kelor dikonsumsi dengan dijadikan sayur maupun dalam bentuk serbuk
sebagai suplemen. Baru-baru ini telah ditemukan kembali manfaat tanaman kelor
lebih lanjut yaitu sebagai antimikroba, antijamur, antihipertensi, antihiperglikemik,

antitumor, antikanker, anti-inflamasi. Kelor memiliki banyak manfaat karena
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memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder yang terdiri dari flavonoid, fenol,
askorbat, serta karatenoid (Aminah et al., 2015).

2.4 Tanaman Senggani

Gambar 2.2 Tanaman Senggani (Suliska et al., 2019).

Gambar 2.2 merupakan gambar tanaman senggani. Senggani adalah
tanaman jenis gulma yang berasal dari keluarga melastomataceae. Tanaman
senggani merupakan tanaman yang kaya akan manfaat. Bagian tanaman senggani
yang dapat dimanfaatkan sebagai obat yaitu, daun, buah, kulit dan biji. Tanaman
senggani sering dimanfaatkan masyarakat sebagai obat demam, penghilang nyeri,
dan mengatasi diare (Rahayu et al., 2016).

2.4.1 Klasifikasi Tanaman
Tanaman senggani memiliki klasifikasi sebagai berikut :

Divisio : Spermatophyta

Subdivisio : Angiospermae

Classis : Dicotyledoneae

Subclassis : Dialypetalae

Ordo : Mytales

Familia : Melastomaceae

Genus : Melastoma

Spesies : Melastome polyathum BI. (Arifa and Periadnadi,

2018)
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2.4.2 Morfologi

Senggani merupakan tanaman perdu, dengan tinggi 0,5-4 m. Daun
bertangkai, berhadapan, memanjang atau bahkan bulat memanjang dengan ujung
runcing dengan tulang daun 3,2-20 kali sampai 1-8 cm, dengan kedua sisi berbulu.
Cabang muda memiliki sisik. Bunga bersama-sama 5-18, pada ujung dan ketiak
daun tertinggi, terbilang 5(4-6). Tabung bunga berbentuk lonceng, memiliki sisik,
taju dengan beberapa taju kecil. Daun pelindung memiliki sisik, langsing, 5 kali 2
mm, dan tidak menutupi kuncup. Daun mahkota berbentuk bulat telur terbalik,
memiliki panjang 2-3 cm, berwarna ungu merah dan jarang berwarna putih. Benang
sari 10(8-12), memanjang dari penghubung bawah ruas benang sari sekitar 6-16
mm, pada pendek 2-7 mm. Bakal buah memiliki 5(4-6) ruang, dihubungkan oleh
bingkai ke tabung kelopak. Buah buni membentuk periuk, membuka melintang
secara tidak teratur, dimana terlepas biji bingkai merah tua. Memiliki biji berbentuk
kerang. Tanaman senggani dapat tumbuh pada pada rumput, semak di hutan kecil
dengan luas 5-2000 m (Arifa and Periadnadi, 2018).

2.4.3 Sinonim

Senggani memiliki banyak nama lain atau sinonim yang mengacu pada
tanaman ini antara lain Melastoma malabathricum L.. Melastoma candidum D.
Don, (Melastoma septemnervium Lour., non Jacg). Melastoma dodecandum Lour
(Melastoma repens Desr) selanutnya Melastoma sanguineum Sims (Melastoma
decemfidum Roxb.). Melastoma affine D. Don (Melastoma poliyanthum Bl.) yang

sering digunakan di Indonesia. (Tusti and Galuh, 2007)..

2.4.4 Nama Daerah

Tanaman senggani memiliki nama yang berbeda-beda didaerah masing-
masing. Nama daerah tanaman senggani antara lain : Senggani (Sulawesi), Kluruk,
Sengganen (Jawa), Senduduk (Melayu), Harendong (Sunda), Kemanden (Madura)
(Arifa and Periadnadi, 2018).
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2.4.5 Kandungan
2.4.5.1 Tanin

Tanin merupakan salah satu golongan senyawa polifenol yang sering
ditemukan pada tanaman. Tanin merupakan senyawa yang memiliki berat molekul
1000 g/mol yang dapat membentuk senyawa kopleks protein. Senyawa tanin
memiliki cincin benzena (C6) yang berikatan dengan gugus hidroksil (-OH). Tanin
akan terurai menjadi pyrogallol, pyrocatechol dan phloroglucinol bila dipanaskan
sampai suhu 98,89 °C-101,67 °C (Purwitasari, 2014). Tanin memiliki fungsi
sebagai pengelat logam dan pengendap protein. Karena itu tanin dipercaya dapat
berperan sebagai antioksidan biologis (Noer et al., 2014). Tanin juga memiliki
khasiat sebagai astringen, antidiare, dan antibakteri (Malangngi et al., 2012).

Tanin dibagi menjadi dua kelompok yaitu tanin terhidrolisis dan tanin
terkondensasi. Tanin memiliki peranan biologis yang kompleks mulai dari
pengendap protein hingga pengkhelat logam. Tanin juga dapat berfungsi sebagai
antioksidan biologis (Malangngi et al., 2012). Kemampuan antibakteri yang
dimiliki oleh tanin diduga karena tanin dapat mengkerutkan dinding sel sehingga
mengganggu permeabilitas sel itu sendiri dan menyebabkan kerusakan pada
dinding sel (Amalia et al., 2017).
2.4.5.2 Flavonoid

Sebagian besar senyawa flavonoid berikatan dengan gugus gula
glikosidanya dan dalam bentuk campuranya atau jarang sekali dalam bentuk
tunggalnya. Flavonoid memiliki kerangka dasar yang terdiri dari 15 atom karbon.
Dimana terdapat 2 cincin benzana (C6) berikatan dengan rantai propananya (C3)
(Noer et al., 2014).

Senyawa flavonoid diturunkan dari unit C6-C3 (fenilpropana) yang
bersumber dari asam sikimat dan unit C6 yang diturunkan dari jalur poliketida.
Fragmen poliketida ini disusun dari tiga molekul malonil-KoA, yang bergabung
dengan unit C6-C3 (sebagai koA tioester) untuk membentuk unit awal triketida.
Oleh karena itu, flavonoid yang berasal dari biosintesis gabungan terdiri atas unit-
unit yang diturunkan dari asam sikimat dan jalur poliketida (Wahyulianingsih et al.,

2016). Ikatan glikosida akan mudah rusak atau putus pada suhu tinggi. Suhu 50 °C
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merupakan suhu yang relatif aman untuk mencegah kerusakan pada senyawa
metabolit sekunder khususnya flavonoid (Oktavia, 2011).

Mekanisme kerja senyawa flavonoid sebagai antibakteri yaitu dengan
membentuk senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan terlarut sehingga
dapat merusak membrane sel bakteri yang diikuti dengan keluarnya senyawa
intraseuler (Amalia et al., 2017).
2.4.5.3 Saponin

Saponin merupakan suatu glikosida yang memiliki aglikon berupa
sapogenin. Saponin dapat menurunkan tegangan permukaan air, sehingga akan
mengakibatkan terbentuknya buih pada permukaan air setelah dikocok. Sifat ini
mempunyai kesamaan dengan surfaktan. Penurunan tegangan permukaan
disebabkan karena adanya senyawa sabun yang dapat merusak ikatan hidrogen pada
air. Senyawa sabun ini memiliki dua bagian yang tidak sama sifat kepolarannya.
Struktur kimia saponin merupakan glikosida yang tersusun atas glikon dan aglikon.
Bagian glikon terdiri dari gugus gula seperti glukosa, fruktosa, dan jenis gula
lainnya. Bagian aglikon merupakan sapogenin. Sifat ampifilik ini dapat membuat
bahan alam yang mengandung saponin bisa berfungsi sebagai surfaktan (Nurzaman
et al., 2018). Saponin memiliki titik didih yang cukup tinggi, yaitu hingga encapai
158 °C (Santosa et al., 2018). Pada pengobatan maupun pencegahan penyakit
saponin sering dimanfaatkan sebagai antibakteri, antifungi, antivirus, pengontrol
kadar glukosa darah, dan menghambat pertumbuhan sel tumor (Darma and
Marpaung, 2020).

Mekanisme kerja saponin sebagai antibakteri yaitu dengan mendenaturasi
protein, dikarenakan zat aktif permukaan saponin mirip deterjen sehingga dapat
digunakan sebagai antibakteri dimana tekanan dinding sel bakteri akan diturunkan
dan permeabilitas membran bakteri dirusak (Sudarmi et al., 2017).
2.4.5.4 Alkaloid

Alkaloid merupakan senyawa metabolit sekunder yang paling banyak
memiliki atom nitrogen, dalam jaringan hewan dan tanaman. Alakaliod dapat
ditemukan pada biji, daun, bunga, ranting, akar dan kulit batang. Kebanyakan
alkaloid diisolasi berupa padatan kristal dengan titik didih berkisar 87-238°C
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(Wilantari, 2018). Fungsi alkaloid pada tumbuhan hamper sama. Ini diakibatkan
karena alkaloid memiliki sifat basa, sehingga dapat mengganti basa mineral dalam
mempertahankan kesetimbangan ion dalam tumbuhan(Ningrum et al., 2016).
Alkaloid mempunyai efek dalam bidang kesehatan berupa pemicu sistem
saraf, menaikkan tekanan darah, mengurangi rasa sakit, antimikroba, obat
penenang, obat penyakit jantung dan lain-lain lain (Aksara et al., 2013). Mekanisme
kerja dari alkaloid sebagai antibakteri yaitu dengan cara mengganggu komponen
penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak
terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel (Amalia et al., 2017).

2.4.5.5 Steroid
Steroid pada tumbuhan ada yang memiliki fungsi untuk menghambat

penuaan daun sehingga daun tidak cepat gugur, sedangkan steroid pada hewan pada
umumnya dijumpai dalam bentuk hormon yang salah satu fungsinya berpengaruh
dalam pertumbuhan dan perkembangbiakan (Suryelita et al., 2017).

Steroid pada tumbuh-tumbuhan secara umum terdapat dalam bentuk sterol.
Tumbuhan tingkat tinggi biasanya mengandung fitosterol seperti: sitosterol (13-
sitosterol), stigmasterol, dan kampesterol (Suryelita et al., 2017). Mekanisme kerja
steroid sebagai antibakteri yaitu dengan cara merusak membral sel bakteri (Amalia
etal., 2017).

2.4.6 Khasiat dan kegunaan

Tanaman senggani banyak dimanfaatkan sebagai obat tradisional. Salah satu
manfaat daun senggani yaitu sebagai antibakteri. Hal ini dikarenakan terdapat
senyawa flavonoid yang bermanfaat sebagai antibakteri tersebut (Gloria et al.,
2019).

Tanaman senggani dapat dimanfaatkan sebagai penurun demam (antipiretik),
pereda nyeri (analgesik), peluruh air seni (diuretik), mengobati keputihan
(leukorea), dan berbagai obat luka sayat (Nurhayat et al., 2020). Hingga saat ini
masyarakat telah memanfaatkan daun senggani sebagai obat sariawan, keputihan,
diare, dan pendarahan rahim. sedangkan menurut Soedibyo (1998) memiliki khasiat
untuk astringen, disentri, keputihan, mencret, wasir, obat kumur, sakit perut dan

borok (obat luar).
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2.5 Simplisia

Simplisia menurut farmakope Indonesia merupakan bahan baku obat alami
yang sudah dikeringkan dan diserbukan (Evifania et al., 2020). Serbuk simplisia
merupakan sediaan obat tradisional berupa butiran halus dan homogen, terbuat dari
simplisia atau campuran ektstrak dimana cara penggunaannya diseduh dengan air
panas (BPOM, 2014).

Simplisia dibagi menjadi 3 jenis, yaitu simplisia nabati, simplisisa hewani
dan simplisia pelican atau mineral. Simplisia nabati merupakan simplisia dari
bagian utuh atau bagian tertentu tumbuhan maupun eksudat tanaman. Simplisia
hewani adalah simplisia bisa berupa hewan utuh atau zat-zat berguna dari hewan
yang belum diubah menjadi bahan kimia murni misalnya, minyak ikan dan madu.
Simplisia pelikan dan mineral adalah simplisia berupa bahan pelikan atau mineral
yang diolah dengan sederhana yang belum berupa bahan kimia murni contohnya,
serbuk seng dan serbuk tembaga (Evifania et al., 2020).

2.5.1 Syarat Simplisia

Simplisia dapat dikatakan memenuhi syarat mutu simplisia apabila sudah
memenuhi persyaratan mutu yang tertera dalam monografi simplisia, yang terdiri
dari susut pengeringan, kadar abu total, kadar abu tidak larut asam, kadar sari larut
air, kadar sari larut etanol, dan kandungan kimia simplisia (Depkes R1, 2008).

Persyaratan mutu simplisia yaitu secara organoleptis dilakukan pengamatan
terhadap bentuk, bau, rasa dan warna, mengandung kadar air < 10%, bebas cemaran
mikroba serta cemaran logam berat, kadar aflatoksin total (aflatoksin B1, B2, G1
dan G2) < 20 pg/ kg, serta tidak boleh mengandung pengawet, pengharum, dan
pewarna (BPOM, 2014).
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2.5.2 Persiapan Simplisia

Pada proses penyiapan simplisisa hal yang harus diperhatikan antara lain,
bahan baku simplisia, proses pembuatan, pengepakan serta penyimpanan simplisia
(Depkes RI, 1985).
2.5.2.1 Bahan Baku Simplisia

Pada pembuatan simplisia hal yang perlu diperhatikan adalah kualitas bahan
baku simplisia, karena hal ini dapat mempengaruhi kualitas simplisia yang
dihasilkan. Sumber bahan baku simplisia dapat diperoleh dari tanaman, hewan,
maupun mineral. Simplisia nabati yang memiliki kualitas baik dapat dilihat dari
waktu panen. Waktu panen yang tepat akan membuat simplisia memiliki
kandungan kimia yang optimum dan memiliki manfaat yang optimal dalam
pengonatan.

Ketentuan pemanenan tumbuhan berdasarkan bagian tubuh tumbuhan
(Depkes RI, 1985) :

1. Biji (semen)

Biji dipanenen ketika biji sudah mulai tua biasaya ditandai dengan
perubahan warna pada buah emnjadi berwarna kuning maupun buah sudah
mengering, misalnya biji kedawung.

2. Buah (fructus)

Buah dapat dipanen ketika buah sudah mulai tua atau mengalami
perubahan warna namun buah belum sepenuhnya masak, misalnya lada (pada
pemanenan lada apabila waktu panen buah sudah tua namun belum masak maka
akan diperoleh lada hitam (Piperis nigri Fructus), namun ketika pemanenan
bahan sudah masak akan dihasilkan lada putih (Piperis albi Fructus).

3. Daun (folia)

Daun dipanen apabila tanaman sudah berbunga tetapi belum berbuah
atau ketika tanaman menjelang berbunga.
4. Bunga (flores/flos)

Bunga dipanen ketika bunga masih kuncup (belum mekar) misalnya
cengkeh, ataupun ketika bunga tetap mekarmisalnya bunga mawar dan bunga

sriganding.
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5. Kulit batang (cortex)

Kulit Bbatang dipanen ketika tanaman sudah tua atau umum yang tepat,
hendaknya dipanen ketika musim kemarau agar kulit mudah terkelupas.
6. Umbi lapis (bulbus)

Umbi lapis dipanen ketika umbi sudah mencapi besar optimum, yaitu
ketika bagian atas tanaman sudah muali mengering (misalnya bawang putih dan
bawang merah)

7. Rimpang atau “empon-empon” (rhizomad)
Rimpang dipanen ketika pertumbuhannya sudah maksimal dan bagian
di atas tanah sudah muali mengering, yaitu di awal musim kemarau.
2.5.2.2 Proses pembuatan Simplisia
Setelah dilakukan pemanenan langkah selanjutnya pasca panen adalah
sebagai berikut (Depkes RI, 1985):
1. Sortasi basah.

Tahap ini perlu dilakukan karena bahan baku simplisia benar dan
murni, artinya tanaman berasal dari bahan baku simplisia yang dimaksud,
bukan dari tumbuhan lain. Dalam kaitanyya perlu dilakukan pemisahan dan
pembuangan bahan organik asing atau tumbuhan atau bahan tanaman lain yang
terikut. Bahan simplisia yang bersih tidak boleh bercampur dengan tanah,
kerikil, maupun pengotor yang lainnya.

2. Pencucian.

Pencucian dapat dilakukan dengan air sumur, air mata air, maupun air
ledeng (PAM). Pencucian sebaiknya tidak dilakukan dengan menggunakan air
sungai, karena diketahui bahwa air sungai memiliki begitu banyak cemarannya.
Setelah dilakukan pencucian bahan baku simplisia ditiriskan agar sisa air dapat
mengalir. Kalium permanganat sebanyak 1/8000 dapat ditambahkan ke dalam
air untuk mencuci, hal ini dilakukan untuk menekan angka kuman dan
dilakukan untuk pencucian rimpang.

3. Perajangan.
Banyak simplisia yang memerlukan perajangan untuk mempermudah

dan mempercepat pengeringan. Perajangan dapat dilakukan secara manual
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maupun dengan menggunakan alat. Saat perajangan tidak boleh terlalu tebal
karena dapat mempengaruhi proses pengeringan dan menyebabkan simplisia
berjamur dan membusuk. Namun apabil perajangan terlalu tipis juga dapat
memngakibatkan rusaknya zat kimia yang terdapat dalam simplisia.

4. Pengeringan.

Pengeringan merupakan suatu proses pengawetan simplisia sehingga
simplisia dapat tahan lama. Selain itu pengeringan dapat menghindari
terurainya kandungan kimia karena enzim. Selain itu pengeringan juga
bermanfaat untuk mencegah terjadinya pertumbuhan mikroorganisme maupun
jamur pada simplisia. Tanda dari simplisia yang sudah kering yaitu mudah
patah apabila diremas. Menurut persyaratan obat tradisional kandungan air
dalam simplisia tidak boleh lebih dari 10%. Pengeringan simplisia sebaiknya
tidak dilakukan dibawah sinar matahari langsung melainkan menggunakan
oven agar kandungan senyawa dalam simplisia tidak rusak. Namun apabila
terpaksa pengeringan dapat dilakukan dengan cara dibawah sinar matahari dan
dengan ditutup kain hitam untuk menghindari terurainya kandungan kimia dan
debu.

5. Sortasi kering.

Simplisia yang telah kering selanjutnya dilakukan sortasi sekali untuk
memisahkan kotoran, bahan organik asing, dan simplisia yang rusak pada
proses sebelumnya.

2.5.2.3 Pengepakan dan Penyimpanan

Bahan pengepak harus sesuai dengan simplisia yang dipak. Misalnya
simplisia yang mengandung minyak atsiri jangan dipak dalam wadah plastik,
karena plastik akan menyerap bau bahan tersebut. Bahan pengepak yang baik
adalah karung goni atau karung plastik. Simplisia yang ditempatkan dalam karung
goni atau karung plastik praktis cara penyimpanannya, yaitu dengan ditumpuk.
Selain itu, cara menghandelnya juga mudah serta cukup menjamin dan melindungi
simplisia di dalamnya. Pengepak lainnya digunakan menurut keperluannya.
Pengepak yang dibuat dari aluminium atau kaleng dan seng mudah melapuk,

sehingga perlu dilapisi dengan plastik atau malam atau yang sejenis dengan itu.
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Penyimpanan harus teratur, rapi, untuk mencegah resiko tercemar atau saling
mencemari satu sama lain, serta untuk memudahkan pengambilan, pemeriksaan,
dan pemeliharaannya. Simplisia yang disimpan harus diberi label yang
mencantumkan identitas, kondisi, jumlah, mutu, dan cara penyimpanannya.
Adapun tempat atau gudang penyimpanan harus memenuhi syarat antara lain harus
bersih, tentutup, sirkulasi udara baik, tidak lembab, penerangan cukup bila
diperlukan, sinar matahari tidak boleh leluasa masuk ke dalam gudang, konstruksi
dibuat sedemikian rupa sehingga serangga atau tikus tidak dapat leluasa masuk,
tidak mudah kebanjiran serta terdapat alas dari kayu yang baik (hatihati karena
balok kayu sangat disukai rayap) atau bahan lain untuk meletakkan simplisia yang
sudah dipak tadi. Pengeluaran simplisia yang disimpan harus dilaksanakan dengan
cara mendahulukan bahan yang disimpan Iebih awal (“First in — First out” =
FIFO).

2.6 Ekstraksi

Ekstrak adalah sediaan kental yang diperolen dengan mengekstraksi
senyawa aktif dari simplisia nabati atau hewani menggunakan pelarut yang sesuai,
kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan dari massa atau serbuk yang
tersisa diperlakukan sedemikian hingga memenuhi baku yang telah ditetapkan
(Dirjen POM, 1995).

Tujuan ekstraksi adalah untuk menarik dan memisahkan senyawa yang
mempunyai kelarutan berbeda—beda dalam berbagai pelarut komponen kimia yang
terdapat dalam bahan alam baik dari tumbuhan, hewan, dan biota laut dengan

menggunakan pelarut organik tertentu (Ditjen POM, 2000).

2.6.1 Metode Ekstraksi
2.6.1.1 Maserasi

Maserasi merupakan suatu proses ekstraksi yang tidak menggunakan
pemanasan, sedangkan untuk menarik senyawa dalam ekstrak menggunakan
kepolaran pelarut. Mekanisme kerja maserasi yaitu dengan melakukan perendaman
eksrak pada ushu kamar dan sesekali dikocok untuk menarik senyawa aktifnya
keluar (Suhendar et al., 2020). Proses ekstraksi dihentikan apabila sudah tercapai
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kesetimbangan antara konsentrasi senyawa ekstrak dalam pelarut dengan
konsentrasi dalam sel ekstrak tanaman. Setelah ekstraksi selesai selanjutkan ekstrak
disaring untuk memisahkan sampel dengan dengan pelarut. Keuntungan dari
metode ini yaitu memrlukan biaya yang murah dan dapat mengantisipasi rusaknya
senyawa-senyawa yang bersifat termolabil. Namun dibalik keuntungan ini juga
terdapat keruguan antara lain, membutuhkan waktu yang lama, memerlukan pelarut
yang cukup banyak, dan besar kemungkinan terdapat senyawa yang hilang selama
ekstraksi berlangsung (Mukhtarini, 2011).

Remaserasi merupakan metode ekstraksi yang terjadi pengulangan
penambahan pelarut setelah dilakukan penyaringan pertama, dan seterusnya.
Pelarut kedua ditambahakan sebanyak pelarut pertama (Depkes, 2000).
2.6.1.2 Refluks

Refluks merupakan suatu eksraksi dengan mnggunakan pemanasan pada
suhu 50°C. Mekanisme kerja dari refluks yaitu pelarut yang digunakan akan
menguap ketika pada suhu yang digunakan, namun uap tersebut setelah didinginkan
menggunakan kondensor akan mengembun kembali dan turun kedalam wadah
sehingga selama ekstraksi refluks terjadi tetap terdapat pelarut didalamnya
(Suhendar et al., 2020). Kekurangan dari ekstraksi ini yaitu apabila senyawa
bersifat termolabil maka tidak ada terdegredasi.
2.6.1.3 Perkolasi

Perkolasi merupakan meetode ekstraksi dimana, sampel berupa serbuk
dibasahi dengan perlahan dalam perkolator (wadah berbentuk silinder yang
dilengkapi dengan kran di bagian bawahnya). Pelarut ditambahkan di bagian atas
serbuk sampel, kemudian pelarut ditunggu menetes kebagian bawah. Kelebihan
dari metode perkolasi ini yaitu selalu menggunakan pelarut yang baru untuk
dialirkan kesampel. Namun terdapat kekurangan yaitu apabila sampel tidak
homogen maka pelarut akan kesulitan untuk menjangkau area sampel dan juga
memerlukan waktu dan pelarut yang banyak (Mukhtarini, 2011).
2.6.1.4 Soxletasi

Pada metode ini serbuk sampel diletakkan pada sarung selulosa (dapat

digunakan kertas saring) dalam klongsong yang ditempatkan di atas labu di bawah
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kondensor. Pelarut yang digunakan adalah pelarut yang sesuai dengan sampel,
kemudia pelarut dimasukkan dalam labu dan suhu penangas di atur di bawah
refluks. Keuntungan dari metode ini yaitu ekstraksi kontinyu, sampel terekstraksi
dengan menggunakan pelarut murni hasil kondensasi sehingga tidak menggunakan
banyak pelarut dan tidak memakan banyak waktu. Kerugian dari metode ekstraksi
ini senyawa yang termolabil tidak dapat terdegradasi (Mukhtarini, 2011).
2.6.1.5 Destilasi Uap

Destilasi uap memiliki proses yang sama dan biasanya digunakan untuk
ekstraksi minyak esensial. Selama pemanasan, uap terkondensasi dan destilat
(terpisah 2 bagian yang saling tercampur) tertapung dalam wadah yang terhubung
dengan kondensor. Kerugian dari metode ini adalah senyawa yang bersifat
termolabil dan terdegradasi (Mukhtarini, 2011).

2.6.2 Pelarut

Dalam memilih pelarut yang akan digunakan harus diperhatikan sifat
kandungan kimia (metabolit sekunder) yang akan diekstrak. Sifat yang penting dan
harus diperhatiakn adalah sifat kepolaran, dapat dilihat dari gugus polar senyawa
tersebut yaitu gugus OH, COOH. Senyawa polar lebih mudah larut dalam pelarut
polar, dan senyawa non polar akan lebih mudah larut dalam pelarut non polar.
Derajat kepolaran tergantung kepada ketetapan dielektrik, makin besar tetapan
dielektrik makin polar pelarut tersebut (PermenKes RI, 2007).

Beberapa pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi antara lain:
2.6.2.1 Air

Air merupakan pelarut universal yang sering digunakan, biasanya
digunakan untuk menyari produk tumbuhan dengan aktivitas antimikroba.
Walaupun pengobatan secara tradisional menggunakan air sebagai pelarut, tetapi
ekstrak tumbuhan dari pelarut organik telah ditemukan memberikan aktivitas
antimikroba yang lebih konsisten dibandingkan dengan ekstrak air. Air juga juga
dapat melarutkan senyawa fenolik yang memiliki aktivitas sebagai antioksidan
(Tiwari et al., 2011).
2.6.2.2 Aseton

Aseton dapat melarutkan beberapa komponen senyawa hidrofilik dan
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lipofilik dari tumbuhan. Keuntungan dari pelarut ini yaitu dapat bercampur dengan
air, mudah menguap, dan memiliki toksisitas yang rendah. Aseton digunakan
terutama untuk studi antimikroba dimana banyak senyawa fenolik yang dapat disari
sengan aseton (Tiwari et al., 2011).
2.6.2.3 Etanol

Ekstraksi menggunakan pelarut etanol menunjukkan aktivitas antimikroba
yang lebih tinggi dibandingkan dengan pelarut air. Hal ini dikaitkan dengan adanya
jumlah polifenol yang lebih tinggi pada ekstrak dengan pelarut etanol dibandingkan
dengan pelarut air. Konsentrasi tinggi dari senyawa flavonoid terdeteksi dengan
etanol 70% dikarenakan polaritasnya lebih tinggi dibandingkan etanol murni.
Etanol lebih mudah untuk menembus membran sel untuk menyari senyawa yang
terdapat pada intraseluler dari tanaman. Metanol lebih polar daripada etanol namun
lebih bersifat toksik, sehingga tidak cocok untuk ekstraksi (Tiwari et al., 2011).
2.6.2.4 Kloroform

Kloroform memiliki nama umum triklorometana (CHCl3). Pada suhu ruang
kloroform memiliki wujud cairan bening, mudah menguap, serta memiliki bau yang
khas. Kloroform merupakan pelarut yang bersifat semipolar dan biasa diigunakan
untuk menyari senyawa seperti tanin dan terpenoid (Tiwari et al., 2011).
2.6.2.5 Eter

Eter semakin polar daripada alkena, namun tidak sepolar alkohol, ester,
ataupun amida. walau demikian, keberadaan dua pasangan elektron menyendiri
pada atom oksigen eter, memungkinkan eter berikatan hidrogen dengan molekul
air. Eter dapat dipisahkan secara sempurna menempuh destilasi.Eter biasanya
digunakan secara selektif untuk menyari kumarin dan asam lemak (Tiwari et al.,
2011).
2.6.2.6 n-heksana

n-heksan memiliki bentuk cairan bening, Kurang padat dari air dan tidak
larut dalam air. Uap lebih berat dari pada udara. Digunakan sebagai pelarut, cat
thinner, dan media reaksi kimia. n-heksana memiliki karakteristik sagat tidak polar,
volatil, mempunyai bau khas yang dapat menyebabkan pingsan. Berat molekulnya
86,2 gram/mol dengan titik lelen 94,3 sampai 95,3°C. Titik didih n-heksan pada
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tekanan 760 mmHg yaitu 66 sampai 71°C (Tiwari et al., 2011).
2.6.2.7 Etil Asetat

Etil asetat adalah pelarut dengan karakteristik semi polar. Etil asetat secara
selektif akan menarik senyawa yang bersifat semi polar seperti fenol dan terpenoid
(Tiwari et al., 2011).
2.6.2.8 DMSO

DMSO adalah salah satu pelarut organik paling kuat yang dapat melarutkan
berbagai bahan organik dan polimer secara efektif (Gaylord Chemical Company,
2007). DMSO larut dalam air dan berbagai cairan organik lainnya, seperti alkohol,
ester, keton, pelarut terklorinasi, dan hidrokarbon aromatic (Jacob and de la Torre,
2015).

2.7 Bakteri

Bakteri merupakan mikroorganisme mikroskopis yang memiliki sel
tunggal, dan tidak memiliki membrane sel. Meskipun berukuran kecil bakteri
berperan penting dalam kehidupan sehari-hari, beberapa kelompok bakteri dikenal
bermanfaat untuk kehidupan, antara lain bakteri telah digunakan dalam sektor
industri pangan, namun ada juga bakteri yang merugikan, seperti bakteri yang
membusukkan bahan-bahan makanan dan bahkan menyebabkan infeksi dan
penyakit bagi manusia (Febriza et al., 2021). Karakteristik bakteri beranekaragam
dapat dilihat dari bentuknya, seperti batang (spirilli), koma (vibrios), dan bulat
(cocci). Struktur bakteri yang terpenting diketahui cambuk (flagella), kapsul
(capsule), dan endospora (endospore) (Soedarto, 2015).

2.7.1 Klasifikasi bakteri
2.7.1.1 Bakteri Gram Positif

Bakteri Gram positif merupakan bakteri yang memiliki kandungan
peptidoglikan yang tinggi dibandingkan dengan bakteri Gram negatif. Pada genus
bakteri Gram positif terdapat asam terikoat, asam terikoat dapat mengikat ion
magnesium yang berperan dalam membran sitoplasma sehingga akan memberikan
tetahanan terhadap suhu yang tinggi. Bakteri Gram positif polimernya dapat
mencapai 50% dan pada umumnya kandungan lipid pada dinding sel bakteri Gram
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positif rendah. Contoh bakteri Gram positif yaitu : Staphylococcus aureus,
Clostridium tetani, Bacillus cereus (Jawetz, 2004).
2.7.1.2 Bakeri Gram Negatif

Bakteri Gram negatif memiliki dinding sel bakteri yang lebih kompleks
dibandingkan dengan bakteri Gram positif. Perbedaan utama terdapat pada lapisan
membran luar yaitu meliputi peptidoglikan, membran tersebut dapat menyebabkan
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dinding sel bakteri Gram negatif kaya akan lipid (11-12%). Bakteri Gram negatif
lebih sensitif terhadap antibiotik lainnya seperti streptomisin dan bersifat lebih
konstan terhadap reaksi pewarnaan. Contoh dari bakteri gram negatif yaitu

: Helicobacter, Acinobacter, Escherichia coli (Jawetz, 2004).
2.8 Escherichia coli

2.8.1 Klasifikasi

Klasifikasi dari Escherichia coli, yaitu ( :

Domain : Bacteria

Kingdom : Eubacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gammaproteobacteria

Order : Enterobacteriales

Family : Enterobacteriaceae

Genus : Escherichia

Species . Escherichia coli (Sutiknowati, 2016)

2.8.2 Morfologi

e

Gambar 2.3 Bakteri Escherichia coli (Sutuknowati, 2016)

Pada gambar 2.3 di atas merupakan gambar bakteri Escherichia coli.

Escherichia coli disebut juga Bacterium coli,merupakan bakteri Gram negatif,
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aerob atau anaerob fakultatif, panjang 1-4 mikrometer, lebar 0,4-1,7 mikrometer,
berbentuk monobasil yaitu basil yang terlepas satu sama lain dengan kedua ujung
tumpul, tidak bergerak. Bakteri ini tumbuh baik pada suhu 37°C tapi dapat tumbuh
pada suhu 8-40°C, membentuk koloni yang bundar, cembung, halus dan dengan
tepi rata. Escherichia coli merupakan bakteri yang secara normal terdapat didalam
usus dan berperan dalam proses pengeluaran zat sisa pada saluran pencernaan
manusia. Bakteri Escherichia coli bersifat enterotoksigenik, dapat menghasilkan 2
macam enterotoksin yaitu toksin yang tahan panas dan toksin yang tidak tahan
panas. Enterotoksin dari bakteri Escherichia coli menyebabkan infeksi didalam
usus dan menyebabkan diare. Masa inkubasi berlangsung selama 12 jam hingga 3

hari, gejala timbul 18-24 jam setelah menyantap makanan (Sutiknowati, 2016)

2.9 Staphylococcus aureus

2.9.1 Klasifikasi
Berdasarkan (Hayati et al., 2019) klasifikasi bakteri Staphylococcus aureus

adalah :
Domain : Bacteria
Kingdom : Eubacteria
Phylum : Firmicutes
Class : Bacilli
Order : Bacillales
Genus . Staphylococcus

Species : Staphylococcus aureus (Hayati et al., 2019)
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2.9.2 Morfologi
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Gambar 2.4 bakteri Staphylococcus aureus (Hayati et al., 2019)

Gambar 2.4 merupakan gambar dari bakteri Staphylococcus aureus
dibawah mikroskop dengan uji pewarnaan. Staphylococcus aureus adalah bakteri
gram positif yang berbentuk bulat, berdiameter 0,7-1,2 um dan biasanya tersusun
tidak beraturan seperti buah anggur. Staphylococcus aureus bersifat merugikan
karena menyebabkan infeksi. Infeksi yang disebabkan oleh bakteri Staphylococcus
aureus yaitu abses atau bisul nanah, diare dan malaria. Proses Infeksi terjadi melalui
udara, debu, limbah, air, makanan dan peralatan makan. Staphylococcus aureus
menimbulkan penyakit melalui kemampuan berkembangbiak dan menyebar luas
dalam jaringan. Penyebaran bakteri menggunakan sarana yang dimiliki inang untuk
dapat memperbanyak diri. Bakteri yang menginfeksi inang dapat berakibat luka
kronik, serta bahkan kematian (Seko et al., 2021).

2.10 Antibakteri

Antibakteri yaitu suatu senyawa yang dapat mengganggu pertumbuhan
bahkan mematikan suatu bakteri dengan cara mengganggu metabolisme mikroba
yang merugikan. Senyawa antibakteri harus mempunyai sifat toksisitas selektif
yaitu berbahaya bagi parasit tetapi tidak berbahaya pada inangnya. Antibakteri
dapat dibedakan berdasarkan mekanisme kerjanya yaitu menghambat sintesis
dinding sel, menghambat sintesis protein, mengubah fungsi membran plasma,
menghambat sintesis asam nukleat, sedangkan aktivitas antibakteri dibagi menjadi
dua macam vyaitu aktivitas bakteriostatik (menghambat pertumbuhan tetapi tidak
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membunuh patogen) dan dapat membunuh patogen dalam kisaran luas (Khilyasari,
2017).

2.10.1 Mekanisme kerja Antibakteri
2.10.1.1 Penghambatan Sintesis Dinding Sel

Sel bakteri dikelilingi oleh suatu struktur kaku yang disebut dengan dinding
sel, yang melindungi protoplasma dibawahnya. Setiap zat yang mampu merusak
dinding sel atau mencegah sintesisnya, menyebabkan terbentuknya selsel yang peka
terhadap tekanan osmosis. Contoh obat : penisilin, sefalosporin, vankomisin,
basitrain (Waluyo, 2010).

2.10.1.2Penghambatan Sintesis Protein

Sintesis protein merupakan hasil akhir dari dua proses utama yaitu
transkripsi (sintesis asam ribonukleat) dan translasi (sintesis protein yang
ARNdependent). Antibakteri yang dapat menghambat salah satu dari proses
tersebut dapat menghambat sintesis protein. Salah satu mekanisme penghambatan
sintesis protein dilakukan adalah dengan menghambat perlekatan tRNA dan mRNA
ke ribosom. Contoh obat : eritromisin, tetrasiklin, golongan glikosida,
kloramfenikol (Waluyo, 2010).

2.10.1.3Pengubahan Fungsi Membran Plasma

Membran sel mempunyai peran yang penting dalam sel, yaitu sebagai
penghalang dengan permeabilitas selektif, melakukan pengangkutan aktif, dan
mengendalikan susunan dalam sel. Membran sel mempengaruhi konsentrasi
metabolit dan bahan gizi di dalam sel dan merupakan tempat berlangsungnya
pernapasan dan aktivitas biosintetik tertentu. Beberapa zat antibakteri dapat

merusak atau melemahkan salah satu atau lebih dari fungsi-fungsi tersebut,
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sehingga mengakibatkan pertumbuhan sel terhambat atau mati. Contoh obat :
gramisidin, polimiksin (Waluyo, 2010).

2.10.1.4Penghambatan Sintesis Asam Nukleat

RNA, DNA dan protein memegang peran penting di dalam proses
kehidupan normal sel. Hal ini berarti bahwa gangguan apapun yang terjadi pada
pembentukan atau pada fungsi zat-zat tersebut dapat mengakibatkan kerusakan total
pada sel. Bahan antibakteri dapat menghambat pertumbuhan bakteri dengan ikatan
yang sangat kuat pada enzim DNA Dependent dan RNA Polymerase bakteri
sehingga menghambat sintesis RNA bakteri. Contoh obat : sulfonamid, rifampisin
(Waluyo, 2010).

2.10.2 Mekanisme Resistensi Antibakteri

Resistensi merupakan ketidakmampuan antibiotik untuk menghambat dan
membunuh pertumbuhan bakteri dengan pemberian kadar maksimum yang dapat
ditolerir oleh inang. Resistensi mikroorganisme terhadap antibiotik dapat terjadi
dengan beberapa cara, yaitu dengan mengubah reseptor titik tangkap antibiotik,
antibiotik tidak dapat menembus dinding sel akibat perubahan sifat dinding sel
bakteri, merusak antibiotik menggunakan enzim yang diproduksi oleh bakteri,
antibiotik masuk ke dalam sel bakteri namun segera dikeluarkan dari dalam sel
melalui mekanisme transpor aktif ke luar sel, mengubah fisiko kimiawi target

sasaran antibiotik pada sel bakteri (Waluyo, 2010).

2.10.3 Antibakteri Pembanding

Antibakteri yang digunakan sebagai pembanding adalah kloramfenikol
sebagai kontrol positif. Kloramfenikol digunakan sebagai kontrol positif karena
dapat memberikan daya hambat terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli.
Kloramfenikol adalah antibakteri statik berspektrum luas yang aktif terhadap

bakteri gram positif dan negatif baik anaerob maupun aerob (Buulolo et al., 2018).

Mekanisme kerja kloramfenikol menghambat peptidil transverase pada fase

pemanjangan, dengan demikian akan mengganggu sintesis protein dan mencegah
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penambahan asam amino. Pada pembentukan rantai peptida dengan menggangu

pengikatan kompleks asam amino (Buulolo et al., 2018).

Mekanisme kerja flavonoid sebagai senyawa antibakteri dibagi menjadi 3

yaitu menghambat sintesis asam nukleat, menghambat fungsi membran sel dan

menghambat metabolisme energi. Dalam meghambat sintesis asam nukleat, cincin

A dan B senyawa flavonoid berperan penting dalam proses interkelasi atau ikatan

hydrogen yakni dengan menumpuk basa asam nukleat sehingga menghambat
pembentukan DNA dan RNA (Nomer et al., 2019).

Karakteristik kloramfenokol menurut FI 111 adalah sebagai berikut (Depkes

RI, 1979):

Nama obat
Nama lain

Nama kimia
RM
BM

Kemurnian

Pemerian

Kelarutan

: Kloramfenikol

: Chloramfenicolum

: D (-) treo-2-diklorasetamido-1-p-nitrofenilpropana-1,3-
diol

: C11H12CI2N20s

: 323,13

: kloramfenikol mengandung tidak kurang dari 97,0% dan
tidak lebih dari 103,0%

. hablur halus berbentuk jarum atau lempeng memanjang;
putih sampai putih kelabu atau putih kekuningan; tidak
berbau; rasa sangat pahit. Dalam larutan asam lemah,
mantap.

: larut dalam air, etanol, propilen glikol; sukar larut dalam

eter dan kloroform.

Penyimpanan : wadah tertutup baik, terhindar dari cahaya.

Kegunaan

- antibakteri pembanding.

2.11 Uji Aktivitas Antibakteri
Uji aktivitas antibakteri digunakan untuk mengetahui aktivitas suatu bakteri

terhadap antibakteri secara in vitro. Pengujian tersebut dapat dilakukan dengan
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metode penyebaran (Diffusion method) dan metode pengenceran (Dillution
method) (Waluyo, 2010).

2.11.1 Metode Difusi
2.11.1.1 Metode Disk diffusion

Metode Disk diffusion memiliki prinsip kerja yaitu mengukur zona
hambatan pertumbuhan bakteri yang terjadi akibat difusi zat yang bersifat
antibakteri di dalam media padat melalui pencadang. Daerah hambatan bakteri
merupakan daerah jernih disekitar cakram. Luas daerah hambatan berbanding lurus
dengan aktivitas antibakterinya maka semakin luas daerah hambatnya.
2.11.1.2 Metode E-test

Metode E-test digunakan untuk mengestimasi Kadar Hambat Minimum
yaitu konsentrasi minimal suatu agen antibakteri untuk dapat menghambat
pertumbuhan mikroorganisme. Pengamatan dilakukan pada area jernih yang
ditimbulkan yang menunjukkan kadar agen antibakteri yang menghambat
pertumbuhan mikroorganisme pada media agar (Pratiwi, 2012).
2.11.1.3 Ditch-plate technique
Pada metode Ditch-plate technique sampel uji berupa agen antibakteri yang
diletakkan pada parit yang dibuat dengan cara memotong media agar dalam cawan
petri pada bagian tengah secara membujur dan bakteri uji (maksimal 6 macam)
digoreskan kearah parit yang berisi agen antibakteri tersebut (Maradona, 2013).
2.11.1.4 Cup-Plate technique

Metode Cup-Plate technique serupa dengan metode disk diffusion, dimana
dibuat sumur pada media agar yang telah ditanami dengan mikroorganisme dan

pada sumur tersebut diberi agen antibakteri yang akan diuji (Maradona, 2013).

2.11.2 Metode Dilusi
2.11.2.1 Metode dilusi cair (broth dilution test)

Metode dilusi cair memiliki prinsip yaitu senyawa antibakteri diencerkan
hingga memperoleh beberapa macam konsentrasi, kemudian masing-masing
konsentrasi ditambahkan dengan suspensi bakteri uji dalam media cair. Tahap

selanjutnya yaitu sampel diinkubasi dan diamati ada atau tidaknya pertumbuhan
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bakteri yang ditandai dengan adanya kekeruhan. Larutan uji senyawa antibakteri
pada kadar terkecil yang terlihat jernih tanpa adanya pertumbuhan bakteri uji,
ditetapkan sebagai KHM yang selanjutnya dikultur ulang pada media cair tanpa
penambahan bakteri uji ataupun senyawa antibakteri dan diinkubasi selama 18-24
jam. Media cair yang tetap terlihat jernih setelah diinkubasi ditetapkan sebagai
KBM (Rahmadani, 2015). Konsentrasi minimal yang diperlukan untuk membunuh
99,9% pertumbuhan bakteri dikenal sebagai Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)
(Brooks et al., 2013).
2.11.2.2 Metode dilusi padat (solid dilution test)

Metode dilusi padat serupa dengan metode dilusi cair yang membedakan
pada medianya yaitu dengan menggunakan media padat (solid). Keuntungan
dengan metode dilusi padat yaitu satu konsentrasi agen antibakteri yang diuji dapat

digunakan untuk menguji beberapa mikroba uji (Pratiwi, 2012)

2.12Hipotesis

2.12.1 Kombinasi ekstrak daun kelor dan daun senggani (KLSG) dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus
aureus.

2.12.2 Kombinasi Ekstrak daun kelor dan daun senggani (KLSG) dengan
perbandingan 2:1 memiliki daya hambat terbaik. Semakin tinggi
perbandingan konsentrasi bahan uji maka semakin besar zona bunuh
bakteri, dikarenakan diameter zona bunuh bakteri yang terbentuk
dipengaruhi oleh berapa faktor seperti toksisitas bahan uji, kemampuan
difusi bahan uji pada media, interaksi antara komponen media dan kondisi

lingkungan mikro in vitro (Maharani et al., 2017).
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METODE PENELITIAN

3.1 Bahan

Bahan yang digunakan adalah daun senggani dan daun kelor yang akan
dibuat simplisia sebanyak masing-masing 5 kg. serbuk simplisia daun kelor dan
daun senggani masing-masing 500 g dan etanol 70% masing-masing 5.000 ml
untuk membuat ekstrak. Ekstrak daun kelor dan daun senggani, etanol, HCI,
Magnesium, NaOH, AICls, FeClz, H2SOa, aseton, pereaksi meyer digunakan untuk
skrining fitokimia. Nutrient agar, nutrient broth, aquadestilata, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, kloramfenikol (kontrol positif), DMSO 5% (kontrol
negatif).

3.2 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian yaitu timbangan analitik
(kenko), seperangkat alat gelas (Pyrex), magnetic stirrer with heater 79-1, autoclave
(Gea model YX280B), LAF (ESCO), inkubator (Model DNP Electro Thermal
Incubator), Ose, blender (philips), spektro Uv-vis, mesh ukuran 80, botol maserasi,
kertas cakram, pinset, oven (mermert), lemari pendingin, Bunsen, jangka sorong,

kapas.

3.3 Populasi Penelitian

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah simplisia kering daun
Senggani yang diperoleh dari kabupaten Trenggalek dan daun kelor yang diperoleh
dari CV. Herbal Anugrah Alam Desa Mayungan RT 04 Kecamatan Banguntapan
Kota Yogyakarta.

3.4 Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan adalah daun senggani yang sudah tua dengan ciri
memiliki warna hijau tua dan sudah tumbuh daun di ketiak daunnya, sedangkan
untuk pemanenan daun senggani yaitu dipilih daun tua biasanya ditandai dengan
daun berwarna hijau tua dan daun terasa kaku. sampel diperolah dari perkebunan

warga yang ada di RT.12 RW.03 desa Siki kecamatan Dongko Kabupaten

38
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Trenggalek, Jawa Timur. Sampel simplisia daun kelor di dapat dari CV. Herbal
Anugrah Alam Desa Mayungan RT 04 Kecamatan Banguntapan Kota Yogyakarta.

3.5 Variabel Penelitian

Variabel penelitian adalah segala sesuatu bentuk yang ditetapkan oleh
peneliti sebagai hal yang akan dipelajari sehingga akan didapatkan informasi
tentang suatu hal untuk diambil kesimpulannya. Pada penelitia kali ini terdapat

variabel bebas, variabel kontrol, dan variabel terikat.

3.5.1 Variabel Bebas

Variabel bebas merupakan suatu variabel yang dapat mempengaruhi atau
menjadi penyebab perubahan terhadap variabel terikat (Ulfa, 2019). Variabel bebas
yang terdapat dalam penelitian ini adalah konsentrasi ekstrak daun kelor dan daun

senggani, yaitu dengan perbandingan 1:1, 2:1, dan 1:2.

3.5.2 Variabel Kontrol

Variabel kontrol adalah variabel yang mengontrol pengaruh variabel bebas
terhadap variabel tak bebas (Ulfa, 2019). Dalam penelitian ini yang menjadi
variabel kontrol adalah bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus serta

metode maserasi.

3.5.3 Variabel Terikat

Variabel terikat merupakan variabel yag akan mendapat pengaruh dari
adanya data variabel bebas (Sugiyono, 2012). Variabel terikat dalam penelitian ini
adalah daya hambat ekstrak daun kelor dan daun senggani.

3.6 Metode Penelitian

3.6.1 Determinasi Tanaman

Sampel tanaman daun kelor dan daun senggani diindentifikasi Di UPT
Materia Medica Batu, Jawa Timur. Tujuan dari determinasi tanaman yaitu untuk
mengetahui kebenaran dari jenis tanaman yang digunakan (Fidyasari et al., 2017).
Determinasi juga dilakukan untuk menghindari kesalahan dalam pengambilan
bahan baku utama yang akan digunakan pada uji aktivitas antibakteri. Determinasi

tanaman berfungsi untuk membandingkan tanaman yang satu dengan tanaman lain
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yang telah dikenal sebelumnya, untuk menghindari kesalahan ketika pengumpulan
bahan baku.

3.6.2 Pembuatan Simplisia daun kelor dan daun senggani (KLSG)
Pembuatan simplisia yang pertama dengan pengumpulan daun, memetik
daun pada tanaman, selanjutnya sortasi basah untuk memisahkan daun dari
pengotor-pengotor serta pembawa yang menempel pada daun. Pencucian pada air
mengalir dan bersih yang berguna untuk menghilangkan tanah yang menempel
pada daun. Pencucian dilakukan sebanyak tiga kali, dikarenakan pencucian satu kali
dapat menghilangkan 25% jumlah mikroba awal, dan jika pencucian dilakukan tiga
kali maka mikroba yang tertinggal hanya 42% dari jumlah mikroba awal (Depkes
RI, 2010). Perajanagan simplisia dengan tujuan untuk mempermudah pengeringan.
Biasanya pada daun dilakukan untuk menghilangkan batang daun. Pengeringan
dapat menggunakan oven maupun diangin-anginakan pada suhu kamar. Sortasi
kering bertujuan untuk memisahkan pengotor atau benda asing dari simplisia
kering. Penyimpanan simplisia pada wadah kedap udara dan tidak lembab.
Selanjutnya menyerbuk simplisia menggunakan blender dan diayak dengan
menggunakan ayakan nomor 80 (Depkes RI, 2008). Selanjutnya, dilanjutkan

dengan pembuatan simplisia daun KLSG.
3.6.2.1 Pembuatan Simplisia Daun Kelor (KL)

Pembuatan simplisia daun kelor (KL) dengan menggunakan sinar matahari
langsung dan dengan menggunakan pemanasan oven. Sebelum melakukan
pengeringan, mencuci daun terlebih dahulu untuk memnersihkan dari pengotor
yang menempel. Kemudian mengeringkan, pengeringan tanpa oven dilakukan
dengan cara mengangin-anginkan pada suhu ruang untuk mengatasi kerusakan
senyawa yang tidak tahan panas, sedangkan pengeringan dengan menggunakan
oven dapat dilakukan dengan menggunakan suhu 40-50°C (Depkes RI, 2010).
Menghaluskan daun dengan cara memblender kemudian mengayak dengan nomor
ayakan 80, tujuan dari pengayakan adalah untuk mempermudah proses ekstraksi
karena permukaan serbuk simplisia yang dapat bersentuhan dengan pelarut semakin
luas (Putri, 2021).
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3.6.2.2 Pembuatan Simplisia Daun Senggani (SG)

Pembuatan simplisia daun senggani (SG) dengan menggunakan sinar
matahari langsung dan dengan menggunakan pemanasan oven. Sebelum
melakukan pengeringan, terlebih dahulu mencuci daun yang berguna untuk
membersihkan daun dari pengotor yang menempel. Kemudian mengeringkan daun,
pengeringan tanpa oven dengan cara mengangin-anginkan pada suhu ruang untuk
mengatasi kerusakan senyawa yang tidak tahan panas, sedangkan pengeringan
dengan menggunakan oven dapat menggunakan suhu 40-50°C (Depkes R1,2010).
menghaluskan atau menyerbuk daun yang sudah kering dengan cara memblender
yang selanjutnya dilanjutkan dengan proses mengayak dengan nomor ayakan 80,
tujuan dari pengayakan adalah untuk mempermudah proses ekstraksi karena
permukaan serbuk simplisia yang dapat bersentuhan dengan pelarut semakin luas
(Sapitri et al., 2020).

3.6.3 Uji Susut Pengeringan

Uji susut pengeringan dilakukan dengan menimbang sampel basah
kemudian sampel dikeringkan, setelah kering sampel ditimbang kembali untuk
mengetahui beratnya. Hasil yang diperoleh antara penimbangan pertama dan
penimbangan kedua tidak lebih dari 10%. Tujuan dilakukan uji susut pengeringan
yaitu untuik mengetahui batas maksimal atau rentang banyaknya senyawa yang
hilang ketika proses pengeringan berlangsung (Depkes R1, 2000). Persamaan susut
pengeringan:

Susut pengeringan (%) = ? x 100% (Depkes RI, 2000)

keterangan :

a = berat awal daun (g)
b = berak akhir daun (g)

3.6.4 Uji Kadar Air Serbuk Simplisia

Uji kadar air serbuk simplisia dilakukan dengan memasukkan simpisia
serbuk seberat 5-10 g. selanjutnya serbuk simplisia dikeringkan selama 5 jam dalam
oven dengan suhu 105 °C. Selanjutnya dilakukan pengeringan dan dilkukan
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penimbangan dengan jarak 1 jam sampai perbedaan antara 2 penimbangan
menunjukkan selisih tidak lebih dari 10% (Depkes RI, 2000).

Tujuan dari uji kadar air simplisia yaitu untuk mengetahui batasan maksimal
atau rentang tentang besarnya kandungan air dalam bahan, penghilangan kadar air
hingga jumlah tertentu berguna untuk memperpanjang ketahanan bahan selama
penyimpanan (Siswati, 2020). menurut Farmakope Herbal Indonesia kadar air

simplisia sebaiknya lebih kecil dari 10,00%.
Kadar air (%) = % x 100% (Depkes RI, 2000).

keterangan :

a = berat awal daun (g)
b = berak akhir daun (g)

3.6.5 Pembuatan Ekstrak

Pembuatan ekstrak dengan metode maserasi harus menggunakan pelarut
yang dapat menyari sebagian besar metabolit sekunder yang terkandung dalam
serbuk simplisia, kecuali dinyatakan lain dalam monografi digunakan etanol 70%
LP (larutan pereaksi). Maserasi dilakukan dengan memasukkan sebanyak 1 bagian
serbuk kering simplisia kedalam maserator, kemudian menambahkan 10 bagian
pelarut etanol 70%. Setelah dilakukan penyaringan rendemen pertama kemudian

dilakukan pengulangan atau remaserasi (Depkes RI, 2011).

3.6.5.1 Pembuatan ekstrak Kelor (KL)

Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi. Menimbang simplisia daun
kelor sebanyak 500 g, selanjutnya memasukkan dalam bejana maserasi kemudian
ditambahkan pelarut etanol 70% sebanyak masing-masing 5000 ml kemudian
diaduk hingga semua simplisia terbasahi oleh pelarut. Penyimpanan larutan selama
5 hari dengan sesekali pengadukan. Setelah 5 hari menyaring larutan untuk
mendapatkan maserat menggunakan kertas saring dan ditampung dalam beaker
glass (Dima et al., 2016). Filtrat yang diperoleh, dikumpulkan untuk penyarian
berikutnya. Serbuk simplisia disari kembali menggunakan cairan penyari baru
dengan jumlah yang sama seperti yang pertama, hal tersebut dilakukan berulang

selama 5 hari. Filtrat yang dihasilkan dijadikan satu dan dienapkan selama 1 hari.
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Setelah dienapkan dan disaring, filtrat dikumpulkan dan dipekatkan sampai
diperoleh ekstrak kental. Maserat yang telah diperoleh diuapakan dengan suhu
60°C hingga diperoleh ekstrak kental (Putri, 2021).

3.5.6.2 Pembuatan ekstrak Senggani (SG)

Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi. Menimbang simplisia daun
senggani sebanyak 500 g, selanjutnya memasukkan dalam bejana maserasi
kemudian ditambahkan pelarut etanol 70% sebanyak masing-masing 5000 ml
kemudian diaduk hingga semua simplisia terbasahi oleh pelarut. Penyimpanan
larutan selama 5 hari dengan sesekali pengadukan. Setelah 5 hari menyaring larutan
untuk mendapatkan maserat menggunakan kertas saring dan ditampung dalam
beaker glass (Sapitri et al., 2020). Filtrat yang diperoleh, dikumpulkan untuk
penyarian berikutnya. Serbuk simplisia disari kembali menggunakan cairan penyari
baru dengan jumlah yang sama seperti yang pertama, hal tersebut dilakukan
berulang selama 5 hari. Filtrat yang dihasilkan dijadikan satu dan dienapkan selama
1 hari. Setelah dienapkan dan disaring, filtrat dikumpulkan dan dipekatkan sampai
diperoleh ekstrak kental. Maserat yang telah diperoleh diuapakan dengan suhu
60°C hingga diperoleh ekstrak kental (Depkes RI, 2000).

3.6.6 Pemeriksaan karakteristik ekstrak

3.6.6.1 Uji bebas etanol
Ekstrak daun senggani dan daun kelor di uji bebas etanol 70% dengan

menggunakan uji kualitatif yaitu ekstrak ditambahkan 2 tetes H2SO4 pekat dan 1
ml larutan kalium dikromat, adanya kandungan etanol dalam ekstrak ditandai
dengan tidak terjadinya perubahan warna mula-mula dari jingga menjadi hijau
kebiruan (Adiningsih et al., 2020).
3.6.6.2 Rendemen

Rendemen ekstrak merupakan perbandingan ekstrak yang dihasilkan
dengan berat simplisia sebagai bahan baku. Semakin tinggi nilai hasil dari
rendemen berarti nilai ekstrak yang dihasilkan semakin besar (Nahor et al., 2020).

Rumus perhitungan persen rendemen vaitu :
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bobot ekstrak yang dihasilkam
Rendemen ekstrak (%) = yang L

x 100% (Nahor

bobot awal simplisia yang digunakan

et al., 2020).

3.6.7 Skrining fitokimia
3.6.7.1 Uji Flavonoid

Uji flavonoid dilakukan dengan cara mencampurkan beberapa ml ekstrak
dengan 5 ml etanol, kemudian ditambahkan beberapa tetes HCI pekat dan 1,5 g
magnesium. Indikator positif ditunjukkan dengan terbentuknya warna merah.
Adanya perubahan warna dikarenakan methanol dapat melarutkan senyawa
senyawa flavonoid (Akasia et al., 2021).

Uji kadar flavonoid dilakukan dengan pembuatan larutan standar flavonoid,
selanjutnya dilanjutkan dengan preparasi sampel dan penetapan kadar. Larutan
standar yang digunakan sebagai pembanding adalah kuarcetin. Pembuatan larutan
standar yaitu dengan membuat larutan induk quarcetin 100 mg/L dengan cara
melarutkan 10 mg quarcetin kedalam 100 ml aqua destilata yang selanjutnya akan
dibuat konsentrasi 1 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L, 25 mg/L, dan 50 mg/L (Tambe and
Bhambar, 2014). Tahap selanjutnya yaitu penentuan kadar flavonoid dengan cara 1
ml supernatan ataupun standar ditambahkan 0,3 ml NaNO2 5% kemudian
didiamkan selama 5 menit, lalu ditambahkan 0,3 ml AlI2CI3 10% diamkan lagi
selama 5 menit, tambahkan juga 2 ml NaOH 1 M dan diamkan selama 1 menit,
jangan lupa ditambahkan aquadest sebanyak 10 ml kemudian ukur absorbansi
menggunakan spektrofotometri pada 510nm yang kemudian dihitung
menggunakan persamaan linier y = a + b(x) (Tambe and Bhambar, 2014).
3.6.7.2 Uji Saponin

Uji saponin dilakukan degan mencampurkan 2 ml ekstrak dengan
ditambahkan 5 ml aquadest, dikocok hingga menghasilkan busa stabil, selanjutnya
ditambahkan 1 tetes HCI 2N. Indikator positif ditunjukkan dengan terbentuknya
busa yang stabil (Putri, 2021). Busa yang terbentuk disebabkan karena senyawa
saponin memiliki sifat fisika yaitu mudah larut dalam air dan akan menimbulkan

busa ketika dikocok. Saponin memiliki karakteristik berupa buih, sehingga ketika
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direaksikan dengan air dan dikocok maka akan terbentuk buih yang dapat bertahan
lama (Sari and Sumadewi, 2020).
3.6.7.3 Uji Tanin

Uji tanin dilakukan dengan cara mencampurkan 2 ml ekstrak dengan FeCls
kemudian ditambahkan 2-3 tetes larutan H2SO4, selanjutnya diamati perubahan
warna yang terjadi. Indikator positif ditunjukkan dengan terbentuknya larutan
berwarna kuning kecoklatan. Kondisi tersebut terjadi karena senyawa tanin bersifat
polar sehingga dapat larut dalam metanol yang memiliki sifat polar juga, sehingga
dapat terekstrak dengan baik (Akasia et al., 2021).
3.6.7.4Uji Alkaloid

Uji alkaloid dilakukan dengan cara mencampurkan 2 ml ekstrak
ditambahkan dengan 2 ml HCI dan pereaksi meyer, diamati perubahan warna yang
terjadi. Indikator positif ditunjukkan dengan adanya endapan berwarna putih.
Endapan putih yang dihasilkan setelah ekstrak ditambahkan pereaksi Meyer
merupakan kompleks kalium-alkaloid. Alkaloid mengandung atom nitrogen yang
memiliki pasangan electron bebas dan akan beraksi dengan ion logam K+ dari
pereaksi Meyer (Putri, 2021).

3.6.8 Pengujian Aktivitas Antibakteri
3.6.8.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Sterilisasi alat dan bahan dimaksudkan untuk menghilangkan semua jenis
bakteri, protozoa, fungi, dan virus yang terdapat pada suatu benda. Sterilisasi akat
dan bahan menggunakan autoclav dengan suhu 121°C selama 15 menit. Sterilisasi
larutan uji dan media dilakukan dalam Erlenmeyer dengan ditutup kapas dan
dibungkus aluminium foil (Pratiwi, 2008).
3.6.8.2 Pembuatan Media
1. Pembuatan Media Nutrient Broth (NB)

Serbuk NB sebanyak 0,08 g dilarutkan dalam 10 ml aqua destilata,
kemudian dipanaskan hingga larut sempurna dan mendidih. Selanjutnya media
disterilkan dalam autoclav dengan suhu 121°C selama 15 menit. Selnajutnya media
dituangkan dalam tabung reaksi (Atlas,2010).
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2. Pembuatan Media Nutrient Agar (NA)

Nutrient Agar (NA) sebanyak 0,4 gram dilarutkan dalam 20 ml aquades (20
0/1000 ml) menggunakan erlenmeyer. Setelah itu dihomogenkan dengan stirer
diatas penangas air sampai mendidih. kemudian didinginkan sampai suhu * 45-
500C. Media dasar digunakan dalam pembuatan media pengujian sebagai lapisan
dasar (Dima et al., 2016).
2.1.6.3 Pembuatan Larutan Uji

Pembuatan kombinasi ekstrak daun kelor dan daun senggani ditentukan
berdasarkan uji pendahuluan. Berdasarkan penelitian Dima et al., (2016) dengan
konsentrasi ekstrak daun kelor 5%, 10%, 20%, 40%, dan 80%. Berdasarkan
penelitian Putri (2021) ekstrak etanol daun kelor dengan pemberian dosis 36,4
mg/20 gBB mencit. Sedangkan menurut (Sapitri et al., 2020) dengan konsentrasi
ekstrak daun senggani 20%, 40%, 60% dan 80%. Kemudian dibuat perbandingan
ekstrak kelor dan ekstrak senggani 1:2, 1:1, dan 2:1 dengan konsentasi 5%:10%,
5%:5%, 10%:5%, dengan konsentrasi larutan sampel dibuat dengan cara
menimbang ekstrak sebanyak 0,5 g dan dilarutkan dalam 5 ml pelarut. Pelarut yang
digunakan adalah DMSO 5% (Maharani et al., 2017).
2.1.6.4 Pembuatan Larutan Kontrol
1. Kontrol Positif

Kontrol positif dibuat dari sediaan obat kapsul kloramfenikol 250 mg. Satu
kapsul kloramfenikol dibuka cangkang kapsulnya kemudian timbang serbuk dalam
kapsul sebanyak 30 mg. Kemudian serbuk dilarutkan dalam DMSO 5% 5 mL
(Kumayas et al., 2015).

2. Kontrol Negatif

Kontrol negatif yang digunakan adalah DMSO 5% dibuat dengan cara

menambahkan 5 ml pelarut DMSO dengan aqua destilata steril hingga diperoleh

volume larutan 100 ml (Andriyawan, 2015).

2.1.7 Pembuatan Suspensi Bakteri

3.6.9.1 Biakan Bakteri Escherichia coli
Dua ose biakan bakteri Escherichia coli disuspensikan ke dalam tabung

berisi 5 ml media NB dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Suspensi
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bakteri tersebut diencerkan menggunakan NaCl 0,9% steril sampai kekeruhannya
setara dengan larutan standar 0,5 Mc. Farland (biakan cair yang kekeruhannya
setara dengan 0,5 Mc. Farland mempunyai populasi 1x107 CFU/ml - 1x108
CFU/ml) (Jawetz and Adelberg's, 2005).
3.6.9.2 Biakan Bakteri Staphylococcus aureus

Dua ose biakan bakteri Staphylococcus aureus disuspensikan ke dalam
tabung berisi 5 ml media NB dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Suspensi bakteri tersebut diencerkan menggunakan NaCl 0,9% steril sampai
kekeruhannya setara dengan larutan standar 0,5 Mc. Farland (biakan cair yang
kekeruhannya setara dengan 0,5 Mc. Farland mempunyai populasi 1x107 CFU/mI
- 1x108 CFU/ml) (Jawetz and Adelberg's, 2005).

3.6.10 Uji Aktivitas Antibakteri ekstrak Daun Kelor dan Daun Senggani

Uji aktivitas antibakteri ekstrak daun kelor dan daun senggani menggunakan
metode difusi. Disiapkan media yang telah diinokulasi dengan bakteri. Disiapkan
dan disterilkan kertas cakram diameter 6 mm. ditambahkan ekstrak kombinasi
dengan perbandingan (2:1, 2:2, 1:2) dengan total 10 ml ditambahkan pada masing-
masing cakram sejumlah 10 mikroliter. Kertas cakram steril yang telah diresapi
dengan ekstrak daun kelor dan daun senggani ditempatkan pada permukaan media
dengan pinset steril dan ditekan dengan lembut kebawah untuk memastikan kontak
antara kertas cakram dengan permukaan media. Kontrol positif disiapkan dengan
mencelupkan kertas cakram dalam kloramfenicol. Kontrol negatif disiapkan dengan
mencelupkan kertas cakram dalam DMSO 5%. Cawan petri diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam. Diukur diameter zona hambat (Jayaprakash and Nagarajan,
2016).

3.6.11 Pengukuran Zona Hambat

Pengukuran dilakukan dengan menggunakan mistar berskala dengan satuan
millimeter, yaitu dengan cara mengukur total zona bening cakram. Pengamatan
dilakukan setelah 1x24 jam masa inkubasi. Daerah disekitaran cakram
menunjukkan kepekaan bakteri terhadap antibiotik maupun bahan antibakteri yang
digunakan sebagai bahan uji (Andriyawan, 2015).
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Zona hambat yang terbentuk di sekitar sumur diukur diameter vertical (DV)
dan diameter horizontal (DH) dalam satuan milimeter (mm) dengan menggunakan

jangka sorong (Pormes et al., 2016).

Dv+Dh
2

RXXY] = Zona hambat

DV = Diameter vertikal

Zona hambat=

(Pormes et al., 2016)

DH = Diameter horizontal

DS = Diameter sumur

Gambar 3.1 Pengukuran diameter zona hambat (Pormes et al., 2016)
Kekuatan bakteri dapat diklasifikasikan menjadi :
Tabel 3.1 kategori daya hambat bakteri (Sakul et al., 2020).

Daya Hambat Bakteri Kategori
> 20 mm Sangat Kuat
10-20 mm Kuat
5-10 mm Sedang
<5 mm Lemah

3.6.12 Analisis Hasil

Data hasil dari penelitian aktivitas antibakteri ekstrak kombinasi daun kelor
dan daun senggani terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus
dianalisis dengan menggunakan program SPSS 28 dengan tujuan untuk melihat

kemampuan ekstrak kombinasi daun kelor dan daun senggani dalam menghambat
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bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. Pengolahan data dapat
dilakukan menggunakan tahapan berikut:
3.6.12.1 Uji Normalitas data
Uji normalitas data merupakan uji yang digunakan untuk mengukur apakah
data yang digunakan mempunyai distribusi yang normal, sehingga dapat digunakan
dalam statistik parametrik (Muhid, 2010). Penelitian ini dilakukan dengan
menggunakan uji Shapiro-Wilk sebagai uji normalitas data.
Perumusan hipotesis :
HO : Data berdistribusi normal.
H1 : Data berdistribusi tidak normal.
Pengambilan keputusan :
a. Jika p > 0,05 : maka HO diterima
b. Jika p < 0,05 : maka H1 diterima
3.6.12.2 Uji Homogenitas
Uji Homogenitas bertujuan untuk menguji kesamaan (homogenitas)
beberapa sampel, yakni seragam tidaknya variasi sampel-sampel yang diambil dari
populasi yang sama (Ghazali, 2011). Pengujian homogenitas dilakukan dengan
menggunakan levene statistic.
Perumusan hipotesis:
Ho:data yang didapat memiliki variansi yang sama atau homogen
Hi:data yang didapat memiliki variansi yang tidak sama atau tidak
homogen
Pengambilan keputusan:
1) Jika p > 0,05; maka Hoditerima
2) Jika p <0,05; maka H; diterima
3.6.12.3 Uji One Way Anova
Uji One Way Anova bertujuan untuk membedakan rata-rata sampel uji.
Dalam penelitian ini digunakan untuk membuktikan bahwa perlakuan ekstrak
KLSG dengan variasi Perbandingan yang berbeda terhadap pertumbuhan bakteri
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.

Perumusan hipotesis:
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Ho:Tidak ada pengaruh perlakuan dari beberapa perabandingan ekstrak
KLSG terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus
aureus
Hi:Ada pengaruh perlakuan dari beberapa perabandingan ekstrak KLSG
terhadap pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus
aureus.

Pengambilan keputusan:

1.Jika p > 0,05; maka Ho diterima

2.Jika p < 0,05; maka Hi diterima
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman kelor dan senggani dilakukan di Materia Medika,
Batu. Hasil determinasi menunjukkan bahwan sampel yang digunakan adalah
tanaman kelor dan senggani. Kunci determinasi untuk kelor (Moringa oliefera
Lamk.) adalah  1b-2b-3b-4b-6b-7b-9b-10b-11b-12b-13b-14a-15b-197b-208b-
209b-210b-211b-214a dengan nomor surat 074/049/102 7-A/2022 . Kunci
determinasi untuk tanaman senggani (Melastoma malabathricum L.) adalah 1b-
2h-3b-4b-6b-9b-10b-11b-12b-13b-14b-16a-239b-243b-24b-245h-246b-247bb
dengan nomor determinasi 074/050/102 7-A/2022. Dapat dilihat pada Lampiran 1
dan 2. Hasil determinasi tersebut menunjukkan bahwa tanaman yang digunakan
memiliki morfologi yang sama dengan tanaman senggani dan kelor. Sehingga dapat
disimpulkan bahwa tanaman yang digunakan dalam penelitian ini benar-benar

tanaman senggani dan kelor.

4.2 Uji Karakteristik Ekstrak
4.2.1 Uji Susut Pengeringan

Uji susut pengeringan dilakukan dengan tujuan mengetahui batas maksimal
atau rentang banyaknya senyawa yang hilang selama proses pengeringan
berlangsung (Depkes RI, 2000).

Tabel 4.1. Uji Susut Pengeringan

Sampel Bobot Awal  Bobot Akhir Hasil
Daun Kelor 5000 g 1.730 g 65,4%
(Moringa oliefera,
)
Daun Senggani 5000 g 1.6709 66,6%
(Melastoma

malabathricum L.)

Keterangan : A = bobot awal simplisia sebelum dioven
B= bobot simplisia setelah dioven

52
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Rumus Uji Kadar air (%) = % x 100% (Depkes RI, 2000).

Pada paremeter susut pengeringan simplisia diperoleh hasil susut
pengerigan daun kelor sebesar 65,4 % dan daun senggani sebesar 66,6%. Masa yang
dapat hilang selama pengeringan yaitu meliputi molekul air dan minyak atsiri.
Untuk perhitungan hasil uji susut pengeringan dapat dilihat pada Lampiran 7.

4.2.2 Uji Kadar Air Simplisia

Uji kadar air simplisia dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui besarnya
kadar air yang terdapat dalam simplisia, terkait dengan kemurnian dan kontaminasi
yang mungkin terjadi (Depkes RI, 2000). Kadar air dalam simplisia tidak lebih dan
kurang dari sama dengan 10% (Depkes RI, 2008). Kadar air simplisia yang
melebihi 10 % dapat menyebabkan simplisia mudah ditumbuhi mikroba dan dapat
menurunkan stabilitas ekstrak (Utami et al., 2017).

Tabel 4.2. Uji Kadar Air simplisia

Sampel Bobot Awal Bobot Hasil
Akhir
Daun Kelor (Moringa 10,00 g 9,709 3%
oliefera, L.)
Daun Senggani (Melastoma 10,00 g 9,42 ¢g 5,7%

malabathricum L.)

Rumus Uji Kadar air (%) = % x 100% (Depkes RI, 2000).

Keterangan : A = bobot awal simplisia sebelum dioven
B= bobot simplisia setelah dioven

Hasil uji kadar air simplisia (Tabel 4.2) memenuhi persyaratan yaitu sebesar
5,7% untuk simplisia daun senggani dan 3% untuk simplisia daun kelor. Kadar air
yang sesuai dengan persyaratan Farmakope Herbal Indonesia sebesar kurang dari
sma dengan 10% dapat mencegah pertumbuhan mikroorganisme sehingga simplisia
akan bertahan lama selama penyimpanan (Utami et al., 2017). Perhitungan kadar

air serbuk simplisia dapat dilihat pada Lampiran 7.
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4.2.3 Uji Rendemen Ekstrak

Pembuatan ekstrak dilakukan dengan menggunakan pelarut etanol 70%
dengan menggunakan metode maresai yang dilanjutkan dengan remaserasi. Selama
proses maserasi atau perendaman dilakukan penggojokan setiap hari.Penggojokan
dilakukan untuk menyeimbangkan konsentrasi bahan ekstraksi yang lebih cepat
didalam cairan serta menjaga adanya derajat konsentrasi yang sekecil-kecilnya
antara larutan didalam dan diluar sel (Syamsul et al., 2020).

Tabel 4.3. Uji Rendemen Ekstrak

Sampel Bobot Bobot Ekstrak Hasil
Simplisia
Daun Kelor 250 g 459 18%
(Moringa oliefera,
L)
Daun Senggani 500 g 629 12,4 %
(Melastoma

malabathricum L.)

Hasil rendemen yang dihasilkan (Tabel 4.3) yaitu sebesar 18% untuk
ekstrak daun kelor dan 12,4% untuk ekstrak daun senggani. Semakin tinggi nilai
rendemen maka akan semakin besar pula ekstrak yang dihasilkan (Syamsul et al.,
2020). Kualitas eksrak berbanding terbalik dengan jumlah rendemen yang
dihasilkan, semakin tinggi nilai rendemen yang dihasilkan mutu yang dipeoleh
semakin rendah (Nahor et al., 2020).

4.2.4 Uji Bebas Etanol

Uji bebas etanol dilakukan untuk mengetahui ekstrak yang dihasilkan
terbebas dari pelarut etanol yang dimungkinkan dapat menimbulkan aktivitas
antibakteri dari pelarut etanol tersebut (Adiningsih et al., 2020). Uji hasil bebas
menunjukkan bahwa kombinasi ekstrak KLSG bebas etanol yaitu ditandai dengan

tidak berubahnya ekstrak dari jingga menuju kehijauan.
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Tabel 4.4. Hasil uji bebas etanol kombinasi ekstrak daun kelor dan daun

kemuning
Sampel Perlakuan Hasil Keterangan
Daun Kelor (Moringa H2SO4 pekat + it Bebas etanol
oliefera, L.) magnesium
dikromat
Daun Senggani H2SO4 pekat + pr Bebas etanol
(Melastoma magnesium
malabathricum L.) dikromat
Keterangan :

(+) tidak terjadi perubahan warna
(-) terjadi perubahan warna

(@) (b)
Gambar 4.1. Uji Bebas Etanol

Keterangan : (a) uji bebas etanol ekstrak senggani
(b) uji bebas etanol ekstrak kelor

4.3 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia bertujuan untuk memastikan keberadaan senyawa
metabolit sekunder yang terdapat didalamnya. Senyawa kombinasi KLSG memiliki
senyawa metabolit sekunder berupa alkaloid, flavonoid, tanin dan saponin.hasil uji
skrining fitokomia KLSG dapat dilihat pada tabel 4.5.
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Tabel 4.5. Hasil skrining fitokimia kombinasi ekstrak kelor dan senggani

Identifikasi Perlakuan Hasil Uji Keterangan
Flavonoid Ekstrak + 5 ml etanol + Jingga +
2 tetes HCI pekat + 0,19
Mg
Saponin 2 ml ekstrak kental + 5 Busa stabil +

ml aquadest dikocok
kuat + 1 tetes HCI 2 N

Tanin 2 ml esktrak + FeCls 1% Hitam +
kebiruan
Alkaloid 2 ml ekstrak + 2 ml HCI Endapan 7

+ pereaksi meyer

Keterangan : (+) terdapat senyawa
(-) tidak terdapat senyawa

4.3.1 Uji Flavonoid

Hasil uji flavonoid (Gambar 4.2) yaitu (+) mengandung flavonoid ditandai
dengan terbentuknya warna jingga. Berdasarkan Riwanti and lIzazih (2019)
terbentuknya warna merah, kuning atau jingga menunjukkan adanya senyawa
flavonoid dalam ekstrak. Apabila dalam suatu ekstrak terdapat senyawa flavonoid
maka akan terbentuk garam flavilium saat penambahan Mg dan HCI yang berwarna

merah atau jingga.

4.3.2 Uji Saponin

Hasil uji saponin (Gambar 4.2) yaitu (+) ditandai dengan terbentuknya busa
stabil. Berdasarkan Putri (2021) busa yang terbentuk disebbakan karena senyawa
saponin emmiliki sifat fisika yaitu udah larut dalam air dan akan menimbulkan busa
apabila dikocok. Saponin memiliki karakteristik berupa buih, sehingga ketika
direaksikan dengan air dan dikocok maka akan terbentuk buih yang dapat bertahan
lama (Sari & Sumadewi, 2020).
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(b)
Gambar 4.2 Hasil Skrining fitokimia

Keterangan : (a) hasil skrining fitokimia ekstrak senggani

(b) Hasil skrining fitokimia ekstrak kelor

(i) flavonoid

(ii) saponin

(iii) alkaloid

(iv) tanin
4.3.3 Uji Tanin

Hasil uji tanin pada ekstrak (Gambar 4.2) yaitu (+) mengandung tanin,

dimana ditandai dengan terbentuknya warna hitam keiruan pada ekstrak.
Berdasarkan Riwanti and 1zazih (2019) bahwa terbentuknya warna hijau kehitaman
atau biru kehitaman pada ekstrak etanol setelah ditambahkan dengan FeCls 1%

karena tanin akan bereaksi dengan Fe** membentuk senyawa komplek.

4.3.4 Uji Alkaloid

Hasil uji alkaloid pada ekstrak (Gambar 4.2) yaitu (+) mengandung alkaloid,
hal ini ditunjukkan dengan adanya endapan dan larutan berwarna jingga.
Berdasarkan Riwanti and lzazih (2019) menyatakan bahwa uji alkaloid dengan
pereaksi meyer, diperkirakan nitrogen pada alkaloid akan bereaksi dengan ion
logam K* dari kalium tetraiodomerkurat (I1) membentuk kompleks kalsium-
alkaloid yang mengendap.
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4.3.5 Skrining fitokimia UV-Vis

Spektrofotometri UV-VIS merupakan alat yang digunakan mengukur
serapan yang dihasilkan dari interaksi kimia antara radiasi elektromaknetik dengan
molekul atau atom suatu zat kimia pada daerah UV-VIS (DepKes RI., 1995).
Kelebihan spektrofotometer dengan fotometer yaitu, dapat mendeteksi panjang
gelombang dari sinar putih dengan menggunakan alat seperti prisma, greting atau
celah optis sebagai pengurai warna-warna, pada panjang gelombang tertentu di
fotometer filter (Gandjar 1., 2007). Prinsip dari spektrofotometri UV-VIS adalah
mengukur jumlah cahaya yang diabsorbsi atau ditransmisikan oleh molekul-
molekul didalam larutan dimana panjang gelombang yang ditransmisi oleh larutan
sebagian energi cahaya akan diabsorbansikan (Nurul A., 2016).

Penetapan kadar senyawa ekstrak daun kelor dan senggani dilakukan di
Universitas Brawijaya, Malang. Dalam proses pengujian kadar senyawa diperlukan
larutan standar berupa kuarsetin untuk senyawa flavonoid. Larutan standar dibuat
dalam lima seri konsentrasi, yaitu 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm dan 50 ppm.
Hasil dari serapan yang diperoleh diplot, dimasukkan kedalam rumus persamaan
kurva baku y = ax + b dimana persamaan kurva baku flavonoid menjadi y = 0,0137x
+ 0,0064 untuk kelor dan y = 0,0128x + 0,0064 untuk senggani.

Nilai koefisien korelasi (r) merupakan nilai yang digunakan untuk
mengetahui kuat, sedang atau lemahnya hubungan diantara variabel yang diteliti.
Dimana niali koefisien korelasi dikatakan sangat kuat apabila nilai (r) mendekati 1.
Larutan standar yang digunakan memiliki hubungan yang linier antara absorbansi
dengan konsentrasi dengan hasil koefisien korelasi (r) sebesar 0,9961 untuk larutan
standar kuarsetin. Kadar senyawa total flavonoid pada ekstrak daun kelor sebesar
23,93% dan untuk senggani sebesar 24,22%.
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4.4 ldentifikasi Bakteri

(a) (b)
Gambar 4.3 Uji pewarnaan gram
Keterangan : (a) Pewarnaan Escherichia coli
(b) Pewarnaan Sthaphylococcus aureus

Pada uji pewarnaan Gram ini dilakukan dengan mengambil sampel bakteri
kemudian diberi cat Gram A, kemudian di bilas menggunakan aquades selanjutnya
diberi cat Gram B dibilas lagi menggunakan aquadest lalu diberi cat Gram C dibilas
dan yang terakhir di beri cat Gram D lalu dibilas kembali. Setelah kering kemudian
diamati menggunakan mikroskop dengan perbesaran 100x. Bakteri yang digunakan
dalam penelitian ini merupakan bakteri biakan murni yang telah diperoleh dari
Balai Besar Laboratorium Kesehatan Surabaya, Jawa Timur. Bakteri Escherichia
coli yang digunakan memiliki kode ATCC 25922 yang disertai dengan sertifikat
identifikasi bakteri (Lampiran 5). Sedangkan bakteri Staphylococcus aureus yang
digunakan memiliki kode ATCC 25923 yang bersetifikat (Lampiran 6).

Uji pewarnaan ini dilakukan untuk memastikan kebenaran dari sertifikat
yang telah tertera pada masing-masing bakteri. Hasil yang didapatkan pada
pewarnaan gram menunjukkan bahwa bakteri Escherichia coli membentuk warna
merah (Gambar 4.3) hal ini menunjukkan bahwa bakteri ini merupakan bakteri
Gram negatif. Bakteri ini memiliki bentuk batang. Sedangkan pada pewarnaan
gram yang dilakukan terhadap bakteri Staphylococcus aureus menghasilkan warna
ungu (Gambar 4.3). Warna ungu yang dibentuk menunjukkan bahwa bakteri ini

tergolong bakteri Gram positif. Bakteri ini memiliki bentuk bulat yang
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bergerombol. Perbedaan warna antara bakteri Gram positif dan Gram negatif
disebabkan oleh perbedaan struktur dinding sel antara kedua jenis bakteri tersebut.
Bakteri Gram positif dapat mempertahankan warna Kristal violet karena memiliki
dinding sel yang lebih tebal dan peptidoglikan yang banyak, sehingga ketika proses
pewarnaan gram berlangsung kristal violet tidak luntur dibilas dengan alkohool.
Sedangkan pada bakteri Gram negatif ketika pencucian menggunakan alcohol
warna kristal violet akan tercuci dan yang menempel hanya warna merah yang

dihasilkan oleh safranin ketika pewarnaan terakhir (Nurhidayati et al., 2015).

4.5 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak KLSG

Uji ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi kampus STIKes Karya
Putra Bangsa, Tulungagung. Uji antibakteri dilakukan untuk mengetahui potensi
kombinasi ekstrak KLSG sebagai antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri
Escherichia coli dan Sthaphylococcus aureus secara In-vitro. Penelitian kali ini
dilakukan kombinasi yang bertujuan untuk meningkatkan aktivitas antibakteri yang

dimiliki oleh masing-masing ekstrak (Maharani et al., 2017).

Tabel 4.5 Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak KLSG terhadap bakteri E.

coli dan S.aureus

Bakteri Konsentrasi Replikasi Rata-  Kekuatan
rata hambat
I 1 i
Escherichia K+ 36,5 34,5 32,5 434,98 Sangat
coli kuat
K- 0 0 0 0 0
1:1 11 10 115 10,3 Kuat
1:2 12 16 18 153 Kuat
2:1 12 11 16 13 Kuat
Staphylococcus K+ 34,5 35 e TN, Sangat
aureus kuat
K- 0 0 0 0 0
1:1 11 10 125 11,2 Kuat
1:2 12,5 11 125 12 Kuat
2:1 10,5 12 115 113 Kuat

Tabel di atas merupakan tabel hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak KLSG

terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. Hasil yang
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dioperoleh dari uji antibakteri di atas membuktikan bahwa ekstrak kombinasi

KLSG memiliki aktivitas antibakteri yang kuat jika dibandingkan dengan kontrol

positif berupa klorampenikol.

45.1 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak KLSG terhadap bakteri Escherichia

coli

kel Il

()

Kel V

Kel IV

Kel 111

Gambar 4.4 Uji aktivitas antibakteri ekstrak KLSG terhadap bakteri Escherichia

coli

Keterangan : (a) kontrol positif/negatif
(@) Uji aktivitas antivakteri
Kel I : kontrol positif
Kel II: kontrol negative

Kel 111 : perbandingan 1:1 (5% KL : 5% SG)

Kel IV : perbandingan 1:2 (5% KL : 10%SG)
Kel V : perbandingan 2:1 (10% KL : 5% SG)

Tabel 4.6 Tabel Uji Tukey subset ekstrak KLSG terhadap bakteri Escherichia

coli

Zona hambat

Konsentrasi N Subset for alpha = 0.05
Zona hambat + SD
1 2 3
Tukey kontrol negatif e. coli 3 0,000
HSD? i1 @S 3 10,83 +
0,763
2:1 KLSG 3 13,00 +
2,64
1:2 KLSG 3 15,33 £
3,05
kontrol positif e. coli 3 34,50 +
2
Sig. 1,00 0,12 1,00
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Uji aktivitas antibakteri ekstrak KLSG menggunakan kontrol positif
klorampenikol dengan konsentrasi 0,1% menunjukkan adanya zona bening atau
zona hambat sebesar 34,5mm (Gambar 4.4). Serta dibuktikan dengan hasil analisis
statistic menggunakan SPSS 28 dimana nilai signifikan untuk uji normalitas data
menggunakan shapiro-wilk sebesar 1,000 sehingga dapat dikatakan bahwa
terdistribusi normal karena nilai sig (p>0,05). Selain itu pada uji homogenitas
diperoleh nilai signifikan sebesar ,433 sehingga dapat dikatakan terdistribusi
normal karena nilai sig (p>0,05). Zona hambat tersebut masuk dalam kategori
sangat kuat. Berdasarkan tabeol post hoc kontrol positif menunjukkan perbedaan
yang bermakna terhadap kontrol negative maupun dengan perbandingan kombinasi
eksrak. Hal ini sesuai dengan mekanisme kerja kloramphenikol yaitu menghambat
sinteis protein dan asam amino dari barteri dengan cara menghambat peptidyl
tranverase pada fase pemanjangan (Buulolo et al., 2018). Sehingga dapat
menghambat pertumbuhan bakteri dan menghasilkan zona hambat pada media
pertumbuhan bakteri.

Kontrol negatif yang digunakan pada penelitian ini adalah DMSO (Dimetil
Sulfoksida) 5%, dikarenakan DMSO merupakan pelarut organik yang dapat
melarutkan bahan organik dan bahan polimer secara efektif (Andriyawan, 2015).
Penggunaan DMSO 5% sebagai kontrol negatif karena pelarut ini tidak
menunjukkan adanya aktivitas antibakteri (Huda et al., 2019). Hasil uji aktivitas
antibakteri menunjukkan bahwa kontrol negatif tidak menghasilkan zona hambat.
Hal tersebut menunjukkan bahwa DMSO 5% tidak berpengaruh terhadap
pertumbuhan bakteri sehingga, aktivitas antibakteri hanya dihasilkan oleh larutan
uji yang digunakan bukan dari pelarut. DMSO hanya bersifat sebagai pelarut yang
melarutkan bahan organik dalam ekstrak serta tidak merusak dinding sel bakteri
sehingga tidak mempengaruhi pertumbuhan bakteri (Huda et al., 2019).

Uji antibakteri ekstrak KLSG digunakan perbandingan 1:1, 1:2, dan 2:1
untuk mengetahui aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherihia coli. Hasil yang
diperoleh dari penelitian menghasilkan rata-rata zona hambat yaitu 1:1 sebesar 10,3

mm, 1:2 sebesar 15,3 mm dan 2:1 sebesar 13 mm. Dari ketiga perbandingan tersebut
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masuk dalam kategori antibakteri yang kuat. Terlihat bahwa perbandingan 1:2
menghasilkan zona hambat paling besar, hal ini terlihat dari rata-rata zona hambat
yang terbentuk yaitu 15,3 mm.

Data hasil penelitian yang telah didapatkan selanjutnya di uji statistic
menggunakan SPSS 28 berupa uji one way anova. Sebelumnya diuji terlebih dahulu
untuk memastikan data terdistribudi normal dan uji varians karena data harus
homogen. Dari uji normalitas data menggunakan shapiro-wilk menunjukkan bahwa
nilai signifikan yang diperoleh sebesar 0,637 untuk perbandingan 1:1, 0,637 untuk
perbandingan 1:2, dan 0,363 untuk perbandingan 2:1, yang menunjukkan p>0,05
yang artinya data terdistribusi normal. Selanjutnya dilakukan uji homogenitas
dengan niali signifikan 0,070 yang menunjukkan p>0,05 artinya data dalam
penelitian memiliki varian yang sama sehingga bias dilanjutkan untuk uji one way
anova. Uji one way anova yang diperoleh sebesar <,001. Karena nilai p<0,05 maka
nilai rata-rata antar perbandingan berbeda bermakna.

Berdasarkan tabel post hock yang menunjukkan bilai p<0,05 berarti data
tersebut signifikan atau berbeda bermakna dengan konsentrasi lain. Uji post hock
menunjukkan diameter zona hambat bakteri Escherichia coli untuik perbandingan
1:1 tidak memiliki perbedaan yang bermakna dengan 1:2 dan 2:1, tetapi
perbandigan 1:1 memiliki perbedaan bermakna dengan kontrol positif dan kontrol
negatif. Hasil uji untuk perbandingan 1:2 tidak memiliki perbedaan bermakna
terhadap perbandingan 1:1 dan 2:1, tetapi memiliki perbedaan bermakna terhadap
kontrol positif dan negatif. Perbandingan 2:1 tidak memiliki perbedaan yang
bermakna dengan perbandigan 1:1 dan 1:2, sedangkan terhadap kontrol positif dan
kontrol negatif memilikiperbedaan yang bermakna. Perbandingan yang memiliki
zona hambat terbesar dan mendekati kontrol positif adalah perbandingan 1:2, hal
ini dikarenakan pada konsentrasi tunggal ekstrak KLSG memiliki aktivitas
antibakteri yang baik. Semakin tinggi perbandingan yang dilakukan maka hasil
zona hambat yang terbentuk semakin besar pula (Maharani et al., 2017). Selain itu
pada perbandingan ini ekstrak senggani memiliki aktivitas antibakteri lebih besar
daripada ekstrak kelor. Selain itu metode ekstraksi yang digunakan juga cukup baik

untuk mendapatkan ekstrak yang banyak mengandung senyawa metabolit
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sekunder, serta senyawa antibakteri dari ekstrak KLSG dapat menembus kertas
cakram dengan baik dan menghasilkan zona hambat yang baik. Sehingga
menghasilkan zona hambat yang cukup besar.

Berdasarkan tabel subset (Tabel 4.7) menunjukkan bahwa kombonasi
ekstrak KLSG dengan perbandingan 1:1, 1:2 dan 2:1 berada dalam satu kolom yaitu
berada pada kolom 2 artinya ketiga perbandingan tersebut memiliki aktivitas
antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli namun masih berbeda bermakna
dengan kontrol positif. Dilihat dari tabel subset dan hasil ratta-rata zona hamabt yag
terbentuk perbandingan 1:2 memiliki aktivitas natibakteri paling besar dan
mendekati kontrol positif yang digunakan.

Ekstrak kombinasi KLSG memiliki senyawa metabolit sekunder yang
bersifar antibakteri seperti flavonoid, tanin, saponin, dan alkaloid. Senyawa
flavonoid memiliki mekanisme kerja sebagai antibakteri dengan membentuk
senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan terlarut sehingga dapat
merusak membrane sel dari bakteri (Amalia et al., 2017). Senyawa tanin memiliki
mekanisme kerja mengkerutkan dinding sel sehingga mampu menganggu
permeabilitas sel dan dinding sel bakteri (Amalia et al., 2017). Senyawa saponin
memiliki mekanisme kerja mendenaturasi protein, dikarenakan zat aktif permukaan
saponin mirip dengan deterjen sehingga bias digunakan sebgai antibakteri dimana
tekanan dinding sel bakteri akan diturunkan dan permeabilitas membrane dari
bakteri dirusak (Sudarmi et al., 2017). Senyawa alkaloid memiliki mekanisme kerja
antibakteri dengan mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel
bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utug dan menyebbakan
kematian sel (Amalia et al., 2017).
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45.1 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak KLSG terhadap Bakteri

Sthaphylococcus aureus

kel 111

kel IV
(b)
Gambar 4.5 Uji aktivitas antibakteri ekstrak KLSG terhadap bakteri
Sthaphylococcus aureus
Keterangan : (a) kontrol positif/negatif
(b) Uiji aktivitas antibakteri
Kel I : kontrol positif
Kel 11 : kontrol negative
Kel 111 : perbandingan 1:1 (5% KL : 5% SG)
Kel IV : perbandingan 1:2 (5% KL : 10% SG)
Kel V : perbandingan 2:1 (10% KL : 5% SG)
zona hambat
Konsentrasi N Subset for alpha = 0.05
Zona hambat + SD
1 2 3
Tukey  Kontrol negatif 3 0,00+
HSD?  s.aureus 0
1:1 KLSG 3 11,16 £
1,25
2:1 KLSG 3 11,33+
0,76
1:2 KLSG 3 12,00 £
0,86
kontrol positif 3 34,66 =
s.aureus 0,28
Sig. 1,00 0,68 1,00

Tabel 4.7 Tabel uji Tukey subset ekstrak KLSG terhadap bakteri Sthaphylococcus
aureus
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Uji aktivitas antibakteri ekstrak KLSG menggunakan kontrol positif
klorampenikol dengan konsentrasi 0,1% menunjukkan adanya zona bening atau
zona hambat sebesar 34,6mm (Gambar 4.4). Serta dibuktikan dengan hasil analisis
statistic menggunakan SPSS 28 dimana nilai signifikan untuk uji normalitas data
menggunakan shapiro-wilk sebesar 1,000 sehingga dapat dikatakan bahwa
terdistribusi normal karena nilai sig (p>0,05). Selain itu pada uji homogenitas
diperoleh nilai signifikan sebesar ,475 sehingga dapat dikatakan terdistribusi
normal karena nilai sig (p>0,05). Zona hambat tersebut masuk dalam kategori
sangat kuat. Berdasarkan tabeol post hock kontrol positif menunjukkan perbedaan
yang bermakna terhadap kontrol negative maupun dengan perbandingan kombinasi
eksrak. Hal ini sesuai dengan mekanisme kerja kloramphenikol yaitu menghambat
sinteis protein dan asam amino dari barteri dengan cara menghambat peptidyl
tranverase pada fase pemanjangan (Buulolo et al., 2018). Sehingga dapat
menghambat pertumbuhan bakteri dan menghasilkan zona hambat pada media
pertumbuhan bakteri.

Kontrol negatif yang digunakan pada penelitian ini adalah DMSO (Dimetil
Sulfoksida) 5%, dikarenakan DMSO merupakan pelarut organik yang dapat
melarutkan bahan organik dan bahan polimer secara efektif (Andriyawan, 2015).
Penggunaan DMSO 5% sebagai kontrol negatif karena pelarut ini tidak
menunjukkan adanya aktivitas antibakteri (Huda et al., 2019). Hasil uji aktivitas
antibakteri menunjukkan bahwa kontrol negatif tidak menghasilkan zona hambat.
Hal tersebut menunjukkan bahwa DMSO 5% tidak berpengaruh terhadap
pertumbuhan bakteri sehingga, aktivitas antibakteri hanya dihasilkan oleh larutan
uji yang digunakan bukan dari pelarut. DMSO hanya bersifat sebagai pelarut yang
melarutkan bahan organik dalam ekstrak serta tidak merusak dinding sel bakteri
sehingga tidak mempengaruhi pertumbuhan bakteri (Huda et al., 2019).

Uji antibakteri ekstrak KLSG digunakan perbandingan 1:1, 1:2, dan 2:1
untuk mengetahui aktivitas antibakteri terhadap bakteri Sthaphylococcus aureus.
Hasil yang diperoleh dari penelitian menghasilkan rata-rata zona hambat yaitu 1:1
sebesar 11,16 mm, 1:2 sebesar 12,00 mm dan 2:1 sebesar 11,33 mm. Dari ketiga

perbandingan tersebut masuk dalam kategori antibakteri yang kuat. Terlihat bahwa
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perbandingan 1:2 menghasilkan zona hambat paling besar, hal ini terlihat dari rata-
rata zona hambat yang terbentuk yaitu 12,00 mm.

Data hasil penelitian yang telah didapatkan selanjutnya di uji statistic
menggunakan SPSS 28 berupa uji one way anova. Sebelumnya diuji terlebih dahulu
untuk memastikan data terdistribudi normal dan uji varians karena data harus
homogen. Dari uji normalitas data menggunakan shapiro-wilk menunjukkan bahwa
nilai signifikan yang diperoleh sebesar 0,780 untuk perbandingan 1:1, 0,0 untuk
perbandingan 1:2, dan 0,637 untuk perbandingan 2:1, yang menunjukkan p>0,05
yang artinya data terdistribusi normal. Selanjutnya dilakukan uji homogenitas
dengan niali signifikan 0,067 yang menunjukkan p>0,05 artinya data dalam
penelitian memiliki varian yang sama sehingga bias dilanjutkan untuk uji one way
anova. Uji one way anova yang diperoleh sebesar <,001. Karena nilai p<0,05 maka
nilai rata-rata antar perbandingan berbeda bermakna.

Berdasarkan tabel post hock yang menunjukkan bilai p<0,05 berarti data
tersebut signifikan atau berbeda bermakna dengan konsentrasi lain. Uji post hock
menunjukkan diameter zona hambat bakteri Escherichia coli untuik perbandingan
1:1 tidak memiliki perbedaan yang bermakna dengan 1:2 dan 2:1, tetapi
perbandigan 1:1 memiliki perbedaan bermakna dengan kontrol positif dan kontrol
negatif. Hasil uji untuk perbandingan 1:2 tidak memiliki perbedaan bermakna
terhadap perbandingan 1:1 dan 2:1, tetapi memiliki perbedaan bermakna terhadap
kontrol positif dan negatif. Perbandingan 2:1 tidak memiliki perbedaan yang
bermakna dengan perbandigan 1:1 dan 1:2, sedangkan terhadap kontrol positif dan
kontrol negatif memiliki perbedaan yang bermakna. Perbandingan yang memiliki
zona hambat terbesar dan mendekati kontrol positif adalah perbandingan 1:2, hal
ini dikarenakan pada konsentrasi tunggal ekstrak KLSG memiliki aktivitas
antibakteri yang baik. Semakin tinggi perbandingan yang dilakukan maka hasil
zona hambat yang terbentuk semakin besar pula (Maharani et al., 2017). Selain itu
pada perbandingan ini ekstrak senggani memiliki aktivitas antibakteri lebih besar
daripada ekstrak kelor. Selain itu metode ekstraksi yang digunakan juga cukup baik
untuk mendapatkan ekstrak yang banyak mengandung senyawa metabolit

sekunder, serta senyawa antibakteri dari ekstrak KLSG dapat menembus kertas
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cakram dengan baik dan menghasilkan zona hambat yang baik. Sehingga
menghasilkan zona hambat yang cukup besar.

Berdasarkan tabel subset (Tabel 4.7) menunjukkan bahwa kombonasi
ekstrak KLSG dengan perbandingan 1:1, 1:2 dan 2:1 berada dalam satu kolom yaitu
berada pada kolom 2 artinya ketiga perbandingan tersebut memiliki aktivitas
antibakteri terhadap bakteri Sthaphylococcus aureus namun masih berbeda
bermakna dengan kontrol positif. Dilihat dari tabel subset dan hasil ratta-rata zona
hamabt yag terbentuk perbandingan 1:2 memiliki aktivitas natibakteri paling besar
dan mendekati kontrol positif yang digunakan.

Ekstrak kombinasi KLSG memiliki senyawa metabolit sekunder yang
bersifat antibakteri seperti flavonoid, tanin, saponin, dan alkaloid. Senyawa
flavonoid memiliki mekanisme kerja sebagai antibakteri dengan membentuk
senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan terlarut sehingga dapat
merusak membrane sel dari bakteri (Amalia et al., 2017). Senyawa tanin memiliki
mekanisme kerja mengkerutkan dinding sel sehingga mampu menganggu
permeabilitas sel dan dinding sel bakteri (Amalia et al., 2017). Senyawa saponin
memiliki mekanisme kerja mendenaturasi protein, dikarenakan zat aktif permukaan
saponin mirip dengan deterjen sehingga bias digunakan sebgai antibakteri dimana
tekanan dinding sel bakteri akan diturunkan dan permeabilitas membrane dari
bakteri dirusak (Sudarmi et al., 2017). Senyawa alkaloid memiliki mekanisme kerja
antibakteri dengan mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel
bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utug dan menyebbakan
kematian sel (Amalia et al., 2017).

Secara keseluruhan penelitian ini dengan berbagai konsentrasi dan
pengulangan menunjukkan bahwa kombinasi ekstrak KLSG memiliki aktivitas
natibakteri terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus dengan
terbentuknya zona hambat pada uji antibakteri. Hal tersebut dikarenakan kombinasi
ekstrak KLSG memiliki seyawa metabolit sekunder yang diyakini dapat digunakan
sebagai antibakteri seperti flavonoid, tanin, saponin, dan alkaloid.

Berdasarkan penlitian yang telah dilakukan kombinasi ekstrak KLSG

memiliki aktivitas natibakteri terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphyloccocus
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aureus dengan perbandingan 1:1 (5%:5%), 1:2 (5%:10%), dan 2:1 (10%:5%) yang
terbesar pada perbandingan 1:2 karena pada perbandingan ini senyawa metabolit
sekunder berupa flavonoid, tanin, saponin, dan alkaloid lebih banyak pada ekstrak
senggani.

Berdasarkan penelitian yang sudah dilakukan bakteri Gram negatif
memiliki zona hambat yang lebih besar daripada Gram positif hal ini bertolak
belakang dengan penelitian Lestari, dkk (2016) Uji aktivitas penghambatan
antibakteri terhadap bakteri Gram positif (B. cereus) lebih kuat dibandingkan
bakteri Gram negatif (E. coli). Hal ini sesuai dengan sifat dinding sel yang dimiliki
bakteri tersebut. Menurut Pelczar (1986) struktur dinding sel bakteri Gram negatif
lebih kompleks dibandingkan struktur dinding sel bakteri Gram positif. Bakteri
Gram negatif memiliki dinding sel yang terdiri dari 3 lapisan yaitu, lapisan luar,
lapisan tengah dan lapisan dalam. Sedangkan bakteri Gram positif hanya
mempunyai lapisan tunggal pada dinding selnya. Siswandono (2000)
menambahkan struktur dinding sel bakteri Gram negatif yang relatif kompleks akan
menyebabkan senyawa antibakteri lebih sukar masuk ke dalam sel dan menemukan
sasaran untuk bekerja.

Berdasarkan pada uraian di atas hasil yang diperoleh pada penelitian ini
mungkin terjadi kesalahan pada metode yang dikerjakan, dimana seharusnya pada
pengujian skrining fitokimia dengan menggunakan kombinasi berdasarkan
perbandingan yang akan diuji, sedangkan pada penelitian ini hanya digunakan 1
perbandingan saja. Selain itu terjadinya kontaminasi ketika uji aktivitas antibakteri
berlangsung. Ketika uji antibakteri saat penggoresan dimungkinkan ose yang
digunakan tercemar dengan bakteri sebelumnya. Hal ini terjadi akibatkurangnya
sterilisasi ketika pemansan ose berlangsung. Kontaminasi juga dimungkinkan
terjadi ketika pembuatan media, ketika media agar dituang pada cawan petri
dimungkinkan terdapat pengotor maupun bakteri lain yang ikut masuk dalam
media, sehingga hasil yang diperoleh tidak sesuai dengan teori yang ada (Lestari
et al., 2016).



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan diperoleh kesimpulan sebagai

berikut :

1.

Kombinasi ekstrak KLSG memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus ditandai dengan terbentuknya
zona hambat yang ada pada setiap perbandingan.

Kombinasi ekstrak KLSG mempunyai aktivitas antibakteri terhadap
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus yang ditandai dengan adanya
zona hambat kuat dan daya hambat tertinggi adalah ekstrak dengan
perbandingan ekstrak 1:2 dengan diameter hambat Escherichia coli sebesar

15,3 mm dan diameter hambat Staphylococcus aureus sebesar 12 mm.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat ditarik beberapan

saran seperti:

1.

Perlunya dilakukan pemurniaan ekstrak untuk mendapatkan ekstrak yang
lebih murni agar mendapatkan zona hambat yang lebih baik.

Perlu dilakukan uji aktivitas antibakteri dengan menggunakan metode lain,
agar diperoleh zona hambat yang lebih baik.

Pada proses penguapan ekstrak sebaiknya menggunakan rotary evaporator
agar hasil ekstrak lebih baik.

Dilakukan uji kuantitatif dengan LC-MS
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Lampiran 1. Hasil determinasi Kelor Moringa oliefera L.

PEMERINTAH PROVINSI JAWA TIMUR

DINAS KESEHATAN Py
UPT LABORATORIUM HERBAL {5
MATERIA MEDICA BATU 4/
JI Lahor 87 Kota Batu A~y
JL. Rayn 228 Kejoyan Kabupaten Pasuruan Az
J1 Kolonel Sugiono 457 - 459 Kota Malang
Email | matcriamedicabatu@jatimprov.go.id
Nomor S O74/ 049 102.7-A7 2022
Sifar : Biasa
Peribal - Determinasi Tanaman Kelor
Nama S MITA ULY ANDINI
NIM : 1813206016
Fakuitas : FARMASI, STIKES KARYA PUTRA BANGSA TULUNGAGUNG
| 1. Perthal detenminasi tanamnan kelos
Kingdom - Plantae (Tumbshan)
| Divisi - Magmaliophyta (Tumbuban berbunga)
Kelxs * Doty ledonac
Sub kebss - Dilleniidac
Bangss : Capparales
Suky + Moringacens
Marga : Moringa
Jenis : Movinga oleifera |amk.
Nama Dacrah : Kelor (Indonesin, Jawn, Senda, Bali, Lampusg)l Keol {Baru), Marangght
(Madura), Molioeg (Flores). Kelo (Gorontado), Keioro (Bugis), Kawano (Sumba),
Oagge (Bima), Hau fo {Tsmoe).

Kunci determinasi : Fb-2b-3b-4b-6b-Tb-9b- 1 0b-115-120-150- 14a- 1 50-197b-2081-209h-2 1 00-21 1b-
2 ldacMonngacewe- LM olcifera,

2, Mocfologi . Habitus: Pobon, bagyl =8 m Baang: Bakayu, bulat, bercstang, berbintik hitsm,
putih kotor. Daun: Magemuk, panjang 20.60 e, ok daun bulat teler, tepé rsta, sjung berlekuk, menyinp
ganjil, hijas. Bunga: Majemuk, bentok mada, letak di ketiak dawn, pangaag 10-30 ¢m, daun kelopak hijsa,
benang sari dan patik kesil, mahkota pusih, potik. Beal: Poloes, panjang 2043 con, berisi 15-25 biji, cokia
kehitaman. Big: Buls, bersayap tiga, bitam. Akar: Tungpsng, petib kotor,

3. Bagian yang digunakan - Daun.

4. Pengguncan Penclitian.
5. Daftar Pustaka
o Van Steenis, CGGY. 2008 FLORA: wiruk Sekola di Indowessa. Pradmyn Parumita, Jakaca
Demikian surat k gan d inasy int K buat ustuk dipergunakan sehagmnmina mestnya.
Batu, 20 Jawsari 2022
KEPALALI® BORATORIUM HERBAL
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Lampiran 2. Hasil Determinasi Senggani Melastoma malabathricum

PEMERINTAH PROVINSTIAWA TIMUR

DINAS KESEHATAN %
UPT LABORATORIUM HERBAL %
MATERIA MEDICA BATU &)
J1. Lahor 37 Kota Ha A g e
J1 Raya 228 Kejiyan Rilpatas Shinadn "

Ji. Kelane! Sugiono 457 - 459 Kota Malang
Email : materiamedicabatafdjatimprov.go.id

N LUTA 05 FO2T-AY 22
Sift : Binsa
Peribal | Determinasi Tanaman Scezgani
Noma T MITA ULY ANDINI
NiM 1853200016
Fakulrs | FARMASE STIKES KARY A PUTRA BANGSA TULUNGAGUNG
1. Peribpl deteomivasi tanaman sosggani
Kingdom - Plantse ( Tembudues |
Dveist - Muznotiophyta [ Tumbahan berbunga)
Kelas : Dicotyledomae
Bangas AMymales
Suku : Melastomacese
Marga : Mclatoma
Jems T Aekartomsa maoiasbvenm I,
Ssponun M affine D Das A canditin D. Dos = A% coraberier B Lev, & Vanion = Af
enpaienlin H Lev. = A ‘e 1) Doa = M polpansies Blane
Niwrat unmes - Sendodub (Sussaeray Marendong (Sunda)l, Klendk, scopgani (Jawa) kemnaden
(Madizx)

P

Kune Detersdnasi 12 1o-tb-6l9h-100-1 br) 26-13b-190-16a.236t 24 3b-244b-24 5h-246b-
247b:Melastomatacese- b Melastomar2-A ¢ mvrfabaritr s i

Marfologi | Habituy: pedu, onpps <4 m Bamag: dekayy, bulae. berbula apat atau bersisik.
percadamgnm simpodal, coklat. Daum tespgal, taloe tctur, panjang 220 m, |cbar 3-8 ¢m, huhm
ujung dn jangkal g patiy, Beebadu, bijau. Benga majemi, keloped berbehatan. bertiofu. haggan
ujung peodek dan panykal, njesy ;;hul,_' g & “‘ angy benang an 312,
paoiasg 3 an, merah msda, gk sa. w-mpﬂmwmmmm
lima, buls telur, ungw Bush: bani, balie telur, wrerh. i &ecil, merzh. Abor: nmggorg. codlan

Hogsan v i Daun,

Pc-wm:ﬁ : Penclitm

Dafar a7

. \'an”;‘*. cenis, OGGE. ANE, ELOACA - wemk Sebofal ai frkovresi Pradmya ¥ I

Demikisn surat ketormgan deteaminsi ini dami bust wetuk dipergumkan acbagammam mestinga

Batu, 200 Jamswri X022

KEPAER DV ECARORATORIUM HERBAL
MEDICA BATU 3

SRR
o

NIF - 10680203 199203 1 001
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Lampiran 3. Dokumentasi Penelitian

1. Pembuatan simplisia dan ekstrak kental

Simplisia kering daun kelor dan daun senggani

Penyaringan



Ekstrak kental
2. Skrining fitokimia
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KEMENTERIAN KESENATAN It¥ J’.;""%

Lampiran 4. Identifikasi bakteri Escherichia coli

%!
@& 7 DIREXTORAT JENDERAL PELAYANAN KESEHATAN 5 ‘ %
N ] BALAT DESAR LABDRATORIUM KESIMATAN SURABAYA 1 . 2
5 [N N | Sy AR T
- P R T T e e Tognert”

Wibass | LAl Py e Ak wactl P hRadnigben ca i

Surasayn, 72 Aed 2020

E0abir ¥ Mgt S0 feenngin SN bakien yang el ol

Nana Mt Uy Angi
invms STikes Kora Petin ingsa Tungogung
Tangoal pomataan O4 Agrd 2022 o
Kepusuan Danedion Shdpes dengan hasks, Uj Ascretos Ekask
o-nmmmuauw.o-ms.w
mmmummsam
Ketutang s jons strais
Bakieni - Escheriohis coil
ATCC ATCC 25622
PasiGoe S8
Hasd Uy Exchamia taicden echanichis cob ATCC 26322
o JENS U pASL 1
1| Rengecatas Gam Gavpeasl ey
Loy hoas
o o
” A el Powd
kS Hozatd
=5 Guazes Toud Gu o |
a Likirie T Pouw GasPosw |
N M P, G Pawd
3 Ve Posl, Gos Poset. |
i G e 73
" T o B N
Nefrt Aeg Dot
0 “Veges Panued | Naga® =
| Swensn T EE—
5 2 o >
1 N —
A Bl o = S
Nasgger Telns

a.“l?;gkmsm

NF. 1680 262010123002
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Lampiran 5. Identifikasi bakteri Sthaphylococcus aureus

KEMENTERIAN KESEIIATAN 11 ‘:";’“‘%

. - DIREKTORAT JUNDERAL PELAYANAN KESEHATAN t 2 ‘2
X \ ™ BALAL BSAR LABORATORIUM KESEHATAN SANUARAYA 7 £
‘ : ——

o,

Mobr Kzegrengagn Vo 10 Saubona (a2,
Tekipon Pebryenon - (9000 00000, 117 101 IS LES1 Sakakuds 205 1y 200000
Wihese : talksniduvnod Spmi bl . el vy vt oo 0o &l

" »
0...0'

Surabaiya, 22 Apfil 2022

Berint ini lamprsn surat keserangan strain bakien yang dibel cloh -

Nama | Mt Uty Anddind
Institus : 8Ties Karya Pulra Bangsa Tuungsgung
Tanggal permintaan 04 Apri 2022
{ Kepeduan © Panciinan sheigsi dengan [udul, “Usl Akbvitan Fralrae

Kombinasg Daun Keke (Moringa olledra, L.} dan EXstrak
Daun Senggare (Melastomrs mafabatiricum L | teradap
Bakien Eschevichia coli dan Staphylococcus aiwveus

Keterangan jents strain
Bakpen Staphylococeus aurous
ATCC - AYCC 25623
Patsagh &
Hazi Uy Biokives bakeer Stsphyfocaccus aureus ATCC 25923 ¢
| No Jenis U | Hasil
™ Pengacatan Gram Gram positif oo bargscombel
5y T=F Gukoze Postt (+]
S s L
F] i Maniol T Positf (+) ——4‘
- Katalsse Postif (+)
5 | Kosysase ! Poaisf (+}
7 "~ DiNase Posif (+)
8 Haemeisa B Hesmolink

Marajer Teinls

dr. Titiek s.ﬁm Kiin, Sp.MK

NP, 190207262010122002
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Lampiran 6. Proses pembiakan bakteri dan uji aktivitas antibakteri

1. Pembiakan bakteri

Peremajaan bakteri Suspense bakteri
2. ldentifikasi bakteri

Pewarnaan gram

3. Uji antibakteri ekstrak KLSG terhadap bakteri e.coli dan s.aureus

Replikasi kontrol +/- e.coli Replikasi kontrol +/- s.aureus



replikasi 3 e.coli

Replikasi 3 s.aureus
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Lampiran 7. Perhitungan

1. Pembuatan media Nutrient Broth (NB)

Gram = — x Volume
1000

8
=——x20ml
1000

=0,16g
2. Pembuatan media Nutrient Agar (NA)

Gram = — x Volume
1000

=20 v 480 ml
1000

=96¢g

3. Penetapan susut pengeringan simplisia

88

Sampel Bobot Awal  Bobot Akhir Hasil
Daun Kelor 5000 g 1730 g 65,4%
(Moringa oliefera,
L)
Daun Senggani 5000 g 1670 g 66,6%
(Melastoma
malabathricum L.)
Rumus % Kadar Air = bobot awal—bobot akhir x 100%
bobot awal
Daun kelor = 22=173% 5 1009
5000
= 65,4%
Daun senggani = 2000-2670 x 100%
5000
= 66,6%
4. Penetapan kadar air simplisia
Sampel Bobot Awal Bobot Akhir Hasil
Daun Kelor 10,00 g 9,709 3%

(Moringa oliefera,
L.)



6.
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Daun Senggani 10,00 g 9,42 ¢ 5,7%
(Melastoma
malabathricum L.)
Rumus % Kadar Air = bobot awal—bobot akhir x 100%
bobot awal
Daun kelor =
Daun senggani = 1013’42 X 100%
=57%
Rendemen kelor dan senggani
Sampel Bobot Bobot Ekstrak Hasil
Simplisia
Daun Kelor 2509 459 18%
(Moringa oliefera,
L.)
Daun Senggani 500 g 62 g 12,4 %
(Melastoma
malabathricum L.)
Rendemen (%) kelor = 2220Lefstrake o 4 gng4
bobot simplisia
=22 % 100%
250
=18%
Rendemen (%) senggani = —222tekstrak s 10094
bobot simplisia
=22 ¥ 100%
500
=12,4%
Uji bebas etanol
Sampel Perlakuan Hasil Keterangan
Daun Kelor H2SO4 pekat + + Bebas etanol
(Moringa oliefera, magnesium

L.) dikromat
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Daun Senggani H2SO4 pekat + + Bebas etanol
(Melastoma magnesium
malabathricum L.) dikromat
Keterangan :
(+) tidak terjadi perubahan warna
(-) terjadi perubahan warna
7. Skrining fitokimia
Identifikasi Perlakuan Hasil Uji Keterangan
Flavonoid Ekstrak +5 ml etanol + Jingga a7
2 tetes HCI pekat + 0,19
mg
Saponin 2 ml ekstrak kental + 5 Busa stabil 7
ml aquadest dikocok
kuat + 1 tetes HCI 2 N
Tanin 2 ml esktrak + FeClz 1% Hitam >
kebiruan
Alkaloid 2 ml ekstrak + 2 ml HCI Endapan +

+ pereaksi meyer

Keterangan : (+) terdapat senyawa
(-) tidak terdapat senyawa
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8. Uji antibakteri

Bakteri Konsentrasi Replikasi Rata- Kekuatan
rata hambat
I I "
Escherichia K+ 36,5 34,5 325 345 Sangat
coli kuat
K- 0 0 0 0 0
1:1 11 10 S A3 Kuat
1:2 12 16 18 15,3 Kuat
Z:L 12 L1 16 13 Kuat
Staphylococcus K+ 34,5 35 345 34,6 Sangat
aureus kuat
K- 0 0 0 0 0
1:1 11 10 125 %2 Kuat
1:2 S 11 lv.st” ez Kuat

24 10,5 12 15y 11,3 Kuat




Lampiran 8. Analisis data

1. Analisis kombnasi KLSG terhadap e.coli

A. Uji normalitas

92

Tests of Normality KLSG E.coli

konsentrasi Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statisti df Sig. Statisti df Sig.
C C
zona kontrol positif e. o 3 1.000 1.000
hambat | coli
kontrol negatif e. 3
coli
1:1 KLSG 253 3 .964 637
1:2 KLSG 253 3 .964 .637
2:1 KLSG 314 3 .893 .363
B. Uji homogenitas
Tests of Homogeneity of Variances KLSG E.coli
Levene dfl df2 Sig.
Statistic
zona Based on Mean 3.044 4 10 .070
hambat
Based on Median 1.042 4 10 433
Based on Median and 1.042 4 5.371 465
with adjusted df
Based trimmed 2.868 4 10 .080
mean




C. Ujianova
ANOVA
zona hambat
Sum of df Mean F Sig.
Squares Square
Between 1879.100 4 469.775 | 112.29 <,001
Groups 7
Within 41.833 10 4.183
Groups
Total 1920.933 14
D. Uji tukey subset
zona hambat
konsentrasi N Subset for alpha = 0.05
1 2 3

Tukey kontrol negatif 3 .0000
HSD? e. coli

1:1 KLSG 3 10.8333

2:1 KLSG 3 13.0000

1:2 KLSG 3 15.3333

kontrol positif e. 3 34.5000

coli

Sig. 1.000 125 1.000
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E. Uji post hock

94

Multiple Comparisons

Dependent Variable: zona hambat

0] ) Mean Std. Sig. 95% Confidence
konsentra | konsentrasi Difference Error Interval
Si I-J
! 4 Lower Upper
Bound Bound
Tukey | kontrol + | kontrol - 34.50000" | 1.67000 <,001 29.0039 39.9961
HSD e.coli e.coli
1:1 KLSG 23.66667" | 1.67000 <,001 18.1706 29.1628
1:2 KLSG 19.16667" | 1.67000 <,001 13.6706 24.6628
2:1 KLSG 21.50000" | 1.67000 <,001 16.0039 26.9961
kontrol - | kontrol + | -34.50000" | 1.67000 <,001 -39.9961 -29.0039
e.coli e.coli
1:1 KLSG -10.83333" | 1.67000 <,001 -16.3294 -5.3372
1:2 KLSG -15.33333" | 1.67000 <,001 -20.8294 -9.8372
2:1 KLSG -13.00000" | 1.67000 <,001 -18.4961 -7.5039
1:1 kontrol + | -23.66667" | 1.67000 <,001 -29.1628 -18.1706
KLSG e.coli
kontrol - 10.83333" | 1.67000 <,001 5.3372 16.3294
e.coli
1:2 KLSG -4.50000 | 1.67000 125 -9.9961 .9961
2:1 KLSG -2.16667 | 1.67000 .699 -7.6628 3.3294
1:2 kontrol + | -19.16667" | 1.67000 <,001 -24.6628 -13.6706
KLSG e.coli
kontrol - 15.33333" | 1.67000 <,001 9.8372 20.8294
e.coli
1:1 KLSG 450000 | 1.67000 125 -.9961 9.9961
2:1 KLSG 2.33333 | 1.67000 .643 -3.1628 7.8294




95

2:1 kontrol + | -21.50000" | 1.67000 <,001 -26.9961 -16.0039
KLSG e.coli

kontrol - 13.00000" | 1.67000 <,001 7.5039 18.4961
e.coli

1:1 KLSG 2.16667 | 1.67000 .699 -3.3294 7.6628

1:2 KLSG -2.33333 | 1.67000 .643 -7.8294 3.1628

LSD kontrol + | kontrol - 34.50000" | 1.67000 <,001 30.7790 38.2210
e.coli e.coli

1:1 KLSG 23.66667" | 1.67000 <,001 19.9457 27.3877

1:2 KLSG 19.16667" | 1.67000 <,001 15.4457 22.8877

2:1 KLSG 21.50000° | 1.67000 <,001 17.7790 25.2210

kontrol - | kontrol + | -34.50000" | 1.67000 <,001 -38.2210 -30.7790
e.coli e.coli

1:1 KLSG -10.83333" | 1.67000 <,001 -14.5543 -7.1123

1:2 KLSG -15.33333" | 1.67000 <,001 -19.0543 -11.6123

2:1 KLSG -13.00000" | 1.67000 <,001 -16.7210 -9.2790

1:1 kontrol + | -23.66667" | 1.67000 <,001 -27.3877 -19.9457
KLSG e.coli

kontrol - 10.83333" | 1.67000 <,001 7.1123 14.5543
e.coli

1:2 KLSG -4.50000" | 1.67000 .023 -8.2210 -7790

2:1 KLSG -2.16667 | 1.67000 224 -5.8877 1.5543

1:2 kontrol + | -19.16667" | 1.67000 <,001 -22.8877 -15.4457
KLSG e.coli

kontrol - 15.33333" | 1.67000 <,001 11.6123 19.0543
e.coli

1:1 KLSG 450000 | 1.67000 .023 7790 8.2210

2:1 KLSG 2.33333 | 1.67000 193 -1.3877 6.0543
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2:1 kontrol + | -21.50000° | 1.67000 | <,001 | -25.2210 | -17.7790
KLSG e.coli
kontrol - 13.00000" | 1.67000 | <,001 9.2790 16.7210
e.coli
1:1 KLSG 2.16667 | 1.67000 224 -1.5543 5.8877
1. 2KESG -2.33333 | 1.67000 193 -6.0543 1.3877
2. uji analisis data s.aureus
A. Uji normalitas
Tests of Normality KLSG S.aureus
Konsentrasi Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic Df Sig. Statisti df Sig.
v
zona kontrol positif .385 3 750 3 .000
hamba | s.aureus
t g
kontrol negatif 3 3
s.aureus
1:1 KLSG 219 3 .987 3 .780
1:2 KLSG 1385 3 .750 3 .000
2:1 KLSG 203 3 964 3 637




B. Uji homogenitas
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Tests of Homogeneity of Variances KLSG S.ureus

Levene dfl df2 Sig.
Statistic
Zona Based on Mean 3.091 4 10 .067
h
amigy Based on Median .950 4 10 AT75
Based on Median and .950 4 5.714 499
with adjusted df
Based on trimmed 2.891 4 10 .079
mean
C. Uji anova
ANOVA
zona hambat
Sum of df Mean F Sig.
Squares Square
Between 1926.333 4 481.583 802.639 <,001
Groups
Within 6.000 10 .600
Groups
Total 1932.333 14




D. Uji tukey subset

zona hambat

konsentrasi N Subset for alpha = 0.05
1 2 3

Tukey | kontrol negatif 3 .0000
HSD? | s.aureus

1:1 KLSG &) 11.1667

2:1 KLSG 3 1de3 365

1:2 KLSG 3 12.0000

kontrol  positif 3 34.6667

s.aureus

Sig. 1.000 .687 1.000

E. Uji post hock
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: zona hambat

99
Q) ) Mean Std. Sig. 95% Confidence Interval
konsentras konsentras Difference Error
i : (1)) Lower Upper
Bound Bound
Tukey | kontrol + | kontrol - 34.66667" .632 <,001 32.5852 36.7481
HSD s.aureus s.aureus 46
1:1 KLSG 23.50000" .632 <,001 21.4185 25.5815
46
1:2 KLSG 22.66667" .632 <,001 20.5852 24.7481
46
2:1 KLSG 23.33333" .632 <,001 21.2519 25.4148
46
kontrol - | kontrol + -34.66667" 632 <,001 -36.7481 -32.5852
s.aureus s.aureus 46
1:1 KLSG -11.16667" .632 <,001 -13.2481 -9.0852
46
1:2 KLSG -12.00000" .632 <,001 -14.0815 -9.9185
46
2:1 KLSG -11.33333" .632 <,001 -13.4148 -9.2519
46
1:1 KLSG kontrol + -23.50000" .632 <,001 -25.5815 -21.4185
s.aureus 46
kontrol - 11.16667" .632 <,001 9.0852 13.2481
s.aureus 46
1:2 KLSG -.83333 .632 .687 -2.9148 1.2481
46
2:1 KLSG -.16667 632 999 -2.2481 1.9148
46
1:2 KLSG kontrol + -22.66667" 632 <,001 -24.7481 -20.5852
s.aureus 46
kontrol - 12.00000" .632 <,001 9.9185 14.0815
s.aureus 46
1:1 KLSG .83333 .632 .687 -1.2481 2.9148
46
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2:1 KLSG .66667 632 .825 -1.4148 2.7481
46
2:1 KLSG | kontrol + -23.33333" | 632 | <,001 -25.4148 -21.2519
s.aureus 46
kontrol - 11.33333" .632 <,001 9.2519 13.4148
s.aureus 46
1:1 KLSG .16667 .632 .999 -1.9148 2.2481
46
1:2 KLSG -.66667 632 .825 -2.7481 1.4148
46
LSD kontrol + | kontrol - 34.66667" .632 <,001 33.2575 36.0759
s.aureus s.aureus 46
1:1 KLSG 23.50000" .632 <,001 22.0908 24.9092
46
1:2 KLSG 22.66667" .632 <,001 21.2575 24.0759
46
2:1 KLSG 23.33333" .632 <,001 21.9241 24.7425
46
kontrol - | kontrol + -34.66667" .632 <,001 -36.0759 -33.2575
s.aureus s.aureus 46
1:1 KLSG -11.16667" .632 <,001 -12.5759 -9.7575
46
1:2 KLSG -12.00000" .632 <,001 -13.4092 -10.5908
46
2:1 KLSG -11.33333" .632 <,001 -12.7425 -9.9241
46
1:1 KLSG kontrol + -23.50000" .632 <,001 -24.9092 -22.0908
s.aureus 46
kontrol - 11.16667" .632 <,001 9.7575 12.5759
s.aureus 46
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1:2 KLSG -.83333 .632 217 -2.2425 5759
46
2:1 KLSG -.16667 .632 797 -1.5759 1.2425
46
1:2 KLSG kontrol + -22.66667" .632 <,001 -24.0759 -21.2575
s.aureus 46
kontrol - 12.00000" .632 <,001 10.5908 13.4092
s.aureus 46
1:1 KLSG .83333 .632 217 -.5759 2.2425
46
2:1 KLSG .66667 .632 317 -. 7425 2.0759
46
2:1 KLSG kontrol + -23.33333" .632 <,001 -24.7425 -21.9241
s.aureus 46
kontrol - 11.33333" .632 <,001 9.9241 12.7425
s.aureus 46
1:1 KLSG .16667 .632 797 -1.2425 1.5759
46
1:2 KLSG -.66667 .632 317 -2.0759 7425

46
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Lampiran 9. Alur Kerja

1. Pembuatan simplisia

Daun basah

—>  Dipisahkan dari bahan pengotor yang menempel

— - Daun basah di cuci dengan air mengalir
a0 Dikeringkan dengan menggunakan oven
> Diserbuk dengan menggunakan blender
Ny 7 1 % Diayak dengan ayakan nomor 80 mesh

Serbuk simplisia

2. Susut pengeringan

Daun basah

— Ditimbang daun basah

Dikeringkan menggunakan oven dengan
suhu<60°C

—> Ditimbang simplisia kering

Dibandingkan bobot awal dengan bobot akhir,
syarat % kadar air serbuk tidak boleh >10%

Hasil
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3. Uji kadar air serbuk simplisia

Simplisia

Ditimbang 10 gram

v

Dikeringkan pada oven dengan suhu 105°C
selama 1 jam

v

v

Ditimbang

v

Dibandingkan bobot awal dengan bobot akhir,
syarat %kadar air serbuik simplisia tidak boleh
>10%

Hasil

4. Pembuatan ekstrak dengan menggunakan metode maserasi

Simplisia

!

Ditimbang serbuk sebanyak 500 gram (masing-masing simplissia
KLSG)

A 4

Dimasukkan dalam botol maserasi masing-masing 100 gram

\ 4
Dimasukkan etanol 70% masing masing botol 1000 ml

A 4

Dimaserasi selama 5x24 jam sambal digojok sesekali

Maserasi disaring

\4

Filtrat dipekatkan menggunakan oven

A 4

Ekstrak kental




104

5. Uji bebas etanol

Ekstrak KLSG

——  Dimasukkan kedalam tabung reaksi

— > Ditambahkan 2 tetes H.SO4 pekat

——»  Ditambahkan 1 ml larutan kaloum dikromat

Dikocok hingga tercampur

v

_, Diamati

Hasil
*keterangan : tidak adanya perubahan warna dari tingga menjadi hijau kebiruan

menunjukkan bahwa esktrak bebas etanol.
6. Skrining fitokimia

a. Flavonoid

Ekstrak KLSG

— Diambil ekstrak 1ml

— Ditambahkan 5 ml etananol, dikocok

——— Ditambahkan HCI pekat

I Ditambahkan sejumput magnesium

——» Diamati

Hasil

*Keterangan : positif flavonoid ditandai dengan terbentuknya warna merah
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b. Saponin

Ekstrak KLSG

— Diambil ekstrak 2 ml

— Ditambah 5 ml aquadest, dikocok

I Ditambahkan 1 ml HCI 2N

+—— Diamati

Hasil

*keterangan : positif saponin dengan terbentuknya busa stabil

¢. Tanin

Ekstrak KLSG

— Diambil ekstrak 2 ml

— Ditambahkan FeCls

3 Ditambahkan 2-3 tetes H2SOg4

+—— Diamati

Hasil

*Kketerangan : positif tanin ditunjukkan dengan terbentuknya larutan kuning

kecoklatan
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d. Alkaloid

Ekstrak KLSG

— Diambil ekstrak 2 ml

— Ditambahkan 2 ml HCI dan pereaksi meyer

+—— Diamati

Hasil

*keterangan : positif alkaloid ditandai dengan adanya endapan putih.

7. pembuatan media pertumbuhan bakteri

NA

— Ditimbang sebanyak 0,2 gram
— Ditambahkan 10 ml aquadest
— > Dipanaskan hingga larut

— Disterilkan dengan autoklav selama 15 menit
dengan suhu 121°C

— Dituagmedia kedalam cawan petri

—— Ditunggu mengeras

Media NA




8. Pembuatan media NB

NB

— Ditimbang sebanyak 0,08 gram

— Ditambahkan 10 ml aquadest

— > Dipanaskan hingga larut

— Disterilkan dengan autoklav selama 15 menit
dengan suhu 121°C

—» Dituang pada tabung reaksi

Media NB

9. Peremajaan bakteri

s.aureus dan e.coli

— Digoreskan 1 Ose pada media NB secara septis

— Diinkubasi dengan suhu 37°C selama 24 jam

Hasil

10. Pembuatan suspense bakteri

s.aureus dan e.coli

— Diambil sebanyak 1 Ose

— Disuspensikan dalam 5 ml media NB

— Diukur kekeruhan dengan standar 0,5 Mc. farland

Media NA
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11. Uji aktivitas antibakteri ekstrak KLSG

Suspense e.coli dan s.aureus

A 4

Digoreskan pada media NA dengan merata

'

Diambil ekstrak KLSG sebanyak 10 mikrodan di teteskan pada kertas
cakram

!

Diletakkan kertas cakram pada media

!

Diinkubasi dengan suhu 37°C selama 24 jam

\4

Diukur diameter zona hambat dengan menggunkan jangka sorong
dan direplikasi 3x

'

Hasil
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