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INTISARI

Buah belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) dan daun sirih (Piper betle) telah
terbukti berkhasiat sebagai antibakteri yang dapat menghambat bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Kandungan yang terdapat di dalam
tanaman buah belimbing wuluh dan daun sirih yang memiliki khasiat sebagai
antibakteri yaitu flavonoid, tanin, alkaloid, terpenoid, dan 'saponin. Tujuan
penelitian ini untuk mengetahui pengaruh suhu pemanasan dan variasi konsentrasi
terhadap aktivitas antibakteri kombinasi ekstrak buah belimbing wuluh dan daun
sirih menggunakan perbandingan 1:2 terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli. Metode yang digunakan dalam penelitian ini yaitu metode
hidroekstraksi dengan variasi suhu 40°C, 50°C, 60°C, dan 90°C serta dengan
variasi konsentrasi 10%, 50%, dan 100%. Uji yang dilakukan pada aktivitas
antibakteri dengan menggunakan difusi cakram. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa kombinasi ekstrak buah belimbing wuluh dan daun sirih memiliki aktivitas
daya hambat optimum pada suhu 50°C pada konsentrasi 100% dengan diameter
hambat Staphylococcus aureus sebesar 25,5 mm yang bersifat sangan kuat dan

dengan diameter hambat Escherichia coli sebesar 22,17 mm yang bersifat kuat.

Kata kunci: Averrhoa bilimbi L., Piper betle, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Hidroekstraksi
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The Effect of Heating Temperature and Variation of
Concentration Combination of Carambola Fruit Extract
(Averrhoa bilimbi L.) and Betel Leaf (Piper betle) against

Staphylococcus Aureus and Escherichia Coli Bacteria

Putri Indah Pratiwi

Bachelor of Pharmacy

ABSTRACT

Carambola fruit (Averrhoa bilimbi L.) and betel leaf (Piper betle) have been
shown to have antibacterial properties that can inhibit Staphylococcus aureus and
Escherichia coli bacteria. The ingredients in the starfruit plant and betel leaf that
have antibacterial properties are flavonoids, tannins, alkaloids, terpenoids, and
saponins. This study aimed to determine the effect of heating temperature and
concentration variations on the antibacterial activity of a combination of starfruit
extract and betel leaf using a ratio of 1:2 against Staphylococcus aureus and
Escherichia coli bacteria. The method used in this study was the hydro extraction
method with variations in temperature of 40°C, 50°C, 60°C, and 90°C with
variations in concentrations of 10%, 50%, and 100%. Tests were carried out on
antibacterial activity using disc diffusion. The results showed that the combination
of starfruit and betel leaf extracts had optimum inhibitory activity at 50°C at a
concentration of 100% with an inhibition diameter of 25.5 mm for Staphylococcus
aureus, which was very strong and with a diameter of Escherichia coli inhibition

of 22.17 mm which is strong.

Keywords: Averrhoa bilimbi L., Piper betle, Staphylococcus aureus, Escherichia

coli, hydro extraction
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sejak awal mula peradapan manusia ruang lingkup kajian bahan alam
yaitu manusia dan alam sudah saling berinteraksi. Interaksi ini berupa
penemuan kebutuhan dasar hingga pada kebutuhan penunjang lainnya.
Ekstrak bahan alam merupakan obat tradisional yang disajikan dari ekstrak
atau penyaringan bahan alam yang dapat berupa tanaman obat, binatang,
maupun mineral (Najib, 2018).

Indonesia memiliki berbagai macam tanaman yang sebenarnya dapat
memberi manfaat tetapi belum dibudidayakan secara khusus. Diantaranya ada
belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) dan daun sirih (Piper betle). Tanaman
tersebut sudah dimanfaatkan sebagai obat tradisional. Ekstrak belimbing
wuluh (Averrhoa bilimbi L.) dan daun sirih (Piper betle) dapat sebagai
antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
(Lisnawati et al., 2020).

Belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) dapat disebut juga belimbing
asam merupakan sejenis pohon yang diperkirakan berasal dari kepulauan
Maluku (Hasim et al., 2019). Buah belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.)
merupakan tanaman jenis buah dan obat tradisional. Belimbing wuluh
(Averrhoa bilimbi L.) mengandung senyawa flavonoid, fenol, alkaloid, dan
tanin (Hasim et al., 2019). Daun sirih (Piper betle) telah lama diketahui dan
digunakan dalam pengobatan sakit gigi, batuk, penyegar, dan lain sebagainya.
Bagian-bagian dalam tanaman sirih seperti akar, biji, dan daun berpotensi
untuk pengobatan terapi. Bagian yang sering digunakan yaitu daunnya.
Didalam daun sirih (Piper betle) terdapat sejumlah zat kimia atau bahan alami
yang memiliki aktivitas sebagai senyawa antimikroba (Rait et al., 2021).
Daun sirih (Piper betle) mengandung senyawa minyak atsiri, alkaloid,
flavonoid tannin-polifenol, steroid, dan senyawa neolignane (Tandi et al.,
2020).



Hasil dari penelitian Juniasti et al. (2015), menunjukkan bahwa terdapat
aktivitas antibakteri pada ekstrak buah belimbing wuluh terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Kemudian penelitian yang
dilakukan oleh Bustanussalam et al. (2015) juga menunjukkan aktivitas
antibakteri pada ekstrak daun sirih. Belum pernah dilakukan penelitian
dengan kombinasi buah belimbing wuluh dan daun sirih. Tujuan dari
penelitian terkait kombinasi ekstrak buah belimbing wuluh dan daun sirih
untuk mengetahui aktivitas antibakteri menjadi lebih kuat atau sebaliknya
dibandingkan dengan ekstrak tanaman tunggal (Rinawati et al., 2022).

Bakteri yang sering ditemui dalam lingkungan vyaitu bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Staphylococcus aureus
merupakan salah satu bakteri pathogen yang sering terdapat pada tangan.
Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif. Staphylococcus
aureus sering menyebabkan mastitis subklinis maupun mastitis kronis, hal
tersebut menyebabkan kejadian mastitis sering dihubungkan dengan infeksi
Staphylococcus aureus (Ulfah, 2020). Escherichia coli merupakan bakteri
gram negative primer pathogen yang merupakan penyebab kedua penyakit
infeksi setelah Steptococcus. Escherichia coli dapat menyebabkan
mengingitis dan menyebabkan kematian pada 20-40% pada bayi yang
terinfeksi. Selain meningitis, diare juga merupakan salah satu penyakit yang
disebabkan oleh Escherichia coli (Rait et al., 2021).

Antibiotika merupakan obat untuk pencegahan dan mengobati infeksi
yang disebabkan oleh bakteri (Lubis et al., 2019). Antibakteri dapat
dibedakan menjadi dua yaitu bakteriostatik yang menekan pertumbuhan
bakteri dan bakterisidal yang dapat membunuh bakteri (Magani et al., 2020).
Pemberian antibiotik merupakan pengobatan utama dalam terapi penyakit
infeksi bakteri, manfaat dari penggunaan antibiotik tidak perlu diragukan lagi.
Salah satu antibiotik yang dapat digunakan yaitu kloramphenicol karena
termasuk dalam golongan antibiotika dengan spektrum kerja yang luas dan
juga berkhasiat sebagai bakteriostatik terhadap hambir semua bakteri gram
positif dan sejumlah bakteri gram negatif (Charisma, 2020). Penggunaan
antibiotik dalam pengobatan untuk manusia dimulai sejak tahun 1940



sehingga pengobatan antibiotik semakin luas dan menyebabkan meluasnya
potensi resistensi bakteri (Humaida, 2014). Terjadinya resistensi obat-obatan
antibiotik ini dapat disebabkan oleh faktor-faktor pemicu seperti penggunaan
antibiotik yang tidak tepat. Timbulnya banyak kasus resistensi terhadap obat-
obatan antibiotik ini menyebabkan kebutuhan untuk mencari alternatif
antibiotik lain menjadi meningkat, termasuk antibiotik dari tumbuh-tumbuhan
berkhasiat obat (Safitri, 2020).

Pada penelitian yang sudah ada menggunakan metode ekstraksi
maserasi, soxhlet, dan hidrodistilasi. Tapi pada metode tersebut memerlukan
pelarut yang sangat mahal sehingga menghasilkan antibakteri yang efektif.
Kembali ke tujuan penelitian ini yaitu selain untuk mengetahui efektivitas
antibakteri tetapi juga untuk mempermudah implementasi di masyarakat.
Teknik ekstraksi yang mudah dilakukan yaitu hidroekstraksi menggunakan
air panas dengan cara perebusan dan kukusan. Metode hidroekstraksi
merupakan cara yang sangat sederhana dan ekonomis sehingga dapat
diaplikasikan dengan mudah oleh masyarakat (Rahayu et al., 2016). Metode
rebus vyaitu menggunakan air dan metode kukus menggunakan uap
merupakan metode yang umum dan mudah dilakukan masyarakat. Metode
tersebut yang selanjutkan digunakan untuk mengetahui senyawa yang
terdapat di bahan alam yang digunakan pada penelitian ini menggunakan
suhu 40°, 50°, dan 60°C di rebus dan suhu 90°C di kukus (Budyghifari et al.,
2022).

Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh suhu pemanasan dan variasi konsentrasi kombinasi ekstrak buah
belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) dan daun sirih (Piper betle) pada
perbandingan 1 : 2 dengan teknik hidroekstraksi melalui perebusan dan
kukusan, sehingga diperoleh hasil ekstraksi yang efektif dan ekonomis
sebagai antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia

coli.



1.2 Rumusan Masalah

1.2.1 Berapakah suhu pemanasan optimum kombinasi ekstrak buah belimbing
wuluh (Averrhoa belimbi L.) dan daun sirih (Piper betle) terhadap aktivitas
bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli?

1.2.2 Berapakah konsentrasi optimum kombinasi ekstrak buah belimbing wuluh
(Averrhoa belimbi L.) dan daun sirih (Piper betle) terhadap aktivitas bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1Untuk mengetahui suhu pemanasan optimum kombinasi ekstrak buah
belimbing wuluh (Averrhoa belimbi L.) dan daun sirih (Piper betle)
terhadap aktivitas bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

1.3.2Untuk mengetahui konsentrasi optimum kombinasi ekstrak buah
belimbing wuluh (Averrhoa belimbi L.) dan daun sirih (Piper betle)

terhadap aktivitas bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

1.4 Batasan Masalah

1.4.1 Sampel yang digunakan adalah buah belimbing wuluh (Averrhoa
belimbi L.) dan daun sirih (Piper betle) yang diperoleh di Kawasan
Bendiljati Wetan, Tulungagung.

1.4.2 Metode ekstraksi yang digunakan yaitu hidroekstraksi yang
menggunakan metode rebus pada suhu 40°, 50°, dan 60° C , lalu
metode kukus pada suhu 90° C.

1.4.3 Uji antibakteri pada tanaman buah belimbing wuluh (Averrhoa belimbi
L.) dan daun sirih (Piper betle) dengan metode difusi cakram untuk

menghitung daya hambatnya.

1.5 Relevansi Penelitian

Penelitian ini memiliki relevansi dengan penelitian sebelumnya yaitu :

1.5.1 Penelitian oleh Dara Pranidya Tilarso, Afidatul Muadifah, Windu
Handaru, Putri Indah Pratiwi dan Mursyidah Lathifatul Khusna pada
tahun 2022 yang berjudul “Aktivitas Antibakteri Kombinasi Ekstrak



1.5.2

Daun Sirih dan Belimbing Wuluh dengan Metode Hidroekstraksi”.
Adapun hasil penelitiannya vyaitu, aktivitas antibakteri kombinasi
ekstrak daun sirih dan belimbing wuluh pada bakteri Staphylococcus
aureus memiliki aktivitas optimum pada suhu 50° dengan diameter
19,75 mm, merupakan respon pertumbuhan bakteri yang kuat dan 11,75
mm terhadap Escherichia coli merupakan respon pertumbuhan bakteri
yang sedang.

Penelitian oleh Dara Pranidya Tilarso, Anggun Maghfiroh, dan
Kholifatul Jihan Amira pada tahun 2022 yang berjudul “Pengaruh
Gelling Agent Pada Sediaan Serum Jerawat Kombinasi Ekstrak Daun
Sirih Hijau dan Buah Belimbing Wuluh”. Adapun hasil penelitiannya
yaitu, ekstrak kombinasi daun sirih dan buah belimbing wuluh memiliki
penghambatan terhadap bakteri Staphylococcus aureus dalam kategori
sedang, akan tetapi belum sebanding dengan kontrol positif yang

menghasilkan zona hambat dalam kategori kuat.
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TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Uraian Tanaman Buah Belimbing Wuluh (Averrhoa bilimbi L.)
2.1.1Klasifikasi

Klasifikasi belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L) sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Super Divisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Sub Kelas : Roidae

Ordo : Geraiales

Famili : Oxalidaceae

Genus - Averrhoa

Spesies : Averrhoa bilimbi L (Yanti & Vera, 2019)

Gambar 2. 1 Buah Belimbing Wuluh (Averrhoa bilimbi L)

(Yanti & Vera, 2019)
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2.1.2 Morfologi

Belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L) merupakan tanaman yang
diperkirakan berasal dari daerah Amerika tropic. Belimbing wuluh
(Averrhoa bilimbi L) tumbuh baik di negara asalnya sedangkan di Indonesia
banyak yang mengadakan perkembangbiakan di perkarangan dan kadang-
kadang tumbuh secara liar di ladang atau tepi hutan (Hasim et al., 2019).
Tanaman ini di kenal dengan nama daerah libi, limbi, blimbing buloh,
malibi, dan tukurela. Nama asingnya curcuma tree, bilimbi, dan malibi
(Yanti & Vera, 2019).

Belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L) merupakan tanaman dengan
tinggi mencapai 10 m memiliki batang yang tidak begitu besar dan bergaris
tengah sekitar 30 cm. Daun majemuk menyirip ganjil dengan 21-45 pasang
anak daun. Anak daun bertangkai pendek, bentuknya bulat telur sampai
jorong, ujung runcing, pangkal membundar, tepi rata, panjang 2-10 cm,
lebar 1-3 cm, warnanya hijau, permukaan bawah warnanya lebih muda
(Yanti & Vera, 2019)

2.1.3 Manfaat atau Khasiat

Belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L) dapat dimanfaatkan salah
satunya sebagai obat batuk dan sariawan. Daun belimbing wuluh selain
digunakan sebagai penyedap rasa juga dapat digunakan sebagai obat batuk,
obat kompres pada sakit gondokan dan obat rematik, antidiare, sedangkan
batang belimbing wuluh dapat digunakan sebagai obat sakit perut, Buah
belimbing wuluh selain digunakan sebagai bumbu masak juga dapat
digunakan sebagai obat menurunkan tekanan darah tinggi, gusi berdarah,
jerawat dan batuk Buah belimbing wuluh mengandung banyak vitamin C
alami yang berguna sebagai penambah daya tahan tubuh dan perlindungan
terhadap berbagai penyakit (Nur & Fajar, 2019).



2.1.4Kandungan Kimia

Berdasarkan hasil analisis uji fitokimia yang telah dilakukan oleh
Amran (2019) menunjukkan bahwa ekstrak buah belimbing wuluh positif
mengandung senyawa flavonoid, tanin, saponin, dan terpenoid.

Tabel 2. 1 Hasil Analisis Uji Fitokimia Ekstrak Buah Belimbing Wuluh
(Nur & Fajar, 2019)

Golongan Senyawa Ekstrak Belimbing wuluh

Alkaloid -

Flavonoid +

Tanin +

Saponin I

Kuinon -

Triterpenoid W

Keterangan :

+ : Mengandung senyawa
- : Tidak mengandung senyawa

2.2 Uraian Tanaman Daun Sirih (Piper betle)
2.2.1Klasifikasi

Klasifikasi Sirih (Piper betle)
Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta
Super Divisi : Angiospermae
Divisi : Spermatophyta
Kelas : Dicotyledonae

Sub Kelas : Magnoliidae

Ordo : Piperales
Famili : Piperaceae
Genus : Piper

Spesies : Piper betle L.(Widiyastuti et al., 2016)



Gambar 2. 2 Daun Sirih (Piper betle)

(Widiyastuti et al., 2016)
2.2.2 Morfologi

Daun sirih (Piper betle L.) merupakan salah satu marga dalam famili
Piperaceae yang meliputi lebih dari seribu jenis tumbuhan yang tersebar di
daerah tropis dan sub tropis. Sirih (Piper betle L.) adalah salah satu spesies
dalam genus Piper yang sangat dikenal masyarakat, karena tidak hanya
dimanfaatkan sebagai herbal namun juga memiliki nilai penting dalam
kultur atau budaya masyarakat (Rait et al., 2021).

Tanaman ini berupa semak berkayu di bagian pangkal, merambat atau
memanjat, panjang tanaman dapat mencapai 15 m. Batang berbentuk
silindris, berbuku-buku nyata, beralur, batang muda berwarna hijau, tua
berwarna coklat muda. Daun tunggal, letak berseling, helaian daun
berbentuk bulat telur sampai lonjong, pangkal daun berbentuk jantung atau
membulat, panjang 5-18 cm, lebar daun 2,5-10,75 cm. Perbungaan berupa
bunga majemuk untai, daun pelindung kurang lebih 1 mm, berkelamin

jantan, betina atau banci. Buah batu, bulat, dan berwarna hijau keabu-abuan,

Watermarkly
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tebal 1-1,5 cm, biji agak membulat, panjang 3,5-5 mm (Widiyastuti et al.,
2016).

2.2.3 Manfaat atau Khasiat

Daun sirih (Piper betle L.) memiliki beberapa manfaat yang banyak
sejak jaman nenek moyang. Secara tradisional daun sirih dapat digunakan
untuk antiradang, antiseptik, antibakteri, penghenti darah, pereda batuk,
peluruh kentut, perangsang keluarnya air liur, pencegah kecacingan,
pengkilang gatal, dan sebagai penenang (Widiyastuti et al., 2016).

2.2.4Kandungan Kimia

Pada tanaman daun sirih memiliki kandungan senyawa flavonoid,
polifenol, tanin, dan minyak atsiri. Daun sirih mengandung minyak atsiri
sebesar 1 — 4,2%, dan senyawa fenol beserta turunannya seperti dari
hidroksi kavikol, kavibetol, estargiol, eugenol, metileugenol, karvakrol,
terpen, seskuiterpen, fenilpropan, dan tanin. Kavikol yang memiliki
aktivitas sebagai bakterisida lima kali lebih kuat dibandingkan dengan fenol
(Triyani et al., 2021). Senyawa saponin dapat bekerja sebagai antimikroba.
Senyawa tersebut dapat merusak membran sitoplasma dan membunuh sel.
Senyawa flavonoid memiliki mekanisme kerja mendenaturasi protein sel
bakteri. Karena semakin tingginya konsentrasi ekstrak daun sirih yang
digunakan maka pengaruh dari zat antiseptiknya semakin kuat untuk
menghambat dan membunuh bakteri (Efendi et al., 2020).

2.3 Bakteri

Bakteri merupakan kelompok dari organisme mikroskopis yang pada
sumum membrane ini memiliki dinding sel akan tetapi tidak berklorofil.
Meskipun memiliki ukuran yang kecil akan tetapi bakteri berperan penting
dalam kehidupan sehari-hari salah satunya digunakan dalam industry

pangan. Akan tetapi Adapun bakteri yang merugikan diantaranya yaitu
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bakteri yang dapat menyebabkan penyakit pada manusia (Febriza et al.,
2021).

2.3.1 Staphylococcus Aureus

2.3.1.1 Klasifikasi

Klasifikasi bakteri Staphylococcus aureus yaitu :

Domain : Bacteria

Kerajaan : Eubacteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili . Staphylococcaceae

Genus : Staphylococcus

Spesies : Staphylococcus aureus (Sari et al., 2021)
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Gambar 2. 3 Bakteri Staphylococcus aureus (Rahayu et al., 2022)

2.3.1.2 Morfologi
Staphylococcus aureus memiliki bentuk seperti bola dengan diameter
0,7-1,2 um yang tersusun dalam kelompok. Bakteri ini tidak membentuk
spora dan tidak bergerak. pH optimum untuk pertumbuhan bakteri ini yaitu
7,4. Koloni bakteri ini memiliki ukuran besar dengan diameter 6 — 8 mm

dan memiliki warna bening. Bentuk koloni bakteri ini yaitu bulat, cembung,

@ Watermarkly
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dan mengkilap. Strain dari koloni bakteri memiliki pigmen berwarna jingga
(Soedarto, 2015).

Staphylococcus aureus yaitu bakteri Gram positif fakultatif anaerob
yang tumbuh pada suhu optimal 34°C, yang akan menghasilkan pigmen
kuning keemas an. Mikroba ini biasa ditemukan di hidung 30% — 50%
orang dewasa yang sehat, pada tinja 20%, dan dikulit 5% - 10% (Sari et al.,
2021).

2.3.2 Escherichia Coli

2.3.2.1 Klasifikasi

Kalsifikasi bakteri Escherichia coli yaitu :

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteokbakteria

Kelas : Gamma Proteokbakteria
Ordo : Enterobakteriales
Family : Enterobacteriaceae
Genus : Eschericia

Spesies : Escherichia coli (Sutiknowati, 2016)

SN

Gambar 2. 4 Bakteri Escherichia coli (Sutiknowati, 2016)
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2.3.2.2 Morfologi

Escherichia coli memiliki panjang sekitar 2 um, diameter 0,7 pm, lebar
0,4-0,7 pum, dan bersifat anaerob fakultatif. Dan membentuk koloni yang
bundar, cembung, dan halus dengan tepi yang nyata (Hidayati et al., 2016).
Tiga struktur antigen permukaan utama yang digunakan untuk membedakan
serotipe kelompok Escherichia coli adalah dinding sel, kapsul dan flagela.
Dinding sel Escherichia coli merupakan lipopolisakarida yang bersifat
pirogen dan menghasilkan endotoksin serta tergolong antigen O. Kapsul
Escherichia coli merupakan polisakarida yang dapat melindungi membran
luar dari sistem fagositosis dan komplemen yang tergolong antigen K.
Flagela Escherichia coli terdiri dari protein yang bersifat antigenik dan
dikenal sebagai antigen H. Faktor virulensi Escherichia coli juga
disebabkan oleh enterotoksin, hemolisin, colisin, siderophores, dan molekul
pengikat besi (aerobactin dan entrobactin) (Quinn et al., 2012).

Pada umumnya, bakteri ini dapat dijumpai dalam usus besar manusia.
Kebanyak bakteri ini tidak berbahaya, akan tetapi ada beberapa yang dapat
mengakibatkan keracunan makanan yang serius pada manusia contohnya
yaitu diare berdarah yang dikarenakan eksotoksin yang dihasilkan bernama
verotoksin. Cara kerja dari toksin ini yaitu dengan menghilangkan satu basa
adenin dari unit 28S rRNA yang menyebabkan berhentinya sistesis protein.
Sumber dari bakteri ini yaitu daging yang belum masak (Sutiknowati,
2016).

2.4 Ekstraksi

Ekstraksi merupakan pemisahan berdasarkan sifat suatu senyawa dalam
suatu pelarut melalui pepindahan zat dari suatu fasa ke fasa yang lainnya.
Hal tersebut terjadi karena adanya gaya tarik antar molekul pelarut dengan
molekul zat terlarut. Senyawa non polar larut dalam senyawa non polar,
senyawa polar larut dalam senyawa polar, dan senyawa organik larut dalam
senyawa organik. Tujuan dari ekstraksi yaitu untuk menarik komponen

kimia yang terdapat di dalam simplisia (Amperawati et al., 2019).
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2.4.1 Hidroekstraksi

Hidroekstraksi merupakan salah satu metode ekstraksi yang memiliki
cara sederhana dan ekonomis sehingga mudah dilakukan oleh masyarakat.
Hidroekstraksi adalah proses ekstraksi padat-cair yang menggunakan pelarut
air. Hidroekstraksi adalah salah satu metode alternatif dengan cara kukus
dan rebus (Rahayu et al., 2016). Teknik hidroekstraksi yaitu proses isolasi
menggunakan air sebagai katalis dan temperature sebagai tekanan. Sehingga
proses hidroekstraksi merupakan proses ekstraksi yang melibatkan air dan
tekanan suhu (high temperature short time/HTST) dengan aquadest sebagali

media pindah panas (Kolanus et al., 2019).

2.5 Pelarut

Pelarut merupakan benda cair atau gas yang dapat melarutkan benda
padar, gas, atau cair dan dapat menghasilkan larutan. Pelarut yang umum
digunakan yaitu air. Faktor yang berpengaruh dalam keberhasilan proses
ekstraksi yaitu mutu dan pelarut yang dipakai. Terdapat dua pertimbangan
untuk memilih pelarut yaitu pelarut tidak berbahaya atau tidak beracun dan

pelarut harus memiliki daya larut yang tinggi (Kuntaarsa et al., 2021).
2.5.1 Aquades

Aquades adalah pelarut yang memiliki polaritas tertinggi, hal tersebut
menyebabkan aquades dapat memberikan rendemen paling rendah
dibandingkan ekstrak yang menggunakan pelarut lain. Sehingga
menyebabkan karbohidrat ikut terekstrak yang dapat menyebabkan total
fenol per berat sampel menjadi rendah (Astriyani et al., 2017).

Air dapat melarutkan flavonoid yang tidak memiliki aktivitas signifikan
terhadap antimikroba dan senyawa fenolat yang larut dalam air yang
mempunyai aktivitas antioksidan (Tiwari et al., 2011). Air digunakan
sebagai pelarut memiliki harga murah, mudah diperoleh, tidak mudah
menguap, dan tidak beracun. Kerugian pelarut air yaitu tidak dapat
melarutkan semua zat berkhasiat yang dikehendaki, ekstrak dapat ditumbuhi
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kapang sehingga cepat rusak dan waktu pengeringan ekstrak memerlukan
jangka waktu lama. Air dapat melarutkan garam alkaloid, glikosida, tanin,

gom, pati, protein, dan asam organik (Charisma, 2020).
2.6 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia atau disebut juga penapisan fitokimia merupakan uji
pendahuluan dalam menentukan golongan senyawa metabolit sekunder yang
mempunyai aktivitas biologi dari suatu tumbuhan. Skrining fitokimia
tumbubhan dijadikan informasi awal dalam mengetahui golongan senyawa
kimia yang terdapat didalam suatu tumbuhan. Dalam percobaan ini, skrining
fitokimia dilakukan dengan menggunakan pereaksi-pereaksi tertentu
sehingga dapat diketahui golongan senyawa kimia yang terdapat pada
tumbuhan tersebut.

Uji skrining fitokimia bersifat kimiawi, tetapi untuk mengetahui adanya
minyak atsiri dalam suatu tumbuhan dapat juga diperiksa secara
mikroskopik yaitu dengan melihat apakah terdapat kelenjar-kelenjar minyak
atsiri atau rambut-rambut kelenjar yang mengandung minyak atsiri,
misalnya terdapat pada famili Labiate atau Asteraceae. Sebenarnya, dengan
mengetahui sistematika suatu tumbuhan sudah dapat dibuat dugaan
mengenai senyawa apa yang terkandung didalam suatu tumbuhan karena
banyak famili tumbuhan yang memiliki kandungan senyawa yang khas,
misalnya Solanaceae mengandung alkkaloida tropan, famili Rubiaceae

mengandung alkaloida golongan purin dan sebagainya.
2.6.1Flavonoid

Flavonoid merupakan salah satu dari sekian banyak senyawa metabolit
sekunder yang dihasilkan oleh suatu tanaman, yang dijumpai pada bagian
daun, akar, kayu, kulit, tepung sari, bunga dan biji. Secara kimia, flavanoid
mengandung cincin aromatik tersusun dari 15 atom karbon dengan inti dasar
tersusun dalam konjugasi C6-C3-C6 (dua inti aromatik terhubung dengan 3
atom karbon) (Sriningsih et al., 2014). Senyawa flavonoid adalah senyawa

yang bersifat polar karena memiliki gugus hidroksil yang tidak tersubstitusi
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sehingga dapat terbentuk ikatan hidrogen. Dalam proses ekstraksi, senyawa
aktif dalam suatu tanaman akan mudah terlarut atau terikat oleh pelarut

sesuai dengan sifat kepolarannya (Agustina et al., 2018).

O
Gambar 2. 5 Stuktur Kimia Flavonoid (Septiana & Asnani, 2012)

Senyawa flavonoid memiliki mekanisme kerja sebagai antibakteri yaitu
membentuk senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan terlarut
sehingga dapat merusak membrane sel bakteri dan diikuti dengan keluarnya
senyawa intraseluler.. Selain berperan dalam antibakteri flavonoid juga
berperan dalam menghambat metabolisme energi. Senyawa ini akan
mengganggu metabolisme energi dengan cara yang mirip dengan
menghambat sistem respirasi, karena dibutuhkan energi yang cukup untuk
penyerapan aktif berbagai metabolit dan untuk biosintesis makromolekul
(Ngajow et al., 2013).

2.6.2 Tanin

Tanin merupakan suatu senyawa fenol yang memiliki berat molekul
besar tang terdiri dari gugus hidroksi dan bebepara gugus  yang
bersangkutan, seperti karboksil untuk membentuk kompleks kuat yang
efektif dengan protein dan beberapa makromolekul (Marfuah et al., 2017).
Senyawa tanin adalah senyawa yang bersifat polar karena adanya gugus
OH, Ketika ditambahkan FeCls 10% akan terjadi perbahan warna seperti
biru tua atau hijau kehitaman yang menandakan adanya senyawa tanin
(Wahid & Safwan, 2020).
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Gambar 2. 6 Struktur Kimia Tanin (Septiana & Asnani, 2012)

Senyawa tanin memiliki mekanisme kerja sebagai antibakteri yaitu
dengan cara memprepitasi protein. Efek antibakteri tanin melalui reaksi
dengan membran sel, inaktivasi enzim dan inaktivasi fungsi materi genetik.
Mekanisme kerja tanin sebagai antibakteri adalah menghambat enzim
reverse transkriptase dan DNA topoisomerase sehingga sel bakteri tidak
dapat terbentuk (Noventi & Carolia, 2016).

2.6.3 Alkaloid

Alkaloid salah satu senyawa metabolit sekunder pada tanaman.
Alkaloid adalah suatu golongan senyawa organik yang banyak ditemukan
dalam tumbuhan yang ada di alam. Hampir semua jenis tumbuhan
mengandung alkaloid. Semua alkaloid terdapat atom nitrogen yang
mempunyai sifat basa dan merupakan bagian dari cincin heterosiklik.
Alkaloid mempunyai titik didih berkisar 87°-238°C (Lisiana, 2016).
Alkaloid memiliki kegiatan fisiologi yang menonjol dan sering digunakan
secara luas dalam bidang pengobatan. Alkaloid merupakan senyawa yang
mempunyai satu atau lebih atom nitrogen biasanya dalam gabungan dan
sebagian dari sistem siklik (Nilda, 2012).
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Gambar 2. 7 Struktur Kimia Alkaloid (Septiana & Asnani, 2012)

Senyawa alkaloid merupakan senyawa polar karena golongan senyawa
alkaloid yang berpotensi sebagai antibakteri merupakan senyawa-senyawa
polar, yang akan terekstraksi pada pelarut yang bersifat polar (Sa’adah et
al., 2015). Mekanisme senyawa alkaloid sebagai antibakteri adalah dengan
mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri
(Dwicahyani et al., 2018). Hal ini diperkuat oleh Retnowati et al. (2011),
mekanisme penghambatan alkaloid yang diduga adalah dengan cara
mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga
lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan mengganggu sintesis
peptidoglikan sehingga pembentukan sel tidak sempurna karena tidak

mengandung peptidoglikan dan dinding selnya hanya meliputi membran sel.
2.6.4 Terpenoid

Terpen merupakan senyawa hidrokarbon yang terdapat pada semua
tanaman, hewan, serangga dan hewan laut (kandungannya sedikit). Pada
tanaman, sebagian besar terpen terdapat dalam getah dan vokuolanya.
Terpen juga merupakan kerangka penyusun mahluk hidup, seperti steroid
dan skualen yang tergolong dalam triterpen (Arlofa, 2015).
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Gambar 2. 8 Struktur Kimia Terpenoid (Septiana & Asnani, 2012)

Senyawa terpenoid dapat melawan bakteri tetapi mekanisme masih
belum benar-benar diketahui. Aktifitas antibakteri terpenoid diduga
melibatkan pemecahan membrane oleh komponen-komponen lipofilik
(Ngajow et al., 2013). Terpenoid memiliki bagian polar dan non polar,
tetapi bagian non polar pada terpenoid jauh lebih banyak dibandingkan
bagian polar sehingga terpenoid cenderung lebih mudah larut dalam pelarut

non polar (Pangestuti et al., 2017).
2.6.5Saponin

Saponin adalah senyawa metabolit sekunder dari tanaman (Charisma,
2020). Saponin merupakan glikosida yang tersusun dari gula yang berikatan
dengan aglikon (sapogenin) yang terdiri dari rantai triterpenoid atau steroid
(Charisma, 2020). Saponin memiliki sifat cenderung polar karena ikatan
glikosidanya. Struktur saponin menyebabkan saponin bersifat seperti
deterjen (Damayanti, 2021).

WCHs

Gambar 2. 9 Struktur Kimia Saponin (Septiana & Asnani, 2012)
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Senyawa saponin memiliki mekanisme kerja sebagai antibakteri yaitu
dengan menurunkan tegangan permukaan sehingga mengakibatkan naiknya
kebocoran sel dan mengakibatkan senyawa intraseluler akan keluar.
Senyawa ini berdifusi melalui membran luar dan dinding sel yang rentan,
lalu mengikat membran sitoplasma dan mengganggu sehingga mengurangi
kestabilan itu. Hal ini menyebabkan sitoplasma bocor keluar dari sel yang
mengakibatkan kematian sel. Agen antimikroba yang mengganggu
membran sitoplasma bersifat bakterisida. Komponen ikatan glikosida yang
terdapat didalam saponin menyebabkan senyawa ini cenderung bersifat
polar (Ngajow et al., 2013).

2.7 Antibakteri

Antibakteri adalah senyawa kimia yang dihasilkan oleh mikroorganisme
tertentu yang memiliki kemampuan dalam konsentrasi rendah untuk
menghambat atau membunuh, secara selektif mikroorganisme lain.
Antibiotika berasal dari fungi dan bakteri yang menghasilkan suatu zat kimia
yang memiliki khasiat menghambat atau mematikan pertumbuhan kuman,

dengan toksisitasnya bagi manusia relative kecil (Charisma, 2020).
2.7.1 Mekanisme Kerja Antibakteri

Beberapa mekanisme yang dimiliki oleh senyawa antimikroba antara
lain:
2.7.1.1 Menghambat Sintesis Dinding Sel
Senyawa antimikroba dapat menghambat sintesis atau menghambat
aktivitas enzim seperti enzim transpeptidase yang dapat menimbulkan
kerusakan dinding sel yang berakibat sel mengalami lisis. Jenis mikroba
dengan mekanisme tersebut, antara lain Basitrasin, Sefalosporin, Sikloserin,
Penisilin, Vankomisin (Charisma, 2020).
2.7.1.2 Menghambat Sintesis Protein
Kehidupan suatu sel tergantung pada kondisi terjaganya molekul-

molekul protein dan asam nukleat dalam keadaan alamiah. Suatu kondisi
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atau substansi yang mengubah keadaan ini seperti proses denaturasi protein
dan asam-asam nukleat dapat merusak sel tersebut dan tidak dapat
diperbaiki kembali. Tingginya Suhu dan konsentrasi beberapa zat kimia
dapat menyebabkan terjadinya koagulasi (denaturasi) yang bersifat
ireversibel (tidak dapat kembali seperti awal) dari komponen-komponen
seluler penting. Contoh jenis antimikroba dengan aktivitas tersebut adalah
aminoglikosida, kloramfenikol, tetrasiklin eritromisin, dan linkomisin
(Charisma, 2020).
2.7.1.3 Menghambat Fungsi DNA

DNA dan RNA memegang peranan penting di dalam proses kehidupan
normal sel. Hal ini berarti bahwa gangguan apapun yang akan terjadi pada
pembentukan atau pada fungsi zat-zat tersebut dapat mengakibatkan
kerusakan total pada sel. Jenis mikroba dengan aktivitas tersebut, antara lain
quinolon, pyrimethamine, sulfonamide, trimethroprim dan trimetrexate
(Charisma, 2020)

2.7.1.4 Menghambat Metabolisme Sel Mikroba

Enzim yang ada di dalam sel merupakan sasaran potensial bagi
bekerjanya suatu penghambat. Banyak zat kimia telah diketahui dapat
mengganggu reaksi biokimia. Penghambatan ini dapat mengakibatkan
terganggunya metabolisme atau matinya sel. Antimikroba bekerja dengan
menghambat metabolit spesifik dari suatu mikroba, contohnya sulfonamida.
Pertumbuhan sel dihambat oleh senyawa sulfonamida melalui
penghambatan sintesis asam folat, para amino benzoic acid (PABA), dan
enzim secara kompetitif langsung mempersatukan PABA dan sebagian

pteridin menjadi asam dihidraptroa (Damayanti, 2021).
2.8 Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas adalah metode untuk menentukan tingkat kerentanan bakteri
terhadap zat antibakteri dan untuk mengetahui senyawa murni yang memiliki
aktivitas antibakteri. Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan difusi.
Metode difusi menggunakan kertas cakram. Kertas cakram dilakukan dengan

mengukur diameter zona bening (clear-zone) yang merupakan petunjuk
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adanya respon pertumbuhan bakteri oleh senyawa antibakteri dalam ekstrak
(Anjarsari & Lestari, 2022).

2.8.1 Metode Difusi

Metode ini menggunakan cakram uji atau disc untuk menyerap
konsentrasi ekstrak tumbuhan yang diinginkan (Damayanti, 2021). Cakram
atau disc tersebut kemudian diletakkan pada permukaan media agar padat
yang sesuai, setelah media diinokulasi dengan mikroorganisme uji
(Charisma, 2020). Cakram atau disc kemudian diinkubasi selama 1 X 24
jam pada suhu 37°C untuk bakteri dan 2 X 24 jam pada suhu 25°C untuk
fungi, setelah diinkubasi diameter zona hambat yang terbentuk di sekitar
cakram diukur (Charisma, 2020).

Tabel 2. 2 Kategori Diameter Zona Hambat (Surjowardoyo et al., 2016)

Diameter Zona Hambat Respon Hambatan Pertumbuhan

<5mm Lemah
6-10 mm Sedang
11-20 mm Kuat
>21 mm Sangat kuat

2.9 Obat Antibakteri Klorampenicol

Kloramphenicol menghambat ikatan asam amino baru pada rantai
peptida yang memanjang, karena kloramfenikol menghambat enzim peptidyl
transferase. Kloramphenicol bersifat bakteriostatik dan bakteri bisa tumbuh
lagi jika pengaruh obat dihilangkan (Charisma, 2020). Kloramphenicol
merupakan suatu golongan antibiotika dengan spektrum kerja yang luas.
Antibiotik ini berkhasiat sebagai bakteriostatik terhadap hampir semua
bakteri gram positif dan sejumlah bakteri gram negatif. Kloramphenicol

merupakan antimikroba dengan aktivitas mengubah proses denaturasi protein



23

dan asam-asam nukleat sehingga dapat merusak sel tersebut dan tidak dapat
diperbaiki kembali (Charisma, 2020).

Berdasarkan penelitian Syafriana et al (2020), antibiotik kloramphenicol
termasuk antibiotik yang sering digunakan oleh masyarakat dan termasuk
kedalam golongan antibiotik berspektrum luas. Antibiotik kloramphenicol
tergolong sensitif terhadap isolat uji sebesar 75% dan menunjukkan masih
termasuk efektif untuk melawan bakteri Escherichia coli. Kloramphenicol
bekerja dengan mengganggu sintesis protein dengan cara berikatan pada sub
unit ribosom 50S (Syafriana et al., 2020). Berdasarkan penelitian Samputri et
al (2020), Mekanisme kerja kloramphenicol sama dengan mekanisme kerja
alkaloid sebagai antibakteri yaitu dengan menghambat sintesis protein pada
dinding sel yang akan menyebabkan lisis pada sel sehingga sel akan mati.
Menurut Rijayanti, (2014) kloramphenicol digunakan sebagai kontrol positif
karena memiliki mekanisme yang sama dengan kandungan flavonoid sebagai
antibakteri dengan mekanisme kerja menghambat sintesis asam nukleat yang
menyebabkan penghambatan pembentukan DNA dan RNA serta merusak
membran sel bakteri. Karakteristik kloramphenicol menurut FI IV adalah
sebagai berikut:

Nama Umum : Kloramfenikol
Nama Lain : Chloramphenicolum

Nama Kimia : D (-) treo — 2 — diklorosetaminido — 1 — p — itrofenilpropana

1,3diol
Suhu Lebur : 149°C — 153°C
Pemerian : Hablur halus berbentuk jarum atau lempeng memanjang;

putih hingga putih kelabu atau putih kekuningan; laru tan
praktis netral terhadap lakmus P; stabil dalam larutan
netral atau larutan agak asam. Kelarutan : Sukar larut
dalam air, mudah larut dalam etanol, dalam propilen
glikol, dalam aseton dan dalam etil asetat.

Persyaratan . Pada sediaan kapsul kloramfenikol mengandung
kloramfenikol, tidak kurang dari 90,0% dan tidak lebih
dari 120,0% dari jumlah yang tertera pada etiket
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2.10 Hipotesis

2.10.1 Terdapat suhu pemanasan optimum kombinasi ekstrak buah
belimbing wuluh (Averrhoa belimbi L.) dan daun sirih (Piper betle)
terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli pada suhu
50°C (Tilarso et al., 2022).

2.10.2 Terdapat konsentrasi optimum kombinasi ekstrak buah belimbing
wuluh (Averrhoa belimbi L.) dan daun sirih (Piper betle) terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli pada konssentrasi 60% (Tilarso
et al., 2022).
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METODE PENELITIAN

3.1 Bahan

Bahan yang digunakan yaitu daun sirih, belimbing wuluh, bakteri uji
adalah bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Media uji adalah
Nutrient agar (NA) (Merck), Nutrient broth (NB) (Merck). Bahan
tambahannya aquadest (Brataco), pereaksi mayer (Merck), = pereaksi
dragendroff (Merck), asam klorida pekat (HCI P) (Merck), Besi (111) Klorida
(FeCls) (Merck), etil asetat (CsHsO2) (Merck), asam asetat anhidrat (CsHsO3)
(Merck), asam sulfat pekat (H2SO4) (Merck), air panas, asam klorida (HCI)
(Merck).

3.2 Alat

Bahan yang digunakan yaitu pisau, nampan, kain penyari, kompor, panci,
beaker glass (Pyrex), termometer, cawan petri, cotton steril, gelas ukur
(Pyrex), pipet tetes, tabung reaksi (Pyrex), rak tabung, timbangan analitik
(Kenko), lampu spiritus, plat tetes, Erlenmeyer (Pyrex), magnetic stirrer with
heather 79-1, incubator (model DNP Electro Thermal Incubator), lemari

pendingin (Sharp).

3.3 Populasi Penelitian

Populasi dalam penelitian ini adalah buah belimbing wuluh (Averrhoa
belimbi L.) dan daun sirih (Piper betle) yang terdapat di Desa Bendiljati

Wetan, Kecamatan Sumbergempol.

3.4 Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah buah belimbing
wuluh (Averrhoa belimbi L.) dan daun sirih (Piper betle) yang terdapat di

Desa Bendiljati Wetan, Kecamatan Sumbergempol.

25
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3.5 Variabel Penelitian

Variabel penelitian merupakan segala sesuatu yang ditetapkan oleh
peneliti dalam bentuk apapun sebagai salah satu hal yang digunakan untuk
dipelajari sehingga dapat memperoleh suatu informasi dalam hal-hal tersebut
untuk mengambil kesimpulannya (Sugiyono, 2016). Variabel yang digunakan

dalam penelitian ini yaitu variable bebas dan variabel terikat.
3.5.1Variabel Bebas

Variabel bebas merupakan variabel yang berpengaruh atau menjadi
penyebab perubahan atau munculnya variabel terikat (dependen) (Sugiyono,
2016). Variabel bebas yang digunakan dalam penelitian ini adalah variasi
konsentrasi kombinasi ekstrak buah belimbing wuluh (Averrhoa belimbi L.)
dan daun sirih (Piper betle) yang dilakukan uji aktivitas antibakteri

Staphylococcus aureus dan Eschericia coli.
3.5.2 Variabel Kontrol

Variabel kontrol merupakan variable yang dibuat konstan atau
dikendalikan sehingga hubungan variabel terikat terhadap variabel bebas
tidak dipengaruhi oleh faktor luar yang tidak diteliti (Widiyaningsih, 2018).
Penelitian ini menggunakan variable kontrol metode hidroekstraksi dan

menggunakan bakteri Staphylococcus aureus dan Eschericia coli..
3.5.3Variabel Terikat

Variabel terikat merupakan variabel yang dipengaruhi atau akibat
adanya variabel bebas (Sugiyono, 2016). Variabel terikat yang digunakan
dalam penelitian ini adalah suhu serta daya hambat kombinasi ekstrak buah
belimbing wuluh (Averrhoa belimbi L.) dan daun sirih (Piper betle)

terhadap pertumbuhan Staphylococcus aureus dan Eschericia coli.
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3.6 Metode Penelitian
3.6.1 Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman bertujuan untuk mengetahui kebenaran jenis
tanaman. Determinasi tanaman dilakukan di Laboratorium Herbal Materia
Medika.

3.6.2 Pembuatan Ekstrak Buah Belimbing Wuluh dan Daun Sirih Hijau

Pada pembuatan ekstrak buah belimbing wuluh dan daun sirih yaitu
dengan mendapatkan sampel di Desa Bendiljati Wetan, Kecamatan
Sumbergempol. Selanjutnya melakukan proses determinasi di Laboratorium
Herba Materia Medika Kota Batu, Malang. Setelah itu untuk melakukan
pembuatan ekstrak yang pertama yaitu mengumpulkan buah belimbing
wuluh dan daun sirih, lalu dilakukan penyortiran. Ciri buah belimbing
wuluh yaitu buah berwarna kuning segar dan tidak ada kerusakan pada
buah. Sedangkan ciri daun sirih dipilih daun yang berwarna hijau segar.
Kemudian dilakukan sortasi basah menggunakan air mengalir, lalu
ditiriskan hingga kering. Bahan dipotong = 0,5 cm. kemudian bahan
ditimbang seberat 100 gram.

Pada metode hidroekstraksi menggunakan air panas dengan cara di
rebus dengan suhu 40°C, 50°C, dan 60°C, lalu pada suhu 90°C dengan cara
di kukus. Perlakuan terhadap metode rebus yaitu disiapkan air sebanyak
100ml lalu dipanaskan pada waterbath dengan pengaturan suhu 40°C, 50°C,
dan 60°C serta ditambahkan sampel yang sudah dipotong sebanyak 100
gram, tunggu selama = 30 menit kemudian disaring, pada penyaringan
pertama menggunakan plastik kasa dilanjutkan dengan penyaringan kedua
menggunakan kertas saring. Sedangkan pada metode kukus dilakukan
dengan menyiapkan dandang yang sudah disiapkan dan ditunggu sampai
suhu mencapai 90°C lalu dimasukkan masing-masing bahan sebanyak 100
gram tunggu selama + 30 menit kemudian dilakukan penyaringan

menggunakan kertas saring (Farhamzah et al., 2019).
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3.7 Skrining Fitokimia
3.7.1Flavonoid

Disiapkan sebanyak 1 gram ekstrak sampel kemudian dimasukkan ke
dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan HCI pekat setelah itu dipanaskan
dengan waktu 15 menit di atas penangas air. Apabila terbentuk warna merah
atau kuning maka positif mengandung flavonoid (flavon, kalkon, dan auron)
(Mutmainnah, 2017).

3.7.2Tanin

Disiapkan sebanyak 2 gram ekstrak sampel ditambahkan etanol hingga
sampel terendam. Diambil sebanyak 1 mL larutan sampel lalu dipindahkan
ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan FeCLs 1%. Apabila terbentuk
warna hitam kebiruan atau hijau maka positif mengandung tanin
(Mutmainnah, 2017).

3.7.3 Terpenoid

Disiapkan 2 gram ekstrak sampel lalu dimasukkan ke dalam tabung
reaksi. Ditambahkan 2 mL etil asetat dan dikocok. Lapisan etil asetat
diambil lalu ditetesi pada plate tetes dan dibiarkan sampai kering. Setelah
kering, ditambahkan 2 tetes asam asetat anhidrat dan 1 tetes asam sulfat
pekat. Apabila terbentuk warna merah atau kuning maka positif
mengandung terpenoid, sedangkan apabila terbentuk warna hijau maka

positif mengandung steroid (Mutmainnah, 2017).
3.7.4 Alkaloid

Sebanyak 2 gram ekstrak sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
ditetesi dengan 5 mL HCI 2N lalu dipanaskan dan didinginkan, kemudian
ditambahkan perekasi mayer dan dragendroff. Hasil positif mengandung
alkaloid apabila terbentuk endapan coklat kemerahan atau jingga
(Mutmainnah, 2017).
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3.7.5Saponin

Sebanyak 1 gram ekstrak sampel dari hasil ekstraksi ditambahkan 10
mL air panas, lalu didinginkan dan dikocok kuat-kuat selama 10 detik.
Apabila timbul buih setinggi 1-10 cm selama tidak kurang dari 10 menit
maka positif mengandung saponin dan pada HCI 2N, buih tidak hilang
(Mutmainnah, 2017).

3.8 Uji Aktivitas Antibakteri Kombinasi Ekstrak Buah Belimbing Wuluh
dan Daun Sirih Hijau

3.8.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Sterilisasi merupakan proses menghilangkan semua jenis organisme
hidup seperti protozoa, fungi, bakteri, mycoplasma atau virus yang terdapat
pada suatu benda. Pada penelitian ini sterilisasi bahan dan alat
menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C pada tekanan 1 atm selama 15
menit. Wadah yang digunakan saat sterilisasi harus sesuai dengan larutan
contohnya seperti Erlenmeyer dengan mulut ditutup kapas dan dibungkus
aluminium foil (Astuty & Wibriono, 2022).

3.8.2 Pembuatan Larutan Kontrol Uji

3.8.21 Pembuatan Larutan Uji Kombinasi Ekstrak Buah Belimbing
Wuluh dan Daun Sirih Hijau

Pada penelitian ini membuat larutan uji kombinasi ekstrak buah
belimbing wuluh dan daun sirih hijau dengan perbandingan 1:2 (10 mL : 20
mL) lalu dilakukan pengenceran menggunakan aquadest dengan volume
masing-masing 10 mL. Konsentrasi ekstrak yang digunakan yaitu 10%,
50%, dan 100%.

Pengenceran pada konsentrasi yang dilakukan sebagai berikut.
Konsentrasi 10% dibuat dengan 1 mL ekstrak kombinasi kemudian di
larutkan dengan aquadest sebanyak 9 mL, konsentrasi 50% dibuat dengan 5
mL ekstrak kombinasi kemudian di larutkan dengan aquadest sebanyak 5
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mL, dan konsentrasi 100% dibuat dengan 10 mL ekstrak kombinasi tanpa
penambahan aquadest.
3.8.2.2 Kontrol Positif
Pada penelitian ini kontrol positif menggunakan kloramfenikol. Untuk
pengenceran yang dilakukan dengan menggunakan 0,01 gram dilarutkan
dengan aquadest 1 mL lalu dikocok sampai homogen (Kumayas, 2015).
3.8.2.3 Kontrol Negatif
Pada penelitian ini kontrol negatif menggunakan aquadest. Kontrol
negatif berfungsi untuk mengetahui pengaruh pelarut terhadap pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, sehingga dapat
diketahui bahwa yang memiliki aktivitas antibakteri yaitu zat uji bukan
pelarut (Nuria et al., 2009).

3.8.3Pembuatan Media Nutrien Agar (NA)

Menimbang seberat 1 gram nutrient agar kemudian dimasukkan ke
dalam erlenmeyer dan ditambahkan 50 ml aquadest, lalu dipanaskan di
atas magnetic stirrer hingga mendidih dan media berwarna bening. Media
disterilisasi dengan cara bagian mulut erlenmeyer ditutup dengan kapas
kemudian dimasukkan ke dalam autoclave selama 15 menit pada
suhu 121°C. Media steril lalu dituang ke dalam cawan petri steril secara
aseptic (Misna & Diana, 2016)

3.8.4 Pembuatan Media Nutrien Broth (NB)

Menimbang 0,32 gram nutrient broth kemudian dimasukkan ke dalam
erlenmeyer dan ditambahkan 40 ml aquadest, lalu dipanaskan di atas
magnetic stirrer hingga mendidih dan media berwarna bening. Media
disterilisasi dengan cara bagian mulut erlenmeyer ditutup dengan kapas
kemudian dimasukkan ke dalam autoclave selama 15 menit pada
suhu 121°C. Media steril lalu dituang ke dalam tabung reaksi dan ditutup
dengan plastik wrap (Misna & Diana, 2016).
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3.8.5Inokulasi Bakteri

Inokulasi bakteri merupakan proses menumbuhkan bakteri dalam
tabung reaksi berisi agar yang telah dibuat (Misna & Diana, 2016).
Inokulasi dilakukan secara aseptic. Diambil 1 ose bakteri ditambahkan ke
dalam tabung reaksi berisi 10 ml media nutrient broth (NB). Pada setiap
penutup tabung dilapisi dengan plastik wrap untuk mencegah kontaminasi.
Tabung yang telah ditambahkan bakteri diinkubasi dalam incubator dengan
suhu 37°C selama 24 jam (Wihansah et al., 2018).

3.8.6 Pengujian Aktivitas Antibakteri

Pengujian pada penelitian ini dengan cara kapas lidi steril masukkan ke
dalam tabung yang telah berisi suspense bakteri. Kapas lidi steril kemudian
digoreskan merata pada media dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam. Kertas cakram dicelupkan ke dalam kombinasi ekstrak belimbing
wuluh dan daun sirih dengan variasi konsentrasi 10%, 50%, dan 100% (b/v).
Larutan kloramfenikol sebagai kontrol positif dan aquadest sebagai kontrol
negatif. Kertas cakram kemudian ditempelkan pada masing masing media
dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Diameter daerah hambat
diamati dan dihitung menggunakan penggaris atau jangka sorong (Tilarso,
2022).

3.8.7Pengukuran Zona Hambat

Pengukuran zona hambat menggunakan jangka sorong. Hasil yang
diperoleh dari pengukuran zona hambat yaitu berupa diameter (mm) daerah
hambatan pertumbuhan mikroba termasuk diameter dari kertas cakram.
Hasil akurasi data diperoleh dengan pengukuran sebanyak 3 kali pada tiap

daerah hambatan dari arah yang berbeda (Yusriana et al., 2014)
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Perhitungan diameter zona hambat sebagai berikut (Wenda et al.,
2017) :

(DV —DC) + (DH — DC)
Diameter zona hambat = 2 (Persamaan 3. 1)

Keterangan :
DV : Diameter vertical
DH : Diameter horizontal

DC : Diameter cakram
3.9 Analisis Data

Analisis dan pengolahan data menggunakan Uji Analysis of Variance
(Anova) dengan program SPSS versi 24. Proses pertama yang dilakukan data
diuji dengan pengujian normalitas kemudian homogenitas sebagai prasyarat
analisis data sebelum menggunakan uji Anova. Pengolahan data sebgaai
berikut :

3.9.1Uji Normalitas Data

Uji -normalitas bertujuan untuk memperlihatkan bahwa data yang
dilakukan memiliki distribusi normal atau tidak. (Febrianasari, 2018). Uji
Kolmogorov-Smirnov pada penelitian ini digunakan sebagai uji normalitas
data.

Perumusan hipotesis:

Ho : data berdistribusi normal

H: : data berdistribusi tidak normal
Pengambilan Keputusan

Jika p> 0,05; maka Ho diterima
Jika p< 0,05; maka H; diterima

3.9.2Uji Homogenitas

Uji homogenitas bertujuan untuk mengetahui apakah data bersifat
homogen atau tidak. Pengujian ini dilakukan dengan menggunakan uji
Levene. Setelah itu dilanjutkan dengan uji One Way Anova.

Perumusan hipotesis:
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Ho : data yang didapat memiliki variasi yang sama atau homogen
H: : data yang didapat memiliki variasi yang berbeda atau tidak homogen
Pengambilan Keputusan
Jika p> 0,05; maka Ho diterima
Jika p< 0,05; maka Hj diterima
3.9.3Uji One Way Anova

Uji One Way Anova adalah uji yang bertujuan untuk membandingkan
lebih dari dua rata-rata sampel (Pratama & Permatasari, 2021).
Perumusan Hipotesis
Ho : tidak ada pengaruh suhu dan variasi konsentrasi kombinasi ekstrak
buah belimbing wuluh dan daun sirih terhadap pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
H: : ada pengaruh suhu dan variasi konsentrasi kombinasi ekstrak buah
belimbing wuluh dan daun sirih terhadap pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
Pengambilan Keputusan
Jika p> 0,05; maka Ho diterima
Jika p< 0,05; maka Hj diterima
3.9.4 Uji Post Hoc LSD

Uji post hoc digunakan untuk melihat ada tidaknya perbedaan rata-rata
secara detail. Uji post hoc terdapat di dalam uji Anova. Uji ini merupakan
uji lanjutan dari uji Anova. Uji post hoc yang dilakukan pada penelitian ini
adalah LSD (Least Significance Different). Uji LSD (Least Significance
Different) digunakan sebagai acuan dalam menentukan rata-rata dua
perlakuan berbeda secara signifikan.

3.9.5Uji Kruskal-Wallis

Pengujian menggunakan Kruskal-Wallis dilakukan apabila data tidak
terdistribusi normal atau tidak homogen. Uji Kruskal-Wallis bertujuan untuk

mengetahui ada tidaknya perbedaan antar kelompok kemudian dilanjutkan
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dengan uji Mann-Whitney untuk melihat perbedaan antar kelompok

perlakuan.

® Watermarkly
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3.10 Kerangka Penelitian

Pengambilan sampel buah

belimbing wuluh dan daun sirih

Determinasi buah belimbing

wuluh dan daun sirih

Hidroekstraksi

Suhu 40°, 50°, dan 60°C Suhu 90°C dengan

dengan direbus dikukus

Kombinasi ekstrak dengan
Flavonoid | = perbandingan 1 : 2
|
: Variasi konsentrasi 10%, 50%,
Tanin =i
dan 100%
I
Terpenoid Skrining fitokimia
| S. aureus
Uji aktivitas antibakteri
Alkaloid [ [ I
. E. coli
Hasil colt
Saponin — |
Analisis data

Gambar 3. 1 Kerangka Penelitian



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman belimbing wuluh dan daun sirih dilakukan di UPT
Laboratorium Materia Medica, Batu. Hasil dari determinasi menunjukkan
bahwa sampel yang digunakan merupakan tanaman belimbing wuluh
(Averrhoa bilimbi L.) dengan kunci determinasi 1b-2b-3b-4b-6b-7b-9b-10b-
11b-12b-13b-14a-15b-197b-208b-219b-220b-224b-225b-227b-229b-230b-
234b-235b-236b-237b-238b :Oxalodaceae-a :Averrhoa-1b :A.bilimbi. dan
tanaman daun sirih (Piper betle) dengan kunci determinasi 1b-2b-3b-4b-6b-
7b-9a-41b-42b-43b-54b-59b-61b-62b-63a-64a:Piperaceae-1a:P.betle.

Surat hasil determinasi dengan nomor 074/481/102.20-A/2022 tanaman
belimbing wuluh terdapat pada Lampiran 1. menunjukkan morfologi habitus
: Pohon, tinggi 5-10m. Batang : Tegak, bercabang-cabang, permukaan kasar,
banyak tonjolan, hijau kotor. Daun : Majemuk, menyirip, anak daun 25-45
helai, bulat telur, ujung meruncing, pangkal membulat, Panjang 7-10cm, lebar
1-3cm, bertangkai pendek, pertulangan menyirip, hijau muda, hijau. Bunga :
Majemuk, bentuk malai, pada tonjolan batang dan cabang, menggantung,
Panjang 5-20cm, kelopak £ 6mm, merah, daun mahkota bergandengan,
bentuk lanset, ungu. Buah : Buni, bulat, Panjang 4-6¢cm, hijau kekuninga. Biji
. Lanset atau segi tiga, masih muda hijau setelah tua kuning kehijauan. Akar :
Tunggang, coklat kehitaman. Berdasarkan surat hasil determinasi dapat
disimpulkan bahwa tanaman yang digunakan merupakan tanaman belimbing
wuluh.

Surat hasil determinasi dengan nomor 074/480/102.20-A/2022 tanaman
daun sirih terdapat pada Lampiran 2. menunjukkan morfologi habitus :
Perdu, merambat. Batang : Berkayu, bulat, berbuku-buku, beralur, hijau.
Daun : Tunggal, bulat panjang, pangkal bentuk jantun, ujung meruncing, tepi

rata, panjang 5-8cm, lebar 2-5cm, bertangkai, permukaan halus, pertulangan

36
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menyirip, hijau, hijau tua. Bunga : Majemuk, bentuk bulir, daun pelindung £
Imm, bentuk bulat panjang, bulir jantan panjang 1,5-3 cm, benang sari dua,
pendek, bulir betina Panjang 1,5-6 cm, kelapa putik tiga sampai lima, putih,
hijau kekuningan. Buah : Buni, bulat, hijau keabu-abuan. Akar : Tunggang,
bulat, coklat kekuninga. Berdasarkan surat hasil determinasi dapat

disimpulkan bahwa tanaman yang digunakan merupakan tanaman daun sirih.

4.2 Pembuatan Kombinasi Ekstrak Belimbing Wuluh dan Daun Sirih

Pada pemanenan buah belimbing wuluh, buah yang dipanen harus
memiliki kriteria berwarna hijau kekuningan dan tidak terdapat kerusakan
fisik (Tiara et al., 2021). Sedangkan pada daun sirih pemanenan dilakukan
pada umur tanaman minimal 4 bulan, waktu panen berdasarkan umur
fisiologis terdiri atas umur muda (daun ketiga dari pucuk), umur sedang (daun
keenam dari pucuk), dan umur tua (daun kedelapan dari pucuk) sedangkan
waktu panen paling bagus pada pagi dan sore hari pada umur fisiologis
sedang, karena zat aktifnya tinggi (Eryanto, 2021). Pembuatan kombinasi
ekstrak buah belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) dan daun sirih (Piper
betle) menggunakan metode hidroekstraksi. Metode ini digunakan karena
mudah diaplikasikan ke masyarakat, serta metode hidroekstrasi merupakan
salah satu metode ekstraksi yang ekonomis sehingga mampu menghemat
biaya produksi. Metode ini memiliki tujuan untuk menarik senyawa-senyawa
flavonoid, tanin, terpenoid, alkaloid, dan saponin pada tanaman sehingga
ekstrak memiliki potensi antimikroba (Rahayu et al., 2016). Senyawa
flavonoid, tanin, terpenoid, dan saponin cenderung bersifat polar, sedangkan
alkaloid cenderung bersifat semi polar sehinggak seyawa-senyawa tersebut
dapat larut dalam pelarut polar seperti aquadest (Kopon et al., 2020).

Hidroekstraksi dengan metode rebus dilakukan dengan menyiapkan
aquadest sebanyak 100 mL lalu dipanaskan diatas waterbath dengan
pengaturan suhu 40°C, 50°C, dan 60°C lalu masukkan masing-masing bahan
yang sudah ditimbang sebanyak 100 gram. Perebusan dilakukan selama + 30

menit, apabila waktu perebusan semakin lama maka senyawa yang ada
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didalam ekstrak yang tidak tahan pemanasan akan rusak (Puspitasari &
Prayogo, 2016). Aquadest merupakan pelarut yang digunakan untuk
mengektraksi produk tumbuhan dengan aktivitas antimikroba (Charisma,
2020). Sedangkan pada metode kukus dilakukan dengan menyiapkan
dandang yang sudah disiapkan dan ditunggu sampai suhu mencapai 90°C lalu
dimasukkan masing-masing bahan sebanyak 100 gram tunggu selama + 30
menit. Filtrat yang dihasilkan kemudian disaring menggunakan kain penyari.

Pada penelitian ini membuat larutan uji kombinasi ekstrak buah
belimbing wuluh dan daun sirih hijau dengan perbandingan 1:2 (10 mL : 20
mL) lalu dilakukan pengenceran menggunakan aquadest dengan volume
masing-masing 10 mL. Konsentrasi ekstrak yang digunakan yaitu 10%,
50%, dan 100%.

Pengenceran pada konsentrasi yang dilakukan sebagai berikut.
Konsentrasi 10% dibuat dengan 1 mL ekstrak kombinasi kemudian di
larutkan dengan aquadest sebanyak 9 mL, konsentrasi 50% dibuat dengan 5
mL ekstrak kombinasi kemudian di larutkan dengan aquadest sebanyak 5
mL, dan konsentrasi 100% dibuat dengan 10 mL ekstrak kombinasi tanpa

penambahan aquadest.

4.3 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia kombinasi ekstrak belimbing wuluh dan daun sirih
bertujuan untuk mengetahui kandungan senyawa metabolit sekunder dari
kombinasi ekstrak buah belimbing wuluh dan daun sirih. Hasil uji skrining
fitokimia kombinasi ekstrak belimbing wuluh dan daun sirih dapat dilihat
pada tabel 4.1 dan Gambar 4.1.
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Tabel 4.1 Hasil Uji Skrining Fitokimia Kombinasi Ekstrak Buah Belimbing
Wuluh dan Daun Sirih

Golongan Pereaksi Keterangan Hasil
Senyawa
Flavonoid HCI Pekat Merah +
Tannin FeCls Hijau kehitaman +
. C4HgO2 + C4Hs03
Terpenoid + H,HSO4 Merah +
Alkaloid HCI2 N + Coklat +
pereaksi mayer + kemerahan
pereaksi dragen
Saponin Air panas + HCI Busa stabil +
AN

Keterangan : (+) terdapat senyawa dan (-) tidak terdapat senyawa
Hasil uji skrinning fitokimia kombinasi ekstrak belimbing wuluh dan
daun sirih menunjukkan bahwa kombinasi ekstrak belimbing wuluh dan daun

sirih mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, tanin, terpenoid, dan saponin.
4.3.1 Flavonoid

Uji skrining fitokimia pada ekstrak yaitu untuk mengetahui adanya
senyawa flavonoid di dalam ekstrak buah belimbing wuluh (Averrhoa
bilimbi L.) dan daun sirih (Piper betle). Hal tersebut ditandai dengan
perubahan warna menjadi merah. Flavonoid termasuk dalam golongan
senyawa fenol dimana memiliki sifat antibakteri karena mempunyai
gugus hidroksil dan karbonil yang dapat berinteraksi dengan sel bakteri
(Januarti et al. 2019). Flavonoid bersifat polar karena memiliki gugus
hidroksil yang tidak tersubstitusi sehingga dapat terbentuk ikatan
hidrogen. Dalam proses ekstraksi, senyawa flavonoid dalam tanaman
akan mudabh terlarut atau terikat oleh pelarut dengan sifat kepolarannya
(Agustina et al., 2018)
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)

Gambar 4.1 Uji Skrining Fitokimia Flavonoid. (a) Ekstrak sebelum diberi
perlakuan, (b) Skrining Flavonoid suhu 40°C, (c) Skrining Flavonoid suhu
50°C, (d) Skrining Flavonoid suhu 60°C, (e) Skrining Flavonoid suhu 90°C.
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Pada Gambar 4.1 menjukkan bahwa sampel mengalami perubahan
warna menjadi merah sehingga dinyatakan positif hal tersebut
dikarenakan penambahan HCI pekat untuk mereduksi ikatan glikosida
dan flavonoid serta proses pemanasan pada tabung yang berfungsi
untuk mempercepat terjadinya reaksi tersebut (Muthmainnah, 2019).

4.3.2 Alkaloid

Uji skrining alkoloid pada ekstrak yaitu untuk mengetahui adanya
senyawa alkoloid di dalam ekstrak buah belimbing wuluh (Averrhoa
bilimbi L.) dan daun sirih (Piper betle). Hal tersebut ditandai dengan
adanya endapan berwarna coklat kemerahan. Endapan yang terbentuk
dikarenakan penambahan pereaksi Mayer dan pereaksi Dragendroff
dalam senyawa alkaloid. Reaksi pengendapan yang terjadi karena
adanya penggantian ligan. Atom nitrogen yang mempunyai pasangan
elektron bebas pada alkaloid dapat mengganti ion iodo pada pereaksi-
pereaksi. Pereaksi Dragendroff mengandung bismut nitat dan kalium
iodide dalam larutan asam asetat glasial, sedangkan pada pereaksi
Mayer mengandung kalium iodide dan merkuri klorida (Ergina et al.
2014).

Senyawa alkaloid merupakan senyawa polar karena golongan
senyawa alkaloid yang berpotensi sebagai antibakteri merupakan
senyawa-senyawa polar, yang akan terekstraksi pada pelarut yang
bersifat polar (Sa’adah et al., 2015).

Pada Gambar 4.2 menjukkan bahwa terdapat endapan pada sampel.
Mekanisme penghambatan alkaloid yaitu dengan cara mengganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan
dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan mengganggu sintesis
peptidoglikan sehingga pembentukan sel tidak sempurna karena tidak
mengandung peptidoglikan dan dinding selnya hanya meliputi

membran sel (Dwicahyani et al., 2018).
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Gambar 4.2 Uji Skrining Fitokimia Alkaloid. (a) Ekstrak sebelum diberi
perlakuan, (b) Skrining Alkaloid suhu 40°C, (c) Skrining Alkaloid suhu
50°C, (d) Skrining Alkaloid suhu 60°C, (e) Skrining Alkaloid suhu 90°C.

®@ Watermarkly



43

4.3.3 Tanin

Uji skrining tanin pada ekstrak yaitu untuk mengetahui adanya
senyawa tanin di dalam ekstrak buah belimbing wuluh (Averrhoa
bilimbi L.) dan daun sirih (Piper betle). Hal tersebut ditandai dengan
perubahan warna menjadi hijau kehitaman. Penggunaan FeCls untuk
menentukan apakah sempel mengandung gugus fenol, sehingga apabila
memberikan hasil positif dimungkinkan dalam sampel terdapat senyawa
fenol dan salah satunya merupakan tanin. Tanin merupakan senyawa
polifenol (Ergina et al. 2014).

Senyawa tanin merupakan senyawa yang bersifat polar karena
adanya gugus OH, ketika ditambahkan FeClz 10% akan terjadi
perubahan warna seperti biru tua atau hijau kehitaman yang
menandakan adanya senyawa tanin (Wahid & Safwan, 2020).

Berdasarkan Gambar 4.3 menunjukkan bahwa hasil uji skrining
fitokimia ekstrak kombinasi buah belimbing wuluh dan daun sirih
dengan FeCls menghasilkan warna hijau kehitaman. Perubahan warna
tersebut menandakan terbentuknya senyawa kompleks antara tanin dan
Fe3*. Hal tersebut dikarenakan adanya ion Fe** sebagai atom pusat dan
tanin memiliki atom O yang mempunyai pasangan electron bebas yang
bisa mengkoordinasikan ke atom pusat sebagai ligannya (Ergina et al.
2014).
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Gambar 4.3 Uji Skrining Fitokimia Tanin. (a) Ekstrak sebelum diberi
perlakuan. (b) Skrining Tanin suhu 40°C, (c) Skrining Tanin suhu 50°C, (d)
Skrining Tanin suhu 60°C, (e) Skrining Tanin suhu 90°C.
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4.3.4 Terpenoid

Uji skrining terpenoid pada ekstrak yaitu untuk mengetahui adanya
senyawa terpenoid di dalam ekstrak buah belimbing wuluh (Averrhoa
bilimbi L.) dan daun sirih (Piper betle). Hal tersebut ditandai dengan
perubahan warna menjadi merah. Terdapatnya senyawa terpenoid pada
ekstrak dikarenakan terpenoid merupakan senyawa non polar yang
tidak mudah larut dalam air dimana air merupakan senyawa yang
bersifat polar (Sulistyarini et al. 2020).

Terpenoid memiliki bagian polar dan non polar, tetapi bagian non
polar pada terpenoid jauh lebih banyak dibandingkan bagian polar
sehingga terpenoid cenderung lebih mudah larut dalam pelarut non
polar. Terpenoid dalam pelarut polar diduga berada dalam bentuk
globula dengan bagian luar komponen ekstrak yang bersifat polar
(Pangestuti et al., 2017).

Pada Gambar 4.4 menunjukkan bahwa adanya perubahan warna
pada ekstrak. Perubahan warna yang terjadi disebabkan karena adanya
oksidasi pada senyawa terpenoid melalui pembentukan ikatan rangkap
terkonjungasi. Penambahan asam asetat anhidrat bertujuan untuk
membentuk turunan asetil. Penambahan asam sulfat pekat bertujuan
untuk menghidrolisis air yang bereaksi dengan turunan asetil

membentuk larutan warna (Sulistyarini set al. 2020).



Gambar 4.4 Uji Skrining Fitokimia Terpenoid. (a) Ekstrak sebelum diberi
perlakuan, (b) Skrining Terpenoid suhu 40°C, (c) Skrining Terpenoid suhu
50°C (d) Skrining Terpenoid suhu 60°C, (e) Skrining Terpenoid suhu 90°C.
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4.3.5 Saponin

Uji skrining saponin pada ekstrak yaitu untuk mengetahui adanya
senyawa saponin di dalam ekstrak buah belimbing wuluh (Averrhoa
bilimbi L.) dan daun sirih (Piper betle). Hal tersebut ditandai dengan
terbentuknya busa stabil yang ditunjukkan pada Gambar 4.5. Saponin
adalah senyawa aktif permukaan yang mudah terdeteksi melalui
kemampuannya dalam membentuk busa. Komponen ikatan glikosida
yang terdapat di dalam saponin menyebabkan cenderung bersifat polar
(Sulistyarini et al. 2020).

Saponin merupakan glikosida yang tersusun dari gula yang
berikatan dengan aglikon (sapogenin) yang terdiri dari rantai
triterpenoid atau steroid (Charisma, 2020). Saponin memiliki sifat
cenderung polar karena ikatan glikosidanya. Struktur saponin
menyebabkan saponin bersifat seperti deterjen (Damayanti, 2021).

Penambahan HCI pada sampel mampu membuat busa yang
terbentuk lebih stabil. Busa yang timbul disebabkan karena senyawa
saponin- mengandung senyawa yang sebagian larut dalam air dan
senyawa yang larut dalam pelarut nonpolar sebagai surfaktan yang
dapat menurunkan tegangan permukaan. Saat dilakukan penggojokan,
gugus hidrofil akan berikatan dengan air sedangkan gugus hidrofob
akan berikatan dengan udara sehingga membentuk busa (Sulistyarini et
al. 2020).
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Gambar 4.5 Uji Skrining Fitokimia Saponin. (a) Ekstrak sebelum diberi
perlakuan, (b) Skrining Saponin suhu 40°C, (c) Skrining Saponin suhu
50°C, (d) Skrining Saponin suhu 60°C, (e) Skrining Saponin suhu 90°C.
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4.4 Uji Aktivitas Antibakteri Kombinasi Ekstrak Belimbing Wuluh dan
Daun Sirih Terhadap Bakteri Staphylococcus Aureus

Uji aktivitas antibakteri kombinasi ektrak buah belimbing wuluh
(Averrhoa bilimbi L) dan daun sirih (piper betle) terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dilakukan di Kampus STIKes Karya Putra Bangsa,
Laboratorium Mikrobiologi, Tulungagung. Uji aktivitas antibakteri pada
kombinasi ektrak buah belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L) dan daun sirih
(piper betle) menggunakan suhu 40°C, 50°C, 60°C, dan 90°C pada
konsentrasi 10%, 50%, dan 100% dengan kloramfenikol tablet dan dilakukan
perhitungan yang dapat diamati pada Lampiran 5. sebagai kontrol positif
serta aquadest sebagai kontrol negatif. VVariasi suhu mengacu pada penelitian
Rahayu (2016) dimana metode rebus menggunakan suhu 40°C, 50°C, dan
60°C. Sedangkan metode kukus menggunakan suhu 90°C. Berdasarkan
penelitian yang telah dilakukan oleh Rahayu pada tahun 2016 menyatakan
bahwa konsentrasi 10% dan 50% sudah diketahui efektivitas suatu senyawa,
sedangkan pengambilan konsentrasi 100% karena untuk mengetahui hasil
dari konsentrasi kombinasi yang murni tanpa ada pelarut.

Menurut penelitian yang telah dilakukan Suryowardojo et al (2015)
menjelaskan bahwa diameter zona hambat <5 mm memiliki respon hambatan
lemah, diameter zona hambat 6-10 mm memiliki respon hambatan sedang,
diameter zona hambat 11-20 mm memiliki respon hambatan kuat, dan
diameter zona hambat > 21 mm memiliki respon hambatan sangat kuat. Uji
aktivitas antibakteri kombinasi ekstrak buah belimbing wuluh (Averrhoa
bilimbi L.) dan daun sirih (Piper betle) dengan menggunakan variasi suhu
40°C, 50°C, 60°C, dan 90°C serta variasi konsentrasi 10%, 50%, dan 100%
terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923. Hasil pengukuran
zona hambat kombinasi ekstrak buah belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L)
dan daun sirih (piper betle) terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC
25923 dapat dilihat pada tabel berikut ini :
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Tabel 4.2 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Kombinasi Ekstrak Buah Belimbing

Wuluh dan Daun Sirih Terhadap Bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923

Zona Hambat

Konsentrasi
40°C KRH 50°C KRH 60°C KRH 90°C Ry
10% 1559 K 1533 K 1333 K 983 S
50% 17,67 K 21 SK 14 K 11 K

100% 20,67 K eSOl M ¥ I ama K 14 K

K+ 3283 SK 3283 SK 3283 SK 3283 SK
K- 000 T™ 000 TM 000 TM 000 TM
Keterangan :

KRH : Kategori Respon Hambat
TM  : Tidak Menghambat

S : Sedang

K : Kuat

SK  :Sangat Kuat

Pada Tabel 4.2 dapat dilihat bahwa diameter zona hambat kombinasi

ekstrak buah belimbing wuluh dan daun sirih terhadap pertumbuhan bakteri

Staphylococcus aureus ATCC 25923 memiliki nilai dan kriteria kekuatan
antibakteri yang berbeda. Pada suhu 40°C konsentrasi 10%, 50%, dan 100%

menunjukkan rata-rata zona hambat yang termasuk ke dalam respon hambat

kategori kuat. Pada suhu 50°C konsentrasi 10% menunjukkan rata-rata zona

hambat yang termasuk ke dalam respon hambat kuat serta pada konsentrasi

50% dan 100% menunjukkan rata-rata zona hambat yang termasuk ke dalam

respon hambat kategori sangat kuat. Pada suhu 60°C konsentrasi 10%, 50%,

dan 100% menunjukkan rata-rata zona hambat yang termasuk ke dalam

respon hambat kategori kuat. Sedangkan pada suhu 90°C konsentrasi 10%

menunjukkan rata-rata zona hambat yang termasuk ke dalam respon hambat

sedang serta pada konsentrasi 50% dan 100% menunjukkan rata-rata zona

hambat yang termasuk ke dalam respon hambat kategori kuat.
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Gambar 4.6 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Staphylococcus aureus ATCC
25923. (a) Zona hambat suhu 40°C, (b) Zona hambat suhu 50°C, (c) Zona hambat
suhu 60°C, (d) Zona hambat suhu 90°C, (e) Zona hambat K- dan K+.

Pada Gambar 4.6 terlihat bahwa konsentrasi yang memiliki nilai diameter
zona hambat yang paling besar yaitu pada suhu 50°C konsentrasi 100%

dengan diameter zona hambat mencapai 25,5 mm sedangkan untuk zona
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hambat yang paling kecil yaitu terdapat pada suhu 90°C konsentrasi 10%
dengan zona hambat mencapai 9,83 mm. Penelitian ini sesuai dengan teori
Kulla (2022) yang menjelaskan bahwa semakin tinggi konsentrasi suatu
ekstrak maka zona hambat yang terbentuk akan semakin besar. Serta sesuai
dengan penelitian Tilarso et al. (2022) yang menjelaskan bahwa suhu 50°C

merupakan suhu optimum dalam metode hidroekstraksi.

4.5 Uji Aktivitas Kombinasi Ekstrak Belimbing Wuluh dan Daun Sirih

Terhadap Bakteri Escherichia coli

Uji aktivitas antibakteri kombinasi ektrak buah belimbing wuluh
(Averrhoa bilimbi L) dan daun sirih (piper betle) terhadap bakteri Escherichia
coli dilakukan di Kampus STIKes Karya Putra Bangsa, Laboratorium
Mikrobiologi, Tulungagung. Uji aktivitas antibakteri pada kombinasi ektrak
buah belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L) dan daun sirih (piper betle)
menggunakan suhu 40°C, 50°C, 60°C, dan 90°C pada konsentrasi 10%, 50%,
dan 100% dengan kloramfenikol tablet dan dilakukan perhitungan yang dapat
diamati pada Lampiran 5. sebagai kontrol positif serta aquadest sebagai
kontrol negatif.. Hasil pengukuran zona hambat kombinasi ekstrak buah
belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L) dan daun sirih (piper betle) terhadap
bakteri Escherichia coli ATCC 25922 dapat dilihat pada tabel berikut ini :

Tabel 4.3 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Kombinasi Ekstrak Buah Belimbing
Wuluh dan Daun Sirih Terhadap Bakteri Escherichia coli ATCC 25922

Zona Hambat

Konsentrasi
40°C KRH 50°C KRH 60°C KRH 90°C  kRrH
10% 9,83 S 9,33 S 9,83 S 2,5 L
50% 11,33 K 17,5 K 10,67 S 9,17 S

100% 11,83 K 2017 K 1133 K 10,67 S
K+ 22,17 SK 22,17 SK 22,17 SK 2217 SK
K- 000 ™ 000 TM 000 TM 000 TM
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Keterangan :

KRH : Kategori Respon Hambat

™
S
K

SK

: Tidak Menghambat

: Sedang

: Kuat

: Sangat Kuat

Pada Tabel 4.3 dapat dilihat bahwa diameter zona hambat kombinasi
ekstrak buah belimbing wuluh dan daun sirih terhadap pertumbuhan bakteri
Escherichia coli ATCC 25922  memiliki nilai dan kriteria kekuatan
antibakteri yang berbeda. Pada suhu 40°C konsentrasi 10% menunjukkan
rata-rata zona hambat yang termasuk ke dalam respon hambat kategori
sedang ddan pada konsentrasi 50% dan 100% menunjukkan rata-rata zona
hambat yang termasuk ke dalam respon hambat kategori kuat. Pada suhu
50°C konsentrasi 10% menunjukkan rata-rata zona hambat yang termasuk ke
dalam respon hambat kategori sedang dan pada konsentrasi 50% dan 100%
menunjukkan rata-rata zona hambat yang termasuk ke dalam respon hambat
kategori kuat. Pada suhu 60°C konsentrasi 10% dan 50% menunjukkan rata-
rata zona hambat yang termasuk ke dalam respon hambat kategori sedang dan
konsentrasi 100% menunjukkan rata-rata zona hambat yang termasuk ke
dalam respon hambat kategori kuat. Sedangkan pada suhu 90°C konsentrasi
10% menunjukkan rata-rata zona hambat yang termasuk ke dalam respon
hambat kategori lemah dan pada konsentrasi 50% dan 100% menunjukkan
rata-rata zona hambat yang termasuk ke dalam respon hambat kategori

sedang.
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Gambar 4.7 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Escherichia coli ATCC 25922. (a)
Zona hambat suhu 40°C, (b) Zona hambat suhu 50°C, (c¢) Zona hambat suhu
60°C, (d) Zona hambat suhu 90°C, (e) Zona hambat K- dan K+.

Pada Gambar 4.7 terlihat bahwa konsentrasi yang memiliki nilai diameter
zona hambat optimum mendekati kontrol positif yaitu pada suhu 50°C
konsentrasi 100% dengan diameter zona hambat mencapai 20,17 mm
sedangkan untuk zona hambat yang paling kecil yaitu terdapat pada suhu 90°

konsentrasi 10% dengan zona hambat mencapai 2,5 mm. Diameter yang

®@ Watermarkly
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dihasilkan oleh kontrol positif yang terbentuk yaitu 22,17 mm. Hal tersebut
disebabkan kloramfenikol yang merupakan antibiotik dengan spektrum yang
luas dan juga bersifat bakteriostatik dengan menghambat sintesa protein
bakteri Gram positif dan negatif (Kulla, 2022). Pada penelitian ini sesuai
dengan penelitian Tilarso et al. (2022) yang menjelaskan bahwa suhu 50°C
merupakan suhu optimum dalam metode hidroekstraksi.

Kombinasi ekstrak buah belimbing wuluh dan daun sirih memiliki
kemampuan sebagi antibakteri berasal dari kandungan senyawa yang terdapat
di dalamnya yaitu senyawa flavonoid, tanin, alkaloid, saponin, dan terpenoid.
Senyawa flavonoid memiliki mekanisme Kkerja yaitu merusak membran
sitoplasma dengan cara menyerang fosfolipid pada membran sitoplasma
bakteri, sehingga menyebabkan kebocoran pada membran sitoplasma dan zat-
zat yang berfungsi untuk metabolisme sel bakteri terbuang keluar yang
mengakibatkan terjadinya kematian pada bakteri (Amanda et al., 2019).

Senyawa tanin memiliki mekanisme kerja sebagai antibakteri yaitu
dengan menghambat enzim reverse transcriptase dan DNA topoisomerase
sehingga sel bakteri tidak dapat terbentuk (Noventi & Carolia,2016). Adanya
senyawa alkaloid mekanisme penghambatannya vyaitu dengan cara
mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga
lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan mengganggu sintesis
peptidoglikan sehingga pembentukan sel tidak sempurna karena tidak
mengandung peptidoglikan dan dinding selnya hanya meliputi membrane sel
(Retnowati et al. 2018).

Senyawa terpenoid memiliki mekanisme kerja sebagai antibakteri yaitu
dengan cara bereaksi dengan porin yang terdapat di membrane luar dinding
sel bakteri lalu membentuk ikatan polimer yang kuat sehingga mengakibatkan
rusaknya porin. Akibat dari rusaknya porin yaitu sel bakteri kekurangan
nutrisi dan terhambatnya pertumbuhan bakteri atau mati (Mishna & Diana,
2016). Sedangkan senyawa saponin memiliki kandungan molekul yang
bersifat hidrofilik dan lipofilik sehingga mampu menurunkan teganggan pada
permukaan sel dan permeabilitas membrane menjadi rusak. Gangguan yang
terjadi pada permukaan dinding sel dan permeabilitas membrane sel akan
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menyebabkan kandungan antibakteri lebih mudah masuk ke dalam sel
sehingga sel mengalami kematian (Sari et al., 2017).

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, menunjukkan bahwa
kombinasi ekstrak buah belimbing wuluh dan daun sirih mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 dengan katergori
sangat kuat pada suhu 50°C konsentrasi 50% dan 100%, sedangkan pada
bakteri Escherichia coli ATCC 25922 dengan kategori kuat pada suhu 40°C
konsentrasi 50% dan 100%, suhu 50°C konsentrasi 50% dan 100%, dan 60°C
konsentrasi 100%. Hasil diameter zona hambat yang dihasilkan pada kedua
bakteri masih berada di bawah kontrol positif. Kombinasi ekstrak buah
belimbing wuluh dan daun sirih lebih kuat dalam menghambat pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 dibandingkan dengan bakteri
Escherichia coli ATCC 25922. Hal tersebut disebabkan bakteri
Staphylococcus aureus ATCC 25923 merupakan bakteri Gram positif yang
bersifat lebih sensitif . Bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 memiliki
dinding dari peptidoglikan yang bersifat polar sehingga senyawa flavonoid,
tanin, alkaloid, saponin lebih mudah menembus lapisan peptidoglikan karena
bersifat polar (Karlina et al., 2013).

4.6 Analisis Data

4.6.1. Diagram Alir

Hasil pengamatan zona hambat pada bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli dilakukan di Kampus STIKes Karya Putra Bangsa,
Laboratorium Mikrobiologi, Tulungagung. Uji aktivitas antibakteri pada
kombinasi ektrak buah belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L) dan daun sirih
(piper betle) menggunakan suhu 40°C, 50°C, 60°C, dan 90°C pada
konsentrasi 0%, 10%, 50%, dan 100% dengan kloramfenikol sebagai kontrol

positif dan aquadest sebagai kontrol negatif.
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Diagram Alir Staphylococcus aureus

120% 32.83 35
100% 30
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o 80% N
£ 20 g
= 60%
D
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0 =7 0NA hambat

40°C 50°C 60°C 90°C K+K-

Gambar 4.8 Rata-Rata Zona Hambat Bakteri Staphylococcus aureus Terhadap

Pengaruh Suhu dan Konsentrasi

Gambar 4.8 menunjukkan bahwa zona hambat optimum dihasilkan pada
konsntrasi 100% suhu 50°C dimana pada konsentrasi tersebut zona hambat
bakteri yang dihasilkan adalah yang paling besar. Pada suhu 40°C memiliki
zona hambat yang kecil dikarenakan senyawa yang terdapat pada buah
belimbing wuluh dan daun sirih tidak dapat keluar dengan sempurna.
Sedangkan pada suhu 60°C dan 90°C zona hambat yang kecil disebabkan
kandungan antimikroba berupa senyawa flavonoid, saponin dan tanin tidak

tahan terhadap suhu tinggi (Rahayu, 2016).
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Diagram Alir Escherichia coli
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Gambar 4.9 Rata-Rata Zona Hambat Bakteri Escherichia coli Terhadap

Pengaruh Suhu dan Konsentrasi

Gambar 4.9 menunjukkan bahwa zona hambat optimum dihasilkan pada
konsntrasi 100% suhu 50°C dimana pada konsentrasi tersebut zona hambat
bakteri yang dihasilkan adalah yang paling besar. Pada konsentrasi 50% juga
menunjukkan hasil yang kuat pada penghambatan suhu. Pada suhu 40°C
memiliki zona hambat yang kecil dikarenakan senyawa yang terdapat pada
buah belimbing wuluh dan daun sirih tidak dapat keluar dengan sempurna.
Sedangkan pada suhu 60°C zona hambat yang kecil disebabkan kandungan
antimikroba berupa senyawa flavonoid, saponin dan tanin tidak tahan
terhadap suhu tinggi (Rahayu, 2016). Pada konsentrasi 10% di suhu 90°C
zona hambat yang dihasilkan rendah dikarenakan pada suhu tersebut senyawa

antimikroba aktivitasnya semkain menurun (Rahayu, 2016).
4.6.2. Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)

Berdaaasarkan analisis data menggunakan SPSS, hasil dari sampel suhu
50°C pada masing-masing konsentrasi menunjukkan data yang berbeda
sehingga dilanjutkan uji normalitas yang bertujuan untuk mengetahui apakah

data yang dilakukan memiliki distribusi normal atau tidak (Febrianasari,
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2018). Hasil uji normalitas pada bakteri Stapylococcus aureus ATCC 25923
dapat dilihat pada tabel 4.4

Tabel 4.4 Hasil Uji Normalitas Kombinasi Ekstrak Buah Belimbing Wuluh dan
Daun Sirih Terhadap Bakteri Stapylococcus aureus ATCC 25923

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Diameter

Zona

Hambat
N 15
Mean 19.1527
Normal Parameters®? Std. 1140932

Deviation

Most Extreme Abs_o_lute 109
Differes Posm\_/e 153
Negative -.169
Kolmogorov-Smirnov Z 654
Asymp. Sig. (2-tailed) .786

Hasil dari uji normalitas pada bakteri Stapylococcus aureus ATCC 25923
menunjukkan bahwa nilai p-value signifikansi sebesar 0,786 (p>0,05)
sehingga dapat disimpulkan bahwa data terdistribusi normal atau Ho diterima,
sedangkan hasil dan uji normalitas pada bakteri Eescherichia coli ATCC
25922 dapat dilihat pada tabel 4.5

Tabel 4. 5 Hasil Uji Normalitas Kombinasi Ekstrak Buah Belimbing Wuluh dan
Daun Sirih Terhadap Bakteri Eescherichia coli ATCC 25922

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Diameter Variasi
Zona Konsentras
Hambat i
N 15 15
Mean 13.9173 3.00
Normal Parameters®? Std. 8.50916 1464
Deviation
Most Extreme Abs.o_lute .256 .153
Differences Posm\_/e 157 153
Negative -.256 -.153
Kolmogorov-Smirnov Z 991 592
Asymp. Sig. (2-tailed) .280 875
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Hasil dari uji normalitas pada bakteri Eescherichia coli ATCC 25922
menunjukkan bahwa nilai p-value signifikansi sebesar 0,875 (p>0,05)
sehingga dapat disimpulkan bahwa data terdistribusi normal atau Ho diterima.
Kemudiaan dilakukan analisis varian data menggunakan Levene’s test pada
bakteri Stapylococcus aureus ATCC 25923 menggunakan nilai p-value
signifikasi sebesar 0,236 (p>0,05) dan pada bakteri Eescherichia coli ATCC
25922 nilai p-value signifikasi sebesar 0,295 (p>0,05) sehinggaaa dapat

disimpulkan bahwa varian data pada penelitian ini homogen.

Tabel 4.6 Hasil Uji Homogenitas Kombinasi Ekstrak Buah Belimbing Wuluh dan
Daun Sirih Terhadap Bakteri Stapylococcus aureus ATCC 25923

Test of Homogeneity of VVariances
Diameter Zona Hambat

Levene .
Statistic & 7 Sig.
1.655 4 10 236

Tabel 4.7 Hasil Uji Homogenitas Kombinasi Ekstrak Buah Belimbing Wuluh dan
Daun Sirih Terhadap Bakteri Eescherichia coli ATCC 25922

Test of Homogeneity of Variances
Diameter Zona Hambat

Levene )
Statistic 5 gf2 Slg.
1.426 4 10 .295

Uji hipotesa dddilanjutkan dengan uji statistik One Way Anova karena uji
homogenitas dan uji normalitas telah terpenuhi. Hasil uji One Way Anova
menunjukkan terdapat perbedaan yang nyata (p<0,05) pada rata-raata
diameter zona hambat dengan nilai signifikansi p=0,000. Dapat disimpulkan
bahwa terdapat pengaruh variasi konsentrasi kombinasi ekstrak buah
belimbing wuluh dan daun sirih terhadap pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus ATCC 25923 dan Escherichia coli ATCC 25922.
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Tabel 4.8 Hasil Uji One Way Anova Kombinasi Ekstrak Buah Belimbing Wuluh
dan Daun Sirih Terdahap Bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923

ANOVA
Diameter Zona Hambat

Sum of Mean )

Squares df Square F Sig.
By 1820.785 4 455196 27895 4oo
Groups 35
Within 1,632 10 163
Groups
Total 1822.417 14

Tabel 4.9 Hasil Uji One Way Anova Kombinasi Ekstrak Buah Belimbing Wuluh
dan Daun Sirih Terdahap Bakteri Escherichia coli ATCC 25922

ANOVA
Diameter Zona Hambat

Sum of Mean .

Squares f Square i Slg.
S 1013515 4 253379 193129 4
Groups 85
Within 165 10 017
Groups
Total 1013.681 14

Penguiaan dilanjutkan dengan uji Duncan. Hasil uji Duncan pada bakteri
Staphylococcus aureus ATCC 25923 menunjukkan bahwa variasi konsentrasi
berbeda signifikan dan yang mendekati nilai dari kontrol positif adalah
konsentrasi 100% dengan nilai sig 25,9 sehingga konsentrasi optimum dari
aktivitas antibakteri kombinasi ekstrak buah belimbing wuluh dan daun sirih
terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 adalah konsentrasi
100%.
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Tabel 4.10 Hasil Uji Duncan Kombinasi Ekstrak Buah Belimbing Wuluh dan
Daun Sirih Terdahap Bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923

Diameter Zona Hambat

Variasi N Subset for alpha = 0.05
Konsentrasi 1 2 3 4 5
Kontrol Negatif 3 .0000
Konsentrasi 3 15.843
10% 3
Konsentrasi 3 21.500
Dunca  50% 0
n? Konsentrasi 3 25.943
100% 3
Kontrol Positif 8 32'472
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
Tabel 4.11 Hasil Uji Duncan Kombinasi Ekstrak Buah Belimbing Wuluh dan
Daun Sirih Terdahap Bakteri Escherichia coli ATCC 25922
Diameter Zona Hambat
Variasi Subset for alpha = 0.05
Konsentrasi 1 2 3 4 5
Kontrol Negatif 3 .0000
Konsentrasi
10% 3 9.4767
Konsentrasi 3 17.443
Dunca _ 50% 3
n? Konsentrasi 3 20.333
100% 3
Kontrol Positif 3 22'332

Sig.

1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

Hasil uji Duncan pada bakteri Escherichia coli ATCC 25922
menunjukkan bahwa variasi konsentrasi bebedda signifikan dan yang
mendekati nilai dari kontrol positif adalah konsentrasi 100% dengan nilai sig

20,3 sehingga konsentrasi optimum dari aktivitas antibakteri kombinasi
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ekstrak buah belimbing wuluh dan daun sirih terhadap bakteri Escherichia
coli ATCC 25922 adalah konsentrasi 100%.

Hasil konsentrasi optimum pada bakteri Staphylococcus aureus ATCC
25923 dan Escherichia coli ATCC 25922 yaitu padaa konsentrasi 100%
dimana paaada konsentrasi tersebut zona hambat bakteri yang dihasilkan
adalah yang paling besar. Hal tersebut dapat disebabkan karena konsentrasi
ekstrak memenuhi kecepatan difusi zat berkhasiat. Apabila konsentrasi
ekstrak semakin besar, maka proses difusi juga semakin cepat, sehingga
semakin besar daya antibakteri dan semakin luas diameter zona hambat yang
dihasilkan (Andries et al., 2014).

Metode hidroekstraksi kombinasi ekstrak buah belimbing wuluh dan
daun sirih belum efektif dalam menghambat bakteri Staphylococcus aureus
ATCC 25923 dan Escherichia coli ATCC 25922 jika dibandingkan dengan
metode lain. Salah satu penyebabnya yaitu menggunakan pelarut aquadest
dimana sifat dari aquadest yaitu mudah ditumbuhi jamur. Selain itu dapat
dikarenakan pada metode maserasi masing-masing ekstrak tunggal buah
belimbing wuluh dan daun sirih mampu menghambat bakteri Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli dalam kategori kuat dengan konsentrasi yang
lebih rendah (Bagus et al., 2022). Namun uji aktivitas antibakteri kombinasi
ekstrak buah belimbing wuluh dan daun sirih belum pernah dilakukan selain
menggunakan metode hidroekstraksi, sehingga perlu dilakukan uji aktivitas
antibakteri 'kombinasi ekstrak buah belimbing wuluh dan daun sirih

menggunakan metode maserasi ataupun metode yang lainnya.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan pada penelitian ini dapat

diambil kesimpulan sebagai berikut :

1. Variasi suhu kombinasi ekstrak buah belimbing wuluh dan daun sirih

menunjukkan bahwa pemanasan optimum terdapat pada suhu 50°C
yang menunjukkan bahwa memiliki aktivitas antibakteri terhadap
bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 dan Escherichia coli
ATCC 25922 pada uji antibakteri.

Kombinasi ekstrak buah belimbing wuluh dan daun sirih pada suhu
50°C memiliki daya hambat optimum pada konsentrasi 100% dengan
diameter hambat Staphylococcus aureus ATCC 25923 sebesar 25,5
mm yang termasuk dalam kategori sangat kuat dan pada konsentrasi
100% dengan diameter hambat Escherichia coli ATCC 25922 sebesar
20,17 mm yang termasuk dalam kategori kuat.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan dapat ditarik saran

sebagai berikut :

1.

Diharapkan adanya penelitian aktivitas antibakteri kombinasi ekstrak
buah belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi L.) dan daun sirih (Piper

betle) secara in vivo.

Dilakukan uji aktivitas antibakteri kombinasi ekstrak buah belimbing

wuluh dan daun sirih dengan menggunakan metode maserasi.

Identifikasi jumlah senyawa menggunakan LC-MS.
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Lampiran 1. Hasil Determinasi Buah Belimbing Wuluh (Averrhoa bilimbi L.)

PEMERINTAH PROVINSI JAWA TIMUR

DINAS KESEHATAN
UPT LABORATORIUM HERBAL |
MATERIA MEDICA BATU %,
J1. Lahor 87 Kota Batu Ay
J1. Raya 228 Kejayan Kabupaten Pasuruan AT
J1. Kolonel Sugiono 457 — 459 Kota Malang
Email : materiamedicabatu@jatimprov.go.id
Nomor 1 074/ 481/ 102.20-A/ 2022
Sifat : Biasa
Perihal . Determinasi Tanaman Belimbing Wuluh
Memenuhi permohonan saudara :

Nama : Apt. DARA PRANIDYA TILARSO, M.Farm
NIM/NIK - 18.01.89.15
Fakultas : FARMASI, STIKES KARYA PUTRA BANGSA
1. Perihal determinasi tanaman belimbing wuluh

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Sub divisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Bangsa : Geraniales

Suku : Oxalidaceae

Marga : Averrhoa

Jenis : Averrhoa bilimbi 1.

Nama Daerah : Limeng, selimeng, thlimeng (Aceh); balimbieng (Minangkabau); belimbing asam

(Melayu); Balimbing (Lampung); calincing, balingbing (Sunda); belimbing wuluh
(Jawa); bhalingbhing bulu (Madura); blingbing buloh (Bali).

Kunci Determinasi  : 1b-2b-3b-4b-6b-7b-9b-10b-11b-12b-13b-14a-15b-197b-208b-219b-220b-224b-
225b-225b-227b-229b-230b-234b-235b-236b-237b-238b:Oxalidaceae-a: Averrhoa-
1b:A.bilimbi.

2. Morfologi . Habitus: Pohon, tinggi 5-10 m. Batang: Tegak, bercabang-cabang, permukaan
kasar, banyak tonjolan, hijau kotor. Daun: Majemuk, menyirip, anak daun 25-45 helai, bulat telur, ujung
meruncing, pangkal membulat, panjang 7-10 cm, lebar 1-3 cm, bertangkai pendek, pertulangan menyirip,
hijau muda, hijau. Bunga: Majemuk, bentuk malai, pada tonjolan batang dan cabang, menggantung,
panjang 5-20 cm, kelopak + 6 mm, merah, daun mahkota bergandengan, bentuk lanset, ungu. Buah: Buni,
bulat, panjang 4-6 cm, hijau kekuningan. Biji: Lanset atau segi tiga, masih muda hijau setelah tua kuning
kehijauan. Akar: Tunggang, coklat kehitaman.

3. Bagian yang digunakan . Buah.

4. Penggunaan - Penelitian.

5. Daftar Pustaka

e Van Steenis, CGGJ. 2008. FLORA: untuk Sekolah di Indonesia. Pradnya Paramita, Jakarta.

Demikian surat keterangan determinasi ini kami buat untuk dipergunakan sebagaimana mestinya.

Batu, 07 Juli 2022

P 19680203 199203 1 004
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Lampiran 2. Hasil Determinasi Daun Sirih (Piper betle)

PEMERINTAH PROVINSI JAWA TIMUR

DINAS KESEHATAN 2
UPT LABORATORIUM HERBAL X
MATERIA MEDICA BATU @9
JI. Lahor 87 Kota Batu ATERAA REDICA

J1. Raya 228 Kejayan Kabupaten Pasuruan AT
JI. Kolonel Sugiono 457 — 459 Kota Malang
Email : materiamedicabatu@jatimprov. go.id

Nomor : 074/ 480/ 102.20-A/ 2022
Sifat : Biasa
Perihal : Determinasi Tanaman Sirih Hijau
Memenuhi permohonan saudara :
Nama : Apt. DARA PRANIDYA TILARSO, M.Farm
NIM/NIK :18.01.89.15
Fakultas : FARMASI, STIKES KARYA PUTRA BANGSA
1. Perihal determinasi tanaman sirih hijau
Kingdom : Plantae
Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Kelas : Dicotyledonae
Bangsa : Piperales
Suku : Piperaceae
Marga : Piper
Jenis : Piper betle L.
Nama Umum : Sirih hijau.
Kunci Determinasi ; 1b-2b-3b-4b-6b-7b-9a-4 1 b-42b-43b-54b-59b-6 1 b-62b-63a-64a: Piperaceac-
la:P.betle.
2. Morfologi : Habitus: Perdu, merambat. Batang: Berkayu, bulat, berbuku-buku, beralur, hijau.

Daun: Tunggal, bulat panjang, pangkal bentuk jantung, ujung meruncing, tepi rata, panjang 5-8 cm, lebar 2-5
cm, bertangkai, permukaan halus, pertulangan menyirip, hijau, hijau tua. Bunga: Majemuk, bentuk bulir,
daun pelindung =1 mm, bentuk bulat panjang, bulir jantan panjang 1,5-3 cm, benang sari dua, pendek. bulir
betina panjang 1,5-6 cm, Kelapa putik tiga sampai lima, putih, hijau kekuningan. Buah: Buni, bulat, hijau
keabu-abuan. Akar: Tunggang, bulat, coklat kekuningan.
3. Bagian yang digunakan : Daun.
4. Penggunaan : Penelitian.
5. Daftar Pustaka
* Anonim. 1980. Materia Medica Indonesia “Jilid IV"'. Departemen Kesehatan Republik Indonesia.
¢ Van Steenis, CGGJ. 2008. FLORA, untuk Sekolah di Indonesia. Pradnya Paramita, Jakarta.

Demikian surat keterangan determinasi ini kami buat untuk dipergunakan sebagaimana mestinya.

Batu, 07 Juli 2022

®@ Watermarkly
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Lampiran 3. Dokumentasi Penelitian

Pemotongan Daun Sirih Pemotongan Belimbing Wuluh

®@ Watermarkly
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Proses Hidroekstraksi

Proses Penyaringan Pembuatan Variasi Konsentrasi

® Watermarkly
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Hasil Skrining Ekstrak

Uji Skrining Fitokimia Flavonoid

(60°C) (90°C)

® Watermarkly
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Uji Skrining Fitokimia Tanin

(40°C) (50°C)

® Watermarkly
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(60°C) (90°C)

Uji Skrining Fitokimia Terpenoid
(40°C)

(50°C)

@ Watermarkly
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(60°C) (90°C)
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Uji Aktivitas Antibakteri Staphylococcus aureus

o L
- . |

(b)

Suhu 40°

(d)

Suhu 90°

®@ Watermarkly
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Uji Aktivitas Antibakteri Escherichia coli
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Lampiran 5. Perhitungan Bahan
1. Perhitungan konsentrasi

a. Konsentrasi 10 %

v, x C,
C> = Vs

x x 100%G
10% = 10mlL
100mL =100 x x mL

=1 mL larutan N 10 mL

b. Konsentrasi 50%

v, X €
Co = Va

x » 100%
50% = 10k

500 mL =100 x x mL

=5mL larutan N 10 mL

c. Konsentrasi 100%

W= 0
C = Vs

x % 100%
100% = 10mlL

1000 mL =100 % x mL
=10 mL larutan N 10 mL
2. Perhitungan media

a. Perhitungan media Nutrient Broth (NB)

83



84

BEM

m % Volume

Bobot NB

8
— 1000 * 40mlL = 0,32 gr

b. Perhitungan media Nutrient Agar (NA)

BEM

m * Volume

Bobot NB

20

N m xSﬂmLzlgr

3. Perhitungan kloramfenikol Sebagai Kontrol Positif

0,01 mg/10 mL

1gr
:I_%:_E
100 mL

1000 mg u
500 mg " rata — rata berat kloramfenikol

1000 mg 1
500 mg 584 mg

1000 mg X 584 mg

v 500 mg
=1,168 mg
1,168 mg
b= 100mg
= 11,68 mg/mL
Diketahui :

M1 =11,68 mg/mL
M2 = 0,01 mg

V2=10mL

Watermarkly



V1i="2
V1xM1=V2x M2
V1 x 11,68 mg/mL =10 mL x 0,01 mg

0,1
V1=
11,68

= 0,0086 mL add aquadest 10 mL
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Lampiran 6 Analisis Hasil

1. Uji Normalitas Staphylococcus aureus

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Diameter
Zona

Hambat
N 15
Mean 19.1527
Normal Parameters®®  Std. 11.40932

Deviation

Absolute .169
I\Dﬂi??(:ri)rizfsme Positi\_/e .o
Negative -.169
Kolmogorov-Smirnov Z .654
Asymp. Sig. (2-tailed) .786

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.

2. Uji Normalitas Escherichia coli

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Diameter Variasi
Zona Konsentrasi
Hambat
N 15 15
Mean 13.9173 3.00
Normal Parameters®®  Std. 8.50916 1.464
Deviation
Absolute .256 153
'\D"i‘%’fsér'é;‘tcreesme Positive 157 153
Negative -.256 -.153
Kolmogorov-Smirnov Z 991 592
Asymp. Sig. (2-tailed) .280 875

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.
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3. Uji Homogenitas Staphylococcus aureus

Test of Homogeneity of VVariances
Diameter Zona Hambat

Levene dfl df2 Sig.
Statistic
1.655 4 10 236

4. Uji Homogenitas Escherichia coli

Test of Homogeneity of Variances
Diameter Zona Hambat

87

Levene dfl df2 Sig.
Statistic
1.426 4 10 295
5. ANOVA Staphylococcus aureus
ANOVA
Diameter Zona Hambat

Sum of df Mean F Sig.

Squares Square
Between 1820.785 4 455.196 | 2789.535 .000
Groups
Within Groups 1.632 10 163
Total 1822.417 14

6. ANOVA Escherichia coli
ANOVA
Diameter Zona Hambat

Sum of df Mean F Sig.

Squares Square
Between 1013.515 4 253.379(15312.985 .000
Groups
Within Groups .165 10 017
Total 1013.681 14




Dependent Variable:

7. Uji LSD Staphylococcus aureus

Multiple Comparisons

Diameter Zona Hambat

88

50%

(1) Variasi (J) Variasi Mean Std. Error | Sig. | 95% Confidence Interval
Konsentrasi  Konsentrasi | Difference Lower Upper
(1) Bound Bound
Konsentrasi | -5.65667" .32983 .000 -6.3916 -4.9218
50%
Konsentrasi | -10.10000" .32983 .000 -10.8349 -9.3651
Konsentrasi  100%
10% Kontrol -16.63333" .32983 .000 -17.3682 -15.8984
Positif
Kontrol 15.84333" .32983 .000 15.1084 16.5782
Negatif
Konsentrasi 5.65667" .32983 .000 49218 6.3916
10%
Konsentrasi -4.44333" .32983 .000 -5.1782 -3.7084
Konsentrasi  100%
50% Kontrol -10.97667" .32983 .000 -11.7116 -10.2418
Positif
Kontrol 21.50000" .32983 .000 20.7651 22.2349
Negatif
Konsentrasi | 10.10000" .32983 .000 9.3651 10.8349
LSD e
Konsentrasi 4.44333" .32983 .000 3.7084 5.1782
Konsentrasi  50%
100% Kontrol -6.53333" .32983 .000 -7.2682 -5.7984
Positif
Kontrol 25.94333" .32983 .000 25.2084 26.6782
Negatif
Konsentrasi | 16.63333" .32983 .000 15.8984 17.3682
10%
Konsentrasi | 10.97667" .32983 .000 10.2418 11.7116
Kontrol 50%
Positif Konsentrasi 6.53333" .32983 .000 5.7984 7.2682
100%
Kontrol 32.47667" .32983 .000 31.7418 33.2116
Negatif
Konsentrasi | -15.84333" .32983 .000 -16.5782 -15.1084
Kontrol 10%
Negatif Konsentrasi | -21.50000" .32983 .000 -22.2349 -20.7651
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Konsentrasi | -25.94333" .32983 .000 -26.6782 -25.2084 |
100%
Kontrol -32.47667" .32983 .000 -33.2116 -31.7418
Positif
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
8. Uji LSD Escherichia coli
Multiple Comparisons
Dependent Variable: Diameter Zona Hambat
() Variasi (J) Variasi Mean Std. Sig. 95% Confidence
Konsentrasi  Konsentrasi Difference | Error Interval
(1-J) Lower Upper
Bound Bound
Konsentrasi -7.96667°| .10503 .000 -8.2007 -7.7326
50%
Konsentrasi  Konsentrasi -10.85667"| .10503 .000 -11.0907| -10.6226
10% 100%
Kontrol Positif | -12.85667"| .10503 .000 -13.0907| -12.6226
Kontrol Negatif 9.47667°| .10503 .000 9.2426 9.7107
Konsentrasi 7.96667°| .10503 .000 7.7326 8.2007
10%
Konsentrasi Konsentrasi -2.89000°| .10503 .000 -3.1240( -2.6560
50% 100%
Kontrol Positif -4.89000°| .10503 .000 -5.1240( -4.6560
Kontrol Negatif | 17.44333"| .10503 .000 17.2093| 17.6774
Konsentrasi 10.85667°| .10503 .000 10.6226| 11.0907
LSD 10%
Konsentrasi = Konsentrasi 2.89000"| .10503 .000 2.6560 3.1240
100% 50%
Kontrol Positif -2.00000°| .10503 .000 -2.2340( -1.7660
Kontrol Negatif | 20.33333"| .10503 .000 20.0993| 20.5674
Konsentrasi 12.85667"| .10503 .000 12.6226| 13.0907
10%
Konsentrasi 4.89000"| .10503 .000 4.6560 5.1240
Kontrol 50%
Positif Konsentrasi 2.00000°| .10503| .000|  1.7660|  2.2340
100%
Kontrol Negatif | 22.33333"| .10503 .000 22.0993| 22.5674
Kontrol Konsentrasi -9.47667°| .10503 .000 -9.7107 -9.2426
Negatif 10%
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Konsentrasi -17.44333"| .10503 000 -17.6774( -17.2093
50%
Konsentrasi -20.33333"| .10503 .000| -20.5674| -20.0993
100%
Kontrol Positif | -22.33333"| .10503 000| -22.5674| -22.0993
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
9. Uji Duncan Staphylococcus aureus
Diameter Zona Hambat
Variasi N Subset for alpha = 0.05
Konsentrasi 1 2 3 4 5
Kontrol Negatif 3 .0000
Konsentrasi 10% 3 15.8433
DUncan® Konsentras? 50% 3 21.5000
Konsentrasi 100% 3 25.9433
Kontrol Positif 3 32.4767
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
10. Uji Duncan Escherichia coli
Diameter Zona Hambat
Variasi N Subset for alpha = 0.05
Konsentrasi 1 2 3 4 5
Kontrol Negatif 3 .0000
Konsentrasi 10% 3 9.4767
DUncan® Konsentrasi 50% 3 17.4433
Konsentrasi 100% 3 20.3333
Kontrol Positif 3 22.3333
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.




