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Daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) merupakan salah satu tanaman herbal
berkhasiat sebagai obat yang telah dimanfaatkan oleh masyarakat untuk mengobati
penyakit. Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui bagaimana
kemampuan menghambat dan konsentrasi hambat minimum (KHM) dari ekstrak
etanol daun pacar kuku terhadap bakteri Salmonella typhi ATTC 14028 dan
Staphylococcus aureus ATTC 25923 menggunakan metode Kirby Bauer, dengan
variasi konsentrasi ekstrak 40%, 45%, 50%, 55%, 60%. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun pacar kuku memiliki kemampuan dalam
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Analisis One Way Anova menunjukkan nilai p = 0,005 yang berarti pengaruh
signifikan dari ekstrak etanol daun pacar kuku terhadap Salmonella typhi ATTC
14028 dan hasil analisis Kruskal-Wallis menunjukan nilai p = 0,005 yang
menunjukkan signifikan dari ekstrak etanol daun pacar kuku terhadap Staphylococcus
aureus ATTC 25923.
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Pacar kuku leaves (Lawsonia inermis Linn.) is one of the herbal plants that have
medicinal properties that have been used by the community to treat diseases. This
study was conducted with the aim of knowing how the inhibition ability and
minimum inhibitory concentration (MIC) of the ethanol extract of pacar kuku leaves
against Salmonella typhi ATTC 14028 and Staphylococcus aureus ATTC 25923
using the Kirby Bauer method, with variations in extract concentrations of 40%, 45%,
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antibacterial concentration was the MIC value. Concentration of 40% was MIC
against S. typhi and S. aureus bacteria with inhibition zone diameters of 4.65+0.50
mm were categorized as weak and 8.66+0.50 mm were categorized as moderate. One
Way Anova analysis showed p value = 0.005 which means a significant effect of
ethanol extract of pacar kuku against Salmonella typhi ATTC 14028 and the results
of Kruskal-Wallis analysis showed p value = 0.005 which indicated a significant
effect of ethanol extract of pacar kuku against Staphylococcus aureus ATTC 25923.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit infeksi masih menjadi problem kesehatan yang serius di Indonesia
bahkan di seluruh dunia karena angka kasus penyakitnya masih tergolong tinggi.
Diare merupakan gejala utama dari foodborne illness menempati peringkat pertama
penyakit pada sistem pencernaan di Indonesia. Penyakit diare merupakan penyakit
endemis yang berpotensi menimbulkan Kejadian Luar Biasa (KLB) dan masih
menjadi penyumbang angka kematian di Indonesia terutama pada balita (Kemenkes
RI, 2020). Cakupan pelayanan penderita diare di Indonesia tahun 2021 pada semua
umur sebesar 33,6% dan pada balita sebesar 23,8% dari sasaran yang ditetapkan
(Kemenkes RI, 2022). Hampir 1,7 miliar kasus diare terjadi pada anak -anak dengan
angka kematian sekitar 525.000 pada anak balita di setiap tahunnya (World Health
Organizations, 2017).

Kasus kejadian diare di Indonesia menurut Riset Kesehatan Dasar (2018)
dalam angka, prevalensi diare berdasarkan riwayat diagnosis nakes dan/atau gejala
terdapat sebanyak 1.017.290 kasus, dengan angka kasus diare paling tinggi terjadi di
Provinsi Jawa Barat sebanyak 186.809 kasus. Angka kasus diare di Indonesia
berdasarkan riset Riskesdas 2018 tercatat sebanyak anak diare golongan umur <1
tahun (9%), golongan umur 1-4 tahun (11,5%), golongan anak 5-14 tahun (6,2%)
tahun (6,2) serta golongan diare umur 15 -24 tahun (6,7%) (Kemenkes RI, 2019).
Sedangkan kasus diare di Aceh sendiri berdasarkan riwayat diagnosis nakes dan



gejala terdapat sebanyak 41.596 kasus angka kejadian diare di Provinsi Aceh dengan
tertinggi mencapai 4.819 kasus di Aceh Utara. Sekelompok umur yang mengalami
diare yaitu 5-14 tahun yang dominasinya jenis kelamin perempuan sebanyak 20.845
kasus (Riskesdas, 2018).

Kejadian diare dapat disebabkan oleh beberapa faktor yaitu kurang
tersedianya air bersih, tempat pembuangan tinja yang kurang higienis, kebersihan
lingkungan dan perorangan yang rendah serta makanan yang tidak higienis. Secara
medis penyebab diare juga dapat digolongkan menjadi enam diantaranya karena
alergi, infeksi, malabsorbsi, keracunan, immunodefinisit serta penyebab lainnya
(Ginting, 2018). Selain faktor lingkungan diare, juga dapat disebabkan oleh beberapa
bakteri patogen. Beberapa contoh bakteri patogen yang berpengaruh terhadap
kesehatan masyarakat dan menjadi penyebab diare di Indonesia berasal dari golongan
E. coli, Shigella, Campylobacter, Salmonella, Vibrio cholera dan Staphylococcus
aureus. Berdasarkan keterangan dari beberapa rumah sakit untuk kasus diare di
Indonesia bakteri penyebab diare diantaranya Shigella, Salmonella, Campylobacter
jejuni, Escherichia coli, dan Entamoeba histolytica (Hibatullah, 2021).

Diare termasuk ke dalam penyakit yang disebabkan oleh infeksi bakteri
Salmonella typhi. Hal ini menjadi masalah yang besar karena penjangkitan
Salmonellosis umum terjadi pada media makanan yang tidak higienis, bahkan sering
terjadi dan manusia tidak memperhatikannya (Momani et al., 2018). Apabila bakteri
ini terlanjur masuk ke dalam tubuh manusia melalui makanan atau minuman yang
terkontaminasi, maka akan berpeluang besar terjadinya infeksi akut pada usus halus
(Hardianto, 2019).

Infeksi yang disebabkan oleh bakteri S. typhi merupakan penyakit patogen
enterik primer yang dapat menyerang manusia dan hewan. Sampai saat ini penyebab
paling umum keracunan makanan oleh spesies Salmonella disebabkan oleh
Salmonella typhi. Infeksi S. typhi bermanifestasi selama 48 jam sesudah menyantap
makanan yang terkontaminasi, gejala yang muncul berupa mual, muntah, dan diare
(Kasim, 2020). Kasus demam typhoid akibat infeksi bakteri S. typhi tergolong sangat
tinggi, WHO (2017) melaporkan 11-20 juta orang di berbagai belahan dunia



terjangkit infeksi ini bahkan 128.00-161.000 diantaranya meninggal dunia. Badan
Pengawasan Obat dan Makanan melakukan kajian resiko mikrobiologi kuantitatif S.
typhi pada produk ayam goreng pada tahun 2016, dengan 106 sampel ayam goreng
diisolasi DNAnya terdeteksi 42% positif S. Typhi. Keberadaan S. typhi di berbagai
tempat dan makanan dapat memiliki risiko yang berpotensi mengancam kesehatan
masyarakat. Selain itu, kelompok yang memiliki risiko tinggi yaitu pada ibu hamil,
bayi, balita, lansia dan orang yang sakit (Zelpina et al., 2020).

Selain bakteri Gram negatif yang menyebabkan infeksi pencernaan penyebab
diare, terdapat juga bakteri Gram positif yang bersifat patogen yaitu bakteri
Staphylococcus aureus. Bakteri ini termasuk ke dalam salah satu bakteri patogen
penyebab diare, bakteri S. aureus sering didapati di area kulit manusia, bakteri S.
aureus termasuk bakteri patogen yang mempunyai peluang besar penyebab keracunan
pada manusia melalui makanan yang terkontaminasi, penularannya bisa terjadi jika
pangan tersebut kontak langsung dengan manusia selama proses penanganan,
penyimpanan, pengolahan serta penyajiannya (Mustopa et al., 2018). Penelitian
Suroto dan Lestanto (2021) menyatakan terdapat dua sampel (6,66%) praktik food
hygiene dari pekerja warung yang positif mengandung bakteri S. aureus setelah
dilakukan pemeriksaan mibrobiologi (swab telapak tangan). Keracunan yang
diakibatkan oleh bakteri ini termasuk kasus intoksikasi karena racun yang diproduksi
oleh bakteri S. aureus berupa enterotoksin stafilokoki apabila tertelan oleh manusia
dapat menyebabkan infeksi dengan gejala awal mual, muntah, kram perut, lemas, lesu
serta diare (lzudin et al., 2020).

Pengobatan yang lazim masyarakat konsumsi untuk mengatasi infeksi bakteri
penyebab diare adalah dengan menggunakan bahan alami. Meskipun pengobatan
modern telah berkembang, namun pengobatan tradisional masih diminati oleh
masyarakat. Masyarakat lebih memilih menggunakan obat herbal karena selain
harganya lebih relatif murah, juga mudah diperoleh di lingkungan sekitar serta efek
samping yang muncul relatif lebih kecil dibandingkan dengan obat kimia (Priandi et
al., 2019). Beberapa tanaman yang dimanfaatkan masyarakat untuk mengatasi diare

diantaranya yaitu daun mimba, daun senggani, rimpang kunyit, kulit buah melinjo,



daun remek daging, daun jambu biji, serta daun ciplukan (Mutmainah dan warditiani,
2022).

Tindakan preventif dilakukan terlebih dahulu sebagai upaya strategi terapi
untuk diare seperti menerapkan kebersihan lingkungan yang dapat menghindari
penularan, contohnya mencuci tangan, sanitasi air dan penanganan makanan secara
ketat (Jayanto et al., 2020). Dari segi medis, perlu cara yang cepat dan tepat untuk
menurunkan angka kematian akibat diare, pengobatan utama dalam penatalaksanaan
penyakit infeksi adalah memberikan antibiotik (Trisnowati et al., 2017). Penggunaan
antibiotik yang kurang tepat dalam pengobatan diare mengakibatkan kasus resistensi
meningkat. Resistensi bakteri, terlebih lagi multi drug resistance menjadi suatu
permasalahan yang susah diatasi dalam pengobatan pasien. Bakteri menjadi resisten
dikarenakan penggunaan antibiotik dengan kadar yang tidak sesuai, jenis, dan masa
pemberian yang lama (Latifah et al., 2022).

Penggunaan antibiotik yang tidak rasional dan tidak terkendali merupakan
sebab utama penyebaran resistensi antibiotik secara global, sehingga terjadi bakteri
yang multiresisten terhadap sekelompok antibiotik (Niasono et al., 2019). Masalah ini
dapat diatasi dengan cara alternatif yaitu menggunakan bahan antibakteri yang
bersumber dari tanaman obat. Daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) atau biasa
disebut daun inai biasanya sering dimanfaatkan masyarakat untuk menghiasi kuku
serta tangan saat pernikahan atau bisa digunakan untuk mewarnai rambut secara
alami, tanaman ini juga mengandung khasiat sebagai obat (Kussanti, 2022).

Tanaman pacar kuku atau biasa disebut tanaman inai mengandung banyak
manfaat diantaranya anti-iritan, karsinogenik, antioksidan, analgetik, antipiretik serta
antimikroba. Selain itu, tanaman ini memiliki khasiat sebagai antirheumatic, anti
diabetic agent serta anti neuralgic agent. Beberapa penelitian yang telah dilakukan,
terbukti bahwa fenol yang terkandung dalam tanaman ini memiliki daya antioksidan
(Husni et al., 2018). Berdasarkan penelitian oleh Devi dan Mulyani (2017) dilaporkan
ekstrak etanol dari daun pacar kuku mempunyai daya kemampuan antibakteri
terhadap Pseudomonas aeruginosa dengan konsentrasi 100% yang tergolong ke

dalam kategori sangat kuat yaitu rata-rata zona hambatnya paling besar 21,6 mm.



Toksisitas bahan antimikroba yang dimiliki daun pacar kuku (Lawsonia
inermis Linn.) dapat diketahui dari beberapa penelitian yang telah dilakukan. Diduga
bahan antibakteri yang dihasilkan dari tanaman ini berupa senyawa utama lawson.
Ekstrak daun pacar kuku yang kental juga terbukti mampu menghambat pertumbuhan
bakteri Pseudomonas aeruginosa, ekstrak etanol 96% daun pacar kuku dapat
menghambat bakteri dengan kategori sedang, rata-rata zona hambat sebesar 8,6 mm
dikonsentrasi 25% (Devi dan Mulyani, 2017).

Dalam menghambat aktivitas pertumbuhan mikroba, kemampuan senyawa
antimikroba dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor, salah satunya konsentrasi bahan
antimikroba. Bakteri akan cepat terbunuh jika konsentrasi yang digunakan semakin
berkadar konsentrasi tinggi. Semakin bertambah besarnya konsentrasi bahan
antimikroba maka zona hambat akan semakin besar pula terbentu. Selain dari itu
bahan antimikroba yang digunakan memiliki spectrum luas (broad spectrum
antibiotic), tidak memunculkan mikroba resisten dan mempunyai toksisitas selektif
yang bersifat relatif yaitu di konsentrasi tertentu sudah bisa ditoleransi oleh inang
mikroba dan sudah dapat merusaknya (ldhil, 2018). Konsentrasi hambat minimum
(KHM) merupakan salah satu cara untuk mengetahui toksisitas selektif bahan aktif
antimikroba. KHM juga bisa dikatakan sebagai karakteristik konsentrasi minimum
sebagai obat anti mikroba terhadap bakteri patogen yang dapat menghambat
mikroorganisme 18-24 jam setelah masa inkubasi (Ramschie et al., 2017)

Konsentrasi hambat minimum (KHM) dari berbagai tanaman obat telah
banyak diteliti. Isa et al., (2019) menyatakan KHM ekstrak etanol daun pacar kuku
bisa menghambat pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, dari penelitian tersebut didapatkan KHM terhadap bakteri tersebut
masing-masing sebesar 7 mm pada konsentrasi 200mg/ml. Dari penelitian yang
pernah dilakukan membuktikan bahwa konsentrasi hambat minimum (KHM) dari
bahan aktif mikroba yang dimiliki tanaman berbeda-beda. Penelitian mengenai
konsentrasi hambat minimum (KHM) ekstrak etanol daun pacar kuku (Lawsonia
inermis Linn.) terhadap pertumbuhan bakteri S. typhi dan S. aureus menggunakan

metode Kirby- Bauer sampai sekarang ini masih belum diketahui.



Berdasarkan latar belakang di atas, maka peneliti tertarik untuk melakukan
penelitian dengan judul “Uji Aktivitas Antibakteri Etanol Daun Pacar Kuku
(Lawsonia inermis Linn.) Terhadap Bakteri Salmonella typhi dan
Staphylococcus aureus”, dengan tujuan untuk menguji dan menentukan aktivitas
antibakteri dari ekstrak etanol daun pacar kuku terhadap bakteri mikroba infeksi
penyakit diare S. typhi dan S. aureus.

1.2 Rumusan Masalah

Adapun yang menjadi rumusan masalah penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Bagaimana kemampuan menghambat ekstrak etanol daun pacar kuku
(Lawsonia inermis Linn.) terhadap pertumbuhan bakteri S. typhi dan S.
aureus?

2. Berapa konsentrasi hambat minimum (KHM) ekstrak etanol daun pacar kuku
(Lawsonia inermis Linn.) terhadap pertumbuhan bakteri S. typhi dan S.
aureus?

1.3 Tujuan Penelitian

Adapun yang menjadi tujuan pada penelitian ini adalah untuk mengetahui
bagaimana kemampuan menghambat dan konsentrasi hambat minimum (KHM)
ekstrak etanol daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) terhadap bakteri Salmonella
typhi dan Staphylococcus aureus.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk mendapatkan konsentrasi minimum
ekstrak daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) yang efektif untuk menghambat
pertumbuhan bakteri S. typhi dan S. aureus yang menyebabkan penyakit infeksi
penyebab diare. Memberikan informasi ilmiah bidang ilmu mikrobiologi serta
memberikan manfaat bagi mahasiswa dalam pengembangan ilmu biologi serta bisa
memberi wawasan kepada masyarakat tentang pentingnya bahan alam dijadikan
obat untuk menyembuhkan bermacam-macam penyakit.
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11.1 Deskripsi Daun Pacar Kuku (Lawsonia inermis Linn.)

Tanaman pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) merupakan tanaman tahunan
yang umumnya dikenal sebagai henna. Tanaman ini biasanya dibudidayakan oleh
petani untuk keperluan kosmetik dan farmasi. Tanaman pacar kuku termasuk
tumbuhan berbunga, dari genus Lawsonia dari famili Lythraceae berspesies tunggal,
tumbuhan ini biasanya tumbuh di daerah tropis dan subtropis. Tanaman ini berasal
dari Afrika Utara dan Asia Tenggara dan sering dibudidayakan sebagai tanaman hias
di seluruh India, Persia, dan di sepanjang Pantai Afrika Laut Mediterania (Ponugoti,
2018). Di Indonesia tanaman ini dikenal dengan nama yang beragam, diantaranya oen
gaca ineng (Aceh), ine (Batak), inae batang (Minangkabau), pacar (Madura), kayu
laka (Manado), laka kahori (Tidore), pacar kuku (Jawa Tengah dan Sunda), kacar

(Gayo), inai parasi (Sumatera), pacel (Bugis), kolondigi (Ternate), bunga jari

(Halmahera) dan tilangga tutu (gorontalo) (Devi dan Mulyani, 2017).

N

Gambar 11.1 Daun Pacar
Sumber : Dokumentasi pribadi



11.2 Klasifikasi Ilmiah Tanaman Pacar Kuku (Lawsonia inermis Linn.)
Menurut Global Biodiversity Information Facility (2017), secara sistematika

klasifikasi tanaman pacar kuku diantaranya:

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida

Ordo : Myrtales

Family : Lythraceae

Genus : Lawsonia

Spesies : Lawsonia inermis Linn.

I1. 3 Morfologi Tumbuhan Pacar Kuku (Lawsonia inermis Linn.)

Tanaman pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) termasuk jenis tanaman perdu
yang bercabang banyak dan berpohon kecil, tanaman pacar kuku (Lawsonia inermis
Linn.) tergolong tumbuhan semak belukar, bercabang banyak dengan cabangnya kecil
berduri, dengan ukuran tinggi pohon 2 sampai 6 m. Tanaman ini berakar tunggang
yang berwarna kuning muda, batangnya berkayu berbentuk bulat berwarna putih
kotor dan berduri kecil. Tanaman ini juga memiliki buah berbentuk kotak berdiameter
7,5 mm dan beruang dua. Daun pacar kuku berbentuk lonjong, bulat telur, ujung dan
pangkalnya runcing. Letaknya berhadapan dan memiliki ukuran panjang 2-4 cm dan
lebar 0,5-2 cm, pertulangannya sendiri menyirip dan berwarna hijau, tulang daunnya
terlihat di permukaan dorsal (Anggraini, 2018).

Bunga yang dimiliki tumbuhan ini berkumpul membentuk karangan bunga
yang besar, berbentuk seperti piramid. Bunga tanaman ini berukuran kecil, warnanya
berbeda-beda dan beraroma wangi, bentuk bunganya malai serta majemuk, mahkota
bunganya seperti ginjal yang berwarna merah. Buahnya berwarna hitam dan
berbentuk kotak. Pohon pacar kuku bisa mencapai ketinggian 8-10 kaki dan
masyarakat biasanya memanfaatkannya sebagai pagar. Daun pacar kuku mempunyai
substansi zat warna yang beragam diantaranya, coklat kemerahan sampai coklat

pekat, kuning dan merah (Meutia, 2020).
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Gambar 11.2 Tanaman Pacar Kuku (Lawsonia inermis Linn.)
Sumber : Napsiah dan Hipzan, 2018

I1.4 Khasiat dan Kegunaan Tanaman Pacar Kuku (Lawsonia inermis Linn.)

Tanaman pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) termasuk jenis tanaman yang
biasanya dimanfaatkan masyarakat sebagai obat tradisional, daunnya biasanya
digunakan masyarakat untuk penyembuhan pembengkakan panaritium/ruas jari di
area kulit dan luka. Selain daun, kulit batang, akar, bunga dan bijinya berpotensi
menyembuhkan berbagai penyakit seperti diare, demam, artritis, serta sakit kepala
(Usman dan Rabiu, 2018). Tanaman ini mengandung warna alami, pewarna yang
dimiliki oleh tanaman ini dikenal di seluruh dunia sebagai bahan kosmetik yang
digunakan untuk pewarnaan rambut, kuku, dan kulit serta kain. Rebusan daun pacar
kuku biasanya digunakan masyarakat sebagai obat untuk meredakan gatal dan bisul
yang diduga akibat peningkatan kadar gula darah. Masyarakat pedesaan tertentu di
Indonesia juga ada yang memanfaatkan daun ini sebagai penyembuh luka pada kulit
(Fikri dan Hayati, 2022).

Beberapa penelitian yang berhasil dilakukan menentukan bahwa ekstrak
etanol daun pacar kuku mempunyai daya hambat antibakteri yang relevan terhadap
bakteri Gram positif bahkan bakteri Gram negatif. Di negara India, masyarakat
memanfaatkan daun pacar kuku ini untuk menyembuhkan berbagai penyakit, seperti
penyakit kulit bahkan luka bakar. Biasanya daun ini diolah dengan cara

menghaluskannya terlebih dahulu kemudian ditempelkan daun yang sudah halus
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tersebut di area luka kulit yang terbakar. Penggunaan daun pacar kuku ini cukup
ampuh dalam menetralisir rasa panas pada kulit akibat luka bakar (Komala et al.,
2019).

11.5 Kandungan Senyawa Bioaktif Daun Pacar Kuku (Lawsonia inermis Linn.)

Beberapa penelitian yang telah dilaksanakan membuktikan bahwa daun pacar
kuku mengandung pewarna utama 1,4 naftokuinon dengan konsentrasi 1,0-1,4% dan
Lawson (+) 2-hidroksi. Ekstrak daun ini mengandung beberapa zat warna antara lain;
merah, jingga, kuning, coklat kemerahan sampai coklat, bahkan warna orange yang
sangat kental saat digunakan sebagai pewarna rambut, kuku, kulit, wol dan kain sutra
(Azizah, 2018). Kandungan yang dimiliki daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.)
lainnya berupa zat alkaloid serta saponin tetapi dalam jumlah yang sedikit.
Sedangkan kandungan zat flavonoid, tanin, dan polifenol dalam jumlah banyak
(Fauznah et al., 2019).

Daun inai mengandung senyawa alkaloid, asam p-coumaric, cosmosiin, 2-
methoxy-3 methyl-1,4 naphthoquinone, apigenin, glikosida, luteolin, flavonoid, 2-
hydroxy-1:4 naphthoquinone, fenol, saponin, tanin, serta minyak atsiri atau yang
biasanya dinamai dengan volatile oils (minyak terbang) karena penguapannya cukup
tinggi. Nama lain dari minyak ini yaitu essensial oil, karena memberikan aroma yang
khas pada tanaman (Meutia, 2020). Daun inai mempunyai jenis warna dasar yang
beraneka ragam mulai dari kuning tua, merah, coklat kemerahan sampai coklat pekat
dan bergundi. Didalamnya juga terkandung henna tannic acid atau biasa disebut
bahan penyamak (Azizah, 2018).

Hasil dari uji fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak dari daun pacar kuku
mengandung beragam senyawa metabolit antibakteri seperti; alkaloid, tanin,
flavonoid, steroid, terpenoid, glikosida, fitosterol, serta saponin, serta minyak atsiri
(Fauznah et al., 2019). Berbagai senyawa aktif yang terdapat dalam tanaman ini
berdaya guna sebagai bahan antibakteri dalam menghambat pertumbuhan bakteri.
Hasil penelitian uji aktivitas secara in vitro menunjukkan bahwa ekstrak etanol dari

daun pacar kuku mampu menghambat pertumbuhan bakteri positif yaitu Bacillus
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subtilis dan Corynebacterium specie, serta mampu mengambat bakteri Gram negatif
Escherichia coli, Klebsiella pnuemoniae dan Pseudomonas aeruginosa (lsa et al.,
2019).

11.6 Penyakit Diare

Diare merupakan keadaan dimana seseorang buang air besar lebih dari 4 kali
pada bayi dan lebih dari 3 kali pada anak. Konsistensi encer, dapat berwarna hijau
atau dapat pula bercampur lendir dan darah atau lendir saja. Beberapa faktor yang
menjadi penyebab timbulnya penyakit diare adalah oleh kuman melalui kontaminasi
makanan/ minuman yang tercemar tinja dan atau kontak langsung dengan penderita
diare. Bila penderita diare kehilangan banyak cairan tubuh maka hal ini dapat
menyebabkan kematian terutama pada bayi dan anak-anak di bawah usia 5 tahun
(Ariyanto dan Fatmawati, 2021). Penyebab diare biasanya akibat infeksi atau adanya
peradangan pada usus yang langsung mempengaruhi fungsi absorbsi dan sekresi
dalam enterosit. Sedangkan etiologi diare akut diakibatkan oleh beberapa variasi dari
virus, parasit dan bakteri (Asria, 2020).

Diare yang terjadi pada orang dewasa berbeda penyebabnya dengan diare
pada bayi dan anak-anak. Biasanya pada anak-anak umumnya disebabkan karena
virus, sedangkan pada orang dewasa oleh bakteri. Kejadian diare pada orang dewasa
dapat terjadi karena beberapa faktor diantaranya karena salah makan, masalah
pencernaan makanan, pemakaian obat-obatan, masalah psikis sedangkan kasus diare
pada bayi bisa terinfeksi karena tertelannya kuman ketika melewati jalan lahir yang
terdapat kuman, atau ketika kontak langsung dengan tangan yang berkuman. Anak-
anak yang sering memasukkan tangan dan mainan atau sesuatu lainnya ke dalam
mulut juga dapat memacu terjadinya diare (Hariani dan Ramlah, 2019). Penyakit
diare umumnya disebabkan karena infeksi enteral oleh berbagai mikroba patogen
yang meliputi: Salmonella, Shigella, Escherichia coli, Aeromonas, Yersinia,
Campylobacter, Enteropathogenic, Entamoeba histolytica termasuk patogen
terbanyak penyebab diare (Asria, 2018).
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Angka kejadian penyakit diare dapat diturunkan dan komplikasi dapat dicegah
dengan peningkatan pengetahuan masyarakat akan penyakit diare dan adanya upaya
pencegahan dimana salah satunya dengan perubahan perilaku hidup sehat (Haryani et
al., 2020). Strategi terapi untuk diare ialah tindakan preventif terlebih dahulu seperti
penanganan makanan yang ketat, sanitasi, air, dan praktek-praktek kebersihan
lingkungan yang dapat mencegah penularan. Jika diare menyebabkan penyakit lain,
diperlukan pengendalian kondisi primer. Jika preventif tidak berhasil dan diare masih
terjadi, tujuan terapi selanjutnya ialah mengelola diet, mencegah pengeluaran air dan
elektrolit juga gangguan asam-basa yang berlebihan, memberikan obat-obat
simtomatik (Jayanto et al., 2020).

11.7 Bakteri Penyebab Diare
11.7.1 Bakteri Salmonella typhi

Bakteri Salmonella typhi memiliki morfologi tidak berkapsul, mempunyai
fimbria tetapi tidak membentuk spora. Bakteri ini berukuran antara 2-4 x 0,6 pm.
bakteri S. typhi termasuk bakteri Gram negatif yang bergerak dengan flagel peritrik.
Bakteri ini bersifat intraseluler fakultatif dan anaerob fakultatif. Salah satu bakteri
yang sering mengganggu kesehatan manusia adalah bakteri S. typhi. Bakteri S. typhi
merupakan patogen penyebab penyakit tifus dan demam tifoid. Kedua penyakit
tersebut tergolong penyakit menular yang masih menjadi pemicu masalah kesehatan
di berbagai negara bahkan dari 21 juta kasus, 700 kasusnya berakhir dengan kematian
(Imara, 2020).

Bakteri S. typhi terdapat di saluran pencernaan manusia dan hewan. Jika
bakteri S. typhi tertelan beriringan dengan minuman atau makanan yang
terkontaminasi melalui fesal dan oral, maka dapat memicu terjadinya demam typhoid.
Demam typhoid memiliki ciri khas tersendiri yaitu demam akan berlangsung selama
tujuh hari, demam ini dengan gejala lainnya seperti sakit kepala, batuk, diare.
Indonesia termasuk salah satu negara yang rawan terjangkit penyakit ini (Mahmiah et
al., 2020).
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Bakteri Salmonella typhi bisa bertahan hidup di pH 6-8 dan di suhu 15-41 °C
(suhu optimal 37 °C). Ambang toleransi bakteri ini jika pada suhu pemanasan 54,4 °C
selama satu jam bakteri bisa mati, sedangkan selama 15-20 menit bakteri pada suhu
60 °C bakteri hanya pasteurisasi, khlorinisasi dan pendidihan. Bakteri S. typhi dapat
berpindah tempat secara jalur fekal-oral, cara lainnya melalui makanan yang telah

terkontaminasi (Kasim, 2020).

Gambar 11.3 Mikrt pi Bakteri Salmonella typhi
Sumber : Kasim, 2020

Klasifikasi ilmiah dari bakteri Salmonella typhi adalah sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Class : Gammaproteobacteria

Ordo : Enterobacteriales

Family : Enterobacteriaceae

Genus : Salmonella

Species : Salmonella typhi (Imara, 2020)

Bakteri S. typhi merupakan mikroba intraseluler fakultatif, berkembangbiak
dalam makrofag, pengendaliannya sendiri membutuhkan imunitas seluler. Hal ini
dikarenakan infeksi kronik di beberapa cabang saluran empedu dalam makrofag
menyebabkan antibiotik sukar larut akibat pertahanan humoral oleh bakteri itu
sendiri. Diprediksi 60 % bakteri S. typhi terdapat di dalam intrasel makrofag dan 40
% hidup bebas di luar sel. Infeksi yang disebabkan oleh bakteri ini sukar diobati

meskipun dengan mengkonsumsi antibiotik, karena hal itulah kebanyakan masyarakat
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lebih memilih menggunakan bahan alami sebagai pengobatan alternatif seperti cacing

tanah, akar, batang, daun tanaman (Majid dan Nikmah, 2020).

11.7.2 Bakteri Staphylococcus aureus

Kata Staphylococcus bermula dari kata “staphyle” yang memiliki arti untaian
buah anggur sedangkan coccus bermakna bakteri yang morfologinya berbentuk bulat
buah anggur, bakteri Staphylococcus aureus termasuk bakteri Gram positif anaerob
fakultatif. Bakteri S. aureus biasanya tumbuh secara berpasangan atau berkelompok,
tidak memiliki spora dan non motil, tumbuh rata-rata berdiameter 0,8 — 1.0 mikron
serta tumbuh optimal di suhu 37 °C (Jumriani, 2017). Bakteri ini biasanya hidup
secara single, tetrad, berpasangan, bahkan bisa membentuk Kkluster seperti buah
anggur. S. aureus sering ditemukan pada bagian kulit sebagai flora normal hingga di
selaput lendir manusia maupun hewan. Bakteri ini terdiri dari 45 spesies dan 21
subspesies Staphylococcus. Mikroba ini dikenal sangat kuat karena masih dapat
bertahan hidup bahkan dalam keadaan kering baik pada kain, benang bahkan dalam
nanah hingga 6-14 minggu lamanya (Jayanthi et al., 2020).

R 3 «; - i,
Gambar : 11.4 Foto Mikroskopis Staphylococcus aureus
Sumber : (Hendrayana, 2017)

Klasifikasi ilmiah dari bakteri S. aureus adalah sebagai berikut :

Kingdom : Eubacteria
Filum : Firmicutes
Class : Bacilli

Ordo : Bacillales

Family . Staphylococcaceae
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Genus : Staphylococcus
Species : Staphylococcus aureus (ITIS, 2022)

Bakteri Staphylococcus aureus biasanya tumbuh dan berkembangbiak di
daerah permukaan kulit flora normal, organ pernapasan, organ pencernaan manusia,
biasanya bakteri S. aureus dapat dijumpai di lingkungan sekitar dan alam bebas.
Bakteri S. aureus yang bersifat patogen bisa menimbulkan toksin yang bersifat
invasif, memicu terjadinya hemolisis, mampu memproduksi koagulase serta bisa
meragikan manitol. Toksin yang dihasilkan oleh bakteri ini masih dapat bertahan
meskipun bakteri mati saat proses pemanasan (Rahmawati et al., 2018). Pus/nanah
biasanya diakibatkan karena infeksi bakteri yang bersifat pyogenes, salah satu bakteri
penyebabnya yaitu S. aureus. Infeksi yang disebabkan oleh bakteri S. aureus bisa
menular ke jaringan sekitarnya melalui darah dan limfa yang bersifat menahun
bahkan bisa sampai sumsum tulang belakang (Evy, 2018).

Terjadinya berbagai jenis infeksi mulai dari keracunan makanan, infeksi pada
kulit, hingga infeksi sistemik salah satu pemicunya adalah bakteri S. aureus. Salah
satu jenis faktor virulensi dari bakteri S. aureus yaitu Staphylococcus enterotoxin
(Ses) yang menjadi penyebab terjadinya keracunan pada makanan. Bakteri ini
memproduksi racun yang sukar untuk dimusnahkan dengan suhu tinggi, meskipun
pemasanan dapat membunuh bakteri namun racunnya dapat bertahan dan tetap
bersifat membahayakan serta menyebabkan keracunan (Rahmawati et al., 2018).
Beberapa gejala keracunan makanan akibat bakteri S. aureus antara lain; muntah-
muntah, kram perut yang kadang-kadang diikuti oleh diare, S. aureus tergolong ke
dalam bakteri patogen penyebab diare (Mustopa et al., 2018).

Staphylococcus aureus tergolong ke dalam jenis bakteri patogen penting yang
berhubungan dengan virulensi toksin, invasif, dan ketahanan terhadap antibiotik. S.
aureus termasuk bakteri Gram positif yang sering ditemui di permukaan kulit
manusia. Bakteri ini bersifat patogen karena dapat mengakibatkan keracunan jika
tertelannya enterotoksin stafilokoki melalui pangan dan termasuk dalam kasus
intoksilasi (Nursin et al., 2019). Beberapa jenis penyakit yang dapat disebabkan

karena infeksi S. aureus adalah infeksi saluran pernafasan, keracunan makanan
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dengan gejala mual, muntah serta diare, abses, mastitis, sindrom syok toksik,
impetigo, dermatitis (inflamasi kulit) (Wikanda et al., 2019). Semakin maraknya
kasus resistensi bakteri S. aureus terhadap beberapa antimikroba, obat herbal menjadi
pilihan dan solusi nyata untuk mengatasinya. Beraneka ragam tanaman obat telah
dimanfaatkan dan dikembangkan baik tunggal maupun ramuan, salah satunya yaitu
obat diare masyarakat Maek yang terdiri dari akar kasambi, sikasok, batang
limpuyan. Ketiga jenis tumbuhan tersebut direbus kemudian langsung dikonsumsikan
(Zaunit et al., 2019).

11.8 Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

Konsentrasi  antibiotik terendah yang masih mampu menghambat
pertumbuhan organisme tertentu disebut konsentrasi hambat minimum atau dapat
juga disebut kadar hambat minimum. Metode kerja pengukuran konsentrasi dilakukan
untuk mengindikasikan berapa kadar antibiotik minimum yang ampuh untuk
mengontrol infeksi pada pasien. KHM juga dapat diartikan konsentrasi minimum zat
antimikroba yang dimiliki ekstrak tertentu yang mampu menghambat pertumbuhan
bakteri setelah dilakukan diinkubasi hingga terlihat tidak adanya koloni bakteri yang
tumbuh. KHM dapat diukur atau diteliti dengan dua cara yaitu dengan dilusi dan
difusi (Saputera et al., 2019)

Apabila kadar antimikroba ditingkatkan melebihi konsentrasi hambat minimal
(KHM) maka beberapa antibakteri dapat meningkatkan aktivitasnya dari semula
bakteriostatik menjadi bakterisia. Penentuan konsentrasi hambat minimum
berdasarkan penurunan konsentrasi bertujuannya agar konsentrasi terendah dari suatu
zat antibakteri dapat diketahui pada plate atau biakan, contohnya seperti konsentrasi
terendah zat antibakteri dari ekstrak suatu tanaman yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri. KHM merupakan ukuran laboratorium standar dari uji daya

hambat agen antimikrobial terhadap bakteri patogen (Hakim, 2018).

11.9 Metode Ekstraksi
Ekstraksi merupakan proses penarikan suatu komponen (zat terlarut) dari

larutannya dalam air oleh suatu pelarut lain yang tidak bercampur dengan
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menggunakan pelarut yang sesuai. Ekstraksi pelarut menyangkut distribusi solut
diantara dua fasa cair yang tidak bercampur. Posisi zat-zat terlarut antara dua cairan
yang tidak dapat bercampur menawarkan banyak kemungkinan yang menarik untuk
pemisahan analisis. Metode ekstraksi termasuk salah satu faktor yang berpengaruh
terhadap kandungan senyawa metabolit atau bioaktif suatu ekstrak tanaman karena
berpengaruh langsung pada proses fitokimia dari suatu tanaman (Putri et al., 2022)
Metode ekstraksi akan berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan dan kandungan
senyawa bioaktif yang bertindak sebagai antioksidan. Ekstraksi bertujuan untuk
mendapatkan senyawa bioaktif target secara optimal dari suatu bahan atau material
(Marraskuranto et al., 2021). Beberapa metode ekstraksi senyawa organik bahan alam

yang umum digunakan dengan cara dingin antara lain:

11.9.1 Maserasi

Maserasi merupakan metode sederhana yang paling banyak digunakan. Cara
ini sesuai, baik untuk skala kecil maupun skala industri. Metode ekstraksi dapat
menghindari kerusakan senyawa-senyawa Yyang bersifat termolabil. Maserasi
dilakukan dengan cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari serta tidak
melakukan metode pemanasan. Berdasarkan prinsip like dissolved like yaitu proses
pemisahan senyawa simplisia menngunakan suatu pelarut, yang mana pelarut polar
akan melarutkan senyawa polar begitupun sebaliknya (Aguestien dan Susanti, 2021).
Cairan penyari akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang
mengandung zat aktif, zat aktif akan larut dengan karena adanya perbedaan
konsentrasi antara larutan zat aktif di dalam sel dengan yang di luar sel, maka larutan
yang terpekat didesak keluar. Peristiwa tersebut berulang sehingga terjadi
keseimbangan konsentrasi antara larutan di luar sel dan di dalam sel (Sudarwati dan
Fernanda, 2019).
11.9.2 Perkolasi

Perkolasi merupakan proses melewatkan pelarut organik pada sampel
sehingga pelarut akan membawa senyawa organik bersama-sama pelarut. Tetapi

efektivitas dari proses ini hanya akan lebih besar untuk senyawa organik yang sangat
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mudah larut dalam pelarut yang digunakan. Metode perkolasi salah satu metode
ekstraksi dingin yang tidak menggunakan panas sehingga tidak merusak senyawa

yang terkandung didalamnya (Andhiarto et al., 2019).

11.9.3 Destilasi Uap

Dalam metode destilasi uapr, bahan yang akan disuling mengalami kontak
langsung dengan air mendidih. Bahan tersebut mengapung diatas air atau terendam
secara sempurna tergantung dari bobot jenis dan jumlah bahan yang disuling. Air
dipanaskan dengan metode pemanasan yaitu dengan panas langsung, mantel uap, pipa
uap melingkar tertutup, atau dengan memakai pipa uap melingkar terbuka atau
berlubang. Ciri khas dari teknik ini adalah kontak langsung antara bahan dengan air
mendidih (Ekasari, 2020).

11.9.4 Soxhletasi

Metode soxhletasi merupakan jenis metode ekstraksi padat cair menggunakan
alat soxhlet dan dilakukan penyaringan secara berulangkali menggunakan pelarut
yang sama karena adanya pendinginan oleh pendingin balik. Pada ekstraksi ini,
pelarut dan sampel diletakkan secara terpisah. Ekstraksi ini dilakukan menggunakan
pelarut yang relatif sedikit. Pelarut yang biasa digunakan adalah pelarut yang mudah
menguap atau mempunyai titik didik rendah. Prinsip ekstraksi dengan metode
soxhletasi, yaitu cairan penyari yang menguap akan mengalami pendinginan dalam
kondensor dan membasahi simplisia. Proses ini dilakukan secara terus-menerus
hingga diperoleh ekstrak. Pengehentian ekstraksi soxhletasi dilakukan dengan

menghentikan pemanasan (Nasyanka et al., 2020).

11.9.5 Infusa

Masyarakat seringkali membuat obat tradisional dengan cara melakukan
perebusan terhadap tanaman herbal, namun masyarakat terkadang melakukan
perebusan dengan suhu yang terlalu tinggi. Hal ini dapat merusak senyawa aktif yang
terkandung di dalam tanaman herbal tersebut. Metode ekstraksi yang benar dan

mendekati cara masyarakat dalam membuat obat tradisional adalah metode infusa.
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Metode Infusa merupakan sediaan cair yang dibuat dengan mengekstraksi simplisia
nabati dengan air pada suhu 90 °C selama 15 menit (Syafig, 2022). Kelebihan dari
metode infusa adalah alat yang digunakan dalam metode ini mudah didapatkan, suatu
metode ekstraksi yang sederhana, dan relatif murah. Kelemahan dari metode infusa
yaitu ekstrak yang dihasilkan tidak stabil serta mudah tercemar oleh kuman sehingga
ekstrak yang dihasilkan menggunakan metode infusa tidak boleh disimpan lebih dari
24 jam (Oktavia et al., 2020).
11.10 Pelarut Ekstraksi

Menurut Farmakope Indonesia, pelarut yang dapat digunakan pada maserasi
adalah air, etanol, eatnol-air atau eter. Pilihan utama untuk pelarut pada maserasi
adalah etanol karena etanol memiliki beberapa keunggulan sebagai pelarut
diantaranya: etanol bersifat lebih selektif, dapat menghambat pertumbuhan kapang
dan kuman, bersifat non toksik (tidak beracun), etanol bersifat netral, memiliki daya
absorbsi yang baik, dapat bercampur dengan air pada berbagai perbandingan, panas
yang diperlukan untuk pemekatan lebih sedikit, etanol dapat melarutkan berbagai zat
aktif dan meminimalisir terlarutnya zat pengganggu seperti lemak (Amelia, 2021).

Pelarut etanol dengan perbandingan 7:3 (alkohol 70%) paling sesuai untuk
bahan baku simplisia yang berupa akar, batang atau bagian berkayu dari tanaman,
sedangkan perbandingan 1:1 (alkohol 50%) sangat berguna untuk menghindari
Klorofil, senyawa resin atau polimer yang biasanya tidak mempunyai aktivitas berarti
tetapi seringkali menimbulkan masalah-masalah farmasetis misalnya terjadinya
pengendapan yang gummy yang sulit untuk dihilangkan, sehingga dalam penetapan
kadar sinensetin pada bagian daun hasil tertinggi diperoleh dengan menggunakan
pelarut pengekstraksi etanol 96% dibanding pelarut pengekstraksi lainnya bahwa
etanol 96% merupakan pelarut pengekstraksi yang terpilih untuk pembuatan ekstrak
sebagai bahan baku sediaan herbal medicine. Etanol 96% lebih bagus dalam
mengekstrak dibanding pelarut etil asetat maupun metanol. Karena pelarut etanol
memiliki kandungan fenolik yang lebih tinggi (Agustien dan Susanti, 2021).

Sedangkan untuk pelarut etanol 80% termasuk pelarut terbaik untuk bagian

tumbuhan bagian buah ditinjau dari kadar total antosianin dan kapasitas antioksidan.
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Etanol juga digunakan sebagai penyari dikarenakan dapat menyari senyawa yang
bersifat semi polar sampai polar sehingga kandungan kimia yang diharapkan dapat
tersari dengan baik sesuai dengan kepolarannya (Soemarie et al., 2018).

11.11 Uji Aktivitas Antibakteri

Metode yang biasanya dilakukan dalam menguji aktivitas suatu antibakteri
yaitu metode dilusi dan difusi. Metode dilusi dapat digunakan untuk menentukan
kemampuan suatu senyawa antibakteri secara kualitatif dan kuantitatif, sedangkan
metode difusi khusus menentukan kemampuan senyawa antibakteri secara kuantitatif.
Uji sensitivitas dengan cara difusi merupakan cara yang paling banyak digunakan
karena teknis pemeriksaan lebih mudah dilakukan (Khusuma et al., 2019). Uji
aktivitas antibakteri secara difusi dapat dilakukan dengan dua metode yaitu metode
well diffusion (sumuran/difusi agar) dan Kirby Bauer (cakram/difusi cakram/kertas
saring) (Sari dan Febriawan, 2021).

Pengujian aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi agar (tes Kirby-
Bauer), yaitu metode difusi dengan cakram kertas pada beberapa konsentrasi ekstrak
larutan antibiotik sebagai kontrol positif dan aquades sebagai kontrol negatif.
Selanjutnya dilakukan pengukuran diameter zona bening yang berada di sekitar
cakram kertas, diameter zona bening yang mengelilingi cakram kertas merupakan
ukuran kekuatan hambatan agen mikroba terhadap bakteri uji (Kandou dan
Pandiangan, 2018).

Tabel 11.1 Kategori Diameter Zona Daya Hambat

Diameter Zona Hambat Kekuatan Daya Hambat
<5mm Lemah
6-10 mm Sedang
11-20 mm Kuat
>21 mm Sangat Kuat

(Yanti dan Mitika, 2017)
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METODE PENELITIAN

I11.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Program Studi
Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Ar-Raniry Banda
Aceh pada bulan Maret hingga April 2022.

I11.2 Rancangan Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan seperti jadwal pelaksanaan yang dapat dilihat pada
Tabel 111.1 berikut ini:

Tabel 111.1 Jadwal Pelaksanaan Penelitian

Maret April
No Kegiatan

1. | Observasi

Mempersiapkan Alat dan Bahan

Pengambilan Sampel Daun

Pembuatan Ekstrak Daun

Peremajaan Stok Bakteri Uji

Uji Aktivitas Antibakteri

N o ~owN

Analisis Data

21
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111.3 Objek Penelitian (Populasi dan Sampel)

Objek pada penelitian ini adalah daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.)
yang dipetik tidak terlalu muda serta tidak terlalu tua. Tanaman daun pacar kuku ini
didapatkan di Dusun Barat, Jalan T. Chik Dilamnyong 2, Desa Kopelma Darussalam,

Kecamatan Syiah Kuala, Kota Banda Aceh.

111.4 Alat dan Bahan Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah incubator, Ohaus,
blender, vacuum rotary evaporator, lemari pendingin, oven, autoklaf, Laminar Air
Flow, timbangan analitik, aluminium foil, botol kaca, beaker glass, mikropipet,
cawan petri, gelas ukur, tabung reaksi, lampu bunsen, corong, kertas cakram, jarum
ose, erlenmeyer, masker, sarung tangan, tisu, cotton swab steril, kertas wrap dan
ayakan.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah simplisia hasil
maserasi ekstrak etanol daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.), isolat Salmonella
typhi, Staphylococcus aureus, etanol 96%, Media Mueller-Hinton Agar (MHA),
Natrium Agar (NA), alkohol 70%, aquades, DMSO dan NaCl 0,9 %.

I11.5 Metode Penelitian

Metode yang digunakan pada penelitian ini terdiri dari dua tahap pengujian
eksperimental di laboratorium yaitu terdiri dari; metode secara deskriptif kualitatif
dengan cara melihat konsentrasi hambat minimum (KHM) ekstrak etanol daun pacar
kuku (Lawsonia inermis Linn..) serta metode kuantitatif digunakan untuk menghitung
zona hambat yang terbentuk dari aktivitas ekstrak daun terhadap pertumbuhan bakteri
patogen.
111.6 Prosedur Kerja
111.6.1 Pengambilan Sampel

Sampel daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) yang diambil tidak begitu

muda dan tidak terlalu tua. Tanaman daun pacar kuku ini didapatkan di Dusun Barat,
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Jalan T. Chik Dilamnyong 2, Desa Kopelma Darussalam, Kecamatan Syiah Kuala,
Kota Banda Aceh.

111.6.2 Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Pacar Kuku (Lawsonia inermis Linn.)

Organ tanaman pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) yang diambil berupa
daun yang segar sebanyak 800 g. Daun pacar kuku yang sudah dipetik dibersihkan,
selanjutnya dipisahkan kotoran yang masih menempel di daun sampel dengan dicuci
di bawah air yang mengalir hingga bersih, ditiriskan, selanjutnya diangin-anginkan
supaya kering. Lalu daun yang sudah kering dihaluskan hingga menjadi serbuk
menggunakan blender, serbuk yang sudah jadi kemudian disaring memakai ayakan
sampai didapatkan serbuk yang lebih halus dan seragam, hasil akhirnya dimasukkan
ke dalam wadah gelas yang tertutup (Herwin et al., 2022).

Pembuatan ekstrak etanol daun pacar kuku diolah dengan cara maserasi.
Serbuk daun pacar kuku sebanyak 200 g dimasukkan ke dalam wadah erlenmeyer,
kemudian direndam selama 72 jam dengan etanol 96% sebanyak 1 L. Sesudah 3 hari
sampel tersebut disaring menggunakan corong yang sudah dilapisi kertas saring agar
filtrat 1 dan ampas 1 terpisah. Residu/ampas tersebut selanjutnya direndam kembali
dengan etanol 96% sebanyak 1 L selama 48 jam dan wadahnya kembali ditutup
dengan aluminium foil sambil sesekali diaduk, sampel tersebut disaring kembali
sampai menghasilkan filtrat 2 dan ampas 2. Kemudian filtrat 1 dan 2 keduanya
dicampur serta dipekatkan dengan cara dievaporasi dengan alat rotary evaporator,
sehingga diperoleh ekstrak daun pacar kuku dalam konsistensi kental (Hardiana et al.,
2020).

Setelah diperoleh ekstrak kental dari daun pacar kuku, kemudian dihitung
hasil rendemen dari ekstrak kental daun pacar kuku. Randemen dihitung untuk
menjadi perbandingan antara ekstrak yang diperoleh dengan simplisia awal. Hasil
rendemen menunjukkan kemaksimalan dari pelarut yang dipakai untuk menyari

(Endriani, 2019). Perhitungan rendemen menggunakan rumus: (Maulana et al., 2021)

berat ekstrak kental (g)

x 100%

0, =
% rendemen berat serbuk siplisia (g)
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Kelompok perlakuan menggunakan beberapa konsentrasi ekstrak serta dua
perlakuan kontrol. Modifikasi ekstrak dengan perlakuan Py, P,, P3 P4 dan Ps ekstrak
etanol daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) masing-masing diberikan dengan
konsentrasi tertentu (40%, 45%, 50%, 55% dan 60 %). Saat dilakukan pengujian
(akan digunakan) ekstrak etanol tersebut kemudian diencerkan dengan DMSO untuk
memperoleh larutan ekstrak dengan konsentrasi masing-masing (40%, 45%, 50%,
55% dan 60 %) (Fatmawati et al., 2019). Perlakuan P, diberikan aquades steril
sebagai kontrol negatif serta kelompok kontrol positif dengan injeksi Kloramfenikol

dengan perlakuan Pg,
111.6.3 Peremajaan Stok Isolat Bakteri Uji

Stok isolat bakteri Salmonella typhi ATTC 14028 dan Staphylococcus aureus
aureus ATTC 25923 didapatkan dari Laboratorium Fundament Kedokteran Hewan
Universitas Syiah Kuala Banda Aceh yang telah dilakukan pemurnian terlebih
dahulu. Peremajaan kultur bakteri uji dilakukan dengan cara bakteri uji S. typhi dan S.
aureus diinokulasi masing-masing lebih dari 1 ose dengan cara digoreskan di media
Natrium Agar (NA) dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam (Nursin et al.,
2019).

111.6.4 Pembuatan Suspensi McFarland

Bakteri uji S. typhi dan S. aureus diambil sebanyak + 1 jarum ose steril
kemudian disuspensikan ke dalam tabung yang berisi 5 ml larutan NaCl 0,9%
divortex sampai diperoleh kekeruhan sesuai standar kekeruhan larutan McFarland 0,5
(1,5 x 10® CFU/ml) (Ariani et al., 2020).

111.6.5 Pembuatan Kontrol Positif dan Negatif
Antibiotik yang digunakan sebagai kontrol positif dalam penelitian ini berupa
Kloramfenikol 30 pg. Antibiotik Kloramfenikol digunakan karena mempunyai

spektrum yang luas sehingga dapat menghambat bakteri yang tergolong Gram positif
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bahkan Gram negatif (Oktavia dan Pujianto, 2018). Sedangkan untuk kontrol negatif

digunakan aquades steril.

111.6.6 Uji Aktivitas Ekstrak Daun Pacar Kuku (Lawsonia inermis Linn.)

Metode uji antibakteri dalam penelitian ini yaitu menggunakan difusi cakram.
Media uji yang digunakan berupa Media Mueller Hinton Agar (MHA). Bakteri S.
typhi dan S. aureus dikultur terlebih dahulu selama 24 jam, digunakan sebanyak 0,1
ml suspensi bakteri yang sudah disetarakan dengan standar 0,5 Mc Farland. Cotton
bud steril yang sudah didiamkan dalam suspensi kemudian digoreskan secara rapat di
atas permukaan media MHA. Diletakkan kertas cakram di atas media permukaan
MHA lalu diteteskan zat uji ekstrak etanol daun pacar kuku yang masing-masing
konsentrasinya 40%, 45 %, 50 %, 55 %, dan 60% sebanyak 20 ul di atas kertas
cakram menggunakan mikropipet (Azzahra et a., 2019).

Cakram yang berisi kontrol positif (kloramfenikol) serta kontrol negatif
(aquades steril) ditempatkan pada cawan petri lainnya, prosedur kerja penelitian ini
menggunakan cawan petri dish, pertama bakteri ditanam terlebih dahulu di atas
permukaan agar secara merata kemudian baru ditempatkan kertas cakram disc di
tengah permukaan agar, selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C,
masing-masing perlakuan dilakukan pengulangan empat kali. Zona hambat yang
terbentuk diukur dengan memakai jangka sorong (Devi dan Mulyani, 2017).
Penelitian diulang sebanyak 4 kali terhadap tiap-tiap perlakuan, banyaknya perlakuan
dalam penelitian ini dihitung menggunakan rumus dari Federer (Wikananda et al.,
2019).

(-1 (t-1)>15

Keterangan: t = jumlah kelompok
n = jumlah sampel
(n-1)(t-1)>15
(n-1) x (7-1)>15

(6 n-6)> 15
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Maka pada perhitungan di atas dengan menggunakan rumus Federer
menghasilkan 4 kali ulangan.

Tabel 111.2 Pengulangan Perlakuan

Ulangan
Perlakuan
| 1 ] v
Kontrol - Pl Pl P PV
Kontrol + Kl K1l K*HI K™ IV
Pi P4l P4ll Pyl PV
P> Pl Pl Polll PV
P3 Psl Psll Pslll PslV
Pa Pyl P4ll Pylll P4V
25 Psl PslI Pslll PslIV
Keterangan :
Kontrol - = Aquades steril sebagai kontrol negatif
Kontrol + = Kloramfenikol sebagai kontrol positif
Py = Ekstrak etanol daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) 40%
P, = Ekstrak etanol daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) 45%
P3 = Ekstrak etanol daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) 50%
P4 = Ekstrak etanol daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) 55%
Ps = Ekstrak etanol daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) 60%

I11.7 Pengamatan dan Pengukuran

Pengamatan dan pengukuran dilakukan setelah 24 jam masa inkubasi.
Pengukuran dilakukan dari ujung yang satu ke ujung yang lainnya melalui tengah-
tengah kertas cakram kemudian baru dihitung rata-rata zona hambatnya dengan
menggunakan jangka sorong (Hardiana et al., 2020). Jika terbentuk zona hambat atau
bisa disebut “cleared zone” dihitung di sekeliling cakram disc dengan alat jangka

sorong dalam satuan milimeter kemudian dibandingkan dengan antibiotik standarnya.
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Zona bening yang telah diukur dikelompokkan kekuatan daya antibakterinya
berdasarkan penggolongan (Kumakauw et al., 2020). Diameter zona hambat diukur

dengan rumus sebagai berikut (Saputera et al., 2019):
I

Rumus zona hambat :

(Dv-Dc)+(DH-Dc)
2

Keterangan :

: Zona Hambat

Dy : Diameter Vertikal
Dy : Diameter Horizontal
Dc : Diameter Cakram

111.8 Analisis Data

Data yang dikumpulkan dianalisis menggunakan SPSS versi 25. Analisis
pendahuluan untuk uji normalitas dan homogenitas dilakukan pada variabel diameter
zona hambat. Jika data berdistribusi normal dan varian data homogen dilanjutkan uji
statistik parametik dengan menggunakan One Way Anova (1 arah), dan dilanjutkan
uji Post Hoc untuk melihat perbedaan signifikan. Analisis anova dilakukan untuk
melihat pengaruh/perbedaan signifikan pertumbuhan bakteri berdasarkan variabel
faktor yaitu perlakuan konsentrasi dan zona hambat. Sedangkan jika data tidak

nornal dan varian data tidak homogen (tidak memenuhi syarat One Way Anova) maka
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dilakukan uji secara nonparametik menggunakan Kruskal Wallis dan dilanjutkan uji
Man- Whitney (Trisia et al., 2018).



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

1.1 Hasil Penelitian

IV.1.1 Kemampuan Ekstrak Etanol Daun Pacar Kuku (Lawsonia inermis Linn.)
dalam Menghambat Pertumbuhan Bakteri S.typhi dan S.aureus

Sampel daun pacar kuku diambil di Dusun Barat, Jalan T. Chik Dilamnyong 2,
Desa Kopelma Darussalam, Kecamatan Syiah Kuala, Kota Banda Aceh. Daun pacar
kuku (Lawsonia inermis Linn.) diekstraksi menggunakan pelarut etanol 96% dengan
metode maserasi. Berat segar daun pacar kuku sebelum pengeringan 800 g, berat
simplisia kering 400 g. Dalam penelitian ini simplisia kering yang digunakan hanya
200 g dan pelarut etanol 96% sebanyak 2 L dengan perbandingan 1:10 hingga
diperoleh ekstrak kental etanol 64,61 g dengan kadar rendemennya 32,30%. Hasil
nilai rendemen daun pacar kuku dapat dilihat dari Tabel 4.1 sebagai berikut:

Tabel 1V.1 Hasil Ekstraksi Daun Pacar Kuku (Lawsonia inermis Linn.) Menggunakan
Etanol 96%

Bobot Serbuk Rendemen
Sampel simplisia (q) Bobot Ekstrak (g) (%)
R PRI 200 64, 61 32, 30%
kuku

1V.1.1.1 Kemampuan Ekstrak Etanol Daun Pacar Kuku (Lawsonia inermis
Linn.) dalam Menghambat Pertumbuhan Bakteri S. typhi

Pengujian aktivitas ekstrak etanol daun pacar kuku terhadap bakteri patogen
menggunakan metode Kirby Bauer difusi cakram dengan menggunakan media
Mueller Hinton Agar (MHA). Hasil dari pengujian aktivitas ekstrak etanol daun pacar
kuku terhadap bakteri patogen Salmonella typhi ATTC 14028 menghasilkan rerata
diameter zona hambat yang berbeda-beda pada berbagai tingkatan konsentrasi. Hasil
diameter zona hambat ekstrak etanol daun pacar kuku terhadap bakteri S. typhi dapat
dilihat dari Tabel 4.2 sebagai berikut:

29
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Tabel 1V.2 Aktivitas Zona Hambat Ekstrak Etanol Daun Pacar Kuku (Lawsonia
inermis Linn.) Terhadap Bakteri S. typhi
Diameter Zona Hambat pada

. : Kriteria
P AEED Masing-masing Ulangan (mm) Rata-Rata Zona
+ SD (mm) b
| T 10 IV Hambat
Kontrol - 0 0 0 0 0 Tidak Ada

Kontrol + 24,105 22,205 21,8 10,545 19,66+6,16 Kuat

Py 4,06 4,35 5123 4,37 4,65+0,50 Lemah
P, 4,6 4,905 6,45 8 4,63 5,10+0,79 Lemah
Ps3 5,035 6,335 6,725 6,125 6,06+0,72 Sedang
P4 5,795 6,865 7,335 6,615 6,65+0,64 Sedang
Ps 6,555 £29°8 [.GLSE § 7100 7,12+0,44 Sedang
Keterangan :
Kontrol - = Aquades steril sebagai kontrol negatif
Kontrol + = Kloramfenikol sebagai kontrol positif
Py = Ekstrak etanol daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) 40%
P, = Ekstrak etanol daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) 45%
P3 = Ekstrak etanol daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) 50%
P4 = Ekstrak etanol daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) 55%
Ps = Ekstrak etanol daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) 60%

Hasil pengujian ekstrak etanol daun pacar kuku terhadap bakteri S. typhi
dengan konsentrasi 40% dan 45% menghasilkan zona hambat dengan kriteria lemah.
Sedangkan pada konsentrasi 50%, 55%, dan 60% terlihat memiliki zona bening yang
dikategorikan sedang. Adapun hasil uji aktivitas ekstrak etanol daun pacar kuku
(Lawsonia inermis Linn.) terhadap bakteri S. typhi dapat dilihat pada Gambar V.1

sebagai berikut:
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Gambar IV.1. (a) Perlakuan Konsentrasi Ekstrak (b) Perlakuan
Kontrol Hasil Uji Zona Hambat Ekstrak Etanol
Daun Pacar Kuku (Lawsonia inermis Linn.)
Terhadap Pertumbuhan Salmonella typhi

a. Hasil Uji Statistik Nonparametik Ekstrak Etanol Daun Pacar Kuku Terhadap
Bakteri Salmonella typhi ATTC 14028

Tabel IV.3 Uji Normalitas

Uji Shapiro-Wilk Sig

Zona Hambat ekstrak daun pacar kuku 0,062

Keterangan: Data Normal p > 0,05

Tabel 1V.4 Uji Homogenitas

Uji Levene Statistic Sig

Zona Hambat ekstrak daun pacar kuku 0,004

Keterangan: Data tidak Homogen p < 0,05

Berdasarkan hasil uji normalitas dan varian data homogen diperoleh hasil data
berdistribusi normal dengan nilai p > 0,05, tetapi varian data tidak homogen karena
nilainya p < 0,05. Hal ini menunjukkan bahwa syarat uji One Way Anova tidak
terpenuhi dengan demikian dilakukan uji alternatif yaitu uji nonparametik Kruskal
Wallis dan dilanjutkan uji Post Hoc Mann-Whitney untuk mengetahui kelompok

mana yang memberikan perbedaan paling signifikan.



Tabel IV.5 Hasil Uji Kruskal Wallis Terhadap Bakteri S. typhi
Test Statistics*”

Zona Hambat Terhadap
Salmonella typhi

Kruskal-Wallis H 19.480
df 6
Asymp. Sig. .002*

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Perlakuan

Keterangan: Tanda (*) Menunjukkan Perbedaan yang Signifikan (P < 0,05)

Tabel 1V.6 Hasil Uji Mann-Whitney Terhadap S. typhi

Perlakuan Pembanding p
Aquades Ekstrak 40% 0,000*
Ekstrak 45% 0,000*
Ekstrak 50% 0,000*
Ekstrak 55% 0,000*
Ekstrak 60% 0,000*
Kloramfenikol 0,000*
Ekstrak 40% Ekstrak 45% 0,149
Ekstrak 50% 0,043*
Ekstrak 55% 0,021*
Ekstrak 60% 0,021*
Kloramfenikol Ul0218
Ekstrak 45% Ekstrak 50% 0,083
Ekstrak 55% 0,043*
Ekstrak 60% 0,021*
Kloramfenikol 0,021*
Ekstrak 50% Ekstrak 55% 0,248

Ekstrak 60% 0,043*
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Kloramfenikol 0,021*
Ekstrak 55% Ekstrak 60% 0,386

Kloramfenikol 0,021*
Ekstrak 60% Kloramfenikol 0,021*

Keterangan: Tanda (*) Menunjukkan Perbedaan yang Signifikan (p < 0,05)

Berdasarkan uji Kruskal Wallis dapat dilihat pada Tabel 1VV.6 didapatkan nilai
p= 0,002, hal ini menyatakan bahwa ekstrak etanol daun pacar kuku dapat
menghambat pertumbuhan bakteri S. typhi dan terdapat perbedaan signifikan dengan
nilai (p < 0,05), untuk mengetahui kelompok mana yang memberikan perbedaan
paling signifikan maka dilakukan uji lanjutan Post Hoc Mann Whitney. Berrdasarkan
hasil uji lanjutan, perlakuan konsentrasi yang mendapatkan nilai (p> 0,05)
menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan signifikan sehingga terbukti tidak ada
perbedaan daya hambat yang signifikan secara statistik. Baik pada esktrak daun pacar
kuku dalam berbagai konsentrasi, kontrol negatif aquades dan kontrol positif
Kloramfenikol.

IV.1.1.2 Kemampuan Ekstrak Etanol Daun Pacar Kuku (Lawsonia inermis
Linn.) dalam Menghambat Pertumbuhan Bakteri S. aureus

Hasil dari pengujian aktivitas ekstrak etanol daun pacar kuku terhadap
bakteri patogen Staphylococcus aureus ATTC 25923 menghasilkan rerata diameter
zona hambat yang berbeda-beda pada berbagai tingkatan konsentrasi. Hasil diameter
zona hambat ekstrak etanol daun pacar kuku terhadap bakteri S. aureus dapat dilihat
dari Tabel 1V.7 sebagai berikut:



Tabel IV.7 Aktivitas Zona Hambat Ekstrak Etanol Daun Pacar Kuku (Lawsonia
inermis Linn.) Terhadap Bakteri S. aureus
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Diameter Zona Hambat pada Kriteria
. . Rata-Rata

Perlakuan Masing-masing Ulangan (mm) +SD (mm) Zona

| I i v B Hambat
Kontrol - 0 0 0 0 0 Tidak Ada

Kontrol + 17,845 16,83 17,945 17,225 17,46+0,52 Kuat
P1 8,995 9,175 8,105 8,38 8,66+0,50 Sedang

P, 10,875 9,63 12,16 10,155 10,71£1,09 Kuat

P3 12,69 FE185 14 015 ) 251145 Kuat

P4 12,725 11,24 15,46 11,28  12,68+1,98 Kuat

Ps 13,925 12,375 16,16 11,39  13,46+2,07 Kuat

Hasil pengujian ekstrak etanol daun pacar kuku terhadap bakteri S. aureus

dengan konsentrasi 40% menunjukkan zona hambat dengan kriteria sedang.

Sedangkan untuk konsentrasi 45%, 50%, 55%, 60% menghasilkan zona hambat yang

dikategorikan kuat. Zona hambat kontrol positif kloramfenikol untuk kedua bakteri

ini tergolong katagori kuat dan kontrol negatifnya tidak mempunyai daya hambat.

Adapun hasil uji aktivitas ekstrak etanol daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.)

terhadap bakteri S. aureus dapat dilihat pada Gambar V.2 sebagai berikut:

Gambar 1V.2 (a) Perlakuan Konsentrasi Ekstrak (b) Perlakuan
Kontrol Hasil Uji Zona Hambat Ekstrak Etanol

Daun Pacar Kuku (Lawsonia

inermis Linn.)
Terhadap Pertumbuhan Staphylococcus aureus
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b. Hasil Uji Statistik Parametik Ekstrak Etanol Daun Pacar Kuku Terhadap Bakteri
Staphylococcus aureus ATTC 25923

Tabel 1.8 Uji Normalitas

Uji Shapiro-Wilk Sig
Zona Hambat ekstrak daun pacar kuku 0,453
Keterangan: Data Normal p > 0,05

Tabel 1V.9 Uji Homogenitas

Uji Levene Statistic Sig
Zona Hambat ekstrak daun pacar kuku 0,132
Keterangan: Data Homogen p > 0,05

Berdasarkan hasil uji normalitas Shapiro-Wilk dan varians data homogen uji
Levene Statistic diperoleh hasil data berdistribusi normal dan memiliki varian yang
sama/data homogen dengan nilai p > 0,05. Hal ini menunjukkan bahwa statistik uji
One Way Anova dapat dilakukan.

Tabel 1V.10 Hasil Uji One Way Anova Bakteri S. aureus

ANOVA
Diameter Zona Hambat Bakteri S. aureus
Sum of Squares | df Mean Square | F Sig
Between Groups 174.250 5 34,850 | 17.294 .000*
Within Groups 36.272 18 2.015
Total 210.522 23

Keterangan: Tanda * Menunjukkan Perbedaan yang Signifikan (p < 0,05)

Tabel 1V.10 menunjukkan bahwa hasil uji One Way Anova terhadap
kelompok konsentrasi ekstrak etanol daun pacar kuku memiliki nilai p = 0.000 yang
artinya terdapat perbedaan signifikan. Karena nilai (p < 0,05), maka nilai rata-rata
antar kelompok konsentrasi ekstrak etanol daun pacar kuku adalah berbeda
signifikan. Untuk mengetahui kelompok konsentrasi yang memiliki perbedaan

signifikan tersebut, maka selanjutnya dilakukan analisis post-hoc.
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Tabel 1V.11 Hasil Uji Analisis Post-Hoc Bakteri S. aureus

Perla L 5 3 4 5 Kontrol | Kontrol
kuan i i i i i Positif | Negatif
P! - 0.057 | 0,002* | 0.001* | 0.000* | 0,000* | 0,000*
P 0,057 - 0.141 0.065 | 0,013* | 0,000* | 0,000*
p 0.002* | 0,141 - 0,675 | 0,243* | 0,000* | 0,000*
p* 0.001* | 0,065 | 0,675 - 0,444* | 0,000* | 0,000*
P° 0,000* | 0,013* | 0,243 0,444 - 0,001* | 0,000*
K+ 0,000* | 0,000* | 0,000* | 0,000* | 0,001* - 0,000*
K- 0,000* | 0,000* | 0,000* | 0,000* | 0,000* | 0,000* -

Keterangan: Tanda * Menunjukkan Perbedaan yang Signifikan (P < 0,05)

IV.1.2 Perbandingan Aktivitas Antibakteri dan KHM Ekstrak Etanol Daun
Pacar Kuku Terhadap Bakteri S. typhi dan S. aureus

Data pada grafik di bawah ini menunjukkan bahwa aktivitas antibakteri
ekstrak etanol daun pacar kuku lebih besar daya hambatnya terhadap bakteri S.
aureus dibandingkan dengan S. typhi. Hasil pengamatan konsentrasi hambat
minimum (KHM) juga menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun pacar kuku mampu
menghambat pertumbuhan bakteri S. typhi dan S. aureus pada konsentrasi terkecil
yaitu 40% dengan diameter berturut-turut sebesar 4,65+0,50 termasuk kategori lemah

mm dan 8,66+0,50 mm termasuk kategori sedang.



37

Rata-Rata Diameter Zona Hambat

25

19.66
20 7.46
15 12.25 12.68 13.46
10.71
10 8.66
6.06 6.65 7.12
4.65 5.1
B li I b
' {
40% 45% 50% 55% 60% Kloramfenikol

B S.typhi W S.aureus
Konsentrasi Ekstrak (%)

Gambar 1V.3 Rata-Rata Zona Hambat Pertumbuhan S. typhi dan S. aureus oleh
Ekstrak Etanol Daun Pacar Kuku
Selain itu grafik di atas juga menunjukkan bahwa terjadinya kenaikan
konsentrasi ekstrak etanol daun pacar kuku dari 40% hingga 60% maka terjadi pula
kenaikan daya hambat dari ekstrak etanol daun pacar kuku untuk kedua bakteri

tersebut.

1VV.2 Pembahasan

IV.2.1 Kemampuan Ekstrak Etanol Daun Pacar Kuku (Lawsonia inermis Linn.)
dalam Menghambat Pertumbuhan Bakteri S. typhi dan S. aureus

Proses ekstraksi daun pacar kuku dilakukan secara maserasi dengan
menggunakan pelarut etanol 96% yang bertujuan agar komponen kimia yang terdapat
dalam simplisia daun pacar kuku dapat ditarik. Berat daun pacar kuku segar sebelum
pengeringan yaitu sebanyak 800 g sedangkan berat serbuk simplisia daun pacar kuku
setelah dikeringkan dan dihaluskan diperoleh sebanyak 400 g. Pengeringan bertujuan
untuk mengurangi kadar air dalam sampel, sehingga senyawa yang terjebak lebih

murni. Sedangkan tujuan penghalusan yaitu untuk memperluas permukaan partikel
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simplisia sehingga semakin besar kontak permukaan partikel simplisia dengan pelarut
dan juga mempermudah penetrasi pelarut ke dalam simplisia, yang dapat
mengakibatkan senyawa-senyawa dari simplisia tersebut pun dapat ditarik lebih
banyak (Husni et al., 2018). Selain itu penghalusan menggunakan blender juga bisa
menghancurkan dinding sel dari sampel sehingga pada waktu perendaman senyawa

dalam sampel lebih meresap ke dalam etanol (Mulyadi et al., 2017).

Serbuk simplisia daun pacar kuku yang digunakan untuk pembuatan ekstrak
sebanyak 200 g, kemudian dimaserasi dengan 2 L pelarut etanol 96% sampai
didapatkan larutan aktif yang pekat dan diperoleh ekstrak kental daun pacar kuku
berwarna hijau kehitaman dengan bau khas aromatik. Maserasi sampel menggunakan
pelarut etanol karena sifatnya yang mampu melarutkan hampir semua zat, baik yang
bersifat polar, semi polar dan non polar serta kemampuannya untuk mengendapkan
protein dan menghambat kerja enzim sehingga dapat terhindar dari proses hidrolisis
dan oksidasi. Etanol sangat efisien untuk ekstraksi dari berbagai konstituen tanaman
(Samputri et al., 2020).

Hasil ekstraksi simplisia daun pacar kuku menggunakan pelarut etanol 96%
diperoleh ekstrak kental dan dilakukan perhitungan rendemen, hasil rendemen yang
didapat yaitu 32, 30% dari 200 g serbuk simplisia dan bobot ekstrak etanolnya 64, 61
g daun pacar kuku. Hasil rendemen penelitian ini lebih tinggi nilainya jika
dibandingkan dengan penelitian sebelumnya tentang rendemen ekstrak etanol 96%
daun pacar kuku oleh Herwin et al., (2022) didapatkan hasil rendemen 18,5% dari
100 g serbuk simplisia daun pacar kuku dan bobot ekstrak etanolnya 18,5 gram. Hal
ini sejalan dengan penelitian oleh Komala et., al (2019) yang menyatakan bahwa
pelarut etanol 96% memberikan kandungan fenolik yang lebih tinggi dibandingkan
dengan pelarut lainnya. Hasil pengujian ekstraksi daun pacar kuku menunjukkan
bahwa rendemen ekstrak dari pelarut etanol 96% yaitu sebesar 84% dari 2000 g
serbuk simplisia dan 1680 g bobot ekstrak etanolnya. Pelarut etanol 96% lebih efisien
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dalam mengekstrak dibandingkan pelarut lainnya seperti pelarut metanol dan etil
asetat.

Nilai rendemen tidak hanya bergantung pada metode ekstraksi melainkan juga
pelarut yang digunakan dalam ekstraksi. Pelarut yang berbeda akan mempengaruhi
aktivitas biologis ekstrak tanaman. Rendemen merupakan perbandingan antara
ekstrak yang diperoleh dengan simplisia awal. Semakin tinggi nilai rendemen yang
dihasilkan menunjukkan bahwa nilai ekstrak yang dihasilkan semakin banyak
(Agustien dan Susanti, 2021). Meskipun sampel daun dan pelarut yang digunakan
saat proses esktraksi sama, hasil rendemen bisa berbeda. Hal ini dapat terjadi karena
dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu suhu dan perlakuan waktu maserasi. Hal ini
sesuai dengan penelitian Amelinda et al., (2018) yang menyatakan bahwa perlakuan
waktu maserasi berpengaruh sangat signifikan terhadap rendemen, kadar total
kurkumin, kadar total fenolik dan aktivitas antioksidan esktrak. Hal tersebut juga
didukung dari penelitian sebelumnya oleh Ananta et al., (2021) bahwa suhu dan
waktu maserasi berpengaruh nyata terhadap rendemen. Perlakuan suhu dan waktu
maserasi serta interaksi antara perlakuan sangat berpengaruh terhadap karakteristik
rendemen, kadar saponin kasar, dan ketinggian busa ekstrak daun bidara (Ziziphus
mauritiana L.) (Chairunnisa et al., 2019).

Hasil rendemen ekstrak etanol daun pacar kuku dihitung berdasarkan
perbandingan berat ekstrak total yang diperoleh dengan berat serbuk simplisia yang
diekstraksi kemudian dikalikan 100%. Perhitungan ini dilakukan supaya dapat
diketahui presentase jumlah bahan yang tersisa hasil proses ekstraksi dan mengetahui
tingkat keefektifan dari proses yang dihasilkan (Maulana et al., 2021). Hasil nilai
randemen daun pacar kuku dapat dilihat pada Tabel IV.1.

IVV.2.1.1 Uji Aktivitas Ekstrak Etanol Daun Pacar Kuku (Lawsonia inermis
Linn.)

Bakteri yang digunakan untuk pengujian antibakteri esktrak etanol daun pacar

kuku (Lawsonia inermis Linn.) adalah bakteri Salmonella typhi ATTC 14028 dan
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Staphylococcus aureus ATTC 25923. Alasan penggunaan kedua bakteri tersebut
sebagai pembanding, karena bakteri secara garis besar dikelompokkan susunan
dinding selnya menjadi dua yaitu bakteri Gram positif dan Gram negatif (Mulyadi et
al., 2017). Metode yang digunakan dalam uji aktivitas antibakteri ini yaitu metode
difusi cakram (Kirby-Bauer). Metode difusi cakram merupakan metode yang
digunakan untuk menentukan aktivitas antimikroba berdasarkan potensi difusi dari
zat antimikroba pada media agar yang telah diinokulasikan dengan mikroba uji
(Azzahra et al., 2019).

Aktivitas antibakteri tersebut dapat dilihat dengan terbentuknya zona hambat
disekitar cakram kertas, yaitu berupa daerah atau zona di sekeliling cakram kertas
berwarna bening yang tidak ditumbuhi bakteri. Kekuatan atau penggolongan
antibakteri diketahui dengan mengukur besarnya diameter zona hambat yang
terbentuk dari ekstrak yang diuji (Kumakauw, 2020). Penelitian mengenai uji
aktivitas ekstrak etanol daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) terhadap
pertumbuhan bakteri Salmonella typhi ATTC 14028 dan Staphylococcus aureus
25923 mendapatkan hasil bahwa esktrak daun pacar kuku mempunyai daya hambat
terhadap bakteri S. typhi dan S. aureus. Hal ini terbukti dengan terdapatnya diameter
zona hambat di sekitar cakram yang mengandung esktrak daun pacar kuku setelah
diinkubasi selama 24 jam.

Hasil diameter zona hambat ekstrak etanol daun pacar kuku (Lawsonia
inermis Linn.) terhadap pertumbuhan S. typhi menghasilkan hasil yang berbeda-beda
sehingga didapatkan rerata diameter zona hambat pada berbagai tingkatan konsentrasi
ekstrak. Hasil pengujian ekstrak etanol daun pacar kuku dengan konsentrasi 40% dan
45% menghasilkan zona hambat dengan kriteria lemah. Sedangkan pada konsentrasi
50%, 55% dan 60% terlihat memiliki zona bening yang dikategorikan sedang. Untuk
hasil kontrol positif yaitu Kloramfenikol menghasilkan zona hambat dengan rerata
kuat. Hasil dari pengujian aktivitas menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi

ekstrak etanol daun pacar kuku yang digunakan maka semakin besar zona hambat
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yang akan terbentuk, adanya perbedaan aktivitas antibakteri antar perlakuan
disebabkan oleh adanya tingkatan konsentrasi zat (Purba et al., 2022).

Berdasarkan hasil pengujian ekstrak etanol daun pacar kuku terhadap bakteri
S. aureus dengan konsentrasi 40% menunjukkan zona hambat dengan kriteria sedang.
Sedangkan untuk konsentrasi 45%, 50%, 55%, 60% menghasilkan zona hambat yang
dikategorikan kuat. Untuk hasil kontrol positif yaitu kloramfenikol menghasilkan
zona hambat dengan nilai rerata kuat. Devi dan Mulyani (2017) menyatakan bahwa
kemampuan antimikroba dalam menghambat mikroorganisme tergantung pada
konsentrasi antimikroba dan jenis antimikroba. Semakin tinggi konsentrasi suatu
antimikroba, maka zona bening yang terbentuk semakin besar. Semakin tinggi
konsentrasi bahan antimikroba, maka zat aktif yang terkandung didalamnya semakin
banyak, sehingga efektivitas dalam menghambat bakteri akan semakin meningkat dan
membentuk zona bening yang lebih luas. Sebaliknya, pada konsentrasi kecil zat
antimikroba yang terdapat di dalam suatu bahan antimikroba akan semakin sedikit,
sehingga aktivitasnya akan menurun (Azzahra et al., 2019).

Tabel 1V.2 Memperlihatkan bahwa ekstrak daun pacar kuku (Lawsonia
inermis Linn.) dengan konsentrasi yang berbeda mempunyai daya hambat yang
berbeda terhadap pertumbuhan bakteri Salmonella typhi ATTC 14028. Perbedaan ini
kemudian diuji secara statistik dengan uji analisis nonparametik Kruskal Wallis
dikarenakan hasil data normal namun tidak homogen sehingga tidak memenuhi syarat
uji secara parametik One Way Anova. Untuk melihat perbedaan disetiap perlakuan
konsentrasi maka kemudian dilanjutkan dengan uji Post Hoc Mann-Whitney
(Hasriyani et al., 2021)

Berdasarkan uji Kruskal Wallis dapat dilihat pada Tabel 1.5 didapatkan nilai
p= 0,002, hal ini menyatakan bahwa ekstrak etanol daun pacar kuku dapat
menghambat pertumbuhan bakteri S. typhi dan berbeda signifikan secara statistik
dengan nilai (p < 0,05) dan untuk mengetahui kelompok mana yang memberikan

perbedaan paling signifikan maka dilakukan uji lanjutan Post Hoc Mann Whitney
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(Silviani dan Nirwana, 2020). Dapat dilihat pada tabel I1V.6 didapatkan hasil
perlakuan konsentrasi 40% dengan 45%, konsentrasi 45% dengan 50%, konsentrasi
50% dengan 55% serta konsentrasi 55% dengan 60% didapatkan nilai (p > 0,05) yang
berarti tidak terdapat perbedaan signifikan sehingga menunjukkan tidak ada
perbedaan daya hambat yang signifikan secara statistik. Sedangkan untuk perlakuan
lainnya hasil uji menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan pada setiap
perlakuan. Baik pada esktrak daun pacar kuku dalam berbagai konsentrasi, kontrol
negatif aquades dan kontrol positif Kloramfenikol. Hal ini membuktikan bahwa
terdapat aktivitas antibakteri yang dihasilkan pada semua konsentrasi dan kontrol
(Mufti et al., 2017)

Berdasarkan hasil uji aktivitas pada Tabel V.7 memperlihatkan bahwa
ekstrak daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) dengan konsentrasi yang berbeda
juga mempunyai daya hambat yang berbeda terhadap pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus ATTC 25923. Perbedaan ini kemudian diuji secara statistik
dengan uji One Way Anova. Hasil uji normalitas dan homogenitas bahwa data
memiliki nilai p > 0,05 berarti data tersebut terdistribusi normal serta varian data
homogen dan selanjutnya dilakukan uji One Way Anova. Tabel 1VV.10 menunjukkan
bahwa hasil One Way Anova terhadap perlakuan ekstrak etanol daun pacar kuku
memiliki nilai p = 0,000. Karena nilai p < 0,05 maka nilai rata-rata antar kelompok
perlakuan ekstrak etanol daun pacar kuku berbeda signifikan secara statistik. Untuk
mengetahui kelompok perlakuan yang memiliki perbedaan signifikan tersebut, maka
selanjutnya dilakukan analisis LSD (Post-hoc) (Trisia et al., 2018).

Berdasarkan hasil uji Post-Hoc pada Tabel 1V.11 menunjukkan bahwa
diameter zona hambat bakteri S. aureus untuk konsentrasi 40% tidak memiliki
perbedaan bermakna dengan konsentrasi 45%, tetapi terdapat perbedaan signifikan
pada konsentrasi 50%, 55%, 60%, kontrol positif dan kontrol negatif. Konsentrasi
45% tidak memiliki perbedaan signifikan dengan konsentrasi 40%, 50%, 55%. Tetapi

memiliki perbedaan signifikan dengan konsentrasi 60%, kontrol positif serta kontrol
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negatif. Konsentrasi 50% tidak memiliki perbedaan signifikan dengan konsentrasi
45%, 55% dan 60%, tetapi terdapat perbedaan signifikan dengan konsentrasi 40% dan
seluruh kontrol.

Konsentrasi 55% tidak memiliki perbedaan signifikan dengan konsentrasi
45%, 50% dan 60% tetapi terdapat perbedaan signifikan pada konsentrasi 40% dan
seluruh kontrol. Konsentrasi 60% tidak memiliki perbedaan signifikan dengan
konsentrasi 50% dan 55%, tetapi memiliki perbedaan signifikan dengan konsentrasi
40%, 45% serta seluruh kontrol. Jika p > 0,05 maka data tersebut tidak berbeda
signifikan dengan konsentrasi lain (Farhan et al., 2022). Hasil uji statistik One Way
Anova dan uji lanjutan Post-Hoc terdapat variasi diameter zona hambat pada setiap
pengulangan untuk konsentrasi yang sama. Zona hambat yang dihasilkan seiring
dengan meningkatnya konsentrasi, sehingga dapat diasumsikan adanya hubungan
yang berbanding lurus antara konsentrasi dengan hasil daya zona hambat (Hasriyani
etal., 2021).

Hasil penelitian menunjukkan perbedaan aktivitas antibakteri dengan varian
konsentrasi dimana hal ini berbanding lurus dengan meningkatnya konsentrasi
ekstrak. Secara deskriptif, diamater zona hambat bakteri S. typhi dan S. aureus
menunjukkan peningkatan mengikuti tingginya konsentrasi ekstrak etanol daun pacar
kuku. Januarti et al., (2019) menyatakan faktor-faktor yang mempengaruhi perbedaan
diameter hambatan pertumbuhan bakteri antara lain perbedaan konsentrasi yang
menunjukkan besarnya kandungan zat aktif antibakteri yang dimiliki oleh ekstrak
etanol daun dan kecepatan difusi zat aktif dalam media agar. Hasil uji penelitian ini,
juga bersesuaian dengan penelititan yang telah dilakukan Devi dan Mulyani (2017)
bahwa ekstrak daun pacar kuku dapat menghambat sangat kuat pertumbuhan bakteri
Pseudomonas auriginosa dengan zona hambat sebesar 21,6 mm. Ekstrak daun pacar
kuku dapat bereaksi terhadap bakteri, hal ini dapat disebabkan karena struktur dari
dinding sel bakteri yang dapat dirusak oleh senyawa aktif dari ekstrak daun pacar
kuku.



44

Faktor-faktor yang mempengaruhi terjadinya perbedaan pengaruh ekstrak
etanol daun pacar kuku dan diameter zona hambat pada kedua bakteri karena
perbedaan kecepatan difusi ekstrak daun pacar kuku pada media agar. Selain itu, yang
menyebabkan perbedaan diameter zona hambat juga dipengaruhi oleh sifat media
agar, jumlah mikroorganisme yang diinokulasi, kecepatan tumbuh bakteri,
konsentrasi bahan kimia, dan kondisi pada saat inkubasi. Faktor lain yang
berpengaruh antara lain seperti toksisitas bahan uji, interaksi antar komponen
medium, dan kondisi lingkungan in vitro (Pangaribuan et al., 2019).

Terbentuknya zona hambat pada masing-masing variasi konsentrasi ekstrak
diduga karena adanya senyawa aktif berupa senyawa metabolit sekunder yang
terkandung dalam daun pacar kuku. Hal ini sesuai dengan penelitian Komala et al.,
(2019) yang menyatakan bahwa ekstrak kental daun pacar kuku mengandung
senyawa metabolit sekunder berupa alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, quinon dan
terpenoid.  Skrining fitokimia dari ekstrak daun pacar kuku (Lawsonia inermis L.)
dengan metode difusi agar mengungkapkan adanya metabolit sekunder dalam daun
pacar kuku dan bisa menghambat beberapa pertumbuhan mikroorganisme. Daun
pacar kuku mengandung metabolit sekunder berupa flavonoid, quinone, steroid, fenol
yang memiliki aktivitas baik ekstrak maupun fraksi (Sharma dan Goel, 2018).

Masing-masing kandungan metabolit sekunder daun pacar kuku memiliki
peran tersendiri dalam mengatasi pertumbuhan bakteri S. typhi dan S. aureus.
Penelitian Herwin et al., (2022) menyatakan bahwa berdasarkan pengujian skrining
kimia ekstrak etanol daun pacar kuku mengandung golongan komponen kimia
flavonoid dan aktif pada bakteri Gram negatif. Adanya aktivitas antibakteri senyawa
flavonoid adalah dapat berinteraksi dengan struktur protein di dalam dinding
sitoplasma bakteri yang menyebabkan rusaknya permeabilitas dinding sel bakteri.
Komponen kimia lainnya yaitu alkaloid yang memiliki aktivitas antibakteri terhadap
bakteri Gram positif. Selain itu gugus hidroksi yang terdapat pada flavonoid

menyebabkan perubahan komponen organik dan transport nutrisi yang berefek toksik
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pada bakteri. Dalam menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus flavanoid bekerja
dengan cara menghambat sintesis asam nukleat, menghambat fungsi membran sel dan
menghambat metabolisme energi pada bakteri (Umarudin et al., 2018).

Kandungan metabolit sekunder daun pacar kuku lainnya juga berperan
penting dalam mengatasi pertumbuhan bakteri S. typhi dan S. aureus. Mekanisme
kerja saponin sebagai antibakteri yaitu saponin memiliki molekul yang dapat menarik
air atau hidrofilik dan molekul yang dapat melarutkan lemak atau lipofilik sehingga
saponin dapat menurunkan tegangan permukaan sel bakteri. Saponin berdifusi
melalui membran luar dan dinding sel yang rentan, kemudian mengikat membran
sitoplasma yang menyebabkan kurangnya kestabilan sel. Sitoplasma bocor keluar sel
yang mengakibatkan kematian bakteri (Ariyanti et al., 2022). Mekanisme kerja tanin
sebagai antibakteri berhubungan dengan target penyerangan tanin terhadap kerusakan
polipeptida yang terdapat pada dinding sel bakteri sehingga mengganggu sintesa
peptidoglikan yang menjadikan pembentukan dinding sel tidak sempurna dan
mengakibatkan inaktivasi sel bakteri pada sel inang. Fenol dapat bersifat desinfektan
yang bekerja dengan cara mendenaturasi protein yang dapat menyebabkan aktifitas
metabolisme ini akan mengakibatkan kematian sel bakteri (Fitriah et al, 2017).

Selain itu, alkaloid diketahui merupakan senyawa yang dapat mengganggu
komponen penyususn peptidoglikan pada sel sehingga lapisan dinding sel tidak
terbentuk secara utuh sehingga menyebabkan kematian sel. Quinon membentuk
kompleks irreversibel dengan asam amino nukleofilik pada protein sehingga protein
kehilangan fungsinya serta memiliki kemampuan menghasilkan radikal bebas yang
stabil. Senyawa steroid memiliki aktivitas antibakteri dengan mengikat membran
lipid bakteri sehingga menyebabkan kebocoran pada liposom (penyusun dinding sel
bakteri) (Fatmawati et al., 2022).

Senyawa metabolit sekunder dalam kultur jaringan biasanya diproduksi pada
awal fase stasioner. Senyawa metabolit sekunder diproduksi melalui jalur di luar

biosinthesa karbohidrat dan protein. Ada tiga jalur utama untuk pembentukan
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metabolit sekunder yaitu jalur asam malonat asetat, asam mevalonat asetat dan asam
shikimat. Metabolit sekunder menghasilkan sejumlah besar senyawa khusus yang
secara fungsi tidak memiliki peranan dalam membantu pertumbuhan dan
perkembangan tumbuhan namun diperlukan tanaman untuk pertahanan diri dari
lingkungan (Julianto, 2019). Hasil penelitian uji aktivitas ini menghasilkan nilai daya
hambat yang berbeda karena hal ini juga dipengaruhi oleh faktor metabolit sekunder.
Meskipun sampel daun pacar kuku yang digunakan dalam pengujian memiliki jenis
yang sama namun tumbuhan dapat menghasilkan metabolit sekunder yang berbeda.
Adanya perbedaan tempat lingkungan tumbuh, tekstur tanah pada tempat tumbuh
tanaman serta dipengaruhi juga oleh kecukupan unsur hara dalam tanah. Semakin
banyak unsur hara yang terkandung dalam tanah maka senyawa metabolit yang
terkandung dalam tumbuhan akan lebih baik dan kuantitas metabolit sekunder yang
lebih banyak (Ariyanti et al., 2022).

Metabolit sekunder yang dihasilkan tanaman selain memiliki fungsi sebagai
pertahanan terhadap mikroba, fungi dan virus juga memiliki peran lainnya yaitu bisa
menjadi pertahanan yang efesien terhadap tumbuhan kompetitor dan herbivora.
Atraktan berupa bau, warna, rasa untuk polinator dan hewan penyebar biji. Sebagai
Pelindung dari sinar UV dan penyimpanan-N dan juga memiliki produk berupa
fitoaleksin yang merupakan senyawa antimikroba berberat molekul rendah yang
dihasilkan oleh tumbuhan sebagai respon terhadap cemakan biotik dan abiotik. Selain
banyak manfaatnya, metabolit sekunder tanaman juga bisa berakibat negatif bagi
tumbuhan lain disekitarnya jika senyawa alelopati yang dari daun, akar, dan serasah
dilepaskan ke lingkungan. Dimana senyawa metabolit alelopati bisa melepaskan
bahan kimia ke dalam tanah, sehingga dapat meningkatkan akses cahaya, air, dan
hara. Penurununan hasil tanaman yang disebabkan oleh gulma atau residu dari
pertanaman juga disebabkan oleh alelopati (Anggraito et al., 2018). Tanaman
memiliki mekanisme yang berbeda untuk menghilangkan atau memodifikasi senyawa

beracun, di antaranya: ekskresi senyawa beracun ke bagian ekstraseluler, mengisolasi
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senyawa beracun ke vakuola, biosintesis senyawa beracun dalam bagian ekstraseluler
dan modifikasi senyawa beracun ke dalam bentuk tidak aktif (Perangin-angin et al.,
2019).

Antibiotik yang digunakan sebagai kontrol positif dalam penelitian ini berupa
Kloramfenikol 30 pg. Hasil rerata zona hambat Kloramfenikol untuk kedua bakteri
patogen ini tergolong kuat. Pemilihan antibiotik Kloramfenikol dikarenakan
antibiotik ini bersifat bakteriostatik dengan spektrum yang luas dan aktif terhadap
bakteri Gram negatif dan Gram positif (Purba, 2022). Penggunaan kontrol positif ini
juga bertujuan untuk melihat gambaran terbunuhnya bakteri uji. Maida dan Lestari
(2019) menyatakan bahwa antibiotik merupakan senyawa kimia yang terbuat dari
bakteri atau jamur yang memiliki kemampuan untuk menghambat pertumbuhan atau

membunuh mikroorganisme.

IV.2.2 Perbandingan Aktivitas Antibakteri dan KHM Ekstrak Etanol Daun
Pacar Kuku Terhadap Pertunbuhan Bakteri S. typhi dan S. aureus

Berdasarkan data hasil yang diperoleh, rerata zona hambat bakteri Gram postif
S. aureus lebih besar dibandingkan dengan rerata zona hambat bakteri Gram negatif
S. typhi. Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun pacar kuku lebih peka
ternadap bakteri Gram positif. Etanol sebagai pelarut ekstrak daun pacar kuku tidak
mampu membawa zat aktif yang terlarut didalamnya karena dinding sel bakteri
negatif yang terdiri dari lapisan lipopolisakarisa yang tebal (lemak) sehingga tidak
dapat secara optimal dilewati oleh ekstrak daun pacar kuku (Pangaribuan et al.,
2019). Hal ini menyebabkan sebagian besar rerata diameter zona hambat bakteri S.
typhi lebih kecil dibandingkan dengan bakteri S. aureus.

Saudale & Boelan (2018) menyatakan bahwa senyawa antibakteri dipengaruhi
oleh struktur dinding sel bakteri. Bakteri Gram positif cenderung lebih sensitif
terhadap antibakteri karena struktur dinding sel bakteri Gram positif lebih sederhana

dibandingkan struktur dinding sel bakteri Gram negatif sehingga memudahkan
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senyawa antibakteri untuk masuk ke dalam sel bakteri Gram positif. Struktur dinding
sel bakteri Gram negatif relatif kompleks akan menyebabkan senyawa antibakteri
lebih sukar masuk ke dalam sel dan menemukan sasaran untuk bekerja (Sari et al.,
(2017).

Penentuan KHM dari ekstrak etanol daun pacar kuku terhadap bakteri S. typhi
dan S. aureus yaitu dilakukan dengan metode difusi cakram Kirby-Bauer dengan
tujuan mengetahui konsentrasi terkecil ekstrak yang dibutuhkan untuk menghasilkan
diameter zona penghambatan bakteri. Mulyadi (2017) menyatakan bahwa konsentrasi
terkecil dari sampel yang mampu menghambat bakteri yang diinokulasikan dengan
terbentuknya zona bening merupakan nilai konsentrasi hambat minimum (KHM) dari
sampel. Hasil pengujian menunjukkan bahwa nilai KHM dari ekstrak etanol daun
pacar kuku mampu menghambat pertumbuhan bakteri S. typhi dan S. aureus pada
konsentrasi terkecil yaitu 40% dengan diameter berturut-turut sebesar 4,65+0,50 mm
termasuk katagori lemah dan 8,66+0,50 mm termasuk katagori sedang. aktivitas
penghambatan dapat dapat terjadi karena ekstrak daun pacar kuku memiliki
kemampuan sebagai antibakteri. Hal ini sesuai dengan penelitian Elariny et al.,
(2020) yang menyatakan bahwa daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) memiliki
aktivitas antibakteri terhadap (MDR) bakteri Gram-negatif (Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae dan Acinetobacter baumannii). Ekstrak daun
pacar kuku memiliki potensi besar sebagai agen antimikroba yang efektif untuk

berbagai pengobatan.



BAB V
PENUTUP

V.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan sebagai
berikut:

1. Ekstrak etanol daun pacar kuku (Lawsonia inermis Linn.) memiliki aktivitas
antibakteri sehingga bisa menghambat pertumbuhan Salmonella typhi ATTC
14028 dan Staphylococcus aureus ATTC 25923.

2. Nilai konsentrasi hambat minimum (KHM) dari ekstraksi daun pacar kuku
(Lawsonia inermis Linn) mampu menghambat pertumbuhan bakteri S. typhi
dan S. aureus pada konsentrasi terkecil yaitu 40% dengan diameter berturut-
turut sebesar 4,65+0,50 mm termasuk kategori lemah dan 8,66+0,50 mm

termasuk kategori sedang.

V.2 Saran

Saran dari penelitian ini adalah perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
mengenai aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun pacar kuku (Lawsonia inermis
Linn) terhadap mikroba patogen lainnya secara in vitro. Perlu dilakukan metode
dilusi cair untuk mengetahui nilai konsentrasi hambat minimum (KHM) dari ekstrak

etanol daun pacar kuku terhadap pertumbuhan S. typhi dan S. aureus.
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(Lawsonia inermis Linn.) Terhadap Bakteri Salmonella typhi dan Staphylococcus
aureus

Demikian surat ini kami sampaikan atas perhatian dan kerjasama yang baik, kami
mengucapkan terimakasih.

Banda Aceh, 13 Juli 2022

an. Dekan

Wakil Dekan Bidang Akademik dan
Kelembagaan,

Berlaku sampai : 31 Juli 2022

63



Lampiran 3. Surat Selesai Penelitian

LABORATORIUM BIOLOGI
FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI
UNIVERSITAS ISLAM NEGERI AR-RANIRY
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Lampiran 4. Determinasi Tanaman Daun Pacar Kuku (Lawsonia inermis Linn.)

KEMENTERIAN PENDIDIKAN, KEBUDAYAAN,
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UNIVERSITAS SYIAH KUALA
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Jalan Syech Abdurrauf Nomor 3, Darussalam, Banda Acch 23111, Gedung F Lt. 2
Laman: biologi.unsyiah.ac.id, Surel: Biologi@unsyiah.acjd

Nomor  :491/UN11.1.8.4/TA.00.01/2022 8 Agustus 2022
Hal : Identifikasi Sampel Herbarium

Yth. Sdr. Nurul Safwati
Mahasiswa Universitas Islam Negeri Ar-Raniry
Fakultas Sains & Teknologi
Program Studi Biologi
Darussalam - Banda Aceh

Bersama ini kami sampaikan bahwa telah dilakukan identifikasi tanaman daun pacar
kuku dengan klasifikasi taksonomi sebagai berikut :

Regnum/Kingdom : Plantae
Sub Regnum/Sub Kingdom : Tracheobionta
Super Divisio/Super Division  : Spermatophyta

Divisio/Division : Magnoliophyta
Classis/Class : Magnoliopsida

Sub Classis/Sub Class : Rosidae

Ordo/Order : Myrtales
Familia/Family : Lythraceae
Genus/Genus : Lawsonia L.
Species/Species : Lawsonia inermis (L.)
Staf pengajar yang mengidentifikasi:

Dr. Saida Rasnovi, S.Si.,M.Si (NIP. 197111131997022002)

Demikian hasil identifikasi ini dibuat untuk dapat digunakan sesuai keperluan.

Laboratorium Biosistematika
Kepala,

auk/\,/

Prof. Dr. Syaukani, S.Si., M.Sc
NIP 197307271997021001
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Lampiran 5. Alur Penelitian
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Lampiran 6. Dokumentasi Kegiatan

v

Pengambilan sampel daun ~ Pemisahan daun dari ~ Pembersihan daun dicuci
tangkai dengan air mengalir

Pengeringan daun Sampel daun yang sudah
kering

Proses penghalusan daun Proses penyaringan Proses maserasi selama 5
serbuk daun hari
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Proses penyaringan residu Proses pengenceran
dan filtrat konsentrasi

Berbagai variasi Proses peremajaan bakteri Uji aktivitas ekstrak
konsentrasi ekstrak etanol ;i S. typhi dan S. aureus etanol daun pacar kuku

terhadap bakteri S. aureus

g

Uji aktivitas ekstrak
etanol daun pacar kuku
terhadap bakteri S. typhi

Pengukuran hasil uji Hasil pengukuran uji
aktivitas ekstrak daun aktivitas ekstrak daun

pacar kuku pacar kuku



Lampiran 7. Isolat Bakteri Uji
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Lampiran 8. Pembuatan Variabel Konsentrasi Ekstrak

Pada penelitian ini, ekstrak etanol daun pacar kuku dibuat variasi konsentrasi
40%-60%. Konsentrasi awal dari ekstrak etanol daun pacar kuku adalah 100%.

Perhitungan masing-masing konsentrasi ekstrak etanol daun pacar kuku tersebut

adalah:
M1 xV1 = My XV,
Keterangan:
M, = Konsentrasi awal larutan
M, = Konsentrasi akhir larutan
V1 = Volume awal larutan
V, = Volume akhir larutan

1. Konsentrasi 40%

Konsentrasi 40% sebanyak 10 ml, konsentrasi dapat dihitung dengan
menggunakan rumus:

M; x V1 =M, xV,

100% xV1=40% x 10 ml

V1=40% x 10 ml
100%

V1= 4 ml larutan ekstrak
Volume pelarut yang ditambahkan:
Vi- V=10 ml -4 ml
=6 ml DMSO

2. Konsentrasi 45%

Konsentrasi 45% sebanyak 10 ml, konsentrasi dapat dihitung dengan

menggunakan rumus:
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M x Vi =My xV,
100% xV1=45% x 10 ml

V1=45% x 10 ml
100%

V1= 4.5 ml larutan ekstrak
VVolume pelarut yang ditambahkan:
Vi- V=10 ml — 4.5 ml
=5,5ml DMSO

3. Konsentrasi 50%
Konsentrasi 50% sebanyak 10 ml, konsentrasi dapat dihitung dengan
menggunakan rumus:
M; x Vi = M, %V,
100% xV;=50% x 10 ml

V1=50% x 10 ml
100%

V1=5 ml larutan ekstrak
Volume pelarut yang ditambahkan:
Vi- V=10 ml -5 ml
=5 ml DMSO
4. Konsentrasi 55%
Konsentrasi 55% sebanyak 10 ml, Kkonsentrasi dapat dihitung dengan
menggunakan rumus:
M; x V1 = My xV;

100% xV; = 55% x 10 ml
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V1=55% x 10 ml
100%

V1=5,5 ml larutan ekstrak
Volume pelarut yang ditambahkan:
V1- V=10 ml -5,5 ml
=4,5ml DMSO

5. Konsentrasi 60%
Konsentrasi 60% sebanyak 10 ml, konsentrasi dapat dihitung dengan
menggunakan rumus:
Mi x Vi =M, %V,
100% xV1=60% x 10 ml

V1=60% x 10 ml
100%

V1 =6 ml larutan ekstrak
Volume pelarut yang ditambahkan:
Vi- V=10 ml -6 mi
=4 ml DMSO
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Lampiran 9. Pengujian Non Parametik Ekstrak Etanol Daun Pacar Kuku Terhadap S.

typhi
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Perlakuan  Statistic df Sig. Statistic =~ df Sig.
Zona Hambat  P1 .353 L 4 - | .851 4 .230
Terhadap P2 | 350 4 . ez 4 .045
Salmonella P3 i .289 . 910 4 483
B o | 227| T 970 ¥ 4w, 840
P5 1 153 | 2] 992 4 968
P6 .386 4 ¢ 773 4 .062
a. Lilliefors Significance Correction
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
Zona Hambat Based on Mean - 6. 286NN 5| NS 002
Terhadap Based on Median . 1.265) & 58 18 .321
Salmonella  Based on Median and with 1.265 off 3231} .443
typhi “adjusted df L f r
Based on trimmed mean 5.074 5 18 .004

Kruskal-Wallis Test
Test Statistics®”
Zona Hambat Terhadap Salmonella typhi

Kruskal-Wallis H § &2 ir 4 BB _19.480
df L 5
Asymp. Sig. .002

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Perlakuan



Mann-Whitney Test

Perlakuan Pembanding p
Aquades Ekstrak 40% 0,000*
Ekstrak 45% 0,000*
Ekstrak 50% 0,000*
Ekstrak 55% 0,000*
Ekstrak 60% 0,000*
Kloramfenikol 0,000*

Ekstrak 40% Ekstrak 45% 0,149
Ekstrak 50% 0,043*
Ekstrak 55% 0,021*
Ekstrak 60% 0,021*
Kloramfenikol 0,021*

Ekstrak 45% Ekstrak 50% 0,083
Ekstrak 55% 0,043*
Ekstrak 60% 0,021*
Kloramfenikol 0,021*

Ekstrak 50% Ekstrak 55% 0,248
Ekstrak 60% 0,043*
Kloramfenikol 0,021*

Ekstrak 55% Ekstrak 60% 0,386
Kloramfenikol 0,021*
Ekstrak 60% Kloramfenikol 0,021*

Keterangan: Tanda (*) Menunjukkan Perbedaan yang Signifikan (p < 0,05)
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Lampiran 10. Pengujian Parametik Ekstrak Etanol Daun Pacar Kuku Terhadap S.

aureus
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

Perlakuan  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Diameter P1 244 4 .920 4 .538
Zona Hambat P2 .193 4 .957 4 763
Terhadap P3 269 4 895 4 408
Staphylococc  pg 259 4 838 _ud 190
LFalers P5 200 4 964 4 .802

P6 .267 4 .904 4 453
a. Lilliefors Significance Correction

Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
Diameter Zona _Based on Mean .  RRCE0 F 5 18 131
Hambat Terhadap ~ Based on Median 1507 4@ 5 18 .237
Staphylococcus Based on Median 1.507 5 8.888 .280
aureus and with adjusted df ¥
Based on trimmed 1.972 5 18 132
mean
ANOVA
Diameter Zona Hambat
Sum of Squares df Mean Square = Sig.

Between Groups 174.250 5 34.850 17.294 .000
Within Groups 36.272 18 2.015

Total 210.522 23




Post Hoc Tests

Dependent Variable: Diameter Zona Hambat

Multiple Comparisons
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LSD
0] Mean 95% Confidence Interval
Perlakuan (J) Perlakuan Difference (I-J)  Std. Error Sig. Lower Bound  Upper Bound
P1 P2 -2.04250 1.00377 .057 -4.1513 .0663
P3 -3.58750" 1.00377 .002 -5.6963 -1.4787
P4 -4.01500° 1.00377 .001 -6.1238 -1.9062
RS -4.80000" 1.00377 .000 -6.9088 -2.6912
P6 -8.79750 1.00377 .000 -10.9063 -6.6887
P2 P1 2.04250 1.00377 .057 -.0663 4.1513
P3 -1.54500 1.00377 141 -3.6538 .5638
P4 -1.97250 1.00377 .065 -4.0813 .1363
P5 -2.75750° 1.00377 .013 -4.8663 -.6487
P6 -6.75500" 1.00377 .000 -8.8638 -4.6462
P3 [Pl 3.58750° 1.00377 .002 1.4787 5.6963
P2 1.54500 1.00377 141 -.5638 3.6538
P4 -.42750 1.00377 .675 -2.5363 1.6813
RS -1.21250 1.00377 .243 -3.3213 .8963
P6 -5.21000° 1.00377 .000 -7.3188 -3.1012
P4 il 4.01500 1.00377 .001 1.9062 6.1238
B2 1.97250 1.00377 .065 -.1363 4.0813
B3 42750 1.00377 .675 -1.6813 2.5363
5 -.78500 1.00377 444 -2.8938 1.3238
P6 -4.78250° 1.00377 .000 -6.8913 -2.6737
P5 Pl 4.80000" 1.00377 .000 2.6912 6.9088
P2 2.75750° 1.00377 .013 .6487 4.8663
P3 1.21250 1.00377 .243 -.8963 3.3213
P4 .78500 1.00377 444 -1.3238 2.8938
P6 -3.99750" 1.00377 .001 -6.1063 -1.8887
P6 P1 8.79750 1.00377 .000 6.6887 10.9063
P2 6.75500 1.00377 .000 4.6462 8.8638
P3 5.21000" 1.00377 .000 3.1012 7.3188
P4 4.78250 1.00377 .000 2.6737 6.8913
5 3.99750° 1.00377 .001 1.8887 6.1063

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Banyaknya Alat/Bahan Harga | Jumlah Harga

2 Tisu 10.000 20.000

1 Kapas 15.000 15.000

2 Kertas wrap 18.000 36.000

1 liter Alkohol 70% steril 35.000
1 Aluminium foil 21.000
Kertas buram 8.000

Plastik setengah kilo 10.000

2 liter Etanol 96% 30.000 60.000
5 Cotton swab 2.500 10.000

1trip kloramfenikol 200.000

2 strip Blank disk 300.000
2 liter Spiritus 25.000 50.000
25 liter aquadest 3.000 75.000

i Isolat bakteri Staphylococcus aureus 300.000

il Isolat bakteri Salmonella typhi 300.000

409 Media Natrium agar 5.000 200.000

1894 Media MHA 5.500 103.950
Evaporasi ekstrak daun pacar kuku 50.000

75 ml DMSO 4.500 337.500

Jumlah 2.131.450




