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ABSTRAK

Sumber daya alam yang dimiliki Indonesia cukup berlimpah. Tanaman merupakan sumber daya alam yang banyak dimanfaatkan sebagai obat. Salah satu tanaman obat yang dapat digunakan sebagai obat tradisional adalah jambu air. Tujuan penelitian ini yaitu untuk melihat aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun jambu air terhadap S. aureus, dan E.coli dan penetapan nilai konsentrasi hambat minimum (KHM), serta pengujian konsentrasi bunuh minimum (KBM). Ekstraksi dilakukan secara maserasi dengan etanol 96%. Penetapan KHM dilakukan dengan metode mikrodilusi agar. Pengujian KBM dilakukan dengan menggoreskan sejumlah 5 µL alikuot dari sumur pelat mikro yang menunjukkan kejernihan diatas media MHA. Nilai KHM dan KBM ekstrak etanol daun jambu air terhadap S. aureus, dan E.coli yaitu 20.000 μg/mL dan 40.000 μg/mL.
Kata kunci: ekstrak etanol, jambu air, mikrodilusi agar
ABSTRACT

Indonesia's natural resources are quite abundant. Plants are natural resources that are widely used as medicine. One of the medicinal plants that can be used as traditional medicine is watery rose apple. The aim of this study was to determine the antibacterial activity of the ethanol extract of watery rose apple leaves against S. aureus and E. coli, determine the value of the minimum inhibitory concentration (MIC), and minimum bactercidal concentration (MBC). Extraction was carried out by maceration with 96% ethanol. MIC was determined using the agar microdilution method. The MBC test was carried out by scraping a 5 µL aliquot from the micro plate well which showed clarity over the MHA media. The MIC and MBC values ​​of the watery rose apple leaves ethanol extract against S. aureus and E. coli were 20,000 μg / mL and 40,000 μg / mL.
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	1. PENDAHULUAN

Sumber daya alam yang dimiliki Indonesia cukup berlimpah. Tanaman merupakan sumber daya alam yang banyak dimanfaatkan sebagai obat. Salah satu tanaman obat yang dapat digunakan sebagai obat tradisional adalah jambu air. Penelitian yang sudah dilakukan mengenai aktivitas antibakteri daun jambu air menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun jambu air memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri isolat klinis dengan menggunakan metode difusi agar, namun dalam penelitian ini KHM ekstrak tidak dapat ditentukan (Hariyati dkk, 2015). Fraksi etil asetat daun jambu air bekerja sebagai bakterisid terhadap terhadap S. aureus, dan E.coli (Choesrina dkk, 2019). KHM fraksi n-heksana terhadap S. aureus, dan E.coli adalah 3,13% dan 1,56% (Suwendar dkk, 2020). Fraksi air daun jambu air berpotensi sebagai bakterisid terhadap S. aureus, dan E.coli dengan KHM masing-masing sebesar 0,78%. Tujuan penelitian ini yaitu untuk melihat aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun jambu air dan penetapan nilai konsentrasi hambat minimum (KHM) dengan metode mikrodilusi agar, serta pengujian konsentrasi bunuh minimum (KBM). Melalui penelitian ini diharapkan melengkapi informasi tentang aktivitas antibakteri daun jambu air sehingga potensi daun jambu air didasari oleh bukti ilmiah yang cukup lengkap.
2. METODE PENELITIAN

2.1 Alat
Biosafety cabinet, timbangan analitik (Sartorius), maserator, rotary vacuum evaporator (Buchi), gelas kimia, batang pengaduk, mortar, stamper, pelat mikro, inkubator (Memmert), spektrofotometer UV-visible,  vortex, cawan petri, jarum ose, lampu spiritus, autoklaf, pipet Eppendorf, pipet ukur.
2.2 Bahan 
Daun jambu air, etanol  96%, amoksisilin, siprofloksasin, Mueller Hinton Agar (MHA), Mueller Hinton Broth (MHB), dimetilsulfoksida (DMSO), kapas berlemak, aluminium foil, aquades.
2.3 Bakteri Uji

Bakteri uji yang digunakan yaitu Staphylococcus aureus (S. aureus) dan Escherichia coli (E. coli) yang diperoleh dari Laboratorium Farmasi Terpadu Unit D, Prodi Farmasi FMIPA UNISBA.
2.4 Pengolahan Bahan dan Penyiapan Simplisia
Pengolahan bahan dimulai dengan sortasi basah yang dilakukan untuk memisahkan kotoran-kotoran atau bahan-bahan asing lainnya dari bahan. Setelah itu dilakukan pencucian pada bahan untuk menghilangkan tanah dan pengotor lain yang melekat pada bahan. Setelah bahan uji bersih, dilakukan pengeringan untuk mendapatkan simplisia yang tidak mudah rusak, sehingga dapat disimpan lama. Pengeringan dilakukan dengan cara diangin-angin dan tidak di bawah sinar matahari langsung yang bertujuan untuk menghindari hilangnya senyawa aktif yang mudah menguap. Setelah proses pengeringan, dilakukan sortasi kering untuk memisahkan benda-benda asing seperti bagian-bagian tanaman yang tidak diinginkan dan pengotor-pengotor lain yang masih tertinggal pada simplisia kering. Simplisia kering selanjutnya digiling dengan menggunakan blender sehingga diperoleh simplisia dalam bentuk serbuk (Depkes RI, 1985).
2.5 Determinasi Tanaman Uji

Deterninasi tanaman daun jambu air dilakukan di Sekolah Ilmu Teknologi Hayati, Institut Teknologi Bandung.
2.6 Ekstraksi

Ekstraksi dilakukan secara maserasi dengan menggunakan etanol 96% sebagai pelarut. Sebanyak 50 gram simplisia daun jambu air direndam dalam 1 L etanol 96% selama 5 x 24 jam pada suhu kamar, kemudian disaring menggunakan kertas saring sehingga diperoleh ekstrak cair. Ekstrak cair yang diperoleh diuapkan dengan rotary vacuum evaporator dan disimpan pada water bath suhu 50oC hingga diperoleh ekstrak kental (Suwendar dkk, 2014).

2.7 Sterilisasi Media dan Alat

Sterilisasi dilakukan terhadap media dan alat dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121oC selama 15 menit.
2.8 Penyiapan MHA dan MHB
Mueller Hinton Agar (MHA) dibuat dengan melarutkan 38 gram serbuk MHA dalam air suling steril sebanyak 1000 mL. Sedangkan Mueller Hinton Broth (MHB) dibuat dengan melarutkan 21 gram serbuk MHB dalam air suling steril sebanyak 1000 mL. Kemudian masing-masing dipanaskan hingga larut dalam labu Erlenmeyer, disumbat dengan kapas berlemak dan ditutup dengan alumunium foil lalu disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121ºC selama 15 menit.
2.9 Penyiapan Sediaan Uji dan Antibiotika Pembanding

Sediaan uji yang digunakan yaitu ekstrak etanol daun jambu air dengan konsentrasi uji 80.000 μg/ml yang dimasukan ke dalam kolom 12. Antibiotika yang digunakan yaitu amoksisilin dan siprofloksasin dengan konsentrasi 1000 μg/ml.
2.10 Penyiapan Suspensi Bakteri Uji

Suspensi bakteri uji dilakukan dengan cara membiakkan bakteri uji yaitu S. aureus dan E. coli  pada media pertumbuhan Mueller Hinton Broth (MHB) dan diinkubasi pada suhu 37ºC selama 18-24 jam. Pada suspensi bakteri yang sudah diinkubasi dilakukan pengenceran dengan MHB sampai diperoleh kekeruhan suspensi bakteri dengan mengukur nilai absorbansinya (A) menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang (λ) 625 nm sampai diperoleh nilai A= 0,08-0,13. Kekeruhan ini menunjukkan sekitar 1 x 108 CFU/mL bakteri. Pada suspensi tersebut dilakukan pengenceran dengan perbandingan 1:20 sehingga terdapat bakteri 5 x 106 CFU/mL. Supensi bakteri inilah yang nanti akan dimasukkan ke dalam sumur pada pelat mikro (CLSI, 2012 dan Sukandar dkk, 2014).
2.11 Pengujian Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Jambu Air dengan Mikrodilusi Agar dan Penetapan KHM
Sebanyak 100 µL MHB dimasukan ke dalam semua kolom. Ekstrak uji dimasukan ke dalam kolom 12, baris A, B, C.  Larutan siprofloksasin dimasukan ke dalam kolom 12 baris D, E, F. Larutan amoksisilin dimasukan ke dalam kolom 12 baris G dan H. Volume masing-masing sediaan yang dimasukkan ke kolom 12 yaitu 100 µL, sehingga pada kolom 12 terdapat 100 µL MHB dan 100 µL sediaan. Dari campuran tersebut diambil sebanyak 100 µL untuk mengisi kolom 11. Pengenceran tersebut dilakukan berurutan hingga ke kolom 3. Pada setiap sumur kecuali sumur kolom 1 diisi 10 µL suspensi bakteri yang sudah mengalami pengenceran sehingga pada masing-masing sumur terdapat 5 x 104 CFU/mL. Kolom 1 pelat mikro digunakan sebagai kontrol negatif, kolom 2 sebagai kontrol positif. Dilakukan inkubasi pada suhu 37oC selama 18-24 jam kemudian diamati ada atau tidaknya pertumbuhan bakteri pada tiap sumur dengan melihat kejernihan kultur dibandingkan dengan kontrol. Apabila keruh maka bahan uji tidak dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Bila kultur jernih maka bahan uji dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Konsentrasi terendah yang tidak ditumbuhi bakteri (jernih) ditetapkan sebagai nilai KHM.
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Gambar 1. Sumur pada pelat mikro

2.12 Pengujian KBM

Sebanyak 15 mL MHA dicairkan dan dibiarkan hingga mencapai suhu 45-53oC, kemudian dituangkan ke dalam cawan petri steril dan dibiarkan selama beberapa menit sehingga menjadi padat. Pada sumur pelat mikro yang menunjukkan kejernihan, dipipet sejumlah 5 µL alikuot. Alikuot tersebut kemudian digoreskan menggunakan ose diatas media MHA steril. Selanjutnya dilakukan inkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37oC. Bagian media agar yang tidak terdapat pertumbuhan bakteri dan memberikan hasil visual yang jernih ditetapkan sebagai nilai KBM.
3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstraksi simplisia daun jambu air sebanyak 482,12 g dilakukan dengan cara maserasi menggunakan etanol 96% sebagai pelarut. Metode maserasi dipilih untuk mengantisipasi kerusakan senyawa yang tidak stabil terhadap pemanasan. Ekstrak yang diperoleh kemudian diuapkan dengan rotary vacuum evaporator hingga didapat 85,12 g ekstrak kental dengan rendemen sebesar 17,65%. 

Uji aktivitas antibakteri ekstrak daun jambu air terhadap S. aureus dan E.coli dengan mikrodilusi agar dapat dilihat pada Tabel 1. dan Tabel 2.
Tabel 1. Penetapan Konsentrasi Hambat Minimum Ekstrak Daun Jambu Air terhadap S. aureus dengan Mikrodilusi Agar
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Keterangan:

K (+)
= kontrol positif
(+)
= ada pertumbuhan bakteri (keruh)

K (-)
= kontrol negatif
(-)
= tidak ada pertumbuhan bakteri (bening)

EDJA = ekstrak daun jambu air
Pada Tabel 1. Dapat diamati bahwa ekstrak daun jambu air memiliki aktivitas antibakteri terhadap S. aureus yang diuji dengan metode mikrodilusi agar. Hal ini ditunjukkan dengan terjadinya hambatan pertumbuhan pada kolom 11 (konsentrasi 2%) dan 12 (konsentrasi 4%). Nilai KHM ekstrak daun jambu air terhadap S. aureus yaitu 2%.
Tabel 2. Penetapan Konsentrasi Hambat Minimum Ekstrak Daun Jambu Air terhadap E. coli dengan Mikrodilusi Agar
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Keterangan:

K (+)
= kontrol positif
(+)
= ada pertumbuhan bakteri (keruh)

K (-)
= kontrol negatif
(-)
= tidak ada pertumbuhan bakteri (bening)

EDJA = ekstrak daun jambu air
Pada Tabel 2. Dapat dilihat bahwa ekstrak daun jambu air memiliki aktivitas antibakteri terhadap E. coli dan nilai KHM ditetapkan pada konsentrasi 20.000 μg/ml.
Hasil pengujian konsentrasi bunuh minimum (KBM) terhadap S. aureus dan E. coli dapat dilihat pada  Tabel 4. dan Gambar 2.
Tabel 4. Hasil pengujian KHM
Sediaan Uji
KBM µg/mL

S. aureus
E. coli
EDJA

40.000

40.000
Keterangan:

EDJA = ekstrak daun jambu air
Pada Tabel 4. Dapat diamati bahwa nilai KBM ektrak etanol terhadap S. aureus dan E. coli sebesar 40.000 µg/mL.
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Gambar 2. Hasil pengujian KBM ekstrak etanol daun jambu air terhadap S. aureus dan E. coli



	4. KESIMPULAN

Ekstrak daun jambu air memiliki aktivitas antibakteri terhadap S.aureus dan E. coli dengan metode mikrodilusi agar. Nilai KHM ekstrak daun jambu air terhadap S.aureus dan E. coli adalah 2%. Nilai KBM ekstrak daun jambu air terhadap S.aureus dan E. coli adalah 4%. 
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