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ABSTRACT

ANTIBACTERIAL ACTIVITY TEST OF METHANOL EXTRACT WARU
LEAF (Hibiscus tiliaceus Linn) USING SONICATION EXTRACTION
METHOD ON THE GROWTH OF Streptococcus pyogenes
IN VITRO

By
LUHUT ULI ARTO NAENGGOLAN

Background : Streptococcus pyogenes can cause a person to develop an upper
respiratory tract infection . The use of the hibiscus plant (Hibiscus tiliaceus Linn)
as a traditional medicine is an attempt to reduce the high incidence of antibiotic-
induced resistance. The sonication extraction method is known to have many
advantages compared to conventional extraction methods, especially in terms of
inhibiting bacterial growth. This study aims to determine the antibacterial activity
of methanol extract of hibiscus leaves (Hibiscus tiliaceus Linn) on the growth of
Streptococcus pyogenes bacteria.

Methods : This research is an experimental study to determine the antibacterial
effect of methanol extract of hibiscus leaves by sonication extraction method at
concentrations of 10%, 15%, 20%, 25% (Hibiscus tiliaceus Linn) against
Streptococcus pyogenes bacteria.

Results : The results showed that the antibacterial activity of the methanol extract
of waru leaves (Hibiscus tiliaceus Linn) at concentrations of 10%, 15%, 20% and
25% resulted in an average diameter of the inhibition zone of 10.29 mm, 11.41
mm, 13.63 mm and 14.44mm.

Conclusion : There is antibacterial activity in the methanol extract of hibiscus
leaves (Hibiscus tiliaceus Linn) against the growth of Streptococcus pyogenes.

Keyword : antibacterial, hibiscus leaves, sonication, Streptococcus pyogenes.



ABSTRAK

UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI EKSTRAK METANOL DAUN WARU
(Hibiscus tiliaceus Linn) DENGAN METODE EKSTRAKSI SONIKASI
TERHADAP PERTUMBUHAN Streptococcus pyogenes
SECARA IN VITRO

Oleh

LUHUT ULI ARTO NAENGGOLAN

Latar Belakang : Streptococcus pyogenes dapat menyebabkan seseorang
mengidap penyakit infeksi infeksi saluran pernapasan atas (ISPA). Penggunaan
tanaman waru (Hibiscus tiliaceus Linn) sebagai obat tradisional merupakan upaya
untuk mengurangi tingginya kejadian resistensi akibat antibiotik. Metode
ekstraksi sonikasi diketahui memiliki banyak sekali kelebihan dibandingkan
dengan metode ekstraksi konvensional terutama dalam hal menghambat
pertumbuhan bakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas
antibakteri ekstrak metanol daun waru (Hibiscus tiliaceus Linn) terhadap
pertumbuhan bakteri Streptococcus pyogenes.

Metode : Penelitian ini adalah penelitian eksperimental untuk mengetahui efek
antibakteri dari ekstrak metanol daun waru dengan metode ekstraksi sonikasi pada
konsentrasi 10%, 15%, 20% dan 25% (Hibiscus tiliaceus Linn) terhadap bakteri
Streptococcus pyogenes.

Hasil : Hasil penelitian menunjukkan adanya aktivitas antibakteri ekstrak metanol
daun waru (Hibiscus tiliaceus Linn) pada konsentrasi 10%, 15%, 20% dan 25%
menghasilkan rerata diameter zona hambat sebesar 10,29 mm, 11,41 mm, 13,63
mm dan 14,44 mm.

Simpulan : Terdapat aktivitas antibakteri pada ekstrak metanol daun waru
(Hibiscus tiliaceus Linn) terhadap pertumbuhan Streptococcus pyogenes.

Kata Kunci : antibakteri, daun waru, sonikasi, Streptococcus pyogenes.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Streptococcus pyogenes atau yang biasa juga dikenal dengan Group A
Streptococcus (GAS) adalah bakteri patogen yang keberadaannya telah
menjadi penyebab morbiditas dan mortalitas tinggi tanpa memandang usia,
jenis kelamin, dan etnis (Avire et al.,, 2021). Prevalensi infeksi akibat
Streptococcus pyogenes diseluruh dunia sedikitnya ada di angka 18,1 juta
kasus penyakit parah dengan 1,78 juta kasus baru dan 517.000 kematian tiap
tahun. Selain itu juga dipaparkan bahwa ada 616 juta kasus faringitis dan 160
juta kasus baru impetigo disebabkan bakteri ini setiap tahunnya (Jespersen et
al., 2020). Di negara berkembang seperti Indonesia, prevalensi infeksi saluran
pernapasan akut (ISPA) yang didalamnya termasuk penyakit faringitis pada
tahun 2018 menunjukkan persentase sebesar 9,3% (Badan Penelitian dan

Pengembangan Kesehatan, 2018).

Streptococcus pyogenes dapat bersifat invasif, dimana bakteri ini bisa
menyebabkan seseorang mengidap penyakit infeksi melalui sekresi enzim
kolagenase atau hialuronidase yang merusak substansi interseluler jaringan
inang akibatnya bakteri ini menjadi mudah masuk dan menyebar di jaringan
(Rini dan Rochmah, 2020). Diantara banyak penyakit infeksi yang dapat
disebabkan oleh bakteri Streptococcus pyogenes, penyakit infeksi saluran
pernapasan atas (ISPA) seperti faringitis (radang tenggorokan) adalah
penyakit paling umum akibat bakteri ini. Selain itu ada infeksi kulit menular

seperti impetigo (Joegijantoro, 2019; Siemens dan Lutticken, 2021).

Pengobatan dini melalui penggunaan obat seperti antibiotik sangat penting
dilakukan untuk mengurangi transmisi infeksi bakteri Streptococcus pyogenes

guna menekan penularan dari individu terinfeksi ke individu sehat lainnya.



Misalnya dengan penggunaan antibiotik dapat menekan bakteri Streptococcus
pyogenes menular hanya selama 24 - 48 jam namun lain halnya bila tanpa
antibiotik yang penularannya dapat berlangsung selama 10 - 21 hari bahkan

jauh lebih lama pada kasus yang parah (Avire et al., 2021).

Tidak semua penyakit infeksi yang disebabkan oleh Streptococcus pyogenes
berhasil diobati dengan antibiotik (Siemens dan Lutticken, 2021). Penggunaan
antibiotik yang tidak rasional seperti ketidaktepatan indikasi, penggunaan
antibiotik secara sembarangan dan kesalahan pemberian dosis antibiotik telah
memicu terjadinya kejadian resistensi antibiotik (Peters et al., 2017). Selain
itu, antibiotik seftriakson, vankomisin, eritromisin, tetrasiklin, kloramfenikol,
klindamisin dan levofloksasin dilaporkan juga telah resisten terhadap isolat
bakteri Streptococcus pyogenes (Kebede et al., 2021). Oleh karena itu,
penggunaan antibiotik untuk infeksi bakteri Streptococcus pyogenes saat ini
disarankan untuk dibatasi penggunaannya mengingat ancaman resistensi
antibiotik yang berpotensi mengakibatkan infeksi berulang dan kegagalan

dalam pengobatan (Fiedler et al., 2015).

Penggunaan tanaman sebagai obat tradisional merupakan upaya untuk
mengurangi tingginya kejadian resistensi akibat antibiotik (Puteri dan
Milanda, 2021). Pemanfaatan obat tradisional dari bahan alam di kalangan
masyarakat saat ini juga telah menunjukkan trend semakin meningkat karena
pola pikir back to nature, selain itu juga karena efek samping penggunaan obat
tradisional yang jauh lebih rendah dibandingkan obat konvensional,
keberadaan obat tradisional yang mudah didapatkan dan relatif lebih aman
digunakan (Adjeng et al., 2020; Damayanti et al., 2022). Oleh karena itu
semakin meningkatnya penggunaan obat tradisional secara turun-temurun
harus diikuti dengan penelitian ilmiah yang dapat membuktikan kebenaran
khasiat obat tradisional yang terkandung dalam tanaman tersebut (Ruslin et
al., 2020).

Tanaman waru (Hibiscus tiliaceus Linn) adalah salah satu tanaman obat yang
memiliki Kkhasiat dalam pengobatan. Telah dilaporkan pada penelitian



sebelumnya bahwa daun, kulit batang, bunga dan akar waru mengandung
sedikitnya empat senyawa metabolit sekunder vyaitu flavonoid, alkaloid,
saponin, dan tanin yang memang tergolong sebagai senyawa antibakteri, lebih
lanjut penelitian ini juga memaparkan bahwa ekstrak daun waru (Hibiscus
tiliaceus Linn) memiliki potensi aktivitas antibakteri yang diuji dengan tujuh
bakteri yaitu bakteri gram positif seperti S. aureus, S. pyogenes, dan S. faecalis
maupun gram negatif contohnya E. coli, K. pneumoniae, S. typhi, dan P.
aeruginosa dengan diameter zona hambat sebesar 18 mm lebih besar jika
dibandingkan dengan bagian batang, bunga dan akar (Rawool dan Parulekar,
2019).

Ekstraksi merupakan langkah awal untuk memperoleh senyawa metabolit
sekunder yang telah terbukti memiliki aktivitas antibakteri. Oleh sebab itu
pemilihan metode ekstraksi yang tepat adalah dasar untuk mengoptimalkan
proses ekstraksi senyawa ini. Sampai saat ini teknik ekstraksi konvensional
yang cukup populer digunakan pada ekstraksi daun waru (Hibiscus tiliaceus
Linn) seperti maserasi, perkolasi, sokletasi dan refluks memiliki banyak sekali
kekurangan seperti waktu ekstraksi yang lama, penggunaan pelarut dalam
jumlah besar, hasil ekstrak rendah dan kerusakan zat metabolit sekunder telah
menyebabkan penurunan efisiensi dan kualitas ekstrak yang dinginkan (Rao et
al., 2021; Santos et al., 2022).

Metode ekstraksi dengan sonikasi atau Ultrasound-Assisted Extraction adalah
teknologi canggih yang dapat dipilih karena beberapa keunggulannya yaitu
mudah digunakan, proses ekstraksi yang cepat, dapat digunakan di suhu
rendah dan pelarut yang digunakan sedikit sehingga dapat meningkatkan
efisiensi dan kualitas ekstrak. Penggunaan pelarut merupakan faktor penting
dalam ekstraksi sonikasi, dimana pada penelitian yang dilakukan oleh
Melecchi, (2022) didapatkan penggunaan pelarut metanol pada ekstraksi
sonikasi menghasilkan rendemen ekstrak waru (Hibiscus tiliaceus Linn)
sebesar 13,2% yang lebih tinggi jika dibandingkan pelarut-pelarut lain
sehingga didapatkan kandungan senyawa metabolit sekunder dalam jumlah

besar yang berimplikasi pada tingginya diameter zona hambat pertumbuhan



bakteri. Hasil ekstrak dari metode ekstraksi sonikasi pada daun waru (Hibiscus
tiliaceus Linn) hingga saat ini belum pernah digunakan untuk uji aktivitas
antibakteri. Padahal rendemen ekstrak yang dihasilkan jauh lebih tinggi yaitu
13,03% dibandingkan dengan maserasi 1,20%, perkolasi 2,13%, refulks
3,24% atau sokletasi 5,67% (Mounika et al., 2022). Selain itu pada pengujian
antibakteri didapatkan bahwa ekstrak yang dihasilkan dari metode sonikasi
mampu menghambat pertumbuhan bakteri nyaris sempurna 100%
dibandingkan dengan metode maserasi dan sokletasi yang hanya mampu
menghambat pertumbuhan bakteri hanya 60-80% (Aguilar-Villalva et al.,
2021).

Berdasarkan latar belakang diatas, penelitian ini dilakukan dengan tujuan
untuk mengetahui bagaimanakah aktivitas antibakteri ekstrak metanol daun
waru dengan metode ekstraksi sonikasi sebagai tanaman herbal pengganti

antibiotik dalam menghambat pertumbuhan bakteri Streptococcus pyogenes.

1.2 Rumusan Masalah
Apakah terdapat aktivitas antibakteri ekstrak metanol daun waru dengan
metode ekstraksi sonikasi sebagai tanaman herbal dalam menghambat

pertumbuhan bakteri Streptococcus pyogenes ?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antibakteri
ekstrak metanol daun waru (Hibiscus tiliaceus Linn) dengan metode ekstraksi
sonikasi sebagai tanaman herbal dalam menghambat pertumbuhan bakteri

Streptococcus pyogenes.

1.3.2 Tujuan Khusus
1. Tujuan khusus penelitian ini adalah untuk mengetahui kandungan
senyawa metabolit sekunder yang ada di dalam ekstrak metanol daun

waru (Hibiscus tiliaceus Linn).



2. Tujuan khusus penelitian ini adalah untuk mengetahui diameter zona
hambat pertumbuhan bakteri Streptococcus pyogenes pada ekstrak
metanol daun waru (Hibiscus tiliaceus Linn) dengan metode
ekstraksi sonikasi.

3. Tujuan khusus penelitian ini adalah untuk mengetahui morfologi dan
anatomi daun waru (Hibiscus tiliaceus Linn) melalui pemeriksaan
makroskopis dan mikroskopis.

4. Tujuan khusus penelitian ini adalah untuk mengetahui parameter
spesifik dan non spesifik simplisia dan ekstrak daun waru (Hibiscus

tiliaceus Linn).

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Bagi Para Peneliti
Menambah pengetahuan peneliti tentang aktivitas antibakteri ekstrak
metanol daun waru dengan metode ekstraksi sonikasi sebagai tanaman
herbal pengganti antibiotik dalam menghambat pertumbuhan bakteri

Streptococcus pyogenes.

1.4.2 Bagi Instansi Terkait
Meningkatkan penelitian di bidang Agromedicine sehingga dapat
menunjang pencapaian visi Fakultas Kedokteran Universitas Lampung
sebagai Fakultas Kedokteran sepuluh terbaik di Indonesia pada tahun

2025 dengan kekhususan Agromedicine.

1.4.3 Bagi Masyarakat
Memberikan informasi kepada masyarakat mengenai manfaat daun
waru. Dengan harapan meningkatkan kesadaran dan minat masyarakat
untuk dapat memanfaatkan daun waru sebagai tanaman obat yang
memiliki banyak manfaat untuk kesehatan tubuh.
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2.1 Waru (Hibiscus tiliaceus Linn)
2.1.1 Definisi Waru

Waru atau yang biasa dikenal dengan nama latin Hibiscus tiliaceus Linn
termasuk kedalam suku kapas-kapasan (Malvaceae). Tanaman ini
memiliki beberapa sebutan yaitu beach hibiscus, sea hibiscus, coastal
cottonwood, tree hibiscus (inggris), hau (hawai), purau (tahiti). Di
Indonesia memiliki beberapa sebutan yaitu baru, beruk, bou, buluh,
kioko, melanding, siron, tobe (sumatera), wande, waru, waru baru,
waru laut, waru lenga, waru lengis, waru lisah, waru lot, waru
rangkang (jawa), dadap laut (kalimantan), bau, fau, kabaru, wau (nusa
tenggara), bahu, belebirang, lamogu, molowagu, molowahu (sulawesi),
balo, fanu, faru, haaro, halu, haru, kalo, pa, palu, papatale, war
(maluku) iwal, kasyanaf, wakati (irian jaya). Sedangkan khusus untuk
nama simplisia tanaman ini sendiri adalah Hibiscus tiliaceus Folium
(daun) dan Hibiscus tiliaceus Flos (bunga) (Kinho et al., 2011; Suwandi
dan Hendrati, 2017).

Waru yang masih semarga dengan kembang sepatu ini merupakan
tanaman yang berasal dari pesisir pantai Samudra Pasifik dan Hindia.
Namun saat ini penyebarannya sudah sangat meluas sehingga dapat
ditemukan di benua Amerika, Afrika, Asia, Australia dan di seluruh
kepulauan Pasifik. Tanaman ini dapat tumbuh subur di lingkungan
pesisir pantai dan tepi sungai tetapi lokasi seperti di pedalaman hutan

dan lembah banyak ditemui di daerah asalnya. Apabila ditinjau dari



iklimnya Hibiscus tiliaceus Linn adalah tumbuhan khas yang dapat
tumbuh luas di iklim tropis dan subtropis (Husnah et al., 2021).

Hibiscus tiliaceus Linn sudah sangat lama dikenal sebagai pohon
peneduh di tepi sungai dan pematang, terutama di tepi pantai. Penamaan
waru dalam bahasa inggris dengan sebutan beach hibiscus atau sea
hibiscus bukanlah tanpa alasan. Hal ini dikarenakan pohon waru sangat
tahan dengan angin laut yang kencang. Waru juga banyak ditanam di
tepi jalan karena akarnya yang tumbuh ke dalam tanah tidak begitu
dalam sehingga tidak merusak jalan dan bangunan di sekelilingnya.
Selain itu warna bunganya yang indah dipandang mata membuat
tumbuhan ini banyak ditanam di depan pekarangan rumah (Dwiyani,
2013; Suwandi dan Hendrati, 2017).

Hibiscus tiliaceus Linn umumnya sangat mudah tumbuh di berbagai
lokasi tanpa memandang lingkungan sekitarnya. Tanaman ini akan
tumbuh optimum dengan sinar matahari yang cukup serta tanah yang
sedikit asam dan berdrainase baik. Apabila di tanam di daerah subur
batangnya akan tumbuh lurus tetapi pada tanah yang kurang subur
sekalipun tanaman ini tetap dapat hidup dengan adaptasi morfologi
berupa batang cenderung membengkok dengan cabang dan daun-
daunnya yang melebar (Dwiyani, 2013; Suwandi dan Hendrati, 2017).

2.1.2 Morfologi dan Taksonomi Waru
Akar waru berjenis akar tunggang, warna putih kekuningan, bagian
cabang atau ranting dari batang yang turun ke bawah dekat tanah sering

tumbuh menjadi akar (Gunawan et al., 2019; Syamsiah et al., 2016).

Batang dapat tumbuh hingga mencapai tinggi 15 m. Ukuran diameter
lingkar batang sedang sekitar 30-50 cm saat sudah tua, batang
berbentuk bulat, berkayu, bercabang banyak, berwarna coklat, kulit
batang berlenti sel. Pada tanah yang subur batang tanaman ini tumbuh
lurus tetapi pada kondisi tanah yang memiliki nutrisi tanah buruk

batang akan cenderung tumbuh membengkok dengan percabangan



menyebar. Cabang atau ranting yang mencapai tanah sering tumbuh
menjadi akar (Gunawan et al., 2019; Kinho et al., 2011; Kusumanegara
et al., 2020; Suwandi dan Hendrati, 2017).

Bunga waru merupakan bunga tunggal, tumbuh pada ujung batang,
ukuran besar dengan diameter 12 cm, bunga berbentuk seperti lonceng,
bagian pangkal bunga berwarna merah hati agak keunguan, petal saling
menindih, mahkota besar, berbentuk seperti kipas dengan panjang 5-7
cm. Kelopak memiliki panjang 2,5 cm. Tabung benang sari keseluruhan
ditempati oleh kepala sari kuning. Sedangkan kepala putik berwarna
merah marun (Dwiyani, 2013; Gunawan et al., 2019; Kusumanegara et
al., 2020; Syamsiah et al., 2016; Suwandi dan Hendrati, 2017; Wong
dan Chan, 2022).

Buah waru berbentuk seperti telur berukuran kecil, berwarna coklat,
panjang 2-3 cm, pada permukaan buah terdapat semacam rambut-
rambut halus lebat yang warnanya kuning keemasan, di dalam buah
tersimpan banyak biji, ujung buah meruncing, buah beruang lima tidak
sempurna dengan tiap bagian dibagi dua oleh sekat semu, buah ketika
sudah tua akan pecah dan membentuk 5 katup terbuka (Dwiyani, 2013;
Gunawan et al., 2019; Kinho et al., 2011; Kusumanegara et al., 2020;
Suwandi dan Hendrati, 2017).

Biji waru tersimpan rapi di dalam buah waru, biji waru terlindung di
dalam buah dikarenakan ditutup oleh kulit dan katup buah, biji
memiliki bentuk seperti ginjal, halus, berbintil-bintil kecil, berwarna
coklat muda, ukurannya sangat kecil sekitar 0,3-0,4 cm (Gunawan et
al., 2019; Kinho et al., 2011; Kusumanegara et al., 2020; Syamsiah et
al., 2016; Suwandi dan Hendrati, 2017).

Menurut Gunawan et al., (2019) taksonomi tanaman waru adalah
sebagai berikut :



Gambar 1. Daun Waru (Dokumentasi Pribadi)
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Divisi
Kelas
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Spesies

2.1.3 Manfaat Waru

Tanaman waru ini sudah sangat terkenal sebagai obat tradisional oleh
masyarakat. Tanaman waru biasanya dipakai sebagai obat diare, batuk
dan amandel. Getah berlendir dari kulit batang, cabang dan kuncup
bunga digunakan sebagai pencahar ringan dan sering dioleskan pada

perut sebagai pelumas saat nyeri persalinan. (Abdul-Awal et al., 2016;

Oktoba, 2018).

Tanaman waru juga banyak dimanfaatkan untuk keperluan manusia.
Batang waru banyak dimanfaatkan sebagai kerajinan dari kayu,
perkakas dan cinderamata seperti hiasan di kepala (Abdul-Awal etal.,
2016; Gunawan et al., 2019; Suwandi dan Hendrati, 2017). Di bali serat
dari batang waru dirangkai untuk membuat jaring penangkap ikan

dikarenakan kekuatan batangnya yang baik (Dwiyani, 2013).

: Plantae

: Magnoliophyta
: Magnoliopsida
: Malvales

: Malvaceae

: Hibiscus

: Hibiscus tiliaceus Linn
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2.1.4 Kandungan Waru Sebagai Antibiotik

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Rawool dan Parulekar,
(2019) menunjukkan bahwa ekstrak yang didapat dari Hibiscus tiliaceus
Linn dari bagian tanaman daun, kulit batang, bunga dan akar memiliki
aktivitas antibakteri terhadap bakteri gram positif (S. aureus, S.
pyogenes, S. faecalis) dan gram negatif (E. coli, K. pneumoniae, S.
typhi, P. aeruginosa). Akan tetapi pada penelitian ini menyajikan data
yang menunjukkan bagian daun memiliki aktivitas antibakteri tertinggi
dibandingkan dengan kulit, batang, bunga dan akar. Ekstrak daun waru
menunjukkan aktivitas antibakteri pada lima bakteri dari tujuh bakteri
yang diuji. Pada penelitian ini pula di beritahukan bahwa ekstrak daun,
akar, bunga dan akar semuanya positif terhadap empat senyawa
metabolit sekunder yakni flavonoid, alkaloid, saponin, dan tanin
(Rawool dan Parulekar, 2019).

Flavonoid bekerja dengan menyebabkan kerusakan dinding sel pada
bakteri. Tanin bekerja dengan menyerang polipeptida dinding sel
sehingga menyebabkan kerusakan dinding sel pada bakteri. Saponin
memiliki molekul yang dapat menarik air atau hidrofilik dan molekul
yang dapat melarutkan lemak atau lipofilik sehingga dapat menurunkan
tegangan permukaan sel yang akhirnya menyebabkan hancurnya sel
bakteri. Steroid dan terpenoid sebagai antibakteri berhubungan dengan
membran lipid dan sensitivitas terhadap komponen steroid yang
menyebabkan kebocoran pada liposom menyebabkan integritas
membran menurun serta morfologi membran sel berubah yang
menyebabkan sel rapuh dan lisis. Sedangkan alkaloid memiliki
mekanisme kerja sebagai antibakteri dengan prinsip mengganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri akibatnya lapisan
dinding sel tidak terbentuk secara utuh (Putra et al., 2017; Sari, Muhani
and Fajriaty, 2017).
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2.2 Streptococcus pyogenes
2.2.1 Definisi dan Morfologi

Streptococcus pyogenes adalah bakteri patogen yang menyebabkan
penyakit infeksi hampir pada seluruh orang didunia. Infeksi paling
umum yang disebabkan oleh bakteri ini adalah faringitis (radang
tenggorokan). Selain itu bakteri ini juga dapat menyebabkan infeksi
kulit dan jaringan contohnya impetigo. Lebih parahnya lagi infeksi
akibat Streptococcus pyogenes ditakuti bukan hanya karena penyakit
infeksi yang sedang berlangsung tetapi juga karena kemampuan bakteri
ini untuk mengakibatkan glomerulonefritis (radang nefron glomerulus)
dan demam rematik akut yang terjadi akibat dari kelanjutan pasca
infeksi Streptococcus pyogenes pada tenggorokan dan kulit (Bryant dan
Stevens, 2014; Joegijantoro, 2019).

Streptococcus pyogenes atau yang biasa juga disebut dengan istilah
Group A Streptococcus (GAS) adalah bakteri gram positif,
dikategorikan sebagai bakteri B-hemolitik dan bersifat katalase negatif.
Bakteri ini tumbuh sebagai sel bulat atau kokus dengan diameter 0,6 -
1.0 um terlihat seperti kumpulan atau rantai pendek bakteri.
Streptococcus pyogenes tidak bergerak, tidak membentuk spora dan
bersifat anaerobik fakultatif. Organisme ini tumbuh baik pada suhu 37°
C dengan rentang pH 7,4-7,6. (Bryant dan Stevens, 2014).

Streptococcus pyogenes sering membentuk kumpulan seperti rantai
dengan penampilan seperti diplokokus yang mencolok. Panjang rantai
sangat bervariasi dan dikondisikan oleh faktor lingkungan. Dinding sel
Streptococcus pyogenes mengandung protein, karbohidrat dan
peptidoglikan. Selain itu terdapat rambut seperti pili menonjol melalui
kapsul Streptococcus pyogenes. (Brooks et al., 2012).
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Klasifikasi bakteri Streptococcus pyogenes menurut Krieg (2010)

sebagai berikut :

Kingdom : Bacteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacili

Ordo : Lactobacillales

Famili : Streptococcaceae

Genus . Streptococcus

Spesies . Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes

Gambar 2. Streptococcus pyogenes (CDC, 2021)

2.2.2 Patogenesis
Langkah pertama dalam patogenesis penyakit infeksi akibat
Streptococcus pyogenes adalah kolonisasi bakteri yang berhasil
berkembang biak pada mukosa saluran pernapasan bagian atas atau

kulit manusia (Bryant dan Stevens, 2014).

Sejumlah faktor besar telah dikaitkan dengan terjadinya patogenesis
Streptococcus pyogenes terhadap tubuh manusia yaitu protein M,
kapsul asam hialuronat, dan protein pengikat fibrinektin. Selama infeksi
invasif sejumlah besar protein M dilepaskan dari permukaan sel melalui
proteolisis sehingga dapat membentuk kompleks proinflamasi seperti

bekuan dengan fibrinogen manusia yang menyebabkan aktivasi
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neutrofil tidak terkontrol, kebocoran pembuluh darah dan gejala syok
toksik. Selain itu Protein M (bersama dengan kapsul asam hialuronat
dan protein permukaan lainnya) memungkinkan Streptococcus
pyogenes menghindari fagositosis melalui berbagai mekanisme (Nizet
dan Arnold, 2018; Peters et al., 2017; Snelling dan Carapetis, 2012).

2.3 Ekstraksi
2.3.1 Definisi Ekstraksi

Ekstraksi adalah istilah dalam dunia farmasi yang diartikan sebagai
pemisahan senyawa aktif obat dari tanaman atau jaringan hewan dengan
menggunakan pelarut selektif dalam prosedur ekstraksi standar (Rasul,
2018). Pada proses ekstraksi akan terjadi kontak secara langsung antara
bahan dan pelarut. Selama proses ini berlangsung, secara umum dapat
dikelompokan menjadi tiga fase, yaitu: pelarut yang sesuai akan
merusak dinding sel jaringan lalu masuk ke dalam sel, setelah itu
pelarut akan melarutkan senyawa metabolit sekunder dan akhirnya
pelarut yang telah melarutkan senyawa metabolit sekunder akan
dipisahkan guna mendapatkan ekstrak yang akan dipakai (Agung,
2017).

Pemilihan metode ekstraksi sangat tergantung dari bagian tanaman yang
diekstraksi dan bahan aktif yang ingin didapatkan. Pemilihan metode
ekstraksi yang ideal didasarkan beberapa alasan tertentu seperti sifat
bahan alam, kestabilan metabolit sekunder, rendemen ekstrak, kualitas
yang diinginkan, maupun karena alasan kemudahan, biaya dan waktu
(Agung, 2017; Endarini, 2016).

2.3.2 Metode Ekstraksi Konvensional
Berikut ini adalah beberapa contoh metode ekstraksi yang sering
digunakan:
1. Maserasi
Maserasi adalah teknik ekstraksi sederhana yang dilaksanakan

dengan merendam bahan baku yang telah disiapkan (dikeringkan
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dan dihaluskan) ke dalam pelarut yang sesuai pada bejana dan
ditempatkan pada suhu ruang sambil ditunggu untuk beberapa
waktu (Agung, 2017). Metode ini adalah metode lama yang
digunakan untuk mendapatkan senyawa metabolit sekunder dan
dianggap secara luas sebagai metode yang murah dan praktis
digunakan. Maserasi banyak dipilih untuk digunakan karena dapat
menyari berbagai senyawa metabolit sekunder yang mudah

menguap atau termolabil (Mandal et al., 2015; Rasul, 2018).

Maserasi melibatkan tiga langkah prinsipal. Pertama, bahan
tanaman dikecilkan ukurannya menjadi bentuk serbuk halus
dengan cara digiling. Setelah penggilingan bahan baku, pelarut
sesuai harus dipilih lalu dimasukan ke dalam bejana tertutup,
proses ini dilakukan sekurang-kurangnya tiga hari. Kemudian
campuran ini disaring dengan kertas saring sambil ditekan untuk
menghindari sejumlah besar larutan yang tersumbat pada kertas
saring. Penyaringan akan menghasilkan ampas yang harus di tekan
untuk memperoleh bagian cairnya saja. Cairan yang diperoleh
biasanya dijernihkan dengan proses dekantasi dan didiamkan
selama beberapa waktu. Pengocokan atau pengadukan sesekali
dapat mengoptimalkan ekstraksi dengan meningkatkan penetrasi
pelarut sehingga didapatkan hasil ekstrak yang lebih banyak
(Endarini, 2016; Rasul, 2018).

Proses maserasi dapat diulangi kembali hingga dua atau tiga kali
percobaan dengan memakai ampas hasil ekstraksi tahap pertama
untuk meningkatkan hasil ekstrak. Hal ini disebabkan karena pada
ekstraksi tahap pertama, masih ada sisa senyawa metabolit
sekunder yang tertinggal di dalam bahan baku dan berpeluang
untuk diambil kembali dalam upaya untuk memaksimalkan total

rendemennya (Agung, 2017).
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Perkolasi

Perkolasi adalah sebuah teknik untuk melarutkan senyawa
metabolit sekunder pada suatu bahan yang akan diekstrak dengan
cara mengalirkan pelarut yang cocok pada bahan atau simplisia
yang telah ditata pada alat perkolator sehingga senyawa metabolit
sekunder terbawa pelarut dan mengalir keluar di kran bawah alat
perkolator (Agung, 2017; Julianto, 2018).

Sama seperti proses maserasi tahapan ekstraksi dengan metode
perkolasi dapat diulangi berkali-kali sampai dirasa proses ini sudah
tidak efisien lagi dilakukan. Hal ini dapat dilakukan sampai
senyawa metabolit sekunder dalam pelarut sudah terlalu sedikit
yang terlihat secara kasat mata dari perubahan warna larutan
ekstrak (Agung, 2017).

Refluks

Refluks adalah sebuah metode ekstraksi dengan proses penggunaan
pelarut berulang melalui proses pemanasan dan pengkondensasian
pada sebuah rangkaian alat. Metode ini cukup banyak digunakan
dalam skala laboratorium dan menghasilkan rendemen yang cukup
tinggi jika dibandingkan dengan metode maserasi atau perkolasi
(Agung, 2017).

Pada proses refluks bahan yang ingin di ekstrak akan dicampur
dengan pelarut yang sesuai di dalam wadah seperti labu alas dan
dipanaskan dalam sebuah alat tertentu (contohnya water bath,
heating mantle, atau hot plate). Bagian atas labu dihubungkan
dengan kondensor yang berfungsi untuk mengembunkan uap dari
pelarut. Selama proses pemanasan, pelarut akan menguap. Pada
proses pemanasan ini juga, pelarut akan merusak jaringan dan
dinding sel bahan yang menyebabkan pelarut akan mudah menarik
senyawa metabolit sekunder. Pada saat pelarut mulai mendidih
maka zat-zat yang sudah terlarut akan tertinggal dalam labu alas.

Sementara itu pelarut akan menguap, mengembun dan mencair
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kembali masuk ke labu alas. Proses ini terus berlangsung
berkelanjutan sampai pemanasan dihentikan (Agung, 2017).
4. Sokletasi

Sokletasi adalah proses ekstraksi dengan bantuan pemanasan.
Metode ini dilakukan dengan cara mengekstrak bahan yang sudah
dihaluskan dan dibungkus kertas saring ke dalam tabung sokletasi
yang ditempatkan dalam rangkaian alat. Tepat di bawah labu alas
ditempatkan heating mantle atau hot plate untuk memanaskan
pelarut dalam labu alas (Agung, 2017).

Tahapan proses sokletasi dimulai dengan pemanasan pelarut dalam
labu yang akan menguap dan terkondensasi kembali karena adanya
proses pendinginan sehingga pelarut akan mencair kembali
membentuk aliran lalu menyiram dan merendam bahan dalam
bungkusan kertas saring tadi. Proses ini menyebabkan pelarut
dapat mengekstrak bahan dan melarutkan senyawa metabolitnya.
Setelah beberapa saat maka campuran akan mencapai volume
tertentu dalam tabung sokletasi dan mengalir ke bawah menuju
bagian labu alas. Proses ini berlangsung secara terus menerus
sehingga membuat sampel larut dalam pelarut (Agung, 2017).
Walaupun terkesan sama-sama bekerja dengan mekanisme
pemanasan dan pengembunan terus-menerus. Sokletasi dan refluks
memiliki perbedaan mendasar dimana pada metode sokletasi bahan
baku yang telah dibungkus dalam kertas saring dimasukan kedalam
tabung soklet sedangkan pada proses refluks kontak pelarut dan
bahan baku terjadi di labu alas secara langsung (Ngatin dan Hulupi,
2014).

2.3.3 Metode Ekstraksi Ultrasound-Assisted Extraction
Ultrasound-Assisted Extraction atau sonikasi adalah sebuah proses
ekstraksi menggunakan bantuan gelombang ultrasonik pada frekuensi
tertentu untuk menciptakan gelembung kavitasi yang pada saat tertentu

akan meledak dan menyebabkan degradasi simplisia sehingga senyawa
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metabolit sekunder dapat terlarut dalam medium pelarut (Lefebvre et
al.,, 2020). Metode ini secara prinsip bekerja dengan cara
mentransmisikan gelombang yang merambat pada media dengan
frekuensi tertentu sehingga menginduksi getaran molekul yang secara
bergantian memampatkan dan meregangkan struktur medium pada
waktu tertentu (Mandal et al., 2015).

Proses pemampatan (kompresi) dan peregangan (ekspansi) yang terjadi
secara berkesinambungan akan menyebabkan molekul-molekul tertarik
lebih dekat satu sama lain dan terdorong menjauh secara menerus. Jika
hal ini secara konsisten berlangsung maka proses ekspansi dapat
membentuk gelembung atau rongga dalam cairan. Gelembung ini
awalnya berbentuk kecil, lalu membesar dan mengalami ledakan
eksplosif di dalam medium yang biasa disebut dengan istilah kavitasi.
Ledakan atau letupan ini sangat penting terjadi karena dapat merusak
struktur seluler sampel yang ada di dalam media dan memungkinkan
perembesan pelarut kedalam sel untuk menyari senyawa metabolit
sekunder dengan maksimal (Mandal et al., 2015). Selain itu ledakan ini
juga dapat melepaskan sejumlah energi dalam bentuk panas dan
meningkatkan tekanan dalam sampel sehingga proses ekstraksi berjalan

optimal (Picot-allain et al., 2021).

Kavitasi adalah proses pembentukan, pengembangan dan pemecahan
gelembung mikroskopis dalam cairan (Rodrigues dan Fernandes, 2017).
Gelembung kavitasi diklasifikasikan menjadi dua jenis yaitu gelembung
kavitasi stabil dan sementara. Gelembung kavitasi stabil mengalami
banyak siklus kompresi dan ekspansi tetapi tidak mudah pecah.
Sedangkan gelombang kavitasi sementara keberadaannya hanya
beberapa siklus, dimana gelombang ini akan membentuk volume
gelembung sangat besar hingga setidaknya dua kali lipat ukuran
awalnya dan menyebabkan dentuman yang keras. Hal ini lah yang
menjadi penyebab gelombang kavitasi sementara disebut gelombang
kavitasi aktif (Chemat et al., 2016; Khadhraoui et al., 2019).
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Jenis-jenis alat Ultrasound-Assisted Extraction berdasarkan bentuk

alatnya:

1.

Water Bath

Water bath adalah teknik merendam sebuah bejana yang berisi
campuran bahan ke dalam wadah berbahan baja tahan karat yang
berisi air dengan satu atau lebih transduser (perangkat untuk
mengubah energi listrik menjadi energi mekanik pada frekuensi
ultrasonik) yang terpasang di bawah wadahnya (Mandal et al.,
2015). Mayoritas water bath beroperasi pada frekuensi sekitar 40
KHz. Metode ini banyak digunakan karena biayanya yang rendah,
ketersediaannya dan kemungkinan untuk mengolah banyak sampel
secara bersamaan (Khadhraoui et al., 2019).

Probe

Probe berbentuk seperti tongkat yang ujungnya dilengkapi dengan
transduser. Transduser ini biasanya direndam atau dibenamkan
dalam campuran media cair sehingga menghasilkan gerakan
langsung gelembung kavitasi dari ujung probe (Khadhraoui et al.,
2019). Baik probe maupun water bath dilengkapi dengan alat
generator yang dapat menghasilkan getaran dari daya listrik yang
selalu dihubungkan dengan transduser (Mandal et al., 2015).
Kebayangakan probe menghasilkan frekuensi yang cukup kecil
yaitu 20 KHz (Chemat et al., 2016).

Mekanisme ekstraksi pada sonikasi yang terjadi pada bahan telah

dilaporkan bukan hanya berasal dari satu mekanisme saja tetapi melalui

mekanisme gabungan seperti berikut ini :

1.

Fragmentasi

Fragmentasi (pembelahan) dapat terjadi karena tumbukan antar
partikel dari gelombang kejut (ledakan) yang terjadi akibat
pecahnya gelembung kavitasi di medium cairan. Konsekuensi

langsung dari mekanisme ini adalah pengurangan ukuran partikel
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dan peningkatan luas permukaan yang dapat meningkatkan hasil
rendemen ekstrak (Rodrigues dan Fernandes, 2017).

Erosi

Erosi (pengikisan) dapat terjadi juga dikarenakan adanya dentuman
akibat proses kavitasi. Erosi dapat meningkatkan aksesibilitas air
sebagai pelarut masuk kedalam sampel sehingga membuat senyawa
metabolit sekunder dilepaskan ke medium (Chemat et al., 2016).
Sonokapiler

Sonokapiler mengacu pada peningkatan kedalaman dan kecepatan
penetrasi pelarut kedalam pori-pori di bawah kondisi sonikasi.
Efek dari sonokapiler secara langsung dapat meningkatkan
pembengkakan pada sel dan berkontribusi positif terhadap
mekanisme dasar ekstraksi yaitu desorpsi dan difusi zat keluar dari
struktur sel (Chemat et al., 2016).

Sonoporasi

Sonoprasi adalah pembentukan pori membran pada membran sel
yang menyebabkan  permeabilitas membran  meningkat.
Peningkatan porositas membran memungkinkan pelepasan konten
intraseluler yang lebih tinggi (Rodrigues dan Fernandes, 2017).
Gaya geser lokal

Selama proses sonikasi dengan bantuan gelombang beberapa gaya
geser dihasilkan dalam cairan di sekitar bahan yang dapat
menyebabkan turbulensi dari letupan gelembung kavitasi di dalam
medium. Gaya geser ini dapat menyebabkan pecahnya dinding sel
dan peningkatan tekanan dalam kelenjar (Chemat et al., 2016).
Deteksturasi

Pada ekstraksi konvensional tidak ditemukan adanya perubahan
struktur sel, justru struktur sel tetap utuh sekalipun sel menjadi
kosong karena terjadinya perpindahan senyawa metabolit sekunder
ke dalam pelarut. Akan tetapi deteksturasi pada ekstraksi sonikasi

dapat terjadi pada waktu 30 menit, dimana struktur sel benar-benar
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rusak berubah bentuk menjadi wujud yang tidak beraturan (Chemat
et al., 2016).

Faktor-faktor yang mempengaruhi keberhasilan ekstraksi Ultrasound-

Assisted Extraction adalah sebagai berikut :

1.

Daya

Daya adalah laju perpindahan energi oleh gelombang. Daya akan
mentransfer energi sehingga menghasilkan perubahan kimia atau
fisik pada medium saat digerakan. Beberapa penelitian
menunjukkan bahwa daya ultrasonik yang tinggi menyebabkan
perubahan besar pada campuran sehingga menginduksi gaya geser
yang lebih besar (Chemat et al., 2016).

Frekuensi

Frekuensi adalah jumlah getaran yang terjadi tiap satuan waktu.
Adanya frekuensi tentunya akan mempengaruhi terbentuknya
gelembung kavitasi karena timbulnya fase kompresi dan ekspansi.
Alat ultrasonik umumnya menggunakan frekuensi diatas rentang
frekuensi suara yang dapat ditangkap oleh manusia (20-20.000
Hz), frekuensi alat Ultrasound-Assisted Extraction umumnya
dimulai dari 20 KHz sampai dengan 100 KHz. Efek dari frekuensi
tidak hanya terkait dengan ukuran gelembung kavitasi tetapi juga
pengaruhnya dalam membantu perpindahan suatu zat dalam
medium (Chemat et al., 2016; Lefebvre et al., 2020).

Intensitas

Intensitas ultrasonik dinyatakan sebagai energi yang ditransmisikan
per meter persegi. Peningkatan intensitas akan meningkatkan
terjadinya efek gelembung kavitasi. Parameter ini akan
menyebabkan gelembung kavitasi pecah lebih keras. Proses ini
sangat menguntungkan karena pecahnya gelembung Kkavitasi
membuat sampel terdegradasi dan hasil ekstrak yang didapatkan
meningkat. Perlu diketahui bahwa intensitas selalu berhubungan
langsung dengan daya pada alat ultrasonik (Chemat et al., 2016;
Khadhraoui et al., 2019).



21

Pelarut

Pemilihan pelarut utamanya ditentukan oleh kelarutan senyawa
metabolit sekunder di dalam pelarut yang cocok. Selain itu
pemilihan pelarut juga berdasarkan parameter fisik seperti tekanan
uap pelarut. Pelarut dengan tekanan uap rendah lebih disarankan
digunakan karena ledakan gelembung kavitasi lebih intens terjadi
dibandingkan pelarut dengan tekanan uap tinggi (Chemat et al.,
2016). Penggunaan pelarut seperti n-heksan harus dipertimbangkan
terutama karena sifat dari bahan yang beracun. Pada proses
Ultrasound-Assisted Extraction, metanol dilaporkan menunjukkan
hasil ekstrak yang lebih tinggi dibandingkan etanol (Picot-allain et
al., 2021; Rodrigues dan Fernandes, 2017).

Suhu

Kenaikan suhu dapat menyebabkan lebih banyak uap pelarut
terbentuk yang akibatnya dapat memasuki rongga gelembung yang
akan meledak kurang keras sehingga mengurangi efek sonikasi.
Akibatnya pada suhu yang lebih tinggi metode sonikasi kurang
disukai untuk dipakai karena efek kavitasi yang berkurang. Oleh
karena itu penggunaan metode ekstraksi Ultrasound-Assisted
Extraction lebih disukai pada suhu yang cenderung kecil untuk
menghindari efek kavitasi yang berkurang, dimana terdapat efek
menguntungkan dari suhu rendah (sekitar 30° C atau kebawah).
Penting untuk memilih suhu ekstraksi sesuai dengan target
senyawa Yyang ingin di ekstrak. Oleh karena itu parameter suhu
diperlukan untuk mencegah degradasi senyawa termolabil dan
menghasilkan rendemen ekstrak yang tinggi tanpa terjadinya
kerusakan pada ekstrak, karena bagaimanapun parameter suhu
sangat dipengaruhi oleh jenis simplisia yang digunakan (Chemat et
al., 2016).

Suhu mempengaruhi ekstraksi sonikasi dengan dua mekanisme
yang berbeda: Suhu yang tinggi dapat meningkatkan penetrasi

pelarut yang mengarah ke efek positif. Namun hal itu dapat
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membahayakan efek kavitasi karena peningkatan tekanan uap air,
yang menyebabkan penurunan rendemen ekstrak. Biasanya efek
penurunan ini diamati pada suhu 40° — 100° C dalam sistem water
bath (Rodrigues dan Fernandes, 2017).

2.4 Antibakteri
2.4.1 Definisi Antibakteri
Antibakteri adalah zat yang dapat menekan pertumbuhan atau bahkan
membunuh bakteri. Berdasarkan mekanisme Kkerjanya antibakteri
terbagi menjadi dua, yaitu bakteriostatik yang bersifat menghambat
pertumbuhan bakteri dan bakterisida yang membunuh bakteri.
Sedangkan berdasarkan target mekanisme kerja antibakteri dapat dibagi
menjadi sebagai berikut : Perusakan membran sel atau dinding sel,
perubahan permeabilitas sel, penghambatan kerja enzim dan

penghambatan sintesis asam nukleat dan protein (Rollando, 2019).

2.4.2 Metode Pengujian Antibakteri
Metode pengujian antibakteri adalah tes yang digunakan untuk menguji
kepekaan suatu bakteri terhadap suatu zat antibakteri. Beberapa metode

uji ini dapat di bagi menjadi seperti berikut (Khusuma et al., 2019) :

A. Metode Dilusi

Metode dilusi terdiri dari dua cara yaitu :

1. Dilusi perbenihan cair
Dilusi perbenihan cair adalah metode pengujian antibakteri dasar
dimana prosedurnya biasanya melibatkan pengenceran dua kali lipat
dari agen antimikroba (Balouiri et al., 2016). Dilusi perbenihan cair
dibagi menjadi dua yaitu mikrodilusi dan makrodilusi. Walaupun
berbeda pada prinsipnya pengerjaan kedua jenis dilusi ini sama, hal
yang membedakan hanyalah volume yang digunakan saja.
Makrodilusi menggunakan volume lebih dari 1 ml sedangkan

mikrodilusi volume yang digunakan lebih kecil yakni 0,05 sampai
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0,1 ml. Pada metode ini pengenceran biasanya digunakan dalam
satuan yang kecil (ug/ml) (Soleha, 2015).

Dilusi agar

Pada teknik ini zat yang ingin diuji aktivitas antibakterinya akan
diencerkan, lalu ditambahkan ke dalam agar. Proses ini memerlukan
perbenihan agar sesuai dengan jumlah pengenceran, perbenihan
tambahan tanpa zat antibakteri biasanya dipakai untuk kontrol. Pada
metode ini konsentrasi hambat minimum zat antibakteri dapat diukur
dengan menentukan konsentrasi terendah yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri (Soleha, 2015).

B. Metode Difusi
Metode difusi ini dapat diklasifikasikan sebagai berikut :

1.

Cakram (Disk diffusion)

Pada metode difusi cakram kertas, cakram yang telah dibubuhkan
sejumlah zat antimikroba diletakan pada sebuah media yang
sebelumnya sudah dibiakan bakteri yang akan diuji. Penghambatan
pertumbuhan organisme uji dapat dilihat penyebarannya dengan
melihat adanya zona bening yang terbentuk di sekitar cakram
(Soleha, 2015).

Cara Parit (Ditch plate)

Metode parit dibuat dengan cara memotong media dalam cawan
petri di bagian tengah dengan cara membujur kemudian sejumlah
zat antibakteri dimasukkan ke dalam parit. Setelah itu sejumlah
mikroba uji (jumlah maksimalnya 6 macam) digoreskan ke arah
parit yang berisi agen antimikroba (Etikasari et al., 2017).

Cara Sumuran (Cup/hole plate)

Cara kerja dari teknik sumuran yaitu dengan cara membuat suatu
lubang bulat atau sumuran pada media agar sehingga zat
antibakteri dapat dimasukkan di dalamnya (Khusuma et al., 2019).
Pembuatan sumuran dilakukan dengan meletakkan pipet steril pada

cawan petri dengan pinset sebelum agar dan bakteri dimasukan.
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Kemudian itu ditunggu beberapa saat sampai agar memadat.
Barulah ketika agar mulai memadat, pipet yang telah kita letakan di
cawan diangkat dengan menggunakan pinset steril sehingga
membentuk suatu sumuran (Soleha et al., 2015). Cara ini dianggap
cukup baik dipakai karena zat akan terdispersi dari permukaan atas

media agar sampai ke bawah media agar (Nurhayati et al., 2020).
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2.5 Kerangka Teori

Daun waru (Hibiscus Ekstraksi dengan metode
tiliaceus Linn) "] Ultrasound-Assisted Extraction

A 4

Ekstrak daun waru (Hibiscus
tiliaceus Linn)

! V

Flavonoid Saponin Alkaloid Tanin Steroid &
Terpenoid
\
Mengganggu Mengganggu Mengganggu Mengganggu Mengganggu
fungsi permeabilitas sintesis permeabilitas permeabilitas
membran sel sel dinding sel sel sel

]

Pertumbuhan Streptococcus pyogenes

Gambar 3. Kerangka Teori

2.6 Kerangka Konsep

Variabel bebas : Variabel terikat :

\4

Ekstrak metanol daun waru Diameter zona hambat koloni
(Hibiscus tiliaceus Linn) Streptococcus pyogenes

Gambar 4. Kerangka Konsep

2.7 Hipotesis
HO : Tidak terdapat pengaruh aktivitas antibakteri ekstrak metanol daun waru
(Hibiscus tiliaceus Linn) terhadap daya hambat pertumbuhan
Streptococcus pyogenes.
H1 : Terdapat pengaruh aktivitas antibakteri ekstrak metanol daun waru
(Hibiscus tiliaceus Linn) terhadap daya hambat pertumbuhan

Streptococcus pyogenes.



BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental untuk mengetahui efek

antibakteri dari ekstrak metanol daun waru (Hibiscus tiliaceus Linn) terhadap

bakteri Streptococcus pyogenes ATCC 19615 dan dibandingkan dengan

kelompok kontrol.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

3.2.1 Tempat Penelitian

Penelitian ini akan dilakukan di :

1.
2.

Laboratorium Botani Fakultas MIPA Universitas Lampung.
Laboratorium Kimia Farmasi Analisa Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung.

Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas
Lampung.

Laboratorium Farmasetika Fakultas Kedokteran Universitas
Lampung.

Laboratorium Patologi Klinik Fakultas Kedokteran Universitas

Lampung.

3.2.2 Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan pada bulan Januari 2023 - Maret 2023.
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3.3 Alat, Bahan Uji dan Mikroba Uji Penelitian

3.3.1

3.3.2

3.3.3

3.34

Mikroba

Mikroba uji dalam penelitian ini adalah bakteri gram positif yaitu
Streptococcus pyogenes ATCC 19615. Bakteri ini merupakan biakan
bakteri yang didapatkan dari Bagian Mikrobiologi Fakultas Kedokteran

Universitas Indonesia.

Bahan Uji Penelitian

Bahan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun waru
(Hibiscus tiliaceus Linn) yang berasal dari desa Candimas Induk I,
Kecamatan Natar, Kabupaten Lampung Selatan yang dikeringkan
dengan oven pada suhu 50° C selama 30 jam. Kemudian dihaluskan
dengan chopper hingga menjadi serbuk (Winarti dan Usman, 2015).
Lalu serbuk ditimbang sebanyak 984 gram dengan timbangan digital,
diayak dengan mesh 80 dan diekstrak menggunakan alat sonikator di
Laboratorium Kimia Farmasi Analisa Fakultas Kedokteran Universitas

Lampung.

Media Kultur
Media kultur yang digunakan pada penelitian ini yaitu Mueller Hinton
Agar (MHA) dan Nutrien Agar (NA).

Alat

Alat yang digunakan pada penelitian yaitu Ultrasonic cleaning bath
(Buchi), pisau (Vicenza), chopper (Philips), batang pengaduk (Pyrex®),
timbangan analitik (Shimadzu), rotary evaporator (Buchi), gelas beker
(Pyrex®), cawan petri (ONEMED), tabung erlenmeyer (Pyrex®), rak
dan tabung reaksi (Pyrex®), ose (ROFA), kapas steril (One Med),
lampu bunsen (Pyrex®), pipet tetes (Pyrex®), pipet mikro (Pyrex®),
jangka sorong (Ken Master), autoclave (Gea), dan pipet steril
(Pyrex®)Ayakan mesh 80 (KZM), Spatula (Pyrex®), Desikator
(Pyrex®), Oven (MEMMERT), Silet (Gillette), Pipet Steril (ONEMED,
Cawan Porselen (Pyrex®), Lumpang (Pyrex®), Alu (Pyrex®).
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3.3.5 Bahan
H,SO4(Merck), HCI(Merck), serbuk Mg (Merck), KI (Merck), HgCl,
(Merck), FeCl; (Merck), Mueller Hinton Agar (Merck), Nutrien Agar
(Merck), Metanol (Merck), Akuades (Shagufta), Asam Asetat Glacial
(Merck), Kloroform (Merck).

3.4 Variabel Penelitian
Dalam penelitian ini digunakan beberapa variabel yang dibagi ke dalam dua

bagian yaitu variabel terikat dan variabel bebas.

3.4.1 Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah diameter zona hambat pada

pertumbuhan bakteri Streptococcus pyogenes.

3.4.2 Variabel Bebas
Variabel bebas adalah ekstrak metanol daun waru (Hibiscus tiliaceus
Linn) dengan konsentrasi 25%, 20%, 15%, dan 10%.



3.5 Definisi Operasional

Tabel 1. Definisi Operasional
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N  Variabel Definisi Cara Ukur  Hasil Ukur  Skala

0

1 Ekstrak Sediaan kental Menggunak Ekstrak Ordin
metanol yang diperoleh an cara metanol al
daun waru dengan Tambahkan daun waru
(Hibiscus  mengekstraksi sejumlah (Hibiscus
tiliaceus senyawa aktif dari gram tiliaceus
Linn) daun waru, lalu ekstrak di Linn) 25%,
25%, 20%, pelarut divapkan ad. kan 20%, 15%
15%, 10% hingga tersisa sampai 10 dan 10%

ekstraknya  saja. ml akuades
Kemudian ekstrak dan
diencerkan dilarutkan
menggunakan

akuades sehingga

konsentrasi  25%,

20%, 15%, 10%
(Departemen

Kesehatan RI,

2000)

2 Daya Zona bening yang Menggunak Zona Ordin
hambat terbentuk pada an jangka hambat al
pertumbuh media yang telah sorong pertumbuha
an bakteri diinokulasikan untuk n  bakteri
Streptococ bakteri di sekitar mengukur  (mm)
cus sumuran yang telah zona
pyogenes  ditaruh ekstrak, hambat Lemah

kontrol positif dan <14

negatif  (Mulyadi, Intermediet

Wuryanti dan : 14-19

Sarjono, 2017) Sensitif
>20

(Sukohar et
al., 2022)
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3.6 Sampel Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan perlakuan konsentrasi ekstrak daun waru yang
diuji yaitu : 25%, 20%, 15%, dan 10%, serta dilakukan uji kontrol positif
dengan memberikan antibiotik amoksisilin sedangkan kontrol negatif
menggunakan akuades. Untuk banyaknya pengulangan yang dilakukan adalah
3 kali. Dengan demikian, dari total 6 perlakuan yang dilakukan, setiap
kelompok perlakuan mendapatkan 3 kali ulangan sehingga seluruh subjek

penelitian berjumlah 18 sampel.

3.7 Kelompok Perlakuan
Tabel 2. Kelompok Perlakuan

Kelompok Perlakuan

K(-) Kelompok Streptococcus pyogenes yang diberikan akuades
sebagai kontrol (-)

25% Kelompok Streptococcus pyogenes yang diberikan ekstrak
daun waru dengan konsentrasi 25%

20% Kelompok Streptococcus pyogenes yang diberikan ekstrak
daun waru dengan konsentrasi 20%

15% Kelompok Streptococcus pyogenes yang diberikan ekstrak
daun waru dengan konsentrasi 15%

10% Kelompok Streptococcus pyogenes yang diberikan ekstrak
daun waru dengan konsentrasi 10%

K(+) Kelompok  Streptococcus pyogenes yang diberikan

amoksisilin sebagai kontrol (+)

3.8 Prosedur Penelitian
3.8.1 Determinasi Daun dan Pembuatan Ekstrak Daun Waru

A. Determinasi Daun Waru
Determinasi daun waru akan dilaksanakan di Laboratorium Botani
Fakultas Matematika dan Illmu Pengetahuan Alam (FMIPA)
Universitas Lampung.

B. Preparasi Simplisia dan Ekstraksi Daun Waru
Daun Waru diambil pada pukul 09.00 — 10.00 WIB dan diambil
bagian daun ke -5 dari pucuk daun. Dilakukan proses sortasi basah
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untuk membuang pengotor yang terikut dengan sampel daun
(Hidayah N et al., 2021). Lalu daun waru sebanyak 2 kg dicuci
terlebih dahulu dengan cara direndam sebanyak 3 kali selama
kurang lebih 10 menit pada setiap perendaman lalu ditiriskan.
Kemudian dikeringkan dengan oven pada suhu 50° C selama 30 jam
(Winarti dan Uman, 2015). Untuk memastikan tidak adanya
pengotor dilakukan sortasi kering. Kemudian daun waru dihaluskan
dengan chopper hingga menjadi serbuk dan diayak dengan mesh 80.
Lalu sebanyak 29 gram serbuk dicampurkan dengan 217,5 ml
pelarut metanol (perbandingan serbuk dan pelarut 1 : 7,5) di dalam
wadah erlenmeyer 250 ml lalu ditutup atasnya dengan plastik wrap.
Sebelum di ekstraksi dengan sonikator terlebih dahulu campuran di
aduk dengan magnetic stirer selama 2 menit dengan kecepatan 200
rpm. Setelah itu alat sonikator jenis water bath dihidupkan terlebih
dahulu dengan mencolokkan steker ke stopkontak. Kemudian wadah
water bath diisi dengan air sampai garis maksimum (Winata dan
Yunianta, 2015). Barulah erlenmeyer yang telah terisi bahan dan
pelarut tadi direndam dalam air dengan menyetel suhu 30° C pada
waktu 30 menit di alat sonikator, sedangkan untuk frekuensi sudah
tersetel otomatis di alat sebesar 40 KHz. Saat 15 menit awal
ekstraksi, larutan disentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan
4000 rpm di dalam alat sentrifugator. Barulah setelah
disentrifugasi, larutan diekstraksi kembali selama 15 menit di alat
sonikator. Hal ini terus dilakukan hingga serbuk habis terpakai.
Kemudian setelah proses ekstraksi selesai campuran disentrifugasi
selama 10 menit dengan kecepatan 4.000 rpm untuk mendapatkan
supernatannya (Hossain et al., 2015). Kemudian supernatan
diuapkan di rotary evaporator pada suhu 50° C (Daniswara dan
Mujiburohman, 2020). Hasil rendemen ekstrak kemudian dihitung
dengan cara dihitung persentase antara berat ekstrak per berat
simplisia (FHI Edisi 11, 2017).
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3.8.2 Pemeriksaan Makroskopis dan Mikroskopis Simplisia

Pemeriksaan makroskopis dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui
sifat-sifat morfologi dari daun dilakukan dengan pengamatan langsung
dan dibandingkan dengan literatur yang ada. Sedangkan pemeriksaan
mikroskopis dilakukan untuk melihat susunan anatomi daun dengan

menggunakan mikroskop (FHI Edisi 11, 2017).

3.8.3 Parameter Non Spesifik dan Spesifik
A. Parameter Non Spesifik
I. Kadar Air
Ditimbang sebanyak 10 gram sampel lalu masukan kedalam
wadah yang sebelumnya telah ditara. Oven pada suhu 105° C
selama 5 jam lalu ditimbang. Lanjutkan pengeringan selang 1 jam
sampai perbedaan antara dua penimbang berturut-turut tidak lebih
dari 0,25% (FHI Edisi I, 2017).
I1. Susut Pengeringan
Timbang 1 gram sampel dalam botol yang sebelumnya telah
dipanaskan dan ditara. Ratakan sampel dalam botol lalu keringkan
dengan suhu 105° C (FHI Edisi I1, 2017).
B. Parameter Spesifik
Parameter Spesifik yang dilakukan adalah uji organoleptik dimana
bentuk, bau, warna, rasa dideskripsikan melalui panca indra (FHI
Edisi 11, 2017).

3.8.4 Penapisan Fitokimia
A. Uji Flavonoid
Sebanyak 0,5 gram sampel ditambah dengan 0,5 gram serbuk Mg
dan 5 ml HCI pekat (tetes demi tetes) warna larutan menjadi merah
atau kuning dengan timbulnya busa menandakan adanya flavonoid
(Harborne, 1987).
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B. Uji Alkaloid
Sebanyak 0,5 gram sampel ditetesi kloroform sebanyak 5 tetes dan 5
tetes pereaksi Mayer (1 gram KI dilarutkan dalam 20 ml akuades,
lalu ditambahkan 0,271 gram HgCl, hingga larut) adanya warna
larutan putih kecoklatan menandakan adanya alkaloid (Harborne,
1987).

C. Uji Saponin
Sebanyak 0,5 gram sampel ditambah 5 ml akuades kemudian
dikocok selama 30 detik adanya busa stabil selama 10 menit
menandakan adanya kandungan saponin (Harborne, 1987).

D. Uji Tanin
Sebanyak 0,5 gram sampel ditambah 3 tetes larutan FeCl; 10%
adanya warna larutan hitam kebiruan menandakan adanya
kandungan tanin (Harborne, 1987).

E. Uji Steroid dan Terpenoid
Sebanyak 0,5 gram sampel dicampur dengan 0,5 ml asam asetat
glacial dan 0,5 ml H,SO,, terbentuknya warna sampel menjadi biru
atau ungu menandakan adanya steroid sedangkan perubahan warna
menjadi merah atau kuning menandakan adanya terpenoid
(Harborne, 1987).

3.8.5 Sterilisasi Alat
Sterilisasi alat berupa pipet steril dan yellow tip dilakukan dengan
autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121° C. Uap air akan
memanaskan alat yang digunakan sehingga nantinya dapat terbebas dari
mikroorganisme yang menempel di alat. Sedangkan sterilisasi alat yang
terbuat dari kaca disterilkan dalam oven dengan suhu 170°C selama 2
jam (Denyer et al., 2004).
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3.8.6 Pembuatan Suspensi Bakteri
Biakan bakteri sebanyak 1 ose disuspensikan ke dalam larutan NacCl
0,9% sampai diperoleh kekeruhan yang sesuai dengan standar 0,5 Mac
Farland (CLSI, 2021).

3.8.7 Pembuatan Media Mueller Hinton Agar
Sebanyak 4,56 gram MHA dilarutkan dalam 120 ml akuades di atas
penangas. Setelah itu diangkat kemudian dituangkan ke cawan petri.
Media lalu disterilkan dengan suhu 121° C selama 15 menit
(Sigmaaldrich, 2018).

3.8.8 Uji ldentifikasi Bakteri

A. Pewarnaan Gram

1. Fiksasi apusan dengan pemanasan.

2. Teteskan dengan pewarna kristal violet.

3. Kelebihan pewarna dicuci dengan air mengalir.

4. Tetesi apusan dengan larutan garam iodin.

5. Bilas dengan air.

6. Apusan direndam selama 10-30 detik di dalam alkohol 96%.

7. Cuci apusan dengan air mengalir dengan hati-hati.

8. Warnai dengan larutan safranin selama 10-30 detik.

9. Cuci larutan safranin yang berlebih di air mengalir lalu

dikeringkan.
10. Apusan diamati di mikroskop (Brooks et al., 2004).
B. Uji Katalase
Uji katalase dilakukan dengan menambahkan H,0O, 3% ke isolat
bakteri dan dikatakan katalase positif jika terdapat gelembung
udara. Bakteri yang memproduksi enzim katalase mampu memecah
H,0, menjadi H,O dan O, (Brooks et al., 2004).
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3.8.9 Uji Aktivitas Antibakteri

1.

Pembuatan sumuran diawali dengan menaruh pipet steril pada
cawan petri sebelum media Mueller Hinton Agar yang telah
dicampur suspensi bakteri di masukkan.

Kemudian dimasukkan Mueller Hinton Agar yang telah dicampur
suspensi bakteri dalam cawan petri, lalu ditunggu sampai memadat.
Ketika media sudah mulai memadat. Pipet steril yang kita letakan
tadi dapat diangkat menggunakan pinset steril.

Setelah pipet diangkat maka akan terbentuk lubang sumuran di
media dan dapat diberi label bertuliskan 25% (ekstrak konsentrasi
25%), 20% (ekstrak konsentrasi 20%), 15% (ekstrak konsentrasi
15%), 10% (ekstrak konsentrasi 10%), K(+) kontrol positif, dan
K(-) kontrol negatif.

Lubang sumuran yang telah dibuat kemudian diisi dengan sebanyak
50 wl ekstrak daun waru pada setiap konsentrasi. Sedangkan
kontrol positif amoksisilin dan kontrol negatif akuades dimasukkan
ke lubang sumuran dengan volume masing-masing sebanyak 50 pl.

Setelah itu, media diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37° C.
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Pengolahan dan Analisis Data

Pengolahan data dalam penelitian ini mengikuti langkah-langkah antara

lain:

1.

Editing

Pengecekan kembali data-data yang dikumpulkan dari hasil
pengukuran dalam penelitian untuk mendeteksi kesalahan atau eror
dalam memasukkan data.

Coding

Proses dalam mengkode data pada masing-masing hasil pengukuran
penelitian yang diatur untuk mempermudah pengolahan data.

Entry dan Processing

Data yang telah diberi kode akan dianalisis dengan memasukan data
tersebut ke dalam program.

Tabulating

Data-data hasil penelitian yang telah dianalisis dengan program

dimasukkan ke dalam tabel sesuai kriteria yang telah ditentukan.

Analisis data menggunakan software yang akan mengolah data menjadi 2

macam analisis data, yaitu :

1.

Analisis Univariat

Analisis univariat dalam penelitian ini dilakukan untuk menilai mean
dan standar deviasi.

Analisis Bivariat

Data yang sudah diperoleh akan dianalisis menggunakan uji Saphiro-
wilk test untuk menguji normalitas data. Distribusi data normal jika p-
values > 0,05 dan jika p-values < 0,05 distribusi data tidak normal.
Apabila data terdistribusi normal maka digunakan uji statistik One
Way ANOVA dan dilanjutkan uji homogenitas dengan Levene test.
Apabila data terdistribusi tidak normal maka digunakan uji alternatif
Kruskal-Wallis. Analisis ini digunakan untuk menganalisis variabel
bebas dan terikat, yaitu untuk mengetahui efektivitas pemberian
ekstrak metanol daun waru (Hibiscus tiliaceus Linn) terhadap

pertumbuhan bakteri Streptococcus pyogenes. Hipotesis akan dianggap
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bermakna bila hasil p-values < 0,05 dan dianggap tidak bermakna

apabila p-values > 0,05.

Ethical Clearance

Etika penelitian adalah perilaku ataupun perlakuan peneliti terhadap
subjek penelitiannya. Penelitian sudah mendapatkan persetujuan etik dari
komisi etik Fakultas Kedokteran Universitas Lampung selaku institusi
tempat penelitian dengan N0.397/UN26.18/PP.05.02.00/2023. Surat

keterangan persetujuan etik ini terdapat pada Lampiran 1.



BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

51 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan

bahwa:

1. Kandungan senyawa fitokimia yang terkandung dalam ekstrak metanol
daun waru (Hibiscus tiliaceus Linn) pada penapisan fitokimia yaitu
saponin, tanin, flavonoid, dan steroid.

2. Ekstrak metanol daun waru (Hibiscus tiliaceus Linn) dengan konsentrasi
10%, 15%, 20% dan 25% memiliki diameter zona hambat rata-rata
sebesar 10,29mm, 11,41mm, 13,63mm, dan 14,44mm. Sedangkan pada
kontrol positif yaitu amoksisilin memiliki diameter hambat rata-rata
sebesar 27,12 mm dan kontrol negatif tidak memberikan diameter zona
hambat.
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5.2 Saran

Berdasarkan simpulan dari penelitian ini, penulis menyarankan :

1.

Bagi Peneliti Selanjutnya

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai standarisasi daun waru
(Hibiscus tiliaceus Linn) yang lain yaitu kadar abu, kadar abu tidak larut
asam, kadar sari larut air dan kadar sari larut etanol. Selain itu, dapat
dilakukan percobaan lanjutan dengan membuat konsentrasi ekstrak
metanol daun waru (Hibiscus tiliaceus Linn) menjadi lebih besar.

Bagi Institusi Pendidikan

Dapat dijadikan sumber informasi ilmiah tambahan dan dijadikan acuan
atau referensi bagi penelitian selanjutnya tentang manfaat ekstrak
metanol daun waru (Hibiscus tiliaceus Linn) sebagai data dukung
Farmasi Fakultas Kedokteran Universitas Lampung, khususnya di bidang
agromedicine.

Bagi Masyarakat

Dapat memberikan informasi kepada masyarakat mengenai aktivitas
antibakteri ekstrak metanol daun waru (Hibiscus tiliaceus Linn) sebagai

tanaman obat yang memiliki banyak manfaat untuk kesehatan tubuh.
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